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ABA acido abscisico

ADN acido desoxirribonucleico

ADNCc acido desoxirribonucleico copia

ADNmt acido desoxirribonucleico mitocondrial

AEBSF 4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride

ami microARN artificial (artificial microRNA)

ARN acido ribonucleico
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ARNt acido ribonucleico de transferencia
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BSA albumina sérica bovina

C Complejo (hace referencia a complejos mitocondriales, Cl, ClI, Clll'y
CIV)

CaMV virus del mosaico de la coliflor

cm centimetros

COX citocromo c oxidasa

Da daltons
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dGTP, dTTP)
DO densidad optica
DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
DTT ditiotreitol
EDTA acido etilen diamino tetraacético
EROs especies reactivas del oxigeno
FAD dinucleodtido de flavina-adenina
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GUS B-glucuronidasa
h hora
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M Molar
mA miliamper/s
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min minuto
ml mililitro/s
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mM milimolar
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Glicina S Ser  Serina
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Isoleucina \Y Val  Valina
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AtCOX17 Gen COXay salvaje de Arabidopsis thaliana.

coxiy
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AtCOXa7 Proteina COXay de Arabidopsis thaliana.

Las primeras dos letras indican la especie de a la cual pertenece el gen o la proteina.
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Las mitocondrias de plantas poseen cuatro complejos respiratorios que permiten el
transporte de electrones, un complejo encargado de la sintesis de ATP y dos vias de
respiracion alternativas especificas de plantas. La composicion y estructura de los
complejos respiratorios ha sido ampliamente estudiada en levaduras y mamiferos y se ha
resuelto la composicion de algunos complejos en cultivos de células vegetales. De dichos
estudios se deduce que la biogénesis mitocondrial es un proceso complejo, no solo porque
requiere la coordinacion de dos genomas, nuclear y mitocondrial, sino por el gran nUmero
de proteinas estructurales y de ensamblaje que deben serimportadas a la mitocondria para
que ocurra la biogénesis de los complejos respiratorios. EIl Complejo IV o citocromo ¢
oxidasa (COX) es la enzima terminal de la cadena respiratoria y participa en la reduccion
del oxigeno a agua. En eucariotas, el ensamblaje de COX requiere la participacion de
numerosas proteinas codificadas en el genoma nuclear y tres proteinas estructurales
(COX1, COX2y COX3) codificadas en el genoma mitocondrial. Dentro de las proteinas de
codificacion nuclear se distinguen aquellas que se encuentran asociadas al nucleo
enzimatico de aquellas que participan en otros procesos, tales como la sintesis e insercion
de cofactores en las subunidades estructurales, la sintesis e insercion en la membrana de
las subunidades codificadas en la mitocondria y el ensamblado del complejo. Durante el
ensamblado del Complejo IV debe ocurrir la formacidn de centros metalicos de cobre y
hierro hémico en COX1y COX2, necesarios para la actividad del complejo. La busqueda de
homologos de las proteinas de levaduras y mamiferos ha permitido encontrar proteinas
supuestamente involucradas en el ensamblado del Complejo IV en Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis). Entre las proteinas identificadas figuran supuestos homodlogos de OXAz,
COX10, COXa11, COX15, COX17, COX19, COX23 y SCO1. OXA1p facilitaria la insercion
cotraduccional de las subunidades de COX en la membrana interna, mientras que COX10y
COXag participarian en la formacion del grupo hemo a. COXiy, COX1ig y COX23
participarian en la distribucion del cobre para su insercion en COX mediada por SCO1y

COXa1. Este grupo de proteinas comparte dominios de cisteinas involucrados en la union
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y transferencia del metal. El modelo propuesto en levaduras sugiere que COX17 transfiere
el cobre a SCO1y a COX11y éstas lo transportan a COX2 y COXx, respectivamente. El rol
de COX19y COX23 aun no ha sido dilucidado. En Arabidopsis encontramos dos genes que
codifican proteinas homologas a COX17, denominados AtCOX17-1 y AtCOX17-2, y dos
genes AtCOX19 que codifican proteinas idénticas. Tanto AtCOX17-1 y AtCOX17-2 como
AtCOXag son capaces de complementar a las respectivas mutantes nulas de levaduras, lo
que sugiere que las proteinas de Arabidopsis participan en la biogénesis de COX.
Curiosamente, los promotores de AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AtCOX19 son inducidos en
distintas situaciones que generan estrés oxidativo en plantas. De acuerdo a esto, se ha

sugerido un rol en la respuesta a estrés para estas proteinas en Arabidopsis.

En este trabajo de Tesis nos propusimos estudiar la funcion de las
metalochaperonas de cobre AtCOX17 y AtCOXag. Para cumplir con este objetivo general,
estudiamos la localizacion subcelular de estas proteinas y obtuvimos plantas con niveles
alterados de las mismas. Estudios de microscopia confocal en plantas que expresan
fusiones de AtCOX17-1 y AtCOXa1g a la proteina verde fluorescente (GFP) indicaron que
ambas proteinas tienen localizacion mitocondrial. La localizacion mitocondrial de estas
proteinas esta de acuerdo con la funcion propuesta en la biogénesis de COX. Por otra parte,
la disminucion de los niveles de expresion de AtCOX17-1y AtCOX17-2 en forma simultanea
retrasa el crecimiento en Arabidopsis. El fenotipo observado podria deberse a una
deficiencia en la actividad del Complejo IV. Si bien no hemos podido evaluar esta hipdtesis,
el hecho de que plantas mutantes nulas en proteinas involucradas en la biogénesis del
Complejo IV detienen su desarrollo durante la embriogénesis apoya esta idea. Ademas, la
disminucion de la expresion de cada uno de los genes AtCOX17 en forma individual no
afecta el desarrollo de las plantas. Esto es coincidente con el hecho de que estas plantas no
presentan diferencias en la actividad COX ni en la respiracion respecto de plantas salvajes.
Estos resultados sugieren la existencia de redundancia funcional entre AtCOX17-1 y
AtCOXa17-2 en la biogénesis del Complejo IV. Sin embargo, la disminucion de la expresion
de los genes AtCOX17 de manera individual genera plantas cuya respuesta frente a estrés

se encuentra alterada, ya que presentan una menor induccidon de genes de respuesta a
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estrés y mayores niveles de anidon superdxido y lipidos peroxidados luego de un
tratamiento con NaCl. Por el contrario, plantas con mayores niveles de AtCOX17-1
presentan menores niveles de lipidos peroxidados y mayor diametro de roseta luego del
tratamiento con NaCl, lo que sugiere que estas plantas son menos sensibles a este tipo de
estrés. En conjunto, estos resultados indican que las proteinas AtCOX17 serian necesarias

para que ocurra una respuesta eficiente a estrés en plantas.

También se estudid la homeostasis de cobre en plantas con niveles alterados de
AtCOX17 o de AtCOX1g. Los resultados obtenidos sugieren que AtCOX17-2 y AtCOX19
podrian estar involucradas en el transporte y/o la distribucion del metal en Arabidopsis,
mientras que la modificacion de los niveles de AtCOX17-1 no produjo cambios en la
homeostasis de cobre. Ademas, el silenciamiento de AtCOX29 generd plantas con menores

niveles de hierro y que activan mecanismos relacionados con la deficiencia de dicho metal.

Los resultados obtenidos indican funciones diferenciales para las
metalochaperonas de cobre AtCOX17y AtCOX1g. Particularmente, las proteinas AtCOXa17
participan en la respuesta a estrés, mientras que AtCOX17-2 y AtCOXag participan en la
homeostasis de cobre y/o hierro. Si estas funciones estan relacionadas con la participacion
de estas proteinas en la biogénesis del Complejo IV o son funciones adicionales adquiridas

en plantas durante la evolucidn son interrogantes abiertos para futuras investigaciones.
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Plant mitochondria contain four complexes involved in electron transport, one
complex responsible for ATP synthesis and two plant-specific alternative respiratory
pathways. The structure of the respiratory complexes was thoroughly studied in mammals
and yeast and the composition of some respiratory complexes has been determined in
plants. These studies showed that mitochondrial biogenesis is a complex process that
requires the coordination of two different genomes and the participation of many
structural proteins and assembly factors. Complex IV or cytochrome c oxidase (COX) is the
terminal enzyme of the mitochondrial electron transport chain and is involved in the
conversion of oxygen to water. COX is composed of 10 or more different subunits encoded
either in the mitochondrial or the nuclear genome. The three core subunits (COX1, COX2
and COX3) are encoded in the mitochondrial genome and are present in COX from
different organisms, whilst the number of subunits encoded in the nucleus is variable. In
addition to structural subunits, several proteins involved in COX assembly have been
identified. These proteins participate in processes like the synthesis of co-factors and their
insertion into the structural subunits, the synthesis and insertion into the membrane of
subunits encoded in the organelle and the assembly of the complex. During COX assembly,
copper and heme a must be inserted into the core subunits since they form the catalytic
centers necessary for proper COX activity. Copper delivery was thoroughly studied in
mammals and yeast. A simple model proposes that copper is transferred from COX17 to
SCO1 and COXa1, which in turn transfer copper to COX2 and COXa, respectively. COX17 is
a soluble protein from the mitochondrial intermembrane space (IMS) that contains four
cysteines arranged in two CX,C motifs and two additional cysteines involved in copper
coordination. Another protein from the IMS, COX1g, also contains CX,C motifs and is
involved in copper delivery in yeast. Homologues of COX17 and COXag are encoded in
plant genomes. In Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), two different genes, AtCOX17-1 and
AtCOXzy-2, encode proteins which are able to complement the respiratory deficiency of a

yeast coxzy null mutant. Moreover, the expression of AtCOX1y genes is induced under
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biotic and abiotic stress conditions. Similar to AtCOX17 genes, AtCOX19 genes (AtCOX19-
1 and AtCOXz9-2), which encode identical proteins, are able to complement a yeast cox19

null mutant and are induced under stress conditions.

In this work, we focused on the function of AtCOX17 and AtCOXag in Arabidopsis.
First, we determined the subcellular location of AtCOX17-1 and AtCOXag using confocal
microscopy. Our studies showed that both proteins are located in mitochondria, which is
in agreement with their function in COX biogenesis. We also analyzed plants with reduced
levels of AtCOX17 or AtCOX1g. Silencing of both AtCOX17 genes originated only a limited
number of lines which were strongly affected in growth. This phenotype may be explained
by the role of AtCOX17 in COX assembly. This is in agreement with previous studies which
indicated that knockout mutations in genes encoding proteins involved in COX assembly
cause an arrest in embryo development. On the contrary, silencing of single AtCOX17
genes did not significantly affect plant growth or COX activity suggesting the existence of
functional redundancy. However, plants with reduced expression of individual AtCOXzy
genes showed a reduced or delayed response to stress, since they were unable to properly
induce a set of stress-responsive genes and contained higher ROS and lipid peroxidation
levels after a salt stress treatment. These results indicate that AtCOX17 genes have
acquired functions related to stress responses. In fact, plants with reduced expression of
both AtCOX17 genes showed a general decrease in the expression of genes that participate

in the response to many different types of stress even under basal conditions.

We also studied the role of AtCOX17 and AtCOxag in copper homeostasis. Silencing
the expression of either AtCOX17 gene or AtCOXz9 did not modify the expression of genes
involved in copper transport or delivery. However, plants with increased expression of
AtCOX19 or AtCOX17-2 showed a significant increase in the expression of genes involved
in responses to copper limitation. Moreover, silencing of AtCOX19 caused a decrease in
iron levels and activated gene expression responses related to iron deficiency, suggesting

that AtCOXag is also involved in iron metabolism.

Although AtCOX17 and AtCOXag show structural similarity, have the same

subcellular localization and are induced under similar situations, they probably have
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different functions in plants. Our results suggest that AtCOX17 genes are involved in stress
responses while AtCOX1g participates in modulating metal homeostasis. The link between

these functions and their role in COX biogenesis is an open question for future studies.
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4.1. MITOCONDRIAS, FUNCIONES GENERALES.

Las mitocondrias son organelas subcelulares, semiautonomas, de doble
membrana, distribuidas en los reinos animal, vegetal, fungi y protista. Dado que presentan
genoma propio y maquinaria replicativa y de traduccion, aumentan su numero por fision
de manera independiente de la maquinaria de la célula en la que residen. Es decir, son
independientes de la division celular.

Las mitocondrias tienen como funciones principales la oxidacion de los acidos
organicos a traves del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la generacion de energia
disponible en forma de ATP (adenosina trifosfato) (Figura 1 A-B). Los procesos que
permiten la generacién de ATP se encuentran compartamentalizados dentro de las
mitocondrias como consecuencia de la presencia de dos membranas, membrana externa
(ME) y membrana interna (MI). Entre las dos membranas queda delimitado un espacio
intermembrana (IMS), mientras que la Ml delimita la matriz mitocondrial (Figura 1 C-D). La
ME estd formada principalmente por poros proteicos que permiten el ingreso de iones y
moléculas menores a 40 kDa mientras que la Ml es mas selectiva, similar a la membrana
plasmatica de eucariotas. En la Ml se encuentran integrados cinco complejos
multienzimaticos encargados de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Figura 1 B).

En la forma mas clasica de describir la respiracion, ésta se basa en la transferencia
lineal de electrones desde las coenzimas NADH o FADH, hasta el oxigeno molecular. Los
electrones (2e) provenientes del NADH son transferidos al complejo | en forma acoplada al
transporte de 4 protones (H*). El complejo | transfiere estos electrones al complejo Ill a
través de la ubiquinona. El complejo Il transporta los electrones provenientes del FADH,
hacia la ubiquinona sin transportar H*. Luego, el complejo Ill o citocromo ¢ reductasa
transfiere los electrones de la ubiquinona reducida al citocromo ¢ (oxidado), proceso
acoplado al transporte de 2H*. Finalmente, el complejo IV toma los electrones de a uno del
citocromo c (reducido), transportando 2H*. Los electrones provenientes del citocromo ¢

son empleados para la conversion del oxigeno a agua. La energia proveniente del gradiente
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de protones es utilizada por la ATP sintetasa para producir ATP a partir de ADP cuando los

protones regresan a la matriz a favor del gradiente de concentracion (Figura 1 B).

Membrana
4 _Interna

Membrana
externa

mitocondrial

Espacio
intermembrana

Figura 1. Mitocondrias, funcién y estructura. A. Diagrama de las reacciones que ocurren en la matriz
mitocondrial y permiten la generacion de equivalentes reductores que ingresan a la cadena transportadora
de electrones. B. Diagrama de los complejos respiratorios de la MI de la mitocondria. La flecha amarilla
muestra la direccion del transporte de electrones (circulos amarillos). La flecha verde indica el sentido del
movimiento de los protones (H*). C. Diagrama tridimensional que indica las membranas mitocondriales y los
espacios delimitados por las mismas. D. Micrografia electronica de barrido de una mitocondria (corte
longitudinal).E. Micrografia electrénica de transmision de una mitocondria (corte transversal).

4.2. LA IMPORTANCIA DE LAS MITOCONDRIAS EN ORGANISMOS

FOTOSINTETICOS.

La naturaleza sésil de las plantas les ha permitido desarrollar diversos mecanismos
para completar los distintos estadios de su desarrollo, aun bajo situaciones adversas o
anomalas (Dangly Jones, 2001; Esmony col., 2005; Vickersy col., 2009). De esta forma, las
plantas integran distintos caminos de seinales, detectando informacion posicional
especifica que les permita modular la actividad energética dentro de la célula, cubriendo

las demandas estructurales de crecimiento y de desarrollo. De forma resumida, las plantas
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integran sefales que provienen del ambiente (sefnales nutricionales, de temperatura y
calidad de luz) y de su interaccion con el entorno (interaccion con patégenos) (Catalay col.,
2011; Depuydt y Hardtke, 2011; Ostaszewska y col., 2014). Las senales detectadas en el
exterior se transmiten al interior mediante vias que involucran hormonas, sistemas redox
(glutation y ascorbato) y especies reactivas del oxigeno (EROs) y del nitrégeno (ERNSs),
entre otras (Baudouin y Hancock, 2014; Considine y Foyer, 2014; Sierlay col., 2013). Este
sistema de relevamiento de informacion esta sujeto al reloj circadiano y es especifico de
tejido, organo y especie (De Vleesschauwer y col., 2013). La mitocondria cumple un rol
central en la integracion de dichas sefales (Colombatti y col., 2014; Jacoby y col., 2012;
Schwarzlander y Finkemeier, 2013; Welchen y col., 2014). Estas organelas regulan su
organizacidn proteica, composicion, forma y numero permitiendo un fino ajuste de las
actividades metabolicas asociadas con la sintesis de moléculas energéticas, moléculas que
intervienen en el metabolismo redox y mensajeros secundarios (Schwarzlander vy

Finkemeier, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Regulacion de la biogénesis mitocondrial en plantas. La actividad mitocondrial debe integrar
diversas sefiales, tanto externas (1) como internas (2). Dichas sefiales modifican la expresion de diversas
familias de factores de transcripcion (3). Los factores de transcripcion de las familias TCP, bHLH, bZIP y
AP2/ERF estarian involucrados en la regulacion de la biogénesis mitocondrial y sus variaciones en diferentes
condiciones de crecimiento (e.]. estrés). La expresion dual de proteinas en distintas organelas constituye un
punto de comunicacion entre la mitocondria y el ambiente celular (4 y 5). La interaccion fisica y funcional
entre los complejos transportadores de electrones y los complejos de importacion (MP) contribuyen a la
regulacion de la expresion génica y el ensamblaje de las proteinas (6). La mitocondria puede generar sefiales
que modifican la expresion génica para ajustarla a las demandas energéticas de la célula (7). Factores de
transcripcion de las familias ANAC y WRKY vy el factor ABl4 has sido involucrados en la sefializacion
retrégrada mitocondrial (MRS).

El desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral se enmarca dentro de una linea de
investigacion que intenta profundizar nuestro conocimiento sobre la biogénesis
mitocondrial en plantas. En particular, esta linea de trabajo intenta entender cémo la
mitocondria coordina la actividad respiratoria con las demandas celulares y con las
demandas del entorno. A continuacion se desarrollan algunos conceptos necesarios para

entender el objetivo e interpretar los resultados presentados dentro de esta linea de

investigacion.
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4.3. LAS MITOCONDRIAS EN PLANTAS.

La fotosintesis y la respiracion son los principales procesos metabolicos que
permiten la produccion energética. Mientras la fotosintesis requiere energia luminica, CO.
y H,O para la generacion de carbohidratos y O,, la respiracion utiliza estos carbohidratos
para producir intermediarios carbonados, equivalentes reducidos y energia en forma de
ATP, con la concomitante reduccion del oxigeno a agua.

La glicdlisis, el ciclo de oxidacion de las pentosas fosfato y el TCA son las principales
vias metabdlicas que utilizan los carbohidratos provenientes de la fotosintesis para
producir intermediarios carbonados para los procesos biosintéticos (Fernie y col., 2004). La
oxidacion de carbohidratos esta asociada a la produccion de equivalentes reducidos en la
forma de NADH o NAD(P)H. Estos equivalentes seran utilizados en las vias de biosintesis o
seran incorporados a los complejos de la cadena transportadora de electrones de la
mitocondria.

El proteoma mitocondrial de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) ha sido
ampliamente caracterizado a partir de la aplicacion de diferentes estrategias de
electroforesis (Heazlewood y col., 2004; Kruft y col., 2001; Lee y col., 2011; Millar y col.,
2001; Taylor y col., 2011). En funcidn de estos resultados, mas de 5oo proteinas fueron
identificadas como proteinas mitocondriales. Sin embargo, mas de 1500 proteinas
tendrian localizacion mitocondrial en Arabidopsis segun programas predictivos. Es
probable que las proteinas mitocondriales que presentan baja abundancia y/o alta
hidrofobicidad aun no hayan sido identificadas. Gran parte de las proteinas mitocondriales
integran complejos proteicos (e.j. los complejos de la cadena transportadora de
electrones). Nuevamente, solo los complejos de elevada abundancia han sido
caracterizados (Klodmanny col., 2011).

A continuacion se describe la composicion de los complejos respiratorios de
Arabidopsis, dado que es la planta modelo de estudio en este trabajo de tesis, tratando de
incluir la comparacion con otras especies en las que se hubiese descripto la estructura de
los mismos. Hasta el momento se han descripto los complejos respiratorios de papa

(Solanum tuberosum, Jansch y col., 1996 [16 proteinas]; Bykovay col., 2003 [8 proteinas]),
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Arabidopsis (Werhahn y Braun, 2002 [14 proteinas]; Gieggé y col., 2003 [26 proteinas]),
arroz (Oryza sativa; Heazlewood y col., 2003a [57 proteinas]; Millar y col., 2004b [18

proteinas]) y Arum maculatum (Sunderhaus y col., 2010 [g proteinas]).

4.3.1. COMPLEJOS RESPIRATORIOS EN PLANTAS.

El complejo | (Cl) cataliza la transferencia de
electrones del NADH, proveniente del TCA, hacia el pool de ubiquinona (Q). En forma
acoplada a esta reaccion de oxidorreduccion el Cl transporta electrones a través de la
cadena interna mitocondrial. Estudios de microscopia electronica muestran que este
complejo se compone de dos brazos dispuestos en una conformacion ortogonal
adquiriendo una forma en L. Uno de los brazos es hidrofébico y se encuentra embebido en
la membrana interna mientras que el otro, hidrofilico, alcanza la matriz mitocondrial
(Hunte y col., 2010). Las subunidades que forman el Cl han sido caracterizadas en distintos
reinos. El estudio de este complejo en arroz (Oryza sativa), Arabidopsis y Chlamydomonas
reinhardtiiha permitido identificar subunidades especificas de plantas (Dubininy col., 2011;
Heazlewood y col.,2003b ; Klodmann y Braun, 2011). En Arabidopsis se han identificado al
menos 40 subunidades, g de las cuales son de codificacion mitocondrial (subunidades
NAD), formando 10 subcomplejos que se distribuyen entre el brazo hidrofébico y el brazo
hidrofilico (Klodmann y col., 2010). Dentro de las subunidades que son especificas de
plantas, muchas forman parte de un dominio especifico de plantas asociado a lamembrana
interna y ubicado hacia la matriz mitocondrial. Este dominio presenta una forma esféricay
esta constituido por cinco proteinas tipo y-anhidrasa carbdnica (CA). La funcidn de este
dominio adicional no ha sido elucidada; sin embargo, se ha propuesto que estaria
involucrado en la transferencia de CO; en la célula para proveer CO. mitocondrial para la
fijacion de carbono en el cloroplasto (Martin y col.,2009). Otra particularidad de plantas es
la asociacidn estructural entre la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GLDH) y el Cl
(Klodmann y col., 2010). La presencia de subunidades especificas en el reino vegetal le
proporciona al Cl funciones adicionales, ademas de las reacciones de oxidorreduccion

asociadas al transporte de electrones. Se ha propuesto que el Cl es necesario para
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mantener el balance redox durante la fotosintesis; ademas, la presencia de la GLDH
proporciona una conexion directa con la sintesis de ascorbato y de manera indirecta con el
transporte de electrones en el cloroplasto (Bartoli y col., 2006; Szarka y col., 2013; Tallay
col., 2011). La presencia de subunidades especificas en plantas podria evidenciar la
necesidad de las mitocondrias vegetales de intercambiar y coordinar informacion con el
cloroplasto.

El complejo SDH forma parte
tanto del TCA como de la cadena transportadora de electrones, permitiendo la
transferencia de electrones hacia la Q a partir de la reduccion del succinato a fumarato.
Este complejo enzimatico es el Unico que emplea FAD como cofactor. El Cll esta
constituido por 8 subunidades en Arabidopsis, 4 de las cuales no encuentran homologia
con subunidades del Cll en mamiferos o en bacterias (Millar y col., 2004). En forma similar
aloobservado para el Cl, la composicion del complejo SDH difiere segun la especie vegetal,
si bien en general se conservan las 4 subunidades especificas mencionadas. Las mutantes
en las subunidades de codificacion nuclear SDH1y SDH2 han sido ampliamente estudiadas
(Huang y col., 2010). La disminucion en la expresion de estas subunidades tiene un claro
efecto sobre la eficiencia fotosintética, aumentando la tasa de fijacion de CO2 y la
conductancia estomatica (Araujo y col., 2011; Fuentes y col., 2011). Por otro lado, la
deficiencia en el factor de ensamblaje SDHF2 (de sus siglas en inglés Succinate
Dehydrogenase Factor 2) altera el desarrollo normal de la raiz debido a una disminucion en
el consumo de oxigeno (Huangy col., 2013).

El complejo citocromo c reductasa es
el tercer complejo de la cadena transportadora de electrones y cataliza la oxidacion de la
dihidroquinona* (QH,) a partir de la reduccion del citocromo férrico. De esta manera se
transportan 2 protones al IMS. El Clll en plantas estd formado por 10 subunidades. Las
subunidades citocromo b, citocromo cz y la proteina RIESKE participan en el transporte de

electrones, mientras que otras dos subunidades forman el nucleo respiratorio. Seis de las

* Ubiquinona reducida
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subunidades de este complejo se presentan en forma de dimeros (a-MPP, citocromo ¢,
proteina de FeS, QCR62, QCR7 y QCR8) (Klodmanny col., 2011; Meyery col., 2008).

COX es el complejo terminal de la
cadena transportadora de electrones, encargado de transportar dos electrones desde el
citocromo c al oxigeno para convertirlo en agua. En Arabidopsis se han identificado 14
subunidades para este complejo. COX1, COX2, COX3, COX Vb, COXVc, COX VIa, COXVIb,
COXVlcy COX X1-X6. Las subunidades COX X1 a COX X6 son especificas de plantas (Millar
y col., 2004). Este complejo se presenta en dos isoformas, ninguna de las cuales incluye
todas las subunidades: una mayor denominada IVa (350 kDa) y una menor denominada
IVb (280 kDa). Estas estructuras menores del CIV han sido encontradas formando parte de
supercomplejos mitocondriales (Eubel y col., 2004; Klodmann y col., 2011) . El ndcleo de
este complejo esta formado por las tres subunidades de codificacion mitocondrial (COXa,
COX2 y COX3). Las subunidades COXa1 y COX2 requieren la insercion de iones metalicos
como cobre (Cu), hierro (Fe) y manganeso (Mn). La subunidad COXa coordina un centro
metalico binuclear formado por un dtomo de Cu (Cug) y un atomo de hemoa3, mientras
que la subunidad COX2 contiene un centro de Cu bivalente (Cua).

Los supercomplejos se definen como
asociaciones de proteinas complejas cuya formacion es beneficiosa para una funcion
celular particular (Eubel y col., 2004). La formacidn de supercomplejos entre los complejos
de la cadenatransportadora de electrones de la mitocondria fue descripta hace mas de diez
anos como un mecanismo que permite aumentar u optimizar el transporte de electrones
entre los complejos | a IV disminuyendo la distancia de difusion de los electrones (Krause y
col., 2004; Lenaz y Genova, 2012). En este sentido, el Cll no forma supercomplejos dado
que solo necesita interaccionar con la Q. La formacidn de supercomplejos parece ser una
caracteristica conservada entre organismos eucariotas (Eubel y col., 2003). La estructura
supramolecular de estos complejos ha sido estudiada sistematicamente a través de la
solubilizacion de las membranas mitocondriales con detergentes y posterior separacion en

geles Blue Native (BN) y segunda dimension en SDS-PAGE(Meyer y col., 2008). En

*Proteina “hinge" o bisagra
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Arabidopsis el supercomplejo mas abundante incluye al Cl y al Clll en una relacidn 1:2
(ClI:1112). Los supercomplejos de menor abundancia incluyen la asociacion Cl2 + Clllg, 112 +
IV(2-2) y, finalmente, el supercomplejo I1 + ll2 +IV(2-4), denominado “respirasoma”3
(Klodmann y col.,, 2011; Krause y col., 2004). Sin embargo, la composicion de los
supercomplejos es dependiente del tejido, de la condicion de crecimiento de la planta y de
la técnica que se emplee para la purificacion de los mismos (Liu y col., 2008; Ramirez-

Aguilary col., 2011).

4.3.2. TRANSPORTE ALTERNATIVO EN PLANTAS.

El proteoma mitocondrial es altamente dependiente de la especie que se estudie y
del contexto celular en el cual se encuentre la organela (Lotz y col., 2014). En plantas y
hongos, la caracteristica distintiva respecto de otros eucariotas es la presencia de una
cadena respiratoria ramificada, como consecuencia de la presencia de dos vias de
respiracion alternativas representadas por la enzima oxidasa alternativa (AOX) vy las
enzimas NAD(P)H deshidrogenasas (NDs) de Tipo Il alternativas (Kerscher, 2000; van
Dongen y col., 2011) (Figura 3). La presencia de una amplia variedad de NDs en plantas
tiene como consecuencia que los puntos de ingreso de electrones a la cadena
transportadora de electrones se diversifiquen respecto de otros eucariotas (Schertl y
Braun, 2014). La seqgunda caracteristica distintiva de las mitocondrias en células de
especies fotosintéticas es el hecho de que deban coexistir y cooperar funcionalmente con
otra organela como el cloroplasto (Yoshida y Noguchi, 2011). La necesidad de esta
coexistencia podria explicar las diferencias observadas entre los complejos de plantas y los
complejos mitocondriales en otros reinos (Schertl y Braun, 2014). Finalmente, las enzimas
de la via alternativa no forman supercomplejos; sin embargo, algunos autores proponen
que la formacion de estas supraestructuras podria regular indirectamente la actividad de

las vias alternativas. Se ha observado, ademas, que las enzimas NAD(P)H deshidrogenasas

3 Esta denominacion es consecuencia de la capacidad de este supercomplejo de consumir oxigeno en
presencia Q y citocromo c.
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forman complejos de 160 kDa (Klodmany col., 2011) o de 150-700 kDa (Rasmusson y Aguis,
2001).

En esta seccion se describen las vias alternativas y se incluye la descripcién de las
proteinas desacoplantes (UCP, de su nombre en inglés Uncoupling Proteins), si bien no han
sido tradicionalmente descriptas como miembros de la via de respiracion alternativa.

La presencia de vias alternativas ramifica el transporte lineal de electrones en dos
puntos. La primera ramificacion ocurre entre el Cl y la Q debido a la presencia de enzimas
NDs alternativas que transportan electrones desde el NADH o el NADPH sin necesidad de
la actividad del Cl. El sequndo punto de ramificacion ocurre entre la QH. y el Clll. La AOX
toma los electrones dela QH. para reducir el oxigeno a agua, evitando el pasaje de los
electrones al Clll y posteriormente al CIV. La presencia de vias respiratorias alternativas le

permite a las plantas un nivel mas de regulacidn y coordinacion entre la produccion de ATP

y el proceso metabolico a partir del cual derivan los equivalentes reductores NADH y

NADPH (NAD(P)H).

Figura 3. Esquema de la cadena de transporte de electrones en plantas. Se muestran los complejos
respiratorios comunes a los organismos eucariotas (Cl, ClI, Clll, CIV y CV) y las vias alternativas (NAD(P)H
deshidrogenasas y AOX) presentes en el reino vegetal. Q: ubiquinona.

La primera via alternativa estd integrada
por un grupo de enzimas deshidrogenasas que transportan los electrones del NADH o del

NADPH a la Q, pertenecientes a la familia de NDs de Tipo Il. Estas enzimas se localizan

tanto hacia la matriz mitocondrial como hacia el IMS. Es importante recordar que la Ml no
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es permeable al pasaje del NADH o del NADPH, con lo cual esta membrana separa
fisicamente los equivalentes de reduccion provenientes de la matriz, originados en el TCA,
de los provenientes del IMS o del citosol. Esta separacion fisica reqgula la lanzadera de
malato/oxalacetato, la que crea una conexion entre el estado de reduccion del citosol y la
matriz mitocondrial.

Las NDs del IMS se denominan deshidrogenasas externas, mientras que las de la
matriz se denominan deshidrogenasas internas. En Arabidopsis se han identificado tres
familias de genes que codifican enzimas NDs Tipo Il, denominadas NDA, NDB y NDC. La
familia NDA codifica dos NDs internas (NDA1 y NDA2), la familia NDB codifica tres NDs
externas (NDB2, NDB3 y NDB4) y una ND externa (NDB1) y la familia NDC codifica solo
una ND interna (NDCz1) (Elhafez y col., 2006). Los primeros resultados obtenidos en
relacion a la localizacion de las NDs Tipo Il habian mostrado que estas enzimas tenian
localizacion mitocondrial; sin embargo, resultados posteriores muestran que varios de los
integrantes de esta familia presentan localizacién dual, mitocondria-cloroplasto o
mitocondria-peroxisoma (Carrie y col., 2008). Sin embargo, la funcion de estas enzimas en
cloroplastos y peroxisomas aun no ha sido dilucidada (Wallstrom y col., 2014).

En forma similar a la via de la AOX, la actividad ND no esta acoplada al transporte
de H*. Sin embargo, estas enzimas emplean los electrones provenientes de las
nicotinamidas para reducir la Q, imitando la funcién del Cl. Nuevamente, la Q reducida
luego es oxidada por el Clll para transportar electrones al citocromo cy, finalmente, al CIV.
De acuerdo con esto, la respiracion dependiente de ND es inhibida por el inhibidor del ClII
antimicina A%, el inhibidor del CIV cianuro y una relacion ADP:Oxigeno mayor a 1:2, pero
no por el inhibidor del complejo | rotenona. Ademas, la actividad de las deshidrogenasas
externas es regulada por cationes divalentes como el calcio (Ca) y por cambios en los
niveles de pH. Esta regulacidn no ocurre para las deshidrogenasas internas (Rasmusson y
col., 2004).

Si bien la actividad ND externa ha sido demostrada tiempo atras, su rol fisiologico

aun es materia de debate. La funcidn de estas enzimas debe entenderse considerando que

4 La antimicina A inhibe el transporte entre el Clll y el CIV.
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en plantas son capaces de regular los niveles de reduccion del NADH y del NADPH. Dada
la multiplicidad de rutas metabdlicas que incluyen a estas moléculas, es de esperarse que
participen en gran parte de los procesos celulares. Las deshidrogenasas externas podrian
regular y/o detectar el estado de reduccion del NADH y del NADPH en el citoplasma. De
esta manera, podrian influenciar la actividad de vias metabdlicas relacionadas con el
metabolismo del carbono, la asimilacion de nitrogeno, la defensa ante patdgenos y la
actividad de vias de biosintesis y de respuesta a estrés abidtico (Rasmusson y col., 2004;
Rasmusson y Wallstrom, 2010). Recientemente, se ha demostrado que plantas de
Arabidopsis mutantes en la enzima NDB1 (ND externa) presentan niveles reducidos de
NADP*. Esta reduccion disminuye los niveles de azUcares solubles y los intermediarios del
TCA en hojas. Ademas, las plantas ndbz modifican la expresion de genes que participan en
la defensa ante patdogenos mediada por el acido jasmonico. Finalmente, la reduccion de la
actividad NDBa afecta el normal desarrollo de las hojas en plantas de
Arabidopsis(Wallstrom y col., 2014). Resultados obtenidos en plantas de tabaco (Nicotiana
sylvestris) que expresan la enzima NDB1 de papa muestran que esta enzima regula los
niveles de NADP*/NADPH en hojas, sin modificar la relacion NAD/NADH. Ademas, la
disminucion de la expresion de NDB1incrementa la expresion de genes de la via de la AOX
de manera similar a lo observado en mutantes del CI (mutantes CMSII) (Liu y col., 2008). Si
bien la enzima NDBz1 es regulada por luz, en las plantas con niveles alterados no se
observaron cambios en el estado de oxidorreduccidn del cloroplasto. Esto indicaria que la
regulacion de los equivalentes de reduccion exportados desde el cloroplasto no estaria
asociada al estado de oxidorreduccion del citosol (Liu y col., 2008). Se ha sugerido que la
principal via que es afectada por cambios en la relacion NADP/NADPH en el citosol es el
ciclo de la oxidacion de las pentosas fosfato (Rasmusson y Wallstrom, 2010).

La actividad ND Tipo Il ha sido ampliamente asociada al proceso de fotorrespiracion
y a la respuesta a estrés abiotico (Vanlerberghe y col., 2009). La fotorrespiracion
incrementa drasticamente la produccion de NADH en la matriz mitocondrial. La actividad
deshidrogenasa alternativa podria regular el estado reducido del NADH evitando la

saturacion de la cadena transportadora de electrones. En este punto, es necesaria la
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actividad coordinada de las NDs alternativas y la actividad de la via de la AOX. De acuerdo
con esta idea, los genes que codifican proteinas de las vias alternativas se encuentran
coordinadamente regulados a nivel transcripcional durante situaciones de estrés y en
diferentes estadios del desarrollo (Clifton y col., 2006; Ho y col., 2007; Rasmusson y col.,
2009; Van Akeny col., 2009b). Considerando este resultado, la deshidrogenasa NDB2 (ND
externa), la NDA2 (ND interna) y una de las isoformas de AOX (AOXza) integrarian una
misma via alternativa coordinada. Ho y col. (2007) han propuesto que la enzima NDBj4
regularia de manera coordinada con la via de la AOX (a través del producto génico de
AOXaic) el estado redox de la célula en diferentes estadios del desarrollo. Notablemente,
plantas de Arabidopsis mutantes en NDB4 presentan alteraciones en el desarrollo de las
hojas en condiciones normales de crecimiento. Sin embargo, bajo condiciones de estrés las
plantas mutantes inducen genes que codifican la via de la AOX y los genes que codifican
NDB2 y NDBu1. Esta reorganizacion transcripcional explicaria la mayor tolerancia a estrés
por NaCl evidenciada en estas plantas.
La enzima AOX es una ubiquinol oxidasa presente en la

mitocondria de la mayoria de las plantas estudiadas y en otros organismos como hongos y
protistas, incluyendo microrganismos patégenos como Trypanosoma brucei vy
Cryptosporidium parvum. En a-proteobacterias y en algunas especies primitivas del reino
animal también se han encontrado homologos de esta enzima (Vanlerberghe, 2013).
AOX ha sido localizada en la Ml de la mitocondria de distintos eucariotas. En plantas, la
forma activa de la enzima es un homodimero (Moore y Albury, 2008; Moore y col., 2013).
Aparentemente, esta seria una particularidad de plantas dado que los homologos de AOX
enhongosy en protistas pierden las cisteinas necesarias para la formacion del homodimero
(Umbach y col., 2006; Umbach y Siedow, 2000). Si bien no se la ha encontrado asociada a
ninguno de los supercomplejos mitocondriales hasta ahora conocidos se cree que la
inclusion o no de AOX en supercomplejos es dindmica (Kakizakiy col., 2012).

AOX cataliza la oxidacion de la QH,, transfiriendo los electrones necesarios para la
reduccion del oxigeno a agua. Considerando los sustratos y los productos de la catalisis de

esta enzima, AOX puede cumplir la funcidn oxidativa realizada por los complejos lll y IV en
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la mitocondria. Dado que esta enzima no puede transportar H*, el transporte de electrones
mediado por AOX produce una reduccion dramatica de la produccion de ATP. Sin
embargo, si los electrones aun ingresan a través del Cl, AOX puede mantener una
produccion minima de ATP (Vanlerberghe, 2013).

En plantas, se ha sugerido que esta via alternativa cumpliria un rol clave durante el
metabolismo celular y ante situaciones de estrés bidtico y abidtico (Van Aken y col.,
2009a). Se propone que esta enzima podria aliviar el transporte de electrones acoplado a
la produccion de ATP. De esta manera, actuaria como un componente amortiguador entre
el metabolismo del carbono y la produccion de energia. Ademas de una funcion en el
metabolismo primario, se cree que esta enzima podria actuar como una molécula de
sefalizacion, indicando el estado reducido u oxidado de la mitocondria. AOX podria regular
los niveles de especies reactivas del oxigeno (EROs) y de las especies reactivas del
nitrogeno (ERNSs), a través de la regulacidn de los niveles de moléculas antioxidantes como
el glutation (GSH) y el ascorbato (Millar y col., 2011) o modificando la expresion de genes
nucleares de respuesta a estrés (Van Akeny col., 20093; Van Akeny col., 2009b). En el reino
vegetal, la AOX estd codificada por dos subfamilias génicas, AOXz y AOX2. En plantas
dicotileddneas se han encontrado genes pertenecientes a ambas subfamilias, mientras que
en monocotileddéneas solo se han identificado genes pertenecientes a la subfamilia AOXz
(Considiney col., 2002). Los genes pertenecientes a la subfamilia AOXz son inducidos antes
diversas situaciones de estrés, mientras que los genes pertenecientes a la subfamilia AOX2
no responden a situaciones adversas pero presentan una expresion diferencial segun el
organo y el estadio de desarrollo de la planta (Clifton y col., 2006; Finnegan y col., 1997;
Van Akeny col., 2009a). En Arabidopsis se han identificado cinco genes que codifican AOX,
AOX1a-d y AOX2 (Saish y col., 2001). Los primeros estudios que intentaron dilucidar la
funcion y regulacion de AOX en Arabidopsis muestran que AOXza es inducido por los
inhibidores de los complejos de la cadena respiratoria, inhibidores del TCA e inhibidores
del flujo de calcio, asi como por diversas situaciones de estrés biotico y abidtico (Juszczuk
y col., 2012; Vanlerberghe y McLntosh, 1996). El analisis de la secuencia promotora de

AOXza y ensayos de retardo en gel permitieron identificar un elemento represor que es
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unido por el factor de transcripcion ABl4 (de su nombre en inglés ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 4) (Giraud y col., 2009). Dado que ABI4 participa en la regulacion retrograda
por sefales del cloroplasto, este resultado permite pensar en la existencia de un punto de
coordinacion entre la mitocondria y la organela fotosintética (Giraud y col., 2009).
Recientemente, se ha demostrado que la sobreexpresion del factor de transcripcion
WRKY15 inhibe la induccién de AOXzaen plantas de Arabidopsis crecidas en condiciones
de estrés salino (Vanderauweray col., 2012). Este resultado es coincidente con la existencia
de cajas-W5 en el promotor de este gen (Dojcinovic y col., 2005). Ademas, la expresion de
AOXza en Arabidopsis seria regulada por factores de transcripcion de la familia ANAC y
otros miembros de la familia WRKY (De Clercq y col., 2013; Ng y col., 2013b; Van Akeny
col.,, 2013).

Hasta su descubrimiento en mitocondrias de papa, se
creia que las proteinas desacoplantes (UCP) eran una evolucion tardia solo presente en el
tejido pardo de mamiferos (Vercesiy col., 1995). Estas proteinas permiten el transporte de
aniones lipidicos a través de la MI. Los aniones lipidicos inducen el transporte de H*(Garlid
y col., 1996). Este mecanismo le permite a la mitocondria desacoplar el transporte de
protones hacia la matriz de la produccion de ATP. Se ha propuesto que los aniones de
acidos grasos son producto de reacciones de peroxidacion lipidica en la matriz
mitocondrial, consecuencia de la generacion de EROs (Vercesi y col., 2006). Las especies
reactivas pueden originarse como subproductos de la respiracion (ver en la proxima
seccidon) o como consecuencia de una situacion adversa. Cualquiera fuese el caso, la
presencia de las UCP permite mantener, o incluso incrementar, la tasa de transporte de
electrones aun cuando los niveles de ATP son elevados (Smith y col., 2004).
Recientemente, se descubrido que plantas de tabaco que sobreexpresan la UCP1 son
capaces de tolerar situaciones de estrés osmatico y de toxicidad por iones Na* (Begcy y
col., 2011). Finalmente, la actividad de estas proteinas no solo influiria sobre el gradiente

de membrana sino también sobre la actividad del TCA (Smith y col., 2004).

5 Elementos reconocidos por los proteinas de la familia WRKY
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4.3.3. GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS EN LA MITOCONDRIA.

Como resultado de la actividad respiratoria, las mitocondrias son organelas
productoras de EROs (mtEROs). El transporte de electrones mediante los complejos |, Ill'y
IV puede generar aniones superoxido (O7;) dado que los electrones que se transportan
tienen suficiente energia libre para reducir directamente el oxigeno molecular. Los aniones
O;generados luego seran dismutados a peroxido de hidrégeno (H.0.) como consecuencia
de la actividad de la enzima superdxido dismutasa de manganeso (MnSOD) (Moller, 2001).
Esta isoforma se ha localizado en la matriz mitocondrial (Kliebenstein y col., 1998). Luego,
parte del H,O, producido en la matriz podria ser detoxificado por enzimas del sistema de
peroxirredoxinas o por enzimas del ciclo ascorbato-glutation (Dietz y col., 2006; Locato y
col., 2009). Ademas, el H,O.puede reaccionar con cationes Fe?* o Cu* para producir
radicales aun mas toxicos. Dada la falta de polaridad del H,O,, esta molécula puede
atravesar las membranas mitocondriales, abandonar la mitocondria y salir al citosol (Moller
y Sweetlove, 2010; Morgan y col., 2008).

La produccion de O, en la mitocondria se incrementa cuando la organela no
produce ATP, ya que entonces el Ap es elevado y las relaciones NADH/NAD* y QH2/Q se
incrementan. Este es un mecanismo comun en organismos eucariotas (Blokhina vy
Fagerstedt, 2010; Cvetkovska y col., 2013a; Navrot y col., 2007). Los electrones dela QH.
formados entre el Cly el Clll son altamente reactivos y pueden atacar el oxigeno molecular
(Moller, 2001). Este principio se ha demostrado en mitocondrias aisladas, donde la
produccion de O, se incrementa de una manera dependiente de sustrato y en presencia de
inhibidores del CIV y de la AOX en plantas (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2012; Moreno-
Sanchezy col., 2013). Ademas, en células de mamifero se ha postulado que la actividad del
Cll es la determinante de la produccion de mtEROs (Moreno-Sanchez y col., 2013). En
condiciones normales de funcionamiento, la produccion de O ; es minima y no hay
evidencias de que bajo estas condiciones las mtEROs generen algun tipo de dafio (Sena'y
Chandel, 2012). Sin embargo, cuando los niveles de mtEROs se incrementan, estos pueden
generar dano a nivel del ADN mitocondrial (mtADN), de los complejos mitocondrialesy de

los lipidos que constituyen las membranas (Kristensen y col., 2004; Millar y Leaver, 2000;
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Rhoads y col., 2006; Rurek, 2014). El dafio o la alteracion en la funcion mitocondrial podria
originar una cascada de consecuencias que incluyen la modificacion de la transcripcion
(comunicacion retrégrada) e incluso la muerte celular (Schwarzlander y col., 2012; Simon
y col., 2000). Sin embargo, las mtEROs, podrian actuar como moléculas de sefalizacion sin
generar un dafio y transmitiendo el estado oxidativo de los diferentes compartimentos de
la célula (Hamanaka y Chandel, 2010).

La implicancia de las EROs producidos en la célula durante la repuesta a estrés en
plantas ha sido ampliamente demostrada (revisado en Sharma y col., 2012). Ademas, su
funcion no se restringe a la respuesta a estrés sino que actuan como reguladores de
distintos procesos (Considine y Foyer, 2014; Karkonen y Kuchitsu, 2014). El estudio del rol
de las mtEROs, distinguiéndolas de las EROs generadas en el resto de la célula, es complejo
y dicha complejidad se evidencia en las escasas publicaciones que distinguen el origen de
las EROs producidas. Se ha demostrado que, en células de la raiz, las mitocondrias son las
principales productoras de EROs tanto en condiciones adecuadas de crecimiento como en
presencia de acido salicilico (Gleason y col., 2011). Ademas, la disminucidn de la actividad
del ClIl disminuye los niveles de H,O.mitocondriales, generando plantas incapaces de
activar la expresion del gen GST8 (GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE 8). La falta de
expresion de GST8 o la falta de sefalizacion mediada por H,O, mitocondrial genera plantas
mas sensibles al ataque por patdgenos fungicos (Gleason y col., 2011). En linea con esta
idea, un estudio reciente en el cual analizan las mtEROs mediante microscopia sugiere que
la generacion de aniones superoxido en la mitocondria es una sefal necesaria para que se
desencadene la respuesta hipersensible en plantas de tabaco infectadas con Pseudomonas
syringae incompatible pv. Maculicola (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2012). En forma
contraria a lo observado en las plantas deficientes en el ClI, las plantas mutantes en
AOX1aaumentan los niveles de las mtEROs pero presentan una respuesta hipersensible
retardada luego de la infeccidn con P. syringae incompatible pv. Maculicola. Los niveles de
AOX en plantas determinan la magnitud de la produccion de aniones superoxido en la
mitocondria y la magnitud de la respuesta hipersensible (Cvetkovska y Vanlerberghe,

2013).
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4.3.4. VIAS METABOLICAS QUE HACEN INGRESAR ELECTRONES A LAS

MITOCONDRIAS DE PLANTAS.

Los electrones ingresan a la cadena transportadora de electrones a través de la
oxidacion del NAD(P)H generado en la matriz mitocondrial, en el IMS o en el citosol debido
a la actividad de diversas deshidrogenasas. Ademas, los nucledtidos de flavina (FADH,,
FMNH.) unidos pueden hacer ingresar electrones a la cadena transportadora. Finalmente,
distintas deshidrogenasas pueden ingresar electrones directamente a la Q o al citocromo
¢ (Livy col., 2008; Rasmusson y Wallstrom, 2010). Se pueden definir cuatro vias de ingreso
de electrones a la cadena transportadora de electrones (Schertl y Braun, 2014): 1) La via del
NAD(P)H de la matriz; 2) la via del FADH, de la matriz; 3) la via del NAD(P)H del IMS y 4) la
via del FADH, del IMS (Figura 4).

G3-pP DHL ) GLDH | MS
1"

Cly
NDs
alternativas

1
e e o, T

IVDH
D-2HGDH

— ETF M

a-KGDH SSADH GDH PDH PSCDH SPDH BCKDH

Figura 4. Vias metabdlicas que podrian ingresar electrones a la cadena transportadora de electrones en
plantas. Los electrones ingresan a la cadena transportadora de electrones en plantas a través de distintas vias
(detalladas en el cuerpo de este trabajo).1. Distintas deshidrogenasas transfieren electrones en forma de
NADH a la cadena transportadora a través del Cl. 2. Enzimas que utilizan FAD oxidan compuestos carbonados
y transfieren electrones directa o indirectamente a la ubiquinona.3. EI NAD(P)H citoplasmatico ingresa
electrones a la ubiquinona a través de las deshidrogenasas alternativas. 4. Las enzimas que contienen

Tesis Doctoral - Lic. Lucila Garcia 31



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
32 Mitocondrial

FAD/FMN oxidan compuestos carbonados en el IMS y transfieren electrones directamente a la ubiquinona o
al citocromo c.

1) NAD(P)H de la matriz. EIl NAD(P)H en la matriz es generado como
consecuencia del TCA (Fernie y col., 2004) y de la actividad de distintas deshidrogenasas
de la matriz. Entre ellas podemos nombrar: a-cetoglutarato deshidrogenasa (a-KGDH),
deshidrogenasa de a-cetoacidos de cadena ramificada (BCKDH), formato deshidrogenasa
(FDH), glicina descarboxilasa (GDC), glutamato deshidrogenasa (GDH), histidinol
deshidrogenasa (HDH), isocitrato deshidrogenasa (IDH), malato deshidrogenasa (MDH),
enzima malica (ME), metilmalonato deshidrogenasa (MMSDH), piruvato deshidrogenasa
(PDH), pirrolina-s-carboxilato  deshidrogenasa (P5CDH), succinatosemialdheido
deshidrogenasa (SSADH) y sacaropina deshidrogenasa (SPDH).

2) FADH. de la matriz. El FADH, es generado en la matriz como consecuencia
del metabolismo de la prolina a partir de la enzima prolina deshidrogenasa (ProDH,
Szabados en Savoure, 2010) . La enzima isovaleril deshidrogenasa (IVH), involucrada en el
catabolismo de los aminoacidos ramificados, y la enzima D-2-hidroxiglutarato
deshidrogenasa (D-2HGDH), involucrada en el catabolismo de la lisina, transfieren
electrones a un sistema enzimatico formado por dos flavoproteinas(Araujo y col., 2010): la
enzima flavoproteina de transferencia de electrones (ETF) y la flavoproteina de
transferencia de electrones-ubiquinona oxidorreductasa (ETFQ-QR)®. Las enzimas ProDH
y ETFQ-QR podrian transferir electrones directamente a la Q sin necesidad de la actividad
del Cll (Szabados y Savoure, 2010).

3)  NAD(P)H del IMS. EI NAD(P)H originado en el citosol ingresa al IMS en
donde serd oxidado como consecuencia de la actividad de las enzimas NDs Tipo I
alternativas (Rasmusson y Wallstrom, 2010).

4)  FADH. del IMS. El FADH,es generado en el IMS como consecuencia de
metabolismos mitocondriales especificos de plantas. El paso final de la sintesis del
ascorbato en plantas se realiza en la mitocondria(Bartoli y col., 2000). La oxidacion del

precursor del ascorbato (L-galactono-i,4-lactona; GL), catalizada por la enzima GL

6 El par enzimatico ETF/ETFQ-QR participan en el catabolismo de la leucina y en la degradacién de la
clorofila en situaciones de hambreado inducido por oscuridad (Ishizaki y col., 2006).
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deshidrogenasa (GLDH), transfiere electrones al nucledtido de flavina de esta enzima.
Ademas, las enzimas D-Lactato deshidrogenasa (DLDH), glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH) y orotato deshidrogenasa (DHODH)? pueden transferir
electrones a sus nucledtidos de flavina como consecuencia de la oxidacién de productos
carbonados. Todas estas enzimas podrian transferir electrones directamente a la Q o al
citocromo c.

Las distintas vias de ingreso de electrones a la cadena de transporte de electrones
de la mitocondria reflejan la flexibilidad de este proceso en plantas. Cuando las plantas
crecen bajo condiciones de suficiencia de carbohidratos el TCA es el principal proveedor de
NAD(P)H y FADH2. Lo mismo ocurre en tejidos no fotosintéticos o durante la noche
(Sweetlovey col., 2010). Esta forma de transferencia de electrones es similar a la observada
en mamiferos. Sin embargo, durante el dia, cuando la fotosintesis ocurre, los niveles de
NAD(P)H provenientes del TCA disminuyen drasticamente dado que los intermediarios
carbonados son utilizados para reacciones anabdlicas. En paralelo, las reacciones de la
fotorrespiracion aumentan los niveles de NADH como consecuencia de la activacion de la
enzima GDC (Sweetlove y col., 2010). En situaciones adversas de crecimiento, las plantas
nuevamente modifican las vias de ingreso de electrones para asegurar su supervivencia. A
modo de ejemplo, cuando Arabidopsis es crecida en presencia de elevadas
concentraciones de NaCl, el aminoacido prolina es utilizado como osmoprotector. Luego
de la situacion de estrés, este aminoacido es usado como una de las fuentes principales de
electrones a través de la ProDH (Szabados y Savoure, 2010). De esta manera las plantas
adaptan la actividad de los centros respiratorios a los requerimientos celulares, tanto en

condiciones de crecimiento normal como ante situaciones de estrés.

4. 4. BIOGENESIS MITOCONDRIAL.

El termino biogénesis mitocondrial define al conjunto de eventos que derivan en la
generacion de una nueva organela a partir de la fision o de la fusidn de mitocondrias

preexistentes. La generacion de nuevas mitocondrias es un proceso altamente plastico

7 Esta enzima participa en la sintesis de pirimidinas a partir del orotato.
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dado que debe responder a las demandas energéticas celulares que dependeran tanto del
estadio de desarrollo de la planta como de las condiciones ambientales.

La plasticidad de este proceso queda evidenciada por los cambios en numero,
tamano y forma que sufre esta organela en funcidn del entorno en el que se desarrolla
(Palmer y col., 2011). La dinamica mitocondrial es regulada en dos niveles (Hyde y col.,
2010). Uno de ellos, denominado control local, esta representado por la ocurrencia de
modificaciones postraduccionales que incluyen proteinas de union a nucledtidos,
fosforilaciones, ubiquitinaciones, SUMOilaciones y cambios en el ambiente lipidico
(Soubanniery McBride, 2009). Estas modificaciones alteran la capacidad de la mitocondria
para fusionarse, dividirse o moverse en la célula. El sequndo nivel de regulacion,
denominado control global, esta determinado por el entorno ambiental, en el cual
proteinas mitocondriales de codificacion nuclear, iones, sequndos mensajeros y el estado
redox modifican la composicién mitocondrial (Hyde y col., 2010). Mediante microscopia
electronica sobre cortes de meristema apical de Arabidopsis se demostrd que las
mitocondrias sufren modificaciones arquitecturales durante el ciclo celular. Se ha sugerido
que esto serviria para aumentar la eficiencia de liberacion del ATP y de los eventos de
recombinacion del mtDNA. Otro hecho que pone en evidencia la coordinaciéon de la
dinamica mitocondrial con los requerimientos celulares es el cambio de posicion de esta
organela observado durante la fotosintesis (Logan y Leaver, 2000). Se ha observado que
las mitocondrias se aproximan a los cloroplastos en los tejidos fotosintéticos. Mas
interesante aun, las mitocondrias en tejidos fotosintéticos en condiciones de oscuridad se
distribuyen aleatoriamente, mientras que se aproximan o siguen a los cloroplastos en
presencia de distintas intensidades de luz (Islam y Takagi, 2010). Finalmente, la forma de
las mitocondrias cambia, desde mitocondrias reticuladas a mitocondrias pequefas y sin
reticulaciones, durante la senescencia (Zottini y col., 2006). Otro cambio observado en
plantas de Arabidopsis es el cambio de conformacion de mitocondrias tubulares a
mitocondrias esféricas como consecuencia de la produccion de mtEROs durante la muerte
celular programada (Yoshinaga y col., 2005). Estas evidencias refuerzan la idea del rol

central de la mitocondria en las distintas funciones celulares.
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Ademas de la regulacion de la biogénesis en términos de la dinamica mitocondrial,
la génesis mitocondrial encuentra otro nivel de regulacion y complejidad. Como
consecuencia de la migracion de genes de la mitocondria y del cloroplasto al nucleo, el
genoma de las organelas se ha empobrecido y la mayoria de los productos génicos que
requieren las funciones que éstas desarrollan son codificados en el nucleo, transcriptos en
los ribosomas del citosol e importados a las organelas. En este contexto, el ensamblaje de
los complejos respiratorios es un proceso complejo que debe coordinar la sintesis de las
subunidades de codificacion mitocondrial con la sintesis de las subunidades y proteinas
accesorias de codificacion nuclear. Es decir, requiere la coordinacion entre dos genomasy
sus respectivas maquinarias de traduccion y la maquinaria de transporte e insercion de
proteinas en las membranas mitocondriales, en la matriz o en el IMS. Distintos
mecanismos permiten controlar la expresion de genes mitocondriales (MGE) a partir de la
regulacion de la expresion de genes nucleares (NGE). Estas vias de senalizacion se
denominan sefales anterogradas. Por otro lado, el ensamblaje de complejos vy
supercomplejos debe atender a los requerimientos celulares en concordancia con las
evidencias obtenidas en relacion al cambio de numero, forma y posicion que se
mencionaron anteriormente. En este contexto, la regulacion de la NGE debe contemplar
informacion sobre el estado metabdlico y el estadio de desarrollo de la organela. La
informacion proveniente de las organelas que genera una modificacion en la NGE se
denomina sefal retrogada. En este escenario de comunicacién, con diversos
protagonistas, las sefiales que permiten el dialogo aun no han sido identificadas.

En las secciones siguientes se describen las caracteristicas del genoma mitocondrial
y su relacion con el genoma nuclear, el sistema de importacion de proteinas a la

mitocondria y finalmente el ensamblado de los complejos respiratorios.

4.5. GENOMA MITOCONDRIAL.

Se han identificado 2500 productos génicos en las mitocondrias. Sin embargo, no
se han identificado mas de 45 proteinas de codificacion mitocondrial en Arabidopsis

(Emanuelsson y col., 2000; Gagliardiy Binder, 2007; Lee y col., 2013). Se ha propuesto que
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los genes nucleares requeridos para la funcion mitocondrial son el resultado de la
migracion de genes desde la mitocondria al nicleo durante el curso de la evolucion.

El genoma mitocondrial (mtADN) de plantas superiores presenta particularidades
respecto de otros genomas mitocondriales eucariotas. En relacion a la conformacion del
mtADN, se ha observado que es mas grande que el de otros eucariotas, es heterogéneo
entre especies de plantas y ademas puede adoptar una conformacion lineal (Backert y col.,
1997a). Esta caracteristica le permitiria replicarse mediante el mecanismo de circulo
rodante, a diferencia de la replicacion tipo theta observada en el genoma mitocondrial de
mamiferos (Backert y col., 1997b).

El genoma mitocondrial de plantas se caracteriza por la presencia de secuencias
quiméricas, inserciones de DNA foraneo y elevados niveles de recombinacion como
consecuencia de la presencia de secuencias repetidas activas (Mackenzie y Mcintosh,
1999). El proceso de recombinacion produce un genoma multipartito (fracciones
subgenomicas) o en forma de mosaico, generando nuevas secuencias quimeéricas y
alterando el numero de copias de las porciones que se recombinan. Se ha demostrado que
el grado de recombinacion del genoma mitocondrial de Arabidopsis estaria regulado por
la expresion de genes nucleares (Giege y col., 2005). El mtADN proveniente de plantas es
muy diferente de la molécula simple de mtADN encontrada en mamiferos en donde cada
base tiene una funcion asociada a la codificacion de una proteina o a la replicacién y
transcripcion y en donde no existen intrones ni secuencias repetidas.

El genoma mitocondrial de Arabidopsis, descripto por Unseld y col. (1997), contiene
57 genes distribuidos en 366924 nucledtidos, representando solo el 210% de los productos
génicos encontrados en la mitocondria. Entre los genes presentes en este genoma se
encuentran los que codifican las proteinas NAD1 a NADg del Cl, el gen que codifica la
proteina COB del Clll, los genes que codifican las tres subunidades que forman el nucleo
enzimatico del CIV (COX1, COX2y COX3)y los genes que codifican las proteinas ATP1, 6y
g del complejo ATP sintetasa. Ademas, se han encontrado genes que codifican proteinas

involucradas en la biogénesis del citocromo ¢, genes que codifican los ARNr 26S, 18Sy 5S
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y los que codifican las proteinas ribosomales RPL2, 5y 16 y RPS3, 4, 7y 12. Finalmente, se

han identificado 22 ARNt codificados en el genoma mitocondrial (Kadowaki y col., 1996).
La transcripcion de los genes mitocondriales es realizada por una ARN polimerasa
homologa a las encontradas en bacteridfagos. Los intrones de los genes mitocondriales
son removidos teniendo en cuenta la estructura del intron. Este tipo de splicing puede
funcionar en trans. Una vez obtenido el ARN maduro, éste sufre un procesamiento en el
cual las citosinas se desaminan a uracilos. Los ARNs maduros de genes mitocondriales
sufren adicion de polimeros de adenina como ocurre con los genes nucleares, pero en la
mitocondria la adicion de polimeros de adenina funciona como una sefal de degradacion

(Giege y Brennicke, 2001).

4.6.  REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE LOS COMPLEJOS

RESPIRATORIOS.

El modelo de regulacidn de los genes respiratorios sugerido hasta la fecha propone
que los genes de codificacion mitocondrial son regulados a nivel de la estabilidad y el
procesamiento del ARN y no a nivel de la transcripcion (para una revisidn consultar (Liere
y col., 2011). En el modelo propuesto por Giegé y col. (2005), las subunidades de
codificacion mitocondrial siempre se encontrarian en exceso mientras que los factores
limitantes al momento del ensamblaje de los complejos respiratorios serian las
subunidades codificadas por el nicleo. Ademas, las subunidades de codificacion nuclear
estarian reqguladas de manera especifica en funcion del tejido y de distintas sefales (para
una revision consultar Welchen y col., 2014). Sin embargo, un trabajo reciente sugiere que
la sintesis de proteinas mitocondriales podria actuar como un factor limitante en algunas
situaciones. La mutacion del gen RPS1o0 de codificacion nuclear incrementa la sintesis de
proteinas ribosomales codificadas en la mitocondria pero disminuye la sintesis de
componentes de los complejos respiratorios codificados en la organela, que de esta forma

se vuelven limitantes (Kwasniak y col., 2013).

4.7. EXPRESION CONCERTADA DE LOS GENES MITOCONDRIALES DE
CODIFICACION NUCLEAR. PISTAS DE COORDINACION.
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Le expresion de los genes de proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo debe
estar finamente coordinada con las demandas celulares y ambientales a lo largo del
desarrollo de la planta. Es de esperarse entonces que existan uno o varios mecanismos que
permitan la expresion concertada de estos genes. De acuerdo con esta idea, genes que
codifican proteinas constituyentes de los complejos respiratorios muestran un patron
similar de expresion, observandose una acumulacion en los niveles de transcriptos durante
un mismo momento del desarrollo como la floracion (Ribichich y col., 2001). El incremento
de la expresion de genes respiratorios durante la floracion estaria directamente
relacionado con el rol fundamental que cumple la mitocondria durante el desarrollo del
polen. Ademas de responder a un programa de desarrollo, se ha mostrado que la expresion
de estos genes es dependiente de tejido (Skirycz y col., 2010; Welchen y col., 2004). Peters
y col. (2012) han demostrado que la relacion de proteinas que componen los Complejos |y
Il difiere en tejidos fotosintéticos respecto de tejidos no fotosintéticos.

Los genes de proteinas mitocondriales de codificacion nuclear no solo muestran
una expresion coordinada segun el estado de desarrollo y de diferenciacion celular de la
planta. Se ha observado que los genes que codifican subunidades del CIV y del CI modifican
su expresion en funcion de la disponibilidad de nutrientes, frente al tratamiento con
hormonas, cuando las plantas son crecidas en diferentes ciclos de luz y oscuridad y bajo
distintas intensidades luminicas (Comelli y Gonzalez, 2009a; Gibala y col., 2009; Giege y
col., 2005; Welchen y col., 2002, 2004). De forma particular, la regulacion transcripcional
de los genes respiratorios de codificacion nuclear incorpora un punto de balance y
comunicacion entre la funcion mitocondrial y la actividad sintética de los cloroplastos
(Gonzalez y col., 2007). Finalmente, se ha observado una respuesta coordinada de los
genes nucleares que codifican subunidades de los complejos respiratorios ante situaciones
que generan estrés oxidativo, luego de la infeccidn con patdgenos o durante una situacion
de estrés abiotico (Attallah y col., 2007a; Cvetkovska y col., 2013b; Ho y col., 2008; Rurek;
Van Akeny col., 2009b; Van Akeny col., 2013).

Distintas evidencias sugieren que la coordinacion de la expresion de los genes

respiratorios de codificacidn nuclear podria ocurrir a nivel transcripcional y principalmente
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debido a la interaccion de factores de transcripcion que unen elementos comunes
encontrados en los promotores de estos genes. Se ha propuesto que los elementos
denominados site Il (5'-TGGGCC/T-3") podrian participar en la coordinacion de la expresion
de los genes respiratorios (Giraud y col., 2010; Welchen y Gonzalez, 2005; Welchen y
Gonzalez, 2006). Estos sitios se han identificado en mas del 80% de los genes que codifican
subunidades del Cl, ClIl, CIV y el complejo ATP sintetasa en Arabidopsis y en O. sativa y
serian unidos por factores de transcripcion pertenecientes a la familia TCP (Welchen y
Gonzalez, 2006). Dada la funcion de las proteinas TCP en los procesos de crecimiento en
plantas se ha propuesto que la interaccion TCP-sitell permitiria coordinar la expresion de
los genes de proteinas mitocondriales con las demandas de la célula durante el crecimiento
y la proliferacion (Uberti-Manassero y col., 2012; Uberti-Manassero y col., 2013).
Considerando que estos elementos han sido encontrados en genes que codifican proteinas
ribosomales, proteinas del cloroplasto y proteinas peroxisomales, se ha sugerido que
formarian parte de un mecanismo global de coordinacidn de la expresidn génica durante
el desarrollo y la proliferacion.

Ademas de los elementos site Il, estudios bioinformaticos sugieren que habria un
enriquecimiento de las secuencias consenso para los factores de transcripcion ABly,
MNB21A, DOF2 y DOF3 en los promotores de los genes respiratorios de codificacion nuclear
(Leister y col., 2011).0tros factores de transcripcion involucrados en la regulacion de la
expresion de los genes respiratorios de codificacion nuclear pertenecen a las familias bZip,

AP2/ERF y bHLH (Comelliy Gonzalez, 2009b; Comelliy col., 2012; Welchen y col., 2009).

4.8. REGULACION RETROGRADA EN ORGANISMOS FOTOSINTETICOS.

La biogénesis de los complejos respiratorios requiere que el estado energético de la
mitocondria sea transmitido al nicleo para modificar la expresion de genes nucleares que
participan en la sintesis de componentes de la cadena de transporte de electrones. Como
se menciond en la introduccion de esta seccion, esta red de sefiales se denomina
sefalizacion retrograda mitocondrial (SRM). Una de las principales complicaciones al

momento de estudiar este tipo de mecanismos es poder diferenciar cudles son las sefiales
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que se generan exclusivamente desde la mitocondria. En plantas, la presencia de una
segunda organela portadora de informacion génica y de funcion relevante en la célula
incorpora un punto mas de complejidad al momento de estudiar el proceso de sefializacion
retrograda debido a la interaccion entre las dos organelas (Van Aken y Whelan, 2012). De
hecho, un estudio sobre la funcion de una prolil-tRNA sintetasa de localizacion dual
(mitocondria-cloroplasto) demostro que es necesaria la perturbacion de la traduccion en
ambas organelas para que se dispare la sefalizacion retrograda. En los Ultimos afos
distintos grupos de investigacion se han abocado al estudio y determinacion de las
moléculas o sefales que participan en la SRM (De Clercq y col., 2013; Leister y col., 2013;
Schwarzlander y col., 2012; Van Aken y col., 2013). La forma de estudiar este proceso, en
términos generales, es someter las plantas a inhibidores de la cadena respiratoria, a
inhibidores de los fotosistemas o a situaciones que generan un estrés general en la célulay
evaluar los cambios transcripcionales y metabdlicos. Estos resultados se comparan con los
obtenidos a partir de plantas mutantes en proteinas mitocondriales o del cloroplasto que
podrian presentar una disfuncion en alguna de las dos organelas. A partir de estos
resultados se han establecido grupos de elementos en cisque podrian participar en esta
sefalizacion, posibles vias requladas mediante sefalizacion retrograda y genes blancos de
la regulacion retrograda (Leister y col., 2011; Van Aken y Whelan, 2012; Van Aken y col.,
2013; Vanderauwera y col., 2012). Sin embargo, hasta la fecha, no se ha reportado una
molécula que pueda disparar y transmitir la sefal retrograda. Schwarzlander y Finkemeier
(2013) revisaron sefhales mitocondriales putativas sugiriendo que los procesos que
involucran cambios redox serian sefales estratégica para transmitir el estado metabolico
mitocondrial. De acuerdo con esto, metabolitos como el ascorbato y el glutation han sido
postulados como candidatos en la senalizacion retrograda del cloroplasto (Foyer y Noctor,
2011). Si bien a las EROs se les ha adjudicado un rol como moléculas sefalizadoras, su
funcion en la sefalizacion retrograda aun no ha sido determinada. Como se menciond
anteriormente, el H,O, generado en la mitocondria podria atravesar las membranas
mitocondriales y alcanzar el citosol y luego el nucleo. Distintos factores de transcripcion

especificos de plantas son sensibles al H.O,y a diferentes cambios en el estado redox
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(Hiltscher y col., 2014; Shaikhaliy col., 2008; Shaikhaliy col., 2012; Viola y col., 2013). Sin
embargo, una investigacion reciente sugiere que la estabilidad del H,O.no es compatible
con unrol directo de esta molécula en el proceso de sefalizacion (Vestergaard y col., 2012).
Las moléculas propuestas como protagonistas en la sefalizacion retrograda en el
cloroplasto son moléculas asociadas a procesos sintéticos (Beale, 2011; Rintamaki y col.,
2009). En esta via, metabolitos intermediarios en la sintesis de tetrapirroles, como la Mg-
protoporfirina, actuan como moléculas sefalizadoras. Recientemente, Estavillo y col.
(2012) mostraron que la molécula 3'-phosphoadenosina 5'-phosphate (PAP) se acumula
bajo condiciones de alta intensidad de luz o sequia en el cloroplasto y migra hacia el nucleo
donde activa la transcripcion de genes de respuesta a estrés. La acumulacion de PAP en la
organela en condiciones normales de crecimiento seria requlada por la fosfatasa SAL1.
Esta fosfatasa también ha sido localizada en la mitocondria. En una investigacion reciente
se propone que cambios en la concentracion de acido citrico, un intermediario del TCA,
modifican la expresion génica en el nucleo.

A partir de los distintos estudios de transcriptomica realizados se han identificado
una serie de genes de proteinas mitocondriales y elementos en cis que participarian en la
sefalizacion retrograda. El gen que codifica una de las isoformas de la oxidasa alternativa,
AOXaa, fue el primer gen indicado como protagonista de la sefializacion retrograda (Clifton
y col., 2006; Giraud y col., 2009; Umbach y col., 2005; Umbach y col., 2006). La expresidn
de este gen es inducida en plantas de Arabidopsis cuando la cadena transportadora de
electrones es inhibida con rotenona (inhibidor del Cl). Sin embargo, este aumento en la
expresion no se observa cuando se tratan con rotenona plantas mutantes en el factor de
transcripcion ABl4 (abisz-1) (Giraud y col., 2009). Dado que en estas mutantes la expresion
del gen se encuentra inducida, se postuld que es necesaria la represion constitutiva de este
gen para permitir su induccidn ante situaciones de estrés. Posteriormente, se demostro
que ABI4 se une a un elemento, denominado elemento B (CGTGAT), que reprime de
manera constitutiva la expresion del gen AOXza. En el promotor de AOXza la secuencia del
elemento B se solapa con el elemento CE1 (CACCG) y con un elemento CGTG (Giraud y

col., 2009). Estos elementos son unidos por ABl4 y se ha identificado una region con
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dominio similar en el promotor del gen LHCB (Staneloni y col., 2008). La regulacion de la
expresion de AOXzamediada por ABl4 provee una conexion molecular entre la regulacion
retrogada mitocondrial y la del cloroplasto, dado que LHCB participaria en la regulacion
retrograda del cloroplasto (Leony col., 2012).

El hecho de que AOXzaparticipe en la regulacion retrograda se ha utilizado para
buscar nuevos genes blancos de la SRM. El analisis de plantas mutantes rao (response
alternative oxidase) que no responden al tratamiento con antimicina A (inhibidor del ClII)
ha permitido identificar un grupo de genes blancos de la SRM y distintos miembros de la
familia de factores de transcripcion ANAC como involucrados en la SRM. Los genes
pertenecientes a este grupo (34 genes) se denominan genes MDS (de sus siglas en inglés
Mitochondrial Dysfunction Stimulon). La secuencia consenso de unién para los factores
ANAC definida a partir del analisis de las secuencias promotoras de los genes MDS ha sido
encontrada en mas de 70 genes que no responden a disfunciones mitocondriales pero
estan relacionados con la respuesta durante situaciones de estrés. Si bien 24 de los genes
MDS presentan potenciales sitios de unidn para proteinas ANAC, solo se ha demostrado la
interaccion con ANACo13 y ANACo1y. El factor de transcripcion ANACo13 une 11 de los 24
genes MDS, siendo AOXza, UPOX y At5gogs70 los que presentaron mayores valores de
interaccion en experimentos de inmunoprecipitacion de la cromatina. Con respecto a
ANACo17, se ha demostrado que frente a una inhibicidon del Clll con antimicina A se
generan sefales que permiten el clivado de esta proteina unida a la membrana del reticulo
endoplasmatico. La porcion N-terminal de ANACo17 migra al nucleo y se une al promotor
de AOXza activando la transcripcidn. Si bien los genes MDS se clasificaron segun su
variacion de expresion luego de una disfuncion mitocondrial, su agrupamiento
considerando diferentes situaciones de estrés sugiere que este grupo de genes estaria
involucrado principalmente en estrés salino, estrés por exposicion a radiacion UV y
deficiencia de hierro (De Clercqy col., 2013).

Ademas de las proteinas pertenecientes a la familia ANAC se han propuesto
distintos elementos en cis que se encontrarian enriquecidos en genes que modifican su

expresion ante una disfuncidn mitocondrial, si bien su funcionalidad aun no ha sido
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probada (Schwarzlander y col., 2012). En un estudio reciente que incluye informacion
transcripcional proveniente de 27 perturbaciones mitocondriales y cloroplasticas
diferentes se identifico un grupo de 12 genes que responden exclusivamente a
perturbaciones en la mitocondria, 14 genes que responden solo a perturbaciones en el
cloroplastoy 14 genes que responden a ambas perturbaciones (Van Aken y Whelan, 2012).
Curiosamente, los genes que se comparten entre este grupo y el grupo de genes MDS
pertenecen al grupo de genes que responde a ambas perturbaciones. Si bien se han
identificado diversos genes involucrados en la regulacion retrégada, los procesos que
realmente estan influenciados por la regulacion retrograda mitocondrial aun no se han
estudiado en profundidad. Sin embargo, resultados recientes demuestran que las plantas
rao1 son deficientes en una quinasa involucrada en el ciclo celular denominada CDKEz (de
sus siglas en inglés Cycling Dependent Kinase E1). CDKEx1 participaria, ademas, en la
integracion de senales provenientes del medio ambiente con el desarrollo de la planta, el
crecimiento y la elongacion celular (Ng y col., 2013a).El hecho de que la mutacion en una
quinasa dependiente de ciclina altere la induccion de AOXza por antimicina A es un indicio
de laintegracion de la SRM en el contexto requlatorio general de la célula (Ng y col., 2013a).
De manera similar, las mutantes rao3-6 son deficientes en proteinas involucradas en la
sefalizacion de auxinas, generandose asi una relacion entre una respuesta retrograda en
una condicidn de estrés y la modificacion del crecimiento ante esa situacion (Ilvanovay col.,
2014).

En el trabajo desarrollado por Van Aken y Whelan (2012), los autores proponen un
nuevo marcador mitocondrial de respuesta a estrés, el gen Atggogsyo. Este gen codifica
una proteina denominada MSMz1 que presenta un dominio CHCH similar al reportado para
la proteina MICa7 del IMS de levaduras. Las caracteristicas de esta proteina sugieren que
podria actuar como una molécula seializadora, detectando y transmitiendo el estado
redox del IMS, y no como un blanco de regulacion retrograda. El IMS de Arabidopsis
presentaria varias proteinas que presentan cisteinas susceptibles de regulacion redox
agrupadas en motivos similares a los de MSM1, como AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AtCOXag.

En forma similar a lo observado para MSMz, los promotores de los genes que codifican
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estas proteinas son inducidos ante diversas condiciones de estrés (Attallah y col., 20073;
Attallah y col., 2007b). Estas evidencias, en conjunto con el hecho de que las proteinas del
IMS serian transportadas y plegadas correctamente por un sistema regulado por el estado
redox de la mitocondria, apuntan al IMS como un espacio capaz de detectar y transmitir

senales desde la mitocondria hacia el citosol (Chatzi y Tokatlidis, 2013).

4.9. TRANSPORTE DE PROTEINAS A LA MITOCONDRIA DE PLANTAS.

El origen endosimbidtico de la mitocondria deriva en la existencia de un complejoy
finamente regulado sistema de importacion proteico hacia los distintos compartimentos
de la organela (Murchay col., 2014). El éxito del ensamblado de los complejos respiratorios
depende de laimportacion de las distintas subunidades desde el citosol hacia lamembrana
interna de la mitocondria (Murcha y col., 2012). Las subunidades de los complejos
respiratorios deben atravesar primero el complejo transportador de la membrana externa
integrado por las proteinas TOM (de sus siglas en inglés Translocase of the Outer
Membrane) y luego el complejo transportador de la membrana interna integrado por las
proteinas TIM (de sus siglas en inglés Translocase of the Inner Membrane). Trabajos
recientes demuestran que el sistema de importacidon de proteinas esta regulado por el
estado energético mitocondrial, integrandose como otro punto de regulacion vy
coordinacion al proceso complejo de la biogénesis mitocondrial (Carrie y col., 2013; Murcha
y col., 2014; Wangy col., 2012).

El complejo TOM en levaduras
y mamiferos esta formado por dos subunidades que miran hacia la cara citosolica de la ME
denominadas TOM2o y TOMyo, el receptor TOM22 y la proteina formadora del poro
TOMgo (Stan y col., 2000). Las preproteinas que ingresan por el complejo TOM son
reconocidas por TOM2o0 a través de una secuencia de 6 a 9o aminoacidos presente en su
extremo N-terminal (Vogtle y col., 2009). Las proteinas que presentan péptido senal
interno no clivable son reconocidas por TOMyo (Yamamoto y col., 2009). Luego del
reconocimiento del péptido sefal todas las proteinas mitocondriales atraviesan la ME a

través de TOM4o (Humphriesy col., 2005).
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En Arabidopsis existen tres isoformas de TOM4o0; sin embargo, solo las mutantes
insercionales en AtTOM40-1 no son viables (Lister y col., 2004). AtTOMg es el homologo
funcional de TOM22, es mas pequeia y no presenta cara citosolica. La pérdida de la cara
citosolica evitaria el reconocimiento de proteinas que se localizan en el cloroplasto (Lister
y col., 2007). Elhomdélogo de TOM70 no ha sido encontrado en plantas; sin embargo, se ha
identificado un receptor anclado en la ME especifico del reino vegetal y paralogo del
receptor del cloroplasto TOC64, denominado OM64 (Duncan vy col., 2013; Lister y col.,
2007).

El ensamblado del complejo TOM estd asociado a las proteinas del complejo SAM
(ScSAMs50, ScSAM35, ScSAM37) (Chan y Lithgow, 2008). Sélo AtSAM37 tendria una
funcion vital en la biogénesis mitocondrial en Arabidopsis (Duncan y col., 2011). En
levaduras, el complejo TOM y el complejo SAM estan estrechamente vinculados con el
complejo ERMES (de sus siglas en inglés Endoplasmic Reticulum Mitochondrial Encounter
Structure) que participaria en el movimiento de fosfolipidos y el transporte de calcio
(Michel y Kornmann, 2012). El complejo TOM y el complejo SAM se encuentran
fisicamente conectados con el complejo MINNOS (de sus siglas en inglés Mitochondrial
Inner Organising System) de la membrana interna. El complejo MINNOS esta compuesto
por seis subunidades en levaduras: FCJ1, MIO10, AIMs5, AIM13, AIM37y MIO27 (Herrmann,
2011). La mutacion de cualquiera de las subunidades modifica la morfologia de las crestas
de la MI. Mientras que este complejo esta altamente conservado entre levaduras, hongos
superiores y mamiferos, en plantas los ortélogos candidatos solo muestran un 27-32% de
identidad (Zerbesy col., 2012).

El IMS contiene proteinas TIM pequefias (ScTIM
8, 9, 10y 13), que son proteinas solubles ricas en cisteinas que forman una estructura similar
a un anillo de seis caras (Ceh-Pavia y col., 2013). Estas proteinas estan involucradas en la
importacion de proteinas transportadoras que se insertan en la Ml o de proteinas de tipo
barril-B destinadas a insertarse nuevamente en la ME (Truscott y col., 2002). La
importacion de estas proteinas TIM pequenas requiere la maquinaria MIA (Milenkovic y

col., 2007). Este sistema de importacion esta constituido por dos proteinas con actividad
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azufre oxidasa/reductasa denominadas MIA4o y ERVa (Terziyska y col., 2007). Estas dos
proteinas son responsables del plegamiento oxidativo y de la maduracion de las proteinas
ricas en cisteinas del IMS, permitiendo la formacidn de puentes disulfuro en los residuos de
cisteina (Siderisy col., 2009).

Ademas de las proteinas TIM pequeias, el sistema MIA permite el transporte de un
grupo de proteinas solubles del IMS que presentan los dominios conservados C(X);C y
C(X)oC (Koch y Schmid, 2014). En levaduras, MIA4o permite el transporte y correcto
plegamiento de proteinas del IMS oxidando los puentes disulfuro de la proteina
transportada, mientras que ERV1 mantiene los puentes disulfuro de MIA4o oxidados
(Chatzi y Tokatlidis, 2013). En plantas se han identificado los ortélogos de MIA40 y ERV3;
sin embargo, se observan diferencias funcionales. MIA4o no es una proteina esencial en
Arabidopsis y estd localizada tanto en el IMS como en peroxisomas de plantas superiores,
aunque se la ha localizado Unicamente en mitocondrias en Physcomitrella patens (musgo)
(Xuy col., 2013). La doble localizacion de MIA4o0 habria ocurrido en paralelo con la aparicion
de la isoforma de la enzima Cu/ZnSOD del peroxisoma (CSD3) y de su proteina chaperona
CCS (Carrie y col., 2010a). Curiosamente, AtERV1 es esencial en plantas superiores igual
que su ortdlogo en levaduras; sin embargo, su estructura secundaria es mas similar a ERV2
del parasito Trypanosoma cruzi que a ERV1 de levaduras (Eckers y col., 2013). AUn mas
interesante, en T. cruzi no se ha identificado el ortélogo de MIA4o de levaduras (Carrie y
col., 2010b; Eckersy col., 2013).

Los componentes de la
membrana interna mitocondrial de plantas muestran mayor conservacion en términos de
genes ortologos con respecto a levaduras que lo observado en los componentes de la
membrana externa (Carrie y col., 2010b). Sin embargo, las asociaciones recientemente
propuestas entre los integrantes del complejo TIM y los complejos respiratorios dan
indicios de neo o subfuncionalizaciones para las proteinas TIM en plantas (Murcha y col.,
2012). Tanto en levaduras como en Arabidopsis, todos los precursores proteicos de
proteinas cuyo destino es la Ml deben pasar a través del complejo TIM17:23 (Murchay col.,

2003; van der Laan y col., 2010). El complejo TIM17:23 existe en dos conformaciones; una
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de ellas (SORT) recibe los precursores proteicos provenientes de TOM4o y cuyo destino es
la Ml y la otra (PAM) recibe precursores proteicos cuyo destino es la matriz mitocondrial
(Chacinska y col., 2010). El complejo TIM17:23 interacciona de manera fisica y dinamica
formando supercomplejos tanto con el complejo TOM como con los complejos
respiratorios |, lll y IV en levaduras y con el Cl en Arabidopsis (Duncan y col., 2013; Stuart,
2008). Esta interaccion aumentaria la eficiencia del proceso de importacion aprovechando
el potencial de membrana (Wangy col., 2012).

Se ha propuesto que la cantidad de complejo TIM17:23 es una determinante de la
abundancia del Cl o, al menos, de la cantidad de Cl disponible para formar otros
supercomplejos (Murcha y col., 2012). Asimismo, las mutantes knock-out en subunidades
del Cl muestran un incremento en la abundancia de AtTIM23-1. Ademas, la subunidad
PRAT del CI es compartida con el complejo TIM17:23 (Murcha y col., 2012; Wang y col.,
2012). Es interesante que al aumento de la abundancia de AtTIM23-2 resulte en un
incremento de la expresion de los genes respiratorios de codificacion mitocondrial,
proteinas ribosomales y translocasas. Genes mitocondriales de codificacion nuclear
también incrementan su actividad cuando AtTIM23-2 es sobreexpresada (Murcha y col.,
2012; Wang y col., 2012). Estos resultados indican que la disponibilidad de los complejos
TIM modifica la biogénesis mitocondrial. Otro indicativo de la coordinacion entre estas dos
entidades mitocondriales queda reflejado durante el proceso de germinacion, momento
en el cual el requerimiento de la actividad mitocondrial es fundamental para movilizar
energia desde el endosperma, antes de que la fotosintesis sea establecida. Estudios
detallados en arroz revelaron que el aumento de la respiracion durante la germinacion es
bifasico y comienza inmediatamente luego de la imbibicion de la semilla. El sequndo
incremento en el consumo de oxigeno es acompanado por cambios a nivel transcripcional
y proteico de los componentes de las membranas mitocondriales (Howell y col., 2007;
Howell y col., 2006; Taylor y col., 2010). Estos resultados son similares a los obtenidos en

Arabidopsis (Law y col., 2012).

4.5. BIOGENESIS DEL COMPLEJO IV.
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El CIV o complejo COX es un complejo enzimatico multimérico que cataliza la
oxidacion del O, a H,O a partir de la oxidacion del citocromo c a través de los cuatro centros
metalicos de sus subunidades estructurales (Soto y col., 2012). Los electrones ingresan a
COX a traves del centro de cobre binuclear (Cua) localizado en la subunidad COX2. Los
electrones son transferidos al hemo a de bajo spin situado en la subunidad COXa.
Posteriormente ocurre una transferencia intramolecular desde el hemo a al sitio activo de
COX1 donde estd presente el centro bimetdlico hemo a3-Cus. Este centro bimetalico
permite la union del oxigeno molecular. La transferencia de electrones esta acoplada a la
translocacion de protones (Brunoriy col., 2005; Soto y col., 2012).

El CIV estd compuesto por 11 subunidades en levaduras, 12 subunidades en
mamiferos y entre 11 y 14 subunidades en plantas (Barrientos y col., 2009). La biogénesis
del complejo COX comenzo a estudiarse hace mas de 5o afios, siendo los primeros reportes
sobre el aislamiento del complejo intacto de mediados de los afos 1990. Nuestro
conocimiento sobre la estructura y el proceso de ensamblaje de COX en eucariotas es
consecuencia de su estudio principalmente en levaduras y células de fibroblastos en
cultivo. A continuacion se describen las distintas proteinas que integran el complejo COX o
participan en su ensamblaje en levaduras, estableciendo un paralelo con plantas cada vez

que sea posible.

4.5.1. SUBUNIDADES ESTRUCTURALES DE CODIFICACION MITOCONDRIAL.

Las subunidades estructurales de COX, COX1, COX2 y COX3, son codificadas por el
genoma mitocondrial (Tabla 1-A) (Khalimonchuk y Rodel, 2005) .

COX1 es la subunidad mas grande e hidrofébica del corazén de COX. En su
estructura se identifican dos hélices transmembrana que se unen en un rulo
extramembrana. COXaz participa en la translocacion de protones a través de dos canales de
tipo D y K (aspartato y lisina). Estos canales estan formados por residuos hidrofilicos que
parecen estar unidos a una red de moléculas de agua. El canal D guia los protones desde la
matriz hacia un residuo de glutamato conservado, mientras que el canal K conecta la matriz

con el centro Cug (Tsukiharay col., 1995, 1996).
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La subunidad COX2 posee un centro binuclear Cua de valencia mixta, el cual esta
expuesto al IMS. Su nucleo hidrofébico esta compuesto solo por dos dominios
transmembrana. COX2 es el sitio de interaccion con el citocromo c via el centro Cua
(Tsukiharay col., 1995, 1996).

La subunidad COX3 es una proteina hidrofobica que atraviesa siete veces la
membrana interna y no posee grupos prostéticos. AUn no se conoce su papel en la funcion
enzimatica de COX. Se propone que estd involucrada en el ensamblado y/o estabilidad de
la enzima (Khalimonchuk y Rodel, 2005). En base a estudios de los homdlogos de COX de
Rhodobacter sphaeroides, se demostré que COX3 no es requerida para la unidn de los

centros metalicos (Bratton y col., 2000; Svensson-Ek y col., 2002).

4.5.2. SUBUNIDADES ESTRUCTURALES DE CODIFICACION NUCLEAR.

El centro catalitico de COX esta rodeado por subunidades de codificacion nuclear.
La funcion de las mismas en el proceso de fosforilacion oxidativa aun es desconocida. Sin
embargo, se ha postulado que podrian influir en la estabilizacion estructural del complejo,
como se ha sugerido para el citocromo ¢, asi como formar parte de un sistema de
proteccion para COX ante la generacion de EROs en la mitocondria (Barrientos y col., 2009;
Bourens y col., 2013; Welchen y col., 2012). Estas subunidades se nombran con ndmeros
consecutivos desde el 4 (COX4) hasta el g (COXg) (Millar y col., 2004). En caso de
observarse mas de una isoforma se utilizan letras (a o b) para diferenciarlas. Las
subunidades de codificacion nuclear pueden presentar dominios transmembrana (todas
las pertenecientes a levaduras) o presentar dominios transmembrana y dominios
hidrofilicos que no atraviesan la MI (ScCOX4 y ScCOX6; HsCOXsa, HsCOXgb, HsCOX6b).
Es interesante destacar que para una misma especie no siempre todas las subunidades de
codificacion nuclear forman el CIV, sino que se observa una dependencia de tejido o
condicion de crecimiento. En levaduras, la isoforma COXga se expresa durante el
crecimiento en condiciones de aerobiosis, mientras que COXs5b aparece en presencia de

niveles de oxigeno reducidos (Burke y Poyton, 1998).
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En la Tabla 1-B se muestra una comparacion de las subunidades del CIV codificadas
en el genoma nuclear de levaduras, humanos y plantas. Experimentos de electroforesis 2D
muestran que los CIV de Arabidopsis, S. tuberosum y Vicia faba presentan ocho
subunidades similares a las identificadas en otros eucariotas y seis subunidades especificas
del reino vegetal (Millar y col., 2004). Estas subunidades se describen por convencion en
numeros romanos. La separacion del CIV de Arabidopsis es compleja debido a su
solapamiento con proteinas del complejo TOM (Millar y col., 2004). En mitocondrias de
Arabidopsis pueden observarse dos isoformas del CIV, una isoforma mayor denominada
IVa que incluye proteinas TOM y una menor denominada IVb (Eubel y col., 2003). En estas
dos isoformas se han reconocido las subunidades de codificacion nuclear COXgba,
COXsb2, COXs5c y COX64a, reconocidas en otros eucariotas, y las subunidades COX X1-8,
especificas del reino vegetal (Millar y col., 2004). Si bien no se ha identificado mediante
esta técnica, Arabidopsis presenta un gen homologo a COX6b de levaduras (Eubel y col.,

2003).

Tabla I. Subunidades del complejo IV en levaduras, mamiferos y plantas.

LEVADURAS HUMANOS PLANTAS
Gen | Proteina Gen | Proteina Gen | Proteina Funcién en levaduras o mamiferos
A. Subunidades estructurales de codificacion mitocondrial
COX1 Coxlp MTCOXI COX1 ATMG01360 COX1
COX2 Cox2p MTCOXII COX2 ATMG00160 COX2 Subunidades del nucleo catalitico
COX3 Cox3p MTCOXIII COX3 ATMG00730 COX3
B. Subunidades estructurales de codificacién nuclear
AT3G15640 (1)

COX4 Cox4p COX5b COXVb AT1G80230 (2) COX5b
COX5a Cox5a COX4-1 COXIV-1 - -
COX5b Cox5b COX4-2 COXIV-2 - -
COX6 Cox6 COX5a COXVa - -
COX7 Cox7 COX7a COXVlla - - Subunidades requeridas para el
COX8 Cox8 COX7c COXVlic - - ensamblaje y funcion del CIV
COX9 Cox7a COX6¢ COXVIc AT3G22210 COX6¢

- - COX7b COXVIlb - -

AT2G47380 (1)
- - coxs COXVIIl | AT3G62400 (2) COX5c¢
AT5G61310 (3)
At5G57815 (2)
AT4G28060 (3)

cox12 Cox9 Cox6b CoXVib | o o as0 ) COX6b Subunidades no esenciales
AT1G32710 (4)

COX13 Cox10 COX6a COXVla AT4G37830 COX6a
AT5G27760
AT3G05550 CoxX1
AT4G00860
AT1G01170 coxx2
AT1G72020 COXX3
AT4G21150 COXX4
AT3G43410 COXX5
AT2G16460 COXX6
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El estudio de la expresion de los genes estructurales de codificacion nuclear ha
permitido identificar patrones de expresion particulares para estas subunidades. Los genes
COX6by COX6a se expresan en anterasy regiones meristematicas (Mufarrege y col., 2009).
De forma similar, COX5b-1 se expresa en tejido meristematico, tejido vascular, polen y
anteras (Welcheny col., 2004). Otra caracteristica comun a los genes COX de codificacion
nuclear es que son inducidos cuando se incorporan al medio de cultivo de Arabidopsis
azucares metabolizables o compuestos nitrogenados (Comelli y col., 2009; Mufarrege y
col., 2009). Se ha propuesto que uno de los mecanismos que permite regular la expresion
concertada de los genes COX es la disponibilidad de carbohidratos. Como se menciond
anteriormente, esta regulacion opera a nivel transcripcional a través de elementos
comunes presentes en los promotores de los genes COX (Gonzalez y col., 2007). La
proteina COXsb es codificada por dos genes distintos denominados COX5b-1 y COX5b-2,
que responden de forma diferente a los mismos o distintos estimulos (Comelli y Gonzalez,
2009b). Se ha propuesto que uno de los genes ha retenido su funcion ancestral mientras

que otro ha adquirido nuevos elementos de respuesta (Comelliy Gonzalez, 2009a).

4.5.3. ENSAMBLADO DE COX.

El ensamblado de COX ha sido descripto como un proceso lineal, en el cual las
diferentes subunidades y cofactores se adicionan de manera ordenada (Soto y col., 2012).
El concepto del ensamblaje como un proceso secuencial fue demostrado a principios de los
80 en estudios realizados en mitocondrias de higado de rata. Este modelo fue
posteriormente confirmado mediante electroforesis en geles nativos (Blue Native). El
estudio de los intermediarios permitié demostrar que el ensamblaje comienza a partir de
una semilla formada por la subunidad COX1 y prosigue con la formacion de varios
intermediarios discretos, los que probablemente representan pasos limitantes de la
velocidad® (para una revision consultar Sotoy col., 2012) . En este proceso lineal de sintesis,

las dos subunidades principales, COX1 y COX2, siguen lineas de adicion de subunidades

8 El proceso de ensamblaje es complejo de estudiar en levaduras dado que la falta de COX1 no permite el
ensamblaje de COX.
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relativamente independientes. Esto implica que las subunidades maduran por separado y
luego se ensamblan en la membrana. Por otro lado, los intermediarios subensamblados
podrian interactuar con otros complejos respiratorios formando supercomplejos y las
subunidades importadas desde el citosol pueden integrarse no solo en la holoenzima COX
sino también con los complejos intermedios (para revisiones consultar Fontanessi y col.,
2008; Khalimonchuk y Rodel, 2005; Soto y col., 2012). Algunos autores describen el
proceso de ensamblaje de COX como un proceso “asistido por proteinas”, considerando la
cantidad de factores de ensamblaje, estructurales y no estructurales, que son requeridos
para producir la maduracion de las subunidades y que culmina con la formacion de los

centros metalicos antes de la interaccion en la membrana.

4.5.4. METALOCHAPERONAS E INSERCION DEL COBRE EN COX.

Como se menciono anteriormente, el ensamblado de los centros cataliticos de COX
requiere la insercion de atomos metalicos de cobre y hemo a. La insercion del cobre en
COXa1 y COX2 es mediada por proteinas chaperonas solubles del IMS y por proteinas
chaperonas transmembrana embebidas en la Ml (Tabla Il) (Horn y Barrientos, 2008; Leary,
2010). Resultados obtenidos en Saccharomyces cerevisiae sugieren que las reservas de
cobre presentes en la matriz mitocondrial son la fuente de Cu**?* para las subunidades
COX1y COX2 (Cobine y col., 2004). Es ampliamente aceptado que las metalochaperonas
del IMS pueden unir y liberar Cu**?*; sin embargo, se desconoce cémo el cobre es
transportado desde el citosol o desde la matriz mitocondrial al IMS. En levaduras y en
mamiferos, la funcion de COX17, COXi11 y de las proteinas SCO como chaperonas
involucradas en la insercion del cobre ha sido muy bien caracterizada (para una revision
consultar Robinson y Winge, 2010). COX17 es una proteina pequena y soluble del IMS que
contiene cuatro cisteinas arregladas en dos dominios CX9C y dos cisteinas adicionales,
conservadas en eucariotas. Estas dos cisteinas estan involucradas en la union del cobre en
conjunto con una de las cisteinas del primer dominio CX9C. ScCOX17 puede adquirir
distintas conformaciones como consecuencia de su capacidad de unir distinto nUmero de

atomos de cobre, en funcion de las interconversiones redox que puede tolerar. Ademas,
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puede adoptar distintos estados de oligomerizacidn en funcion de la cantidad de atomos
de cobre que pueda unir (Palumma y col., 2004; Voronova y col., 2007).5CO1 y COX11 se
encuentran unidas a la Ml a través de un dominio transmembrana presente en su extremo
N-terminal. El dominio globular, hacia el extremo C-terminal, se localiza en el IMS. Ambas
proteinas unen cobre a través de sus cisteinas conservadas (SCO1 también utiliza su
histidina conservada para la union) ubicadas en el dominio globular (Balatri y col., 2003;

Banciy col., 2011; Carry col., 2002; Horng y col., 2005).

Tabla 2. Factores de ensamblaje de COX y proteinas con dominios CXgC del IMS.

LEVADURAS HUMANOS PLANTAS
Gen | Proteina Gen | Proteina Gen | Proteina Funcién

A. Factores de ensamblaje del CIV y codificados en el niicleo.

COX17 Cox17p CoX17 cox17 AT3G15352  COX17-1 Insercién del cobre en SCO1 y en
AT1G53030 COX17-2 COX11.
sco1 Scolp sco1 Sco1 AT3G08950 HCC1 Insercién del cobre en COX2 y/o
mantencién del estado reducido
Sco2p sco2 SCO2 AT1G02410 de las cisteinas en COX2.
COoX11 Cox11p COX11 CcOoXx11 AT1G02410 COX11 Insercién del cobre en COX1.
Adicién de un grupo farnesilo al
COX10 Cox10p COX10 COX10 AT2G44520 COX10 protohemo.
COX15 Cox15p COX15 COX15 AT5G56090 COX15 Conversion de hemo o a hemo a.
ATAG39740 HCC2 Participacion dela respuesta a

estrés por UV-B.

B. Proteinas con dominios CXoC del IMS que podrian participar en la biogénesis del CIV.

COX19 Cox19p COX19 COX19-1 AT1G66590 COX19
COX19-2 AT1G69750
COX23 Cox23p COX23 COX23 AT1G2160
PET191 Pet191p PET191 PET191 AT1G10865
CMC1 Cmclp cMmC1 cMC1 AT5G16060
cmc2 Cmc2p cmc2 cme2 AT4G21192
YMR002w micl7p CHCHD2 MIC17 AT5G09570
YDR512c¢ emilp C220rf39 EMI1 AT4G25315
YKLO53c-a mdm35p TRIAP1 MDM35 AT4G33100
YELO59c-a somlp - -
YDRO31w micl4p CHCHD5 MIC14

En el modelo mas simple que permite explicar la transferencia e insercion del cobre
en las subunidades de COX, COXay liberaria atomos de Cu** a COX11 y SCO1. Se ha
postulado que el sistema redox glutation reducido/glutation oxidado participaria en el
mantenimiento del estado redox de las cisteinas de COX17. Luego, las chaperonas de
membrana transferirian los atomos de cobre a COX1y COX2, respectivamente (Robinson

y Winge, 2010) . La funcion de estas chaperonas es soportada por la observacion de que
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ambas pueden unir y liberar cobre (Carr y col., 2002; Horng y col., 2005). Ademas,
mutaciones en cualquiera de las tres chaperonas induce deficiencia en la actividad COX en
mamiferos y en levaduras (Carr y col., 2002; Leary y col., 2004; Oswald y col., 2009). La
deficiencia respiratoria observada en las mutantes de levaduras coxiy es restaurada
cuando se adiciona Cu?* al medio de crecimiento o cuando se incrementa el nUmero de
copias de ScSCO1. El incremento de la expresion de ScSCO2, una proteina cuya mutacion
en levaduras no produce una deficiencia respiratoria, también revierte la deficiencia
respiratoria en coxzy (Glerum y col., 1996). Considerando que la sobreexpresion de
ScCOX1y no restaura la deficiencia respiratoria en las mutantes scoz de levaduras, se ha
postulado que COX17 actUa en un paso previo a SCO1. Ademas, la funcion de COX17 podria
ser reemplazada por otra metalochaperona, al menos cuando la concentracion de cobre en
el medio es elevada. Esto podria reflejar la activacion de otros mecanismos de liberacion
de cobre en COX ante la presencia de una situacion de estrés oxidativo, como es la
generada por la alta concentracion de metales de transicion. Estudios por resonancia
magnética nuclear permitieron demostrar la existencia de un mecanismo de transferencia
del cobre desde COX17 a SCO1 (Banci y col., 2008). La presencia de un motivo de tipo
tiorredoxina en SCO1 sugiere que esta chaperona actuaria como una tioldisulfuro
isomerasa durante la captacion del cobre (Williams y col., 2005). De acuerdo con esta idea,
Abriata y col. (2008) mostraron que la insercion del cobre en COX2 de Thermus
thermophilus requiere la actividad de una nueva metalochaperona (PCuAC), mientras que
SCOa seria requerida para mantener el estado de oxidacion de las cisteinas aceptoras en el
centro de Cua de COX2. Ademas, el hecho de que las proteinas SCO estén presentes en
procariotas que no contienen oxidasas con centros de Cua sugiere que estas proteinas
cumplen también funciones no relacionadas con el ensamblado de COX (Banciy col.,2007).
En la variedad patogénica de Neisseria monocitogenesse se ha demostrado que SCO esta
involucrada en la respuesta frente al estrés oxidativo (Seib y col., 2003).

Ademas de COXay, otras proteinas con dominios CXqC 0 CX5C se localizan en el IMS
(Khalimonchuk y Winge, 2008; Longen y col., 2009). Este motivo forma una doble hélice

en horquilla estabilizada por la presencia de aminoacidos hidrofdbicos y por la formacion
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de puentes disulfuro (Abajian y col., 2004; Banci y col.,2009; Longen y col., 2009). En
levaduras, la mutacion de la mayoria de estas proteinas produce una deficiencia
respiratoria, sugiriendo que participarian en el ensamblaje de COX. Como se describid
anteriormente, laincorporacion de estas proteinas esta mediada por el sistema MIA (Fraga
y col., 2014; Terziyska y col., 2007). Considerando que los electrones provenientes de las
etapas de oxidorreduccion asociadas a MIA40/ERV1 son dirigidos a la cadena
transportadora de electrones a través del citocromo ¢, se plantea una conexidn directa
entre las proteinas del IMS y la cadena respiratoria. Recientemente, se ha demostrado que
la importacion de proteinas a través del sistema MIA en mamiferos es dependiente de la
relacion GSH/GSSG y del potencial de membrana (Fischer y col., 2013), planteandose asi
una conexion entre el estado redox de la mitocondria y la cantidad de proteinasimportadas

al IMS (Figura 5).

SH/ s Citosol

Ap,GSH

IMS

Matriz

Figura 5. Conexidn entre la actividad del CIV y el estado redox de la mitocondria a través de la
importacion de proteinas con dominios de cisteina. La importacion y correcto plegamiento de proteinas
con dominios CXgC o CX3C son realizados a través del sistema MIA40/ERV1. Este transporte estd asociado al
potencial de membrana, requiere glutation reducido y deriva en sucesivas reacciones de oxidorreduccion.
Los electrones puestos en juego ingresan al CIV a través del citocromo c. Considerando que las proteinas que
incorporan cobre en las subunidades del CIV poseen dominios de cisteina, el estado de reduccidon de la cadena
transportadora de electrones podria determinar la importacion de proteinas al IMS. CIV, complejo 1V; Citc,
citocromo ¢; GSH, glutation reducido; Ap, potencial de membrana.
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4.6. METALOCHAPERONAS EN PLANTAS.

Proteinas similares a los factores de ensamblaje de COX se han identificado en
plantas (para una revision consultar Garcia et al, 2014). En Arabidopsis, los genes AtCOX17-
1 (At3g15352) y AtCOX17-2 (Atags3030) codifican dos proteinas COXi1y capaces de
complementar la mutante nula coxiy de levaduras (Wintz y Vulpe, 2002). Arabidopsis
también contiene dos genes diferentes, AtCOX19-1 y AtCOX19-2, los cuales codifican una
proteina homdloga a COX1g de levaduras (Attallah y col., 2007b). AtCOX19-1 produce dos
transcriptos, los cuales codifican proteinas que difieren en el extremo N-terminal, como
consecuencia de un evento de splicing alternativo. Experimentos de importacion en
mitocondrias de papa mostraron que ambas proteinas se encuentran en el IMS, asociadas
a la MI. Sin embargo, solo la isoforma corta complementa levaduras mutantes en COX19
(Attallah y col., 2007b). La proteina codificada por AtCOX19-2 es idéntica a la forma corta
producida por AtCOX19-1 (Attallah y col., 2007b).

Proteinas homologas a SCO1 de humanos, denominadas HCCa y HCC2, han sido
identificadas en Arabidopsis (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2011). Sin
embargo, HCC2 pierde, dependiendo de la especie vegetal, una o ambas cisteinas
involucradas en la unidn del cobre en SCO1. Ademas, la histidina conservada en las
proteinas SCO que estaria involucrada en la unidn del cobre tampoco esta presente en
HCC2. Sin embargo, HCC2 conserva el dominio tiorredoxina encontrado en SCO1 de
levaduras. HCC1, en cambio, presenta un elevado porcentaje de homologia con las
proteinas SCO de levaduras y mamiferos. Ademas, el dominio soluble de HCCa fusionado
al dominio transmembrana de SCO1 de levaduras complementa la mutante nula scoz de
levaduras. De acuerdo con esto, la mutante hcca/hcca es letal, obteniéndose embriones
detenidos en la fase corazén que presentan una disminucion significativa de la actividad
COX (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2011). Por el contrario, mutantes nulas en
HCC2 muestran niveles de actividad COX normales (Steinebrunner y col.2014), sugiriendo

que esta proteina tiene una funcion diferente a la sugerida para HCCa.
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En el genoma de Arabidopsis se ha identificado un gen (Atigo2410) homdlogo al
gen de levaduras que codifica la proteina COX11 (Welchen y Gonzalez, 2005). Las proteinas
AtCOXi11 y ScCOX11 muestran un alto grado de similitud en su secuencia (32%, de
identidad de aminoacidos) y en su estructura secundaria (Ivan Radin 2014, Tesis doctoral).
Notoriamente, la alta similitud observada no es suficiente para que AtCOX11 complemente
la mutante nula coxz1 de levaduras. Sin embargo, COX11 ha sido localizada en la Ml de la
mitocondria en células de raiz de Arabidopsis. Resultados recientes muestran que la
deficiencia de AtCOX11 (30% de expresion del transcripto) disminuye en un 45% la
actividad del complejo COX cuando esta actividad es evaluada como el consumo de
oxigeno en presencia de citocromo c¢ reducido (lvan Radin 2014, Tesis doctoral).
Sorpresivamente, las plantas que sobreexpresan (4-6 veces) AtCOX11 también muestran
una disminucion en la actividad del complejo COX. Ademas, ambos tipos de plantas
muestran una disminucion en la longitud de la raiz y en la velocidad de germinacion del
polen, dos procesos requlados por la eficiencia respiratoria. Es interesante que la
deficiencia observada en las raices de las plantas que sobreexpresan AtCOXa1 es revertida
si se adiciona cobre en el medio de crecimiento, mientras que la deficiencia del mismo
exacerba el acortamiento de la raiz. Las plantas deficientes en AtCOX11 no responden a los
cambios de cobre en el medio de crecimiento (Ilvan Radin 2014, Tesis doctoral). El autor
propone que la disminucidén en los niveles de AtCOX11 en las plantas deficientes limita la
posibilidad de la insercion del Cu** independientemente de la disponibilidad de cobre en el
medio. En las plantas que sobreexpresanAtCOXzi1, la union de cantidades limitadas de
cobre por cantidades elevadas de AtCOX11 podria limitar la cantidad de cobre disponible
para AtHCCa.

Arabidopsis también contiene homodlogos a las proteinas CX,C de levaduras
(Longen y col., 2009). Sin embargo, no hay reportes sobre la funcion de estos homdlogos
en plantas, excepto para la proteina AtMSMz1 (Arabidopsis Mitochondrial Stress Marker 1),
la cual ha sido propuesta como un marcador de respuesta a estrés mitocondrial (Van Aken

y Whelan, 2012) y podria participar en la senalizacion retrograda mitocondrial.
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4.6.1. COXa7.

El primer gen de Arabidopsis que codifica un homdlogo de COXiy de
Saccharomyces fue identificado por Balandin y Castresana (2002) en plantas de Nicotiana
tabacum hipersensibles a patdgenos necrotrdficos. La proteina codificada por este gen
presenta un porcentaje de homologia de 33% y 15% con COXa7 de levaduras y humanos,
respectivamente. Posteriormente, se demostro que existen dos genes en Arabidopsis que
codifican dos proteinas homologas a ScCOX17 denominadas COXa7-1 (At3g15352) Y
COX17-2 (Atigs3030) (Attallah y col.,, 2007a; Wintz y Vulpe, 2002). Las proteinas
codificadas por estos genes presentan un 69% de identidad, siendo la region C-terminal la
que presenta mayor conservacion. Esta region presenta las cisteinas necesarias para la
unidn del cobre y para el transporte mediado por el sistema MIA. En la regidon que
corresponde al extremo N-terminal, solo se observa un 25% de identidad. Un arbol
filogenético construido mediante el alineamiento de proteinas COX17 eucariotas mostrd
que solo en plantas existe mas de una copia de genes COX17 (Attallah y col., 2007a). La
duplicacion habria ocurrido solo en angiospermas, dado que no se encontré una segunda
copia en gimnospermas (Figura 6)°. Dado que hay una segunda copia tanto en
monocotileddneas como en dicotileddneas pudo haber ocurrido una duplicacién comun a
todas las Angiospermas y luego se habria perdido la segunda copia en las dicotileddneas.
La segunda copia en dicotileddneas aparecio antes de la separacion entre Brassica napus y
Arabidopsis. En monocotileddneas la aparicion de la sequnda copia ocurrié antes de la
separacion que dio origen a los linajes de arroz, cebada y maiz. Notablemente, la sequnda
copia de COX17 en monocotiledéneas y dicotiledoneas no pertenecientes a Brasicaceas
presenta mayor similitud con AtCOX17-1 que con AtCOX17-2. AtCOX17-2 tendria varios
cambios que son especificos de la duplicacion que ocurre en Brasicaceas.

Ambos genes presentan un intron en la region 5 no codificante, cercano al
respectivo inicio de la transcripcion. Estos intrones poseen un tamafo grande (709 pby 922

pb) comparados con el tamafo de los transcriptos maduros, los cuales tienen 544 pb en el

9 Se muestra un arbol filogenético actualizado respecto de las secuencias empleadas por Attallah y col.
20073
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caso de AtCOX17-1y 530 pb en el caso de AtCOX1y-2. La delecion de estos intrones anula
la expresion de los genes. El estudio de la actividad de las secuencias promotoras indico
que los patrones de expresion son similares. Ambos genes se expresan en la raiz a lo largo
de todo el ciclo de desarrollo de Arabidopsis, en cotiledones de plantas hasta el dia 12 de
desarrolloy en granos de polen. AtCOX17-1 se expresa de manera diferencial en primordios
de hoja, raices nacientes y en el septum de las vainas. Ademas, la region promotora
presenta dos elementos site Il funcionales, dado que la mutacion de uno o ambos
disminuye significativamente la expresion de ambos genes. Como se menciond
anteriormente, estos elementos podrian permitir la expresion coordinada de los genes
respiratorios de codificacion nuclear (Attallah y col., 2007a).

El transcripto del gen codificado en el cromosoma 3 aumenta sus niveles en
presencia de altas concentracion de cobre, luego de la inoculacion con bacterias
necrotrdficas, tratamientos con acido salicilico, nitroprusiato de sodio y perdxido de
hidrogeno. Segun los autores (Balandin y Castresana, 2002), la induccion de la expresion
de AtCOXa7-1 bajo dichas condiciones de crecimiento seria consecuencia de la inhibicion
de la actividad mitocondrial como consecuencia de la situacion de estrés generada.
Posteriormente, Attallah y col. (2007a) demostraron que AtCOX17-1 y AtCOX17-2 se

inducen bajo diferentes situaciones de estrés.
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Figura 6. Arbol de maxima verosimilitud de COX17. Los nUmeros debajo de las ramas indican el valor de
bootstrap; solo se indican en ramas con soporte significativo (=50). El largo de las ramas indica la tasa de

sustitucion nucleotidica. El arbol fue obtenido con el programa PhyML 3.0.

4.6.2. COXag.

En el genoma de Arabidopsis existen dos genes que codifican proteinas similares a
la proteina de levaduras ScCOX19, ambos localizados en el cromosoma 1, los cuales fueron
nombrados AtCOX19-1 y AtCOX19-2 (At1g66590 y Atig69750, respectivamente). Estos
genes codifican proteinas idénticas, pero uno de ellos (AtCOX19-1) sufre un evento de
splicing alternativo por el cual se generan dos isoformas, AtCOX19-1.1 y AtCOX19-1.2. La
segunda variante de splicing presenta una region N-terminal extra y es especifica de
Arabidopsis. Los dos genes se expresan ya que se han encontrado clones de ADNc (ESTs o
clones de secuencia completa) para cada uno de ellos (Attallah y col., 2007b). Estos genes

estan compuestos por cuatro exones. Dentro de las regiones no codificantes presentan un
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alto nivel de identidad, ya que poseen solo 18 modificaciones dentro de las regiones
intronicas y 4 cambios dentro de las regiones no codificantes (UTR) de los exones. Estas
evidencias sugieren que estos dos genes se originaron a partir de un evento de duplicacion
reciente en el genoma de Arabidopsis.

Attallahy col. (2007b) han comprobado que las proteinas AtCOX19 son importadas
al IMS de mitocondrias vegetales. Ademas, la expresion de la secuencia codificante de
AtCOX19-1 o de AtCOX19-2 en la mutante de levaduras rescata el fenotipo respiratorio
(Attallahy col., 2007b).

Por otro lado, resultados obtenidos con plantas que expresan la secuencia
codificante de la B-glucuronidasa (GUS) bajo el control de la secuencia promotora de
AtCOX19-1 mostraron que la actividad del promotor es inducida ante la presencia de
compuestos que generan EROsy en condiciones tanto de estrés bidtico como abidtico. En
particular, la exposicion de estas plantas a concentraciones elevadas de FeSO, o de

CuSO,produjo un aumento en la actividad de la enzima reportera (Attallah y col., 2007b).

Frente a estas evidencias nos preguntamos cuales son las funciones de AtCOX17y
AtCOX1g en Arabidopsis. El primer interrogante que nos planteamos fue si estas proteinas
participan en la biogénesis del complejo COX en plantas. Luego, nos preguntamos si los
cambios en la expresion de estos genes frente a distintas condiciones de estrés son
consecuencia de su participacion en el ensamblaje de COX o un reflejo de la participacion

de estas proteinas en otros procesos.
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5.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de Tesis es estudiar la funcion de un grupo de
proteinas vegetales involucradas en la insercion de cobre en las subunidades | y Il del
complejo IV de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria. Se estudiara el
rol de estas proteinas en la biogénesis del complejo IV, durante la respuesta a estrés y en
el metabolismo de metales en plantas de Arabidopsis. De esta manera, se busca aportar
informacion para conocer como la actividad mitocondrial se relaciona con los cambios
que ocurren a nivel celular y ambiental y con las respuestas asociadas a los mismos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudiar la localizacion intracelular de AtCOX17 y AtCOXag, para las cuales se ha
observado una localizacion dual en levaduras.

- Obtener plantas con niveles de expresion disminuidos de los genes AtCOX27-1
yAtCOX17-2 y analizar si ocurren modificaciones en la actividad del complejo CIV o en su
ensamblado.

- Estudiar la respuesta a estrés en plantas deficientes en los genes AtCOXz;.
- Obtener plantas con niveles disminuidos de la proteina AtCOX1g9.

- Estudiar los cambios transcripcionales asociados al metabolismo de metalesy la
respuesta a estrés en plantas deficientes en AtCOX19
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6.1. MATERIALES.

6.1.1. Material vegetal.
La etapa experimental de este trabajo se llevé a cabo empleando como organismo

de estudio la planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis). Las semillas de
Arabidopsis thaliana Heyhn. ecotipo Columbia (Col-0) fueron provistas por Lehle Seeds
(Tucson, AZ, USA). Las semillas de Arabidopsis thaliana Heyhn. Ecotipo Landsberg erecta
(Ler), las semillas de plantas mutantes con inserciones de T-DNA de lineas SALK (Alonso
y col., 2003) y las mutantes que contienen genes reporteros fueron obtenidas del
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC, Ohio State University). Las mutantes
obtenidas mediante mutagénesis quimica, las plantas mutantes con inserciones de T-
DNA de la linea GABI-Kat (Scholl y col., 2000) y las plantas transformadas con una
construccion antisentido (as) para silenciar el gen AOXzafueron obtenidas del Notthingam

Arabidopsis Stock Center (NASC, Notthingam, UK).

6.1.2. Plantas mutantes y silenciadas (no generadas en nuestro laboratorio).

La presencia de la insercion de T-DNA en las plantas mutantes de lineas SALK fue
confirmada mediante PCR sobre p empleando un oligonucledtido especifico para el gen
mutado y el oligonucleo6tidoLBbz (ver Tabla 1, Anexo |). Este oligonucleétido es especifico
para la insercion de T-DNA de las lineas SALK. La construccion antisense (as) en plantas
silenciadas fue evaluada mediante oligonucledtidos especificos (ver Tabla 1, Anexol).
Tanto para las mutantes de lineas SALK como para las mutantes obtenidas mediante
mutagénesis quimica se evaluaron los niveles de los transcriptos derivados del gen de
interés mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR, ver inciso 1.2.18).

En la Tabla 1 se detallan las plantas mutantes y lineas reporteras empleadas

durante la etapa experimental de este trabajo.
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Tabla 1.Plantas mutantes y lineas reporteras utilizadas en este trabajo de Tesis

Nombre en este Técnica para

Gen blanco AGI Linea Ecotipo trabaj Descripcion de la modificacion evaluar la Proveedor
rabajo modificacion
COX17-2 At1g53030 | SALK_062021C Col-0 cox17-2 T-DNA PCR ABRC
N6599 Col-0 asAOX1a.99 35s:asAOX1a PCR NASC
AOX1 At3g2237
OXia 13922370 N6707 Col-0 asAOX1a.07 355:asA0X1a PCR NASGC
5 " delecion (DG) y cambio del marco 3
ABI4 At2g40220 N8104 Col-0 abi4-1 de lectura RT-gPCR NASC
N3837 Col-0 abi4-102 sustitucion (G80A) RT-gPCR NASC
) o sustitucién y cambio del marco de 3
ABI3 At3g24650 N24 Ler-0 abi3-1 lectura RT-gPCR NASC
ABI3 N6131 Ler-0 abi3-5 RT-gPCR NASC
expresion del gen GUS bajo el
CS16707 Col-0 pDR5:GUS control de un promotor sintético | Histoquimica ABRC
derivado del gen GH3
] . expresion del gen GUS bajo el ) L Dr. Javier
Col-0 PMIR396b:GUS control del promotor del MIR398b Histoquimica Palatnik
N16263 Col-0 mt-gk lexpresion de GFP en la mitocondrig PCR Dr. Iis
Stenebrunner

6.1.3. Cepas utilizadas.
Todos los clonados fueron realizados utilizando la cepa de E. coliDH5o[supE44

AlacU169 (®8olacZAM15) hsdR1i7 recAi endA1 gyrAg6 (Naz1’) thi-1 relA1) (Hanahan,
1983).

Las construcciones realizadas para expresar proteinas recombinantes para la
produccion de anticuerpos fueron obtenidas en la cepa DHsa y luego introducidas en la
cepa de E.ColiBL21 [F - ompThsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 (DE3)].

Para la transformacion de Arabidopsisse empled la cepa de Agrobacterium
tumefaciens LB4404. Esta cepa presenta resistencia cromosomica al antibidtico
rifampicina (1200 mg/l). Esta cepa utiliza el sistema binario de transformacion de
Agrobacterium y posee el plasmido pTi/pRi desarmado pAL4404 (cuyo agente selectivo
es la estreptomicina (300 mg/l)) en la cepa Achs. Esta cepa ademas posee el plasmido

pTi/pRi pTiAchg (Oomsy col., 1982).

6.1.4. Vectores utilizados.

PENTR-3C. Vector de entrada (Entry vector) para el sistema Gateway (Life
Technologies). Este vector permite el clonado de la secuencia de ADN de interés entre los
sitios denominados attl. La secuencia clonada entre estos sitios puede recombinarse

entre los sitios atrrR del vector de destino (Destination Vector). Este vector genera
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resistencia a cloranfenicol (50 pg.mL™) y kanamicina (100 pg.mL™) en bacterias. Todas las
secuencias de ADN clonadas en este vector fueron recuperadas como productos de PCR
empleando oligonucleodtidos especificos para el vector denominados AHLF y AHLR.

pEarlygate100. Vector de destino para el sistema Gateway. Este vector permite
expresar el gen de interés en plantas bajo el control del promotor 355 del virus del
mosaico de la coliflor (355CaMV). Genera resistencia a estreptomicina (300 pg.mL™) y
espectinomicina (100 pg.mL™) en bacterias y a herbicida BASTA (Bayer) en plantas.

pGWBs554. Vector de destino para el sistema Gateway. Este vector permite
expresar en plantas el gen de interés fusionado a la secuencia codificante de la proteina
roja fluorescente monomérica (mRFP) bajo el control del promotor 355 del virus del
mosaico de la coliflor (355CaMV). Genera resistencia a estreptomicina (300 pug.mL™?) y
espectinomicina (100 pg.mL™) en bacterias y a higromicina (25 pg.mL™) en plantas
(Nakagaway col., 2007).

pGWBs553. Vector de destino para el sistema Gateway. Este vector permite
expresar en plantas el gen de interés como fusion a la secuencia codificante de la mRFP
bajo el control de un promotor de interés. Genera resistencia a estreptomicina (300
pg.mL™) y espectinomicina (100 pg.mL™) en bacterias y a higromicina (25 pg.mL™) en
plantas (Nakagawa y col., 2007).

pBl121. El plasmido pBli21 es un derivado del vector pBlio1 que contiene un
fragmento de 8oo pb del promotor 355 del virus del mosaico de la coliflor (355CaMV)
frente al gen GUS(Jeffersony col., 1987).

pNB47. Este vector deriva del vector binario pCHF3 (Jarvis y col., 1998). Permite el
clonado de microARNs artificiales (amiARNs) empleando el esqueleto del miR319 y bajo
el control del promotor 355CaMV. Genera resistencia a espectinomicina (300 pg.mL™) en
bacterias y a kanamicina (100 pg.mL™) en plantas. Este vector fue gentilmente cedido por
el Dr. Javier Palatnik (IBR, Argentina).

PGEX-4T3. Este vector permite expresar la secuencia codificante de la proteina de

interés como fusion a la proteina GST (GE Healthcare).
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6.1.5. Secuencias utilizadas.

Todas las secuencias nucleotidicas analizadas en este trabajo se obtuvieron de la
base de datos proporcionada por el TAIR (The Arabidopsis Information Resource). Los
estudios de alineamientos de secuencias nucleotidicas se realizaron utilizando el
programa BLAST (blastn o blastp, respectivamente, Altschul y col., 1990), asi como el
programa ClustalO 1.0.2 (Sievers y col., 2011; www.ebi.ac.uk/Tools/mhsa/clustalo/)
(Thompson y col., 1994). El disefio de los oligonucléotidos utilizados en los ensayos de

RT-gPCR se realizé con el programa Primer BLAST (Ye y col., 2012).

6.2. METODOS .

6.2.1. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa).

Las reacciones de amplificacion para obtener fragmentos de ADN para su
posterior clonado se realizaron en un volumen final de 5o pL. Brevemente, en cada
reaccion se empled solucion amortiguadora, MgCl2 2 mM, dNTPs o,2 mM,
oligonucledtidos especificos (500 ng) y 1,5 U de la enizmaTagDNA polimerasa
(Invitrogen). A esta mezcla de reaccion se le adiciond el ADN molde y se procedid a la
reaccion de amplificacidn. Las reacciones se llevaron a cabo en el termocicladorPxE o,2
ThermalCycler (ThermoElectronCorporation) utilizando los programas apropiados para
cada caso y en donde la temperatura de hibridizacion se establecid de acuerdo a la
secuencia de los oligonucleotidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)].

Las reacciones de amplificacion en las que se utilizé como molde ADN procedente
de colonias de bacterias tomadas directamente desde la placa de Petri se realizaron en un
volumen final de 15 pL, conservando las proporciones de todos los reactivos.

Los productos de amplificacion se separaron y visualizaron en geles de agarosa

(ver el siguiente inciso).

6.2.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
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Los productos de amplificacion obtenidos en la PCR fueron separados y
visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (Sambrook, 1989).
Para esto, se preparé agarosa en buffer TAE 1x (ver Anexo Il) en la concentracion
correspondiente al tamano del ADN que debia separarse. Los productos de amplificacion
se diluyeron en buffer de siembra de ADN conteniendo el agente intercalante Syber
Green (ver Anexo Il). Se sembraron en la matriz de agarosa y se corrieron a 8oV durante
20 minutos. Como marcador de tamano de los fragmentos de ADN se empled ADN del
bacteriéfago A (Promega) digerido con las enzimas EcoRl y Hindlll. Finalizada la corrida

electroforética, se procedio a la visualizacion del ADN mediante exposicion a luz UV.

6.2.3. Purificacion de fragmentos de ADN.

Los fragmentos de ADN se purificaron a partir de geles de agarosa,
empleandose el equipo comercial GFX™ PCR DNA y Gel Purification (AXYGEN,
USA).

6.2.4. Digestion con endonucleasas de restriccion.

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones de reaccion recomendadas por los proveedores de cada enzima en particular.
En todos los casos fueron utilizadas entre 1y 5 U de enzima por cada pg de ADN a digerir
en un volumen final que varid entre 20y 5o pL, dependiendo de la cantidad de ADN. Para
la digestion de los vectores provenientes de las mini preparaciones de ADN, se adiciono a

la reaccion de corte la enzima ARNasa A (Promega) en una concentracion final de o,5

Mg.pL™.

6.2.5. Ligacion de moléculas de ADN.

La ligacion de fragmentos de ADN se realizd empleando 1 U de la enzima T4 DNA
ligasa (Promega) en un volumen final de reaccion de 10 pL. En la mezcla de reaccion se
incorporaron la solucion amortiguadora y los fragmentos a ligar en las proporciones

sugeridas por el fabricante.
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6.2.6. Transformacion de bacterias de E. coli con ADN plasmidico.

La preparacion de células de E. coli competentes para trasformacion por
electroporacion se realizd segun las recomendaciones del fabricante del equipo de
electroporacion (Micro Pulser™, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Luego de la
electroporacion las células de E. coli se recuperaron en 1 mL de medio LB y se incubaron
durante 1h a 37°C. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. El pellet se
resuspendio en 100 pL de medio LB y se sembrd en placas de Petri con LB-agar (ver
Anexo Il) suplementado con el antibiotico adecuado. Las placas se incubaron toda la
noche (o hasta la aparicion de colonias) a 37°C. Luego de la aparicion de colonias, las
mismas se utilizaron para realizar PCR en colonia como se describid en el inciso 1.2.1.
Cuando la PCR fue positiva (presencia de un amplicon del tamaio adecuado) se procedid
al repique de la colonia correspondiente para realizar posteriormente mini-preparacion

de ADN plasmidico.

6.2.7. Transformacion de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmidico.

La preparacion de células competentes de A. tumefaciens se realizo siguiendo las
recomendaciones del fabricante del equipo de electroporacion para E.coli, modificando la
solucion amortiguadora en la que se conservan las bacterias (ver Anexo Il, Solucion de
conservacion de A. tumefaciens). Luego del disparo eléctrico las bacterias se recuperaron
en 1 mL de LB y se incubaron durante 2 horas a 28°C. Se centrifugaron a 1600 rpm
durante 5 minutos. El pellet se resuspendio en 100 pL y se sembrdé en placas de Petri con
LB-agar (ver Anexo Il) suplementado con estreptomicina (300 pg.mL™), rifampicina (50
pg.mL™?) y el antibidtico correspondiente al plasmido con el que se procedido a la

transformacion.
6.2.8. Mini-preparacion de ADN plasmidico.

Las preparaciones de plasmidos a partir de células de E. coli transformadas se

realizaron segun el protocolo de Birnboin y Dolly (1979). Se centrifugaron 1,5 mL de un
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cultivo saturado de células cultivadas en medio LB con el antibiotico adecuado, a 5000 x g
durante 5 min. El sedimento celular fue resuspendido en 100 pL de solucidon de miniprep |
(ver Anexo ll). Luego de 5 min de incubacion a temperatura ambiente se agregaron 200
pL de solucion de miniprep Il (ver Anexo Il). Se mezclo por inversion y se incubd en hielo
durante 5 min. Se agregaron 150 pL de acetato de potasio 5 M (pH 5,2) y se incubd
nuevamente en hielo durante 15 min. Se centrifugd a 12000 x g durante 15 min a 4°Cy el
sobrenadante se tratd con 400 pL de una mezcla de fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y
cloroformo (12:1) a fin de remover las proteinas de la muestra. Se centrifugd durante 5 min
a 8000 x g a temperatura ambiente y el ADN de |a fase acuosa se precipito durante 2 h a
20°C con 2 vol. de etanol absoluto frio en medio acetato de sodio 0,3 M (pH 5,2).El ADN
plasmidico se recupero por centrifugacion a 12000 x g durante 10 min a 4°Cy se lavo con
etanol 70% (v/v) para eliminar sales. Se centrifugd, se secd el precipitado y se resuspendio
en 20 pL de agua destilada estéril.

Cuando se necesito preparar ADN plasmidico de alta calidad se utilizd el kit
comercial Mini-preps DNA Purification (AXYGEN) siguiendo las indicaciones del

fabricante.

6.2.9. Clonados.

Durante este trabajo de Tesis se realizaron diferentes clonados con el objetivo de
obtener plantas silenciadas en AtCOX17-1, AtCOX17-2 o AtCOXig,plantas que
sobreexpresen dichos genes y plantas que expresen dichas proteinas como proteinas de
fusion a la proteina fluorescente roja monomérica (mRFP), ya sea bajo el control del
promotor 355CaMv o del promotor del propio gen. A continuacion se detallan cada uno
de estos clonados.

Construcciones amiCOX17-1, amiCOXa7-2*. Estas construcciones permiten
silenciar especificamente AtCOX17-1 oAtCOX17-2 mediante la generacion de un
microARN artificial (amiARN). Para obtener estas construcciones se emplearon las

herramientas  provistas en el sitio WMD3 (Web MicroRNA Designer;

* Las construcciones denominadas ami(1) fueron realizadas por la Dra. Elina Welchen. Las construcciones
ami(2) fueron realizadas por la autora de este trabajo de Tesis
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wmd3.weigelworld.org). Se disefaron dos amiARNs que permiten silenciar

especificamente AtCOX17-1 o AtCOX1y-2. Estos se obtuvieron de una lista de 40 amiARNs
arrojados como resultado por el WMDR3. De esta lista se tomaron mejores, considerando
el AG®y los grados de penalizacidn en relacion a la especificidad. Luego de seleccionar las
secuencias mas apropiadas para los amiARNs, se disefaron los oligonucledtidos
sugeridos por la herramienta del WMD3 (Tabla 1, Anexo I). Los primeros 21 nucledtidos
del oligonucledtido denominado amis permiten verificar los genes blancos para el
amiARN disefiado en el sitio web del WMD3. Se realizaron tres reacciones de
amplificacion para obtener cada uno de los amiARNSs (ver Figura 3, Anexo I). Como molde
se empled el plasmido pNB47 (ver inciso 1.1.4.). Este plasmido binario permite la
expresion del amiARN empleando el esqueleto del miR319abajo el control del promotor
355CaMV. Los productos de PCR fueron clonados en el vector pNB47 reemplazando la
secuencia del miR319a entre los sitio Pstl y Ncol. Esta construccion se empled para
transformar A. tumefaciens y finalmente plantas salvajes de Arabidopsis.

Construcciones amiCOX19. Para silenciar AtCOX1g9también se empled una
estrategia basada en la expresion de un microARN. Como se menciono en la introduccion,
en Arabidopsis existen dos genes, AtCOX19-1 y AtCOX19-2, que codifican proteinas
idénticas. Dentro de la lista de los 10 mejores amiARNs sugeridos por la herramienta del
WMDR3, no fue posible silenciar un gen o el otro de manera diferencial, ya que los
mismos presentan muy pocas variaciones en secuencia (ver Figura 1, Anexo I). De
acuerdo a esto, se disefiaron dos amiARNs que silencian ambos genes en simultaneo
(Figura 3, Anexo ).

Construccion 355:COX17-12. Esta construccion permite expresar el gen AtCOX17-
1bajo el control del promotor 355CaMV. Para obtener esta construccion se procedio a la
extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso1.2.13. Usando
este ADN como molde se amplifico, mediante PCR, un fragmento de ADN de g9g9opb
usando oligonucledtidos especificos que incorporan lo sitios de restriccion Bglll/Xhol

(GateCOX17-1F y GateCOXa17-1RSTOP; ver Tabla 1, Anexo I). El oligonucledtido

2 Este clonado fue realizado por la Dra. Elina Welchen
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GateCOX17-1RSTOP incluye un codon de finalizacion de la traduccion. El fragmento
amplificado incluye 710pb ubicados corriente arriba del codon de inicio de la traduccion,
donde se localiza un intron. Se incluyd esta region no codificante dado que se ha
demostrado que el intron mencionado es necesario para la expresion de este gen
(Attallah y col., 2007). Una vez purificado y digerido con las enzimas de restriccion
apropiadas, el fragmento de ADN fue clonado en el vector pENTR-3C. Este clon se utilizo
como molde para una PCR utilizando oligonucleotidos especificos del vector que
permiten amplificar el inserto de interés adicionando los sitios de recombinacion del
sistema Gateway. El producto de esta PCR fue purificado y se recombiné empleando 1 U
de la enzima Gateway LR Clonase (Invitrogen), solucion amortiguadora provista por el
fabricante, buffer TE 1x pH=8 (ver Anexo ll), 5o ng del vector de destino y 100 ng del
producto de amplificacion en un volumen final de 10 pL. La reaccion se incubd a 25°C
durante 2 horas, se diluyd 5o veces y se transformaron células DHga como se describio en
el inciso1.2.6. Como vector de destino para esta construccion se utilizo el vector
pEarlygate-100 (Earley y col., 2006). Esta construccion fue utilizada para transformar A.
tumefaciens y finalmente para transformar plantas de Arabidopsis.

Construccion 355:COX17-1-RFP. Esta construccion permite expresar el gen
AtCOXzy7-1bajo el control del promotor 355CaMV y como fusidn a la secuencia codificante
de la proteina mRFP en plantas. Para obtener esta construccidon se procedio a la
extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso1.2.13. Usando
este ADN como molde se amplificd, mediante PCR, un fragmento de ADN de g9g90-pb con
oligonucledtidos especificos que incorporan los sitios de restriccion Bglll/Xhol
(GateCOX17-1F y GateCOXa1y-1R; ver Tabla 1, Anexo I). El fragmento amplificado incluye
710-pb ubicados corriente arriba del coddn de inicio de la transcripcion. Una vez
purificado y digerido con las enzimas de restriccion apropiadas, el fragmento de ADN fue
clonado en el vector pENTR-3C. Este clon se utilizd como molde para una PCR utilizando
oligonucledtidos especificos del vector que permiten amplificar el inserto de interés
adicionando los sitios de recombinacion del sistema Gateway. El producto de esta PCR

fue purificado y se recombind segun las condiciones descriptas en el inciso anterior. Como
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vector de destino para esta construccion se utilizo el vector pGWBs554 (Nakagawa y col.,
2007). Esta construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y finalmente para
transformar plantas de Arabidopsis.

Construccion pCOXz17-1:COX17-1-RFP. Esta construccion permite expresar
AtCOX17-1 bajo la direccion de su promotor propio y como fusion a la secuencia
codificante de la proteina mRFP en plantas. Empleando ADN gendmico como molde, se
realizd una PCR con los oligonucledtidos GateCOX17-1p y GateCOX17-1R (ver Tabla 1,
Anexo ). El fragmento obtenido en esta PCR tiene 2709 pb, incluyendo 1719 pb de la
secuencia promotora, 710 pb del primer intron y 280 pb que corresponden a la secuencia
codificante. Los oligonucledtidos utilizados incorporan los sitios de restriccion Sall/Xhol.
El producto de amplificacion, purificado y digerido con las enzimas correspondientes, fue
clonado en el vector pENTR-3C para su posterior recombinacion en el vector pGWB553
(Nakagawa y col., 2007). El protocolo de recombinacion fue el mismo detallado para la
construccion 355:COXa7-1. El vector pGWBs553 permite la fusion a la secuencia
codificante de la proteina mRFP. Esta construccion fue utilizada para transformar A.
tumefaciens y finalmente para transformar plantas de Arabidopsis.

Construcciones 355:COX17-23. Esta construccion permite expresar el gen
AtCOXzy-2 frente al promotor 355CaMV en plantas. Para obtener esta construccion se
procedio a la extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el
inciso1.2.13. Usando este ADN como molde se amplifico, mediante PCR, un fragmento de
ADN de 1217-pb usando oligonucledtidos especificos que incorporan los sitios de
restriccion Bglll/Xhol (GateCOX17-2F y GateCOX17-2RSTOP; ver Tabla 1, Anexo I). El
oligonucledtido GateCOX17-1RSTOP incluye un coddn de finalizacion de la traduccion. El
fragmento amplificado incluye 992-pb ubicados corriente arriba del coddn de inicio de la
traduccion, que contienen un intron. Se incluyo esta region no codificante dado que se ha
demostrado que este intron es necesario para la expresion del gen (Attallah y col., 2007).
Una vez purificado y digerido con las enzimas de restriccion apropiadas, el fragmento de

ADN fue clonado en el vector pENTR-3C. Este clon se utilizé como molde para una PCR

3 Este clonado fue realizado por la Dra. Elina Welchen
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con oligonucledtidos especificos del vector que permiten amplificar el inserto de interés
adicionando los sitios de recombinacion del sistema Gateway. El producto de esta PCR
fue purificado y se recombind segun las condiciones descriptas en el inciso anterior. Como
vector de destino para esta construccion se utilizd el vector pEarlygate-i00. Esta
construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y finalmente para transformar
plantas de Arabidopsis.

Construccidon 355:COX17-2-RFP. Esta construccion permite expresar AtCOX1y-
2bajo el control del promotor 355CaMV y como fusidn a la secuencia codificante de la
proteina mRFP en plantas. Empleando ADN gendmico como molde se amplificé un
fragmento de 1217 pb empleando oligonucledtidos especificos (GateCOXiy-2F y
GateCOXa7-2R, ver Anexo I). Los oligonucledtidos utilizados incorporan los sitios de
restriccion Sall/Xhol. El producto de amplificacion, purificado y digerido con las enzimas
correspondientes, fue clonado en el vector pENTR-3C para su posterior recombinacion en
el vector pGWBs554. El protocolo de recombinacion fue el mismo detallado para la
construccion 355:COXa7-2. El vector pGWBs554 permite la fusion a la secuencia
codificante de la proteina mRFP. Esta construccion fue utilizada para transformar A.
tumefaciens y finalmente para transformar plantas de Arabidopsis.

Construccion pCOX17-2:COX17-2-RFP. Esta construccion permite expresar el gen
AtCOX17-2 bajo la direccion de su promotor propio y como fusidon a la secuencia
codificante de la proteina mRFP en plantas. Empleando ADN gendmico como molde, se
realizd una PCR con los oligonucleodtidos GateCOX17-2p y GateCOXa17-2R (ver Tabla 1,
Anexo I). El fragmento obtenido en esta PCR tiene 2153 pb, incluyendo 939 pb de la
secuencia promotora, 992 pb del primer intron y 225 pb que corresponden a la secuencia
codificante. Los oligonucledtidos utilizados incorporan los sitios de restriccion Sall/Xhol.
El producto de amplificacion, purificado y digerido con las enzimas correspondientes, fue
clonado en el vector pENTR-3C para su posterior recombinacion en el vector pGWB553. El
protocolo de recombinacion fue el mismo detallado para la construccion 355:COXa17-2. El

vector pGWB553 permite la fusion a la secuencia codificante de la proteina mRFP. Esta
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construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y finalmente para transformar
plantas de Arabidopsis.

Construccion 355:COX19. Esta construccion permite expresar el gen AtCOX19
bajo el control del promotor 355CaMV en plantas. Empleando ADN gendmico como
molde, se realizd una PCR con los oligonucledtidos GateCOX19F y GateCOX19RSTOP
(ver Tabla 1, Anexo I). Estos oligonucledtidos permiten amplificar un fragmento de 1004
pb del gen AtCOX19-1 entre los sitios Bglll/Xhol y adicionan un codon de finalizacion de la
traduccion. Este fragmento incluye el primer intron en la region 5’ codificante. El
producto de amplificacion, purificado y digerido con las enzimas correspondientes, fue
clonado en el vector pENTR-3C para su posterior recombinacion en el vector pEarlyGate-
100. El protocolo de recombinacion fue el mismo detallado para la construccion
355:COX17-2. Esta construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y

finalmente para transformar plantas de Arabidopsis.

6.2.10. Condiciones generales de crecimiento de Arabidopsis.

Las plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en camara de cultivo bajo
condiciones controladas de temperatura (21-23°C durante el dia y 15-19°C durante la
noche), humedad (50-64% durante el dia y 80-100% durante la noche) y luz (flujo de
fotones fotosintéticos 84-100 PE/m™. s*). Las condiciones de iluminacion fueron
logradas con una combinacidon de lamparas fluorescentes blancas frias y de tipo GroLux
(Silvania, Vinhedo, SP, Brasil). En funcion del estudio realizado se simuld un fotoperiodo
de “dia largo” (LD) o de “dia corto” (SD). El fotoperiodo LD consistié en 16 horas de luz
y 8 horas de oscuridad mientras que el fotoperiodo SD consistio en 8 horas de luz y 16
horas de oscuridad.

Crecimiento en sustrato. Las condiciones anteriores fueron consideradas como
condiciones “control” para plantas sembradas y crecidas en sustrato. El sustrato se
preparé6 mezclando vermiculita, perlita y turba (1:2:1) y se cubrié con tierra fértil

previamente esterilizada. Las plantas crecidas de esta forma fueron regadas con agua por
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subirrigacion tres veces por semana y fertilizadas con 0,375 g/L del fertilizante Hakaphos
rojo cada 7 dias en un volumen de 1L cada 16 macetas.

Crecimiento en placa. Las semillas de Arabidopsis empleadas para crecimiento en
placa de Petri fueron desinfectadas durante 5 min en etanol absoluto, durante 15 minutos
con solucion de desinfeccion (HCIO 5% y SDS 1%) y lavadas en H,O(q) tres veces. Luego,
se resuspendieron en solucion estéril de agar 0,1% y se sembraron por punto (empleando
un tip amarillo cortado) en medio Murashige y Skoog (MS) o,5x (MSs519, New
Phytotechnology) suplementado con agar 0,8%. Las placas se dispusieron de manera
horizontal en camara de cultivo con fotoperiodo LD. Cuando se necesitd cuantificar el
largo de la raiz las placas se dispusieron de manera vertical. Medios con distintas
concentraciones de Cu?* se consiguieron mediante el agregado de CUSO, al medio MS
0,5X. Los ensayos de crecimiento de raiz en distintas concentraciones de Fe*? se
realizaron empleando como medio base solucion Hoaglands suplementada con agarosa

0,8%. El Fe2* se adiciond en forma de EDTAFe(ll).

6.2.11. Transformacion de plantas de Arabidopsis.

Las plantas de Arabidopsis fueron transformadas mediante el método de
inmersion floral (floral dip) descripto por Clough y Bent (1998). Para cada transformacion
se prepararon 8 macetas con tierra en las que se sembraron aproximadamente 11
semillas. Las semillas se cultivaron en camara bajo las condiciones antes descriptas hasta
el momento de la floracion (aproximadamente 4 semanas). En ese momento, se procedid
a cortar las inflorescencias para obtener un mayor numero de flores al momento de
transformar. Luego de tres cortes se procedid a la inmersion floral, en solucion de
transformacion.

La solucion de transformacion se preparo a partir del pellet de un cultivo de A.
tumefaciens previamente transformado (ver inciso 1.2.7) crecido hasta una DOsoo=0.5.
Para obtener este cultivo se prepard un pre-indculo en 3omL de medio Luria-Bertani (LB)
con rifampicina (50 pg.mL™), estreptomicina (300 pg.mL™) y el antibidtico marcador de

seleccion para la construccidon de interés. El pre-indculo se cultivd hasta saturacion
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durante 24 h a 28°C y una agitacion de 160 rpm. Este cultivo se diluy6 5o veces en
Erlenmeyer con 600 mL de medio LB suplementado con los mismos antibidticos que el
pre-indculo. Este cultivo se crecid hasta alcanzar la fase estacionaria (12-14 hs, a 28°Cy
160 rpm). Las células se centrifugaron a 5ooo rpm durante 20 minutos. El pellet se
resuspendié cuidadosamente en 1 L de solucion de sacarosa 5%. Una vez resuspendidas
las células, se adicionaron 5oo pL de detergente a la suspension (Silwet L-77, OSI
Specialties, Inc.). La solucion se llevd a agitacion y se procedio a la inmersion de las
inflorescencias de plantas de Arabidopsis durante 1 min aproximadamente. Finalmente,
las plantas se incubaron en posicion horizontal durante 24 hs en cdmara de cultivo
(condiciones control). Finalizado el tiempo de incubacidn, las plantas se colocaron en
posicion vertical, se fertilizaron y regaron con agua hasta la observacion de la formacion
de las vainas (pleno desarrollo de las semillas, 4-5 semanas aproximadamente). Una vez
formadas las vainas, se suspendid el riego. Al finalizar el ciclo de vida de Arabidopsis se
colectaron las vainas, se purificaron las semillas y éstas se conservaron a 4°C para su

posterior analisis.

6.2.12. Seleccion de plantas transformadas.

Las semillas provenientes del proceso de transformacion se desinfectaron como se
explico anteriormente y se sembraron en placas de Petri con medio MS o,5x
suplementado con el antibidtico correspondiente (marcador de seleccion en plantas
determinado por el vector en el cual se realizd el clonado). Las semillas fueron
vernalizadas durante 48hs y se colocaron en la camara de cultivo (fotoperiodo LD) para
permitir el desarrollo de aquellas semillas que hubiesen recibido el ADN exdgeno vy la
consecuente resistencia a un antibiotico. Las plantas que fueron transformadas con el
vector pEarlygate-100 (ver inciso 1.2.9), que otorga resistencia al herbicida BASTA,
fueron seleccionadas en tierra. Brevemente, las semillas purificadas y vernalizadas fueron
sembradas en alta densidad en sustrato y se regaron con BASTA una vez cada 7 dias
durante los primeros 20 dias de crecimiento (momento en el cual se observa clorosis y

muerte celular en las plantas no transformadas).
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En ambos casos, se extrajo ADN gendmico (ver en el siguiente inciso) de las
plantas que resistieron el proceso de seleccion. EI ADN obtenido se utilizé como molde

para evaluar mediante PCR la presencia del transgén.

6.2.13. Mini-preparacion de ADN genomico de plantas de Arabidopsis.

La extraccion de ADN gendmico se realizo segun el método descripto por Liy
Chory (1998). Una hoja de roseta fue disgregada durante 15 segundos con un pildn
plastico a temperatura ambiente. Luego, se adicionaron 700 pL de solucion de extraccion
(ver Anexo Il), se mezclé en vortex durante 15 segundos y se centrifugd a 15000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se precipitoé con 600 plL de
isopropanol y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, el pellet

con el ADN gendmico se seco y se disolvio en 5o pL de H,O-MQ estéril.

6.2.14. Analisis de las plantas transformadas.

Con el objetivo de verificar la presencia de la insercion de interés en las plantas
resistentes al marcador de seleccion se realizéd una PCR empleando como molde ADN
gendémico de las mismas. En las reacciones de amplificacion se emplearon
oligonucledtidos especificos para cada una de las inserciones de interés (ver Tabla 2,
Anexo |). Las plantas que presentaron la insercion de interés se dejaron crecer hasta
maduracion de las vainas, se recuperaron las semillas y se proliferaron hasta obtener
plantas homocigotas, siempre que fue posible. Con estas lineas se realizaron los ensayos

descriptos en este trabajo.

6.2.15. Extraccion de ARN de Arabidopsis.

Las extracciones de ARN se realizaron con Trizol comercial (Molecular
ProbesTRIzol, numero de catdlogo 15596026), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante con minimas modificaciones. Luego de la precipitacion con isopropanol
absoluto sugerida por el fabricante, se procedio a la resuspension del pellet con LiCl 2M.

Esta solucion se incubd a 4°C durante 12 horas, se centrifugd y se descarto el
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sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 300 pL de H,O-MQ estéril y se
precipito con 30 pL de Acetato de sodio 2M pH=5y 783 uL de etanol absoluto. Se incubd
durante 5 minutos a -80°C y se centrifugd durante 20 minutos a 15000 rpm. El pellet
obtenido se lavo dos veces con etanol 80%, se centrifugd nuevamente y se dejo secar.
Finalmente, el pellet se resuspendid en 30 pL de H,O-MQ estéril tratada con luz UV-B

durante 30 minutos.

6.2.16. Cuantificacion de acidos nucleicos.

La calidad de los acidos nucleicos obtenidos (ADN y ARN) se evalué mediante
medicion de la relacion de absorbancia 26onm/280 nm. La cuantificacion de ADN se
realizé considerando que DO.60=1 equivale a 5o pg.mL™* de ADN y mediante comparacion
de la intensidad de fluorescencia en geles de agarosa en relacion a una concentracion
conocida de ADN. La cuantificacion de ARN se realizé considerando que DO,60=1 equivale

a 40 ug.mL™ de ARN.

6.2.17. Transcripcion reversa.

La cuantificacion de los niveles de transcriptos de los genes de interés fue
realizada mediante transcripcion reversa seqguida de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR). EI ADNc (ADN copia) se obtuvo mediante transcripcion reversa. Dicha reaccion se
realizé utilizando como molde 1-1,5 pg de ARN de Arabidopsis. En un primer paso se
procedio a la desnaturalizacion del ARN en agua durante 5 minutos a 70°C e incubacion
en hielo durante 5 minutos. Luego, se adiciond la mezcla de reaccion con solucion
amortiguadora provista por el fabricante (Promega), o,5 U de la enzima transcriptasa
reversa MMLV (Promega), dNTPs 0,05 mM vy oligo(dT).s 0,2mM, considerando un
volumen final de 15 pL de reaccion. Esta mezcla se incubd durante 60 minutos a 37°C.

Finalmente la enzima se inactivo a 85°C durante 5 minutos.

6.2.18. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).
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Las reacciones de gPCR fueron realizadas en los termocicladores StepOne™ Real
Time PCR System (LifeTechnologies™) y Chromos (MJ-Research). Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 2opL con buffer de reaccion provisto por el fabricante
(5%, 4uL), 0,15 U de enzima Phirell ADN polimerasa (Thermo), dNTPs 62,25 uM, SYBR
Green (10x, 1pL), oligonucledtidos especificos (la concentracion fue optimizada para cada
par de oligonucleotidos, ver Tabla 3 Anexo I) y 10 pL de la dilucion del producto de la
retrotranscripcion descripta en el inciso anterior. Para normalizar la cantidad de ADN en
cada reaccion se emplearon los oligonucleodtidos ActinaF y ActinaR que amplifican
fragmentos de los genes ACTIN2 y ACTIN8 previamente descriptos (Charrier y col., 2002;
ver Tabla 3, Anexo I). Cuando el nivel de expresion de los genes fue inferior a un Ct
(threshold cycle) promedio entre 25 y 27, para normalizar la cantidad de ADN en cada
reaccion se emplearon los oligonucledtidos PP2AF y PP2AR que amplifican un fragmento
del gen PP2A3 (Czechowski y col., 2005; ver Tabla 3, Anexo I). La intensidad de
fluorescencia se midié a 72°C durante 4o ciclos y los niveles de transcriptos relativos se
calcularon mediante el método del Ct comparativo (O'Connell, 2002). Los resultados
presentados corresponde a replicados bioldgicos y técnicos de una linea independiente
siempre que hayan sido obtenidos resultados similares al menos con tres lineas
independientes. Los datos fueron comparados mediante analisis de la varianza (ANOVA)
y cuando fue necesario se aplicaron pruebas de comparaciones multiples. Las pruebas

aplicadas se mencionan en el epigrafe de cada figura.

6.2.19. Analisis de la expresion génica en forma global utilizando microarreglos de
ADN.

Muestras de ARN obtenidas como se describié previamente (inciso 1.2.15)
provenientes de plantas silenciadas en AtCOX19 (amiCOX19#17), de plantas mutantes en
AtCOX17-2 y silenciadas en AtCOX17-1 (amiCOX17-1/cox17-2) y de plantas salvajes con
resistencia a kanamicina (WT-Kan) fueron hibridizadas en un chip Agilent Arabidopsis
(V4) 4x44K empleando marcacion reciproca a dos colores. La marcacion, hibridizacion,

escaneo y extraccion de datos fueron realizados en el Ontario Cancer Institute Genomic
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Centre (http://www.ocigc.ca/ocigc/) de acuerdo con los protocolos sugeridos por el
fabricante del chip. El procesamiento de los datos fue realizado empleando el programa
libre de estadistica R (R Core Team, 2013) y el paquete estadistico lima (Gentlemany col.,
2004) descargado desde Bioconductor project (Gentleman y col., 2004). Primero, los datos
fueron filtrados con el objetivo de eliminar intensidades menores a log.=9,1 para los
datos obtenidos con las muestras amiCOX19#17/WT-kan e intensidades menores a
log.=7,2 para los datos obtenidos con las muestras amiCOX17-1/cox1y-2. Intensidades
menores a estos valores fueron corregidas mediante el método de normalizacion
“normex” con un valor de corte de 16 (Silver y col., 2009). Luego, los datos fueron
normalizados segun el procedimiento “loess”. Finalmente, aquellos genes expresados
diferencialmente entre las plantas WT-kan y las plantas amiCOXa7-1/cox17-2 o las plantas
amiCOXa1g#17 fueron identificados aplicando regresion de Bayes (Gentleman y col.,
2004) para un valor de probabilidad ajustado (FDR) establecido en 0.05. Los genes se
consideraron expresados diferencialmente cuando el log2 fue significativamente mayor a
1 (valor de threshold=1). El analisis de los procesos biologicos enriquecidos (categorias
GO) para los genes cuya expresidn mostro un cambio significativo fue realizado usando
las herramientas disponibles en el sitio web VirtualPlant 1.3 (Katari y col., 2010;

http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb/).

6.2.20. Crecimiento de Arabidopsis en medio liquido.

Las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas como se describié previamente y
vernalizadas en agua durante 48 horas. Luego se trasvasaron a un frasco de tipo
Erlenmeyer de 5oo mL con 150 mL de medio para cultivo liquido (ver Anexo I1) cada 100
mg de semillas. Se dejaron crecer las plantas en camara de cultivo con agitacion
constante (110 rpm) durante 12-15 dias. Cuando se necesitaron condiciones de oscuridad,

los Erlenmeyers se cubrieron con papel de aluminio.

6.2.21. Crecimiento de Arabidopsis en condiciones de salinidad

Con el objetivo de someter plantas de Arabidopsis a estrés por NaCl se disefiaron

dos clases de experimentos en funcion de los pardmetros que se necesitaba evaluar:
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A) Tratamientos prolongados con NaCl. Once semillas de Arabidopsis fueron
sembradas en macetas con 63g de sustrato fértil y subirrigadas con agua vy fertilizante
durante 7 dias en condiciones de SD. Luego de la germinacion se dejaron 4 plantas por
maceta. Al cabo de 20 dias de crecimiento cada maceta se subirrigo con 55 mL de NaCl 5o
mM (fase de aclimatacion). Al dia 38 de crecimiento y cada 7 dias durante tres semanas
cada maceta se subirrigdé con 55 mL de NaCl 150 mM(Cabello y Chan, 2012). Parametros
de desarrollo foliar fueron medidos cada dos dias a partir de la aclimatacion. Plantas
crecidas en estas condiciones fueron empleadas para la cuantificacion de lipidos
peroxidados, contenido de clorofila, tincion con DAB/NBT y conductividad. Para la
determinacion de los niveles transcripcionales de COR15A, FSD3, RBOHD, RBOHF vy
RD29A el riego se realizé con NaCl 100 mM en lugar de NaCl 150 mM.

B) Tratamientos cortos con NaCl. Semillas de Arabidopsis fueron sembradas
por punto en medio MS o,5x agarizado, vernalizadas durante 48 horas y crecidas durante
15 dias en condiciones de LD. Luego de 8 horas de luz al dia 15 de crecimiento, 15 plantas
fueron cuidadosamente distribuidas de a 5 en placas de seis pocillos con 6 mL de medio
MS o,5x liquido por pocillo. Las plantulas se incubaron 60 minutos en camara de cultivo
(condiciones normales). Finalizada la incubacion, se congelaron 5 plantas que se
consideraron como muestras a tiempo o (t=0). Finalmente, se adicionaron 750 pL de NaCl
2 M. Se tomaron muestras luego de 30, 60, 120 y 180 minutos. Estas muestras fueron

empleadas para extraccion de ARN y posterior analisis de expresion mediante RT-qPCR.

6.2.22.Crecimiento de Arabidopsis en condiciones de alta intensidad de luz (HL)

Plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en condiciones de “dia corto” como se
describid previamente (inciso 1.2.10). Luego de 7 dias de crecimiento se homogeneizaron
las macetas dejando 4 plantas por maceta. Al dia 20 de crecimiento, luego de 4 horas de
luz, se tomaron muestras consideradas como tiempo o (t=0). Seguidamente, las plantas
fueron irradiadas durante 4 horas con 600 pE/m™. s* de radiacion PAR (AL). Estas
muestras se consideraron como t=1 de tratamiento. Al dia 21 de crecimiento las plantas

fueron irradiadas con AL desde el comienzo del periodo de luz. Luego de 4 horas, se
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tomaron muestras consideradas como t=2 de tratamiento. Al final del ciclo de luz se tomo
la Ultima muestra considerada como t=3 de tratamiento. Se obtuvo ARN de cada una de
las muestras descriptas, el que se utilizd para analisis de la expresion mediante RT-gPCR.
El ensayo se repitio tres veces. Las muestras correspondientes a t=o0 y t=2 fueron,
ademas, utilizadas para extraccidon y cuantificacion de antocianinas en dos ensayos
distintos. Las mediciones de parametros fotosintéticos se realizaron en muestras

distintas sometidas al mismo tratamiento. Esta cuantificacion se repitié dos veces.

6.2.23. Tratamiento de plantas de Arabidopsis con CuSO,,.

Semillas de Arabidopsis fueron crecidas en placa de Petri durante 8 dias como se
describid previamente (inciso 1.2.10) en un fotoperiodo de LD. Luego de 8 horas de luz, al
dia 8 de crecimiento, 15 plantas fueron cuidadosamente distribuidas de a 5 en placas de
seis pocillos con 6 mL de medio MS o,5x liquido por pocillo. Las plantulas se incubaron 60
minutos en camara de cultivo (condiciones normales). Finalizada la incubacion se
congelaron 5 plantas que se consideraron como muestras a tiempo o (t=0). Finalmente, se
adicionaron 200 pL de CuSO, 300 uM. Se tomaron muestras luego de 30, 60, 120 y 180
minutos de incubacion. Estas muestras fueron empleadas para extraccion de ARN y

posterior analisis de la expresion mediante RT-qPCR.

6.2.24. Tratamiento de plantas de Arabidopsis con antimicina A.

El tratamiento con antimicina A (AA) de plantas de Arabidopsis fue realizado
siguiendo un protocolo previamente descripto con minimas modificaciones (Umbach y
col., 2012). El uso de AA como inhibidor del Complejo Il de la cadena transportadora de
electrones ha sido ampliamente descripto (Leister y Shikanai, 2013). Plantas de
Arabidopsis fueron cultivadas en sustrato sélido durante 20 dias en un fotoperiodo de LD.
Tres horas después del comienzo del periodo de luz, las plantas se mantuvieron durante
tres horas en oscuridad. Luego, se aplico con pincel en la cara abaxial una solucion de
antimicina A 20 pM conteniendo Tween 20 0,01 %. La aplicacion se repitio seis veces

durante tres horas. Como control se empled Tween 20 0,01% diluido en etanol 70%. Se
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tomaron muestras luego de 30, 120, 180 y 240 minutos. Estas muestras fueron empleadas

para extraccion de ARN y posterior analisis de la expresion mediante RT-qPCR.

6.2.25. Tratamientos de plantas de Arabidopsis con rotenona.

Los protocolos descriptos hasta la fecha que permiten inhibir el Complejo | de la
cadena transportadora de electrones de la mitocondria se realizan en células en cultivo de
Arabidopsis. En este trabajo, plantas de Arabidopsis fueron cultivadas durante 8 dias en
placas de Petri con medio MS o,5x suplementado con agar. Tres horas después del
comienzo del periodo de luz (LD), 5 plantas de cada linea a evaluar fueron incubadas en 6
mL de MS o,5x liquido suplementado con Tween-20 0,01% durante 60 minutos. Luego, se
adiciono rotenona a una concentracion final de 40 pM (en etanol absoluto) y se aplico
vacio durante 5 minutos. Finalmente, se tomaron muestras luego de 30, 60, 120, 180 y
240 minutos. Estas muestras fueron empleadas para extraccion de ARN y posterior

analisis de la expresion mediante RT-qPCR.

6.2.26. Tratamiento de plantas de Arabidopsis con acido abscisico (ABA).

Plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en placas de Petri como se describio
previamente (inciso 1.2.10) durante 6 dias en un fotoperiodo de LD, momento en el cual
se las incubd durante 60 minutos en 6 mL de MS o,5x. Transcurrido este tiempo, se
adicionaron a la solucion 12 pL de ABA 125 pM. Se tomaron muestras luego de 30, 60y

180 minutos de incubacion.

6.2.27. Germinacion y desarrollo de la raiz en presencia de ABA.

Para evaluar la germinacion, las semillas de los genotipos de interés fueron
desinfectadas y vernalizadas durante 3 dias a 4°C. Luego se sembraron en placas de Petri
conteniendo medio MS o,5x, glucosa 2% y ABA 0,3 uM. La placa de Petri se dividio por la
mitad y siempre se sembrd la linea de interés y su control en la misma placa (2 lineas por
placa). El proceso de germinacion se evaluo en la lupa cada 4 horas. El desarrollo de la raiz

se realizo en placa de Petri conteniendo medio MS o,5x, glucosa 2% y ABA 0,3 uM. Las
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placas de dispusieron en posicion vertical y la longitud de la raiz se evaludé cada 2 dias

empelando el programa libre Rootdetection (www.labutilis.de).

6.2.28. Cuantificacion de lipidos peroxidados.

La generacion de lipidos peroxidados como consecuencia de la produccion de
radicales libres se evaluo de forma indirecta mediante la cuantificacion de
molondialdehido (MDA) (Hodges y col., 1999). Rosetas de Arabidopsis (100-150 mg) se
congelaron con N, liquido y se procesaron en mortero hasta obtener un polvo fino. Este
polvo se trasvaso a un tubo de 1,5 mL y se homogeneiz6 en 800 pL de solucion de acido
tricloroacético (TCA) 6% fria. Se centrifugd a 10000 x g durante 15 minutos a 4°C y se
recuperaron 700 pL del sobrenadante. El sobrenadante se fracciond en partes iguales en
dos tubos de 1,5 mL. Una de las fracciones se diluyo en solucion de acido tiobarbiturico
(ver Anexo Il) y la segunda fraccidn se diluyo en solucidn control (ver Anexo Il). Las dos
fracciones se incubaron 30 minutos a 95°C. Transcurrida la incubacion las fracciones se
centrifugaron a 6000 x g durante 10 minutos y se mantuvieron en hielo hasta el momento
de la lectura. Las lecturas se realizaron a 4404, 5325y 600°nm. La concentracion de MDA
se calculd aplicando un factor de calibracion proveniente de una curva de calibrado. Se

aplicd la siguiente formula para el calculo de la concentracion de MDA:

1) [[(Abs 3.+ TBA)-(AbSeoo+ TBA)] - [(Abscs,-TBA-Abssso-TBA)]] = A

2) [(Abs, 0+ TBA)-(Abssoo+ TBA) 0.0571]= B

3) MDA equivalents (nmol . mL™)= (A-B/157 000) 10°

6.2.29.Evaluacion de la muerte celular mediante medicion de conductividad.

La estabilidad de membranas luego del tratamiento con NaCl se realizd siguiendo

un protocolo descripto anteriormente (Blum, 1981) con minimas modificaciones.

Brevemente, plantas de Arabidopsis fueron cultivadas durante 20 dias en condiciones de

4 Correccion por lectura proveniente de azUcares en la muestra.
5 Lectura que corresponde al pico de absorbancia maxima del MDA.
6 Correccién por lectura proveniente de antocianinas y polifenoles en la muestra.
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SD antes y después del tercer riego con NaCl como se describio previamente (inciso
1.2.21 A). Se cortaron cinco rosetas completas y se sumergieron en 35 mL de H,O-MQ de
conductividad conocida (Cj). Las rosetas se incubaron durante dos horas y a partir de ese
momento se tomaron mediciones de la conductividad de la solucion a distintos tiempos
(Cx). Luego de 24 horas de incubacion las rosetas se incubaron a 80°C durante 48 horas y
se midid nuevamente la conductividad de la solucidn (Cs). Los datos se expresaron como
porcentaje de pérdida de electrolitos segun la formula:

Cx—Ci
Ccf—Ci

% de Electrolitos liberados = 100 X

Valores mayores al 50% se consideraron como daio severo (Cabello y Chan, 2012).

6.2.30. Cuantificacion de clorofila.

Los valores de concentracion de clorofila se obtuvieron segun la técnica descripta
por Porra (2002). Rosetas completas o plantas cultivadas en placa se congelaron en
nitrogeno liquido y se procesaron en mortero. El polvo obtenido se extrajo durante 12
horas a 4°C con solucidon de acetona amortiguada a pH 7,8. Se centrifugd, y el
sobrenadante se leyd en espectrofotometro a 663 nm, 647 nm y 5377nm. Los calculos se

realizaron segun la ecuacion reportada por Simmons y Gamon (2002).

Clorofila a = 0.01373 Ass3 — 0.000897 As3; -0.003046 As,;
Clorofila b = 0.02405 As,; — 0.004305 Ag3; — 0.005507 Ass;

6.2.31. Determinacion del contenido de hierro.

La cuantificacion de hierro total se realizd en muestras de tejido aéreo o tejido
radical provenientes de plantulas crecidas durante 15dias en placas de Petri dispuestas
horizontalmente, en las condiciones de camara de cultivo descriptas en el inciso 1.2.10. El
tejido fue lavado cuidadosamente con H 20-MQ y manipulado con tips amarillos, para
evitar contaminaciones. El tejido vegetal fue secado en estufa a 70°C durante 3 dias. El
material vegetal seco fue pesado exactamente (aproximadamente 20 mg para tejido

aéreo y 2 mg para tejido radical) y mineralizado con el agregado de 5oo pL de HNO3 65%

7 Correccion por lectura proveniente de antocianinas presentes en la muestra.
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a 100 °C, durante 3 h. Luego se tomaron 200 pL del sobrenadante y se agregaron en
orden los siguientes reactivos, agitando con vortex luego del agregado de cada uno,
acetato de amonio (7,8 M; pH 7) 400 pL, hidroxilamina (10 % p/v) 400 pL, o-fenantrolina
(5 mM) 200 pL. La mezcla de reaccidn se incubo a temperatura ambiente hasta desarrollo
de color rojizo y posteriormente se cuantifico la absorbancia a 510 nm. La curva de
calibrado se realizo tilizando soluciones de distintas concentraciones de Fe(NH4)2(S04)2
(0; 0,5; 1; 2; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 75; 100 UM ). Dicho protocolo fue tomado de
Tamarit y colaboradores (2006) y luego modificado y puesto a punto en nuestro

laboratorio.

6.2.32. Obtencion de cruzas de plantas transgénicas de Arabidopsis.
La técnica utilizada para realizar las cruzas de plantas de Arabidopsis consistio en
frotar suavemente los estambres de las flores de la planta que poliniza (&), sobre el

estigma del pistilo de la planta a polinizar (?). La seleccion de las semillas procedentes de
la cruza se realizd mediante crecimiento en presencia de antibiotico cuando fue posible y
mediante reaccion de PCR a partir de ADN gendmico de las plantas provenientes de la

cruza.

6.2.33. Determinacion del contenido de proteina total mediante el método de

Bradford.

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el método
descripto por Mitray col. (1994). Como patrén se utilizdé una solucion de albumina
sérica bovina (ASB) cuya concentracion se determind espectrofotométricamente,
considerando 0,667 unidades de absorbancia a 280 nm como 1 mg/ml de ASB en solucidn.
Las determinaciones se realizaron con 5 pl de extracto proteico en 100 pl de NaCl
0,25 My goo pl del reactivo de Azul Brillante de Coomasie (Azul brillante de Coomasie G-
250 10 mg%, etanol absoluto 5% (v/v) y acido fosforico 10% (v/v)). La absorbancia se

determind en espectrofotometro a 5ggnm.

6.2.34. Actividad superoxido dismutasa en geles nativos.
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Para evidenciar la actividad de las isoformas de la enzima superoxido dismutasa
(SOD) se recurrio a la deteccion en gel de la actividad SOD como se describid en Weydert
y col. (2010). Se obtuvieron extractos proteicos en solucion de extraccion SOD (ver Anexo
I). Rosetas completas de plantas cultivadas en sustrato o en placas como se describio
previamente se congelaron con N, liquido y se procesaron en mortero. El polvo fino
obtenido se peso hasta obtener 100-150 mg y se homogenizd en solucion de extraccion
SOD en una relacion 2:1 (extracto:solucidn de extraccion). Los extractos se centrifugaron
a 12000 rpm durante 20 minutos y se recupero el mismo volumen de sobrenadante para
cada uno de los extractos. Los extractos asi obtenidos se separaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida como se describe en el inciso 1.2.41. Finalizada la
corrida electroforética el gel se incubd con agitacion durante 15 minutos en solucion de
reaccion sin sustratos (ver Anexo Il).Transcurrido ese tiempo, se preparod la solucidn de
reaccion con riboflavina y nitrobluetetrazolium (NBT, ver Anexo ) y se incubo durante 15
minutos con agitacion y en oscuridad. Finalmente, el gel se expuso a una fuente de luz
blanca (75 W) hasta aparicion de las bandas de actividad. La reaccién se detuvo incubando

el gel en agua MQ

6.2.35. Medicion del consumo de oxigeno en plantas de Arabidopsis.

La cuantificacion del consumo de oxigeno en plantas de Arabidopsis se realizo
empleando un electrodo de oxigeno (OxygraphSystem, Hansatech Instruments). Antes
de comenzar con las lecturas el electrodo fue calibrado con la solucidon amortiguadora de
medicion (ver Anexo Il) como medicion maxima de la concentracion de oxigeno y
mediante el agregado de ditionito de sodio como concentracion nula de oxigeno. Las
plantas empleadas para la medicion se aclimataron en oscuridad durante 20 minutos y
entre 100 y 150 mg de hojas proveniente de dichas plantas fueron utilizadas para la
medicion. Las lecturas se realizaron durante 10 minutos para obtener una pendiente
constante. A partir del valor de la pendiente se calcul6d el consumo de oxigeno y se

expreso en porcentaje relativo a la planta control. Con el objetivo de evaluar el consumo
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de oxigeno independiente de la via del citocromo c se adiciond al medio de reaccion KCN

a una concentracion final de 1 mM.

6.2.36. Obtencion de extractos crudos de mitocondrias.

La obtencion de extractos crudos de mitocondrias se realizo segun fue descripto
por Steinebrunner y col. (2014). La extraccion de mitocondrias se realizé a partir de
cultivos liquidos de Arabidopsis. El tejido recuperado (5-10g) se homogeneiz6 en mortero
(o licuadora) hasta obtener una pasta en 2 ml de solucién de extraccion (ver Anexo Il) por
gramo de tejido fresco. EI homogenato se filtr6 en membranas de nylon de 45 pm. El
eluato se centrifugd a 2500 x g durante 5 minutos. Se recupero el sobrenadante y se
centrifugd a 15000 x g durante 15 minutos. El pellet, conteniendo las mitocondrias y otras
organelas, se resuspendio en 5 mL de solucion de lavado (ver Anexo ll) utilizando un
pincel. Se centrifugd a 2500 x g durante 5 minutos. Se recupero el sobrenadante y se
centrifugd nuevamente a 15000 x g durante 15 minutos. El pellet de mitocondrias se
disolvio en 100 pL de solucion de resuspension por cada g de tejido procesado. Los
extractos asi obtenidos se fraccionaron de a 40 pL, se congelaron en N, liquido y se

conservaron a -80°C hasta su uso.

6.2.37. Determinacion de la actividad citrato sintasa en extractos crudos de
mitocondrias.

Dado que la pureza de los extractos crudos de mitocondriales puede variar se
empled la determinacion de la actividad citrato sintasa para calibrar los extractos crudos
de mitocondrias. La actividad citrato sintasa fue determinada en placa de 96 pocillos. En
cada pocillo se adicionaron de manera sucesiva y en orden los siguientes reactivos: 130pL
de solucion amortiguadora TE.2 (ver Anexo Il), 10pL de oxalacetato 10 mM, 3opuL de
acetilcoenzima A 5t mM y 10plL de 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico 10 mM. La reaccion
se inici6 mediante el agregado de 100 pg de extractos mitocondriales crudos
cuantificados mediante el método del acido bicinconinico empleando un kit comercial

(Pierce NUmero de catdlogo #23225; (Brown y col., 1989) o mediante el método de
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Bradford (ver inciso 1.2.34). El incremento de la absorcion a 412 nm fue registrado
durante 15 minutos a 25 °C. La pendiente de la region lineal de la curva obtenida fue
utilizada para calcular la actividad enzimatica. La actividad enzimatica obtenida en el
extracto crudo de mitocondrial proveniente plantas WT fue empleada para calcular la

cantidad de mitocondrias en cada extracto crudo de la siguiente forma:

actividad WT
actividad muestra x

Mitocondrias en la muestra x = x ug de proteina total de x

Este contenido de mitocondrias ajustado fue empleado para evaluar la actividad
COX en geles (ver inciso 1.2.39) y para la medicion de la actividad COX en oxigrafo (ver

iNCiso 1.2.40).

6.2.38. Electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente nativos (BN-PAGE).

Los extractos enriquecidos en mitocondrias obtenidos como se describio
previamente fueron separados mediante BN-PAGE siguiendo el protocolo descripto por
Witting y col. (2006). Para la correcta separacion de los complejos mitocondriales se armo
un gel que permitidé generar un gradiente de concentracion de acrilamida entre 3% y 13%
en solucion amortiguadora BN-I (ver Anexo Il). Para la formacidn del gradiente se utilizé
una bomba peristaltica y una relacion acrilamida:bis-acrilamida 32:0,8 (p:p) (SIGMA). El
gel de separacion se dejo polimerizar durante tres horas. Finalmente, se preparo el gel de
concentracidn en solucion amortiguadora a una concentracion final de acrilamida de 3%.
Se centrifugd el volumen apropiado de extracto mitocondrial para obtener 5o pg de
mitocondrias. El pellet obtenido se resuspendio en 12 pL de solucidn de lisis (ver Anexo Il)
y se adicionaron 8 pL de digitonina 10% (relacion detergente:proteina, 4:1) para
solubilizar las membranas mitocondriales sin alterar la actividad de los complejos. Luego
de incubar 10 minutos en hielo, se centrifugd a 2500 x g durante 10 minutos y se
recuperaron 10 pL del sobrenadante. Antes de sembrar el sobrenadante se diluyd en
solucion de siembra para geles nativos (ver Anexo Il). El gel se corrié durante 30 minutos a

0,5 MA en solucion de catodo BN-I (ver Anexo Il) y luego a 15 mA hasta alcanzar la mitad
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del gel de separacion. Luego, se cambio la solucion de corrida por la solucion
amortiguadora BN-II (ver Anexo Il). En esta solucion el gel se corrid a 110 V hasta correcta
resolucion de los complejos mitocondriales mediante tincidn con Coomassie Brilliant Blue

(SERVA; Neuhoff y col., 1988). La solucidon de anodo BN se describe en el Anexo Il.

6.2.39. Actividad del complejo IV.

La deteccion de la actividad en gel se realizd segun protocolos descriptos
previamente (Jung y col., 2000; Steinebrunnery col., 2014; Wittig y col., 2007). Finalizada
la corrida electroforética, se descarto el gel de concentracion, mientras que el gel de
separacion se estabilizd durante 2 horas en solucion de reaccion IV (ver Anexo Il); luego el
gel se sumergio en la solucion amortiguadora de la solucion de reaccion que contenia
citocromo ¢ y 3-3'diaminobencidina (DAB) (ver Anexo Il). La reaccidn se dejé transcurrir
con agitacion constante hasta aparicion de tincion color marron. Se tomaron fotos a

distintos tiempos.

6.2.40.Medicion de la actividad COX en oxigrafo.

La medicidn de la actividad COX en extractos crudos de mitocondrias se realizo
como fue descripto por Sweetlove y col. (2007). Se empled un electrodo de oxigeno
(STRATHKELVIN Oxygen Meter 782 conectado a una camara Mitocell MT200 c).
Brevemente, 200 pg de extractos crudos de mitocondrias fueron disueltos en 5oo uL de
solucion de extraccion de extraccion de mitocondrias (ver Anexo Il) e incluidas en la
camara del oxigrafo. Luego de la estabilizacion de la senal se adicionaron en orden los
siguientes reactivos: 10puL de ascorbato de sodio 0,5 My 25ulL de citocromo ¢ reducido
1mM (extraido sin acido tricloroacético (TCA); Sigma-Aldrich). La reaccidn se inicio con la
lisis de las membranas mitocondriales mediante la adicion de 10 pL de Triton X-100 10%.
La pendiente obtenida en la regidn lineal de la curva de disminucidn de la concentracion

de oxigeno en la cdmara del oxigrafo fue empleada para determinar la actividad COX.
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6.2.41. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
(PAGE-SDS).

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida se realizé segun el protocolo
descripto por Laemmli (1970) utilizando un sistema vertical de geles (Miniprotean Bio-
Rad). En todos los casos, en la matriz de poliacrilamida se empled una relacidn
acrilamida:bis-acrilamida 30:0.8 (p:p). El gel de separacion se preparo en solucion Tris-HClI
375 mM (pH 8,8), SDS 0,1% (p/v), con una concentracion de acrilamida final de 15-18%
(p/v). El gel de concentracion se preparo en solucion Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS
0,1% (p/v), con una concentracidon de acrilamida final de 4% (p/v). Las muestras se
sembraron previa dilucion en solucién de siembra de proteinas (ver Anexo Il) y
desnaturalizacidon durante 5 minutos a 96°C, excepto aquellas muestras en las que
posteriormente debian detectarse COX17 o COX19 mediante western-blot. La separacion
electroforética se llevo a cabo en solucion Laemmli 2x (ver Anexo Il), aplicando un voltaje

constante de 10 V/cm de gel de separacion.

6.2.42.0btencion de anticuerpos para la deteccion de AtCOX17 o de AtCOXag.

Se obtuvieron anticuerpos policlonales contra AtCOX17 o contra AtCOX1g. Para
generar dichas proteinas fue necesario clonar AtCOX17 y AtCOX19 como proteinas de
fusion a GST (glutation-S-transferasa). Para obtener la fusion GST-COX17 se amplifico
mediante PCR a partir de ADNc (ver inciso 1.2.1), un fragmento de 258 pb que comprende
la region codificante de AtCOX17-1. El producto de PCR se clond en el vector pGEX-4T3
entre los sitios de restriccion BamHI|/Xhol. Para obtener la fusion GST-COX19g se amplifico
a partir de ADNc un fragmento de 297 pb que comprende la region codificante de
AtCOXa19-1. El producto de PCR se clond en el vector pGEX-4T3 entre los sitios
BamHI/Xhol. Las construcciones obtenidas se emplearon para transformar la cepa de

E.coliBL21.

6.2.43. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes para la obtencion de

anticuerpos.
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La bacterias portadoras de las construcciones GST-COX17 y GST-COXig se
cultivaron en 10 mL de medio LB (ver Anexo Il) durante 12-14 horas a 37°C con agitacion
(160 rpm). El cultivo obtenido se diluyd 100 veces en 5oo mL de medio LB durante 3 horas
en las mismas condiciones de crecimiento del cultivo anterior, momento en el cual se
adiciono isopropil-B-D-1-tiogalactopiranodsio (IPTG) 10 mM. El cultivo se incubd con
agitacion (160 rpm) durante 3 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo el cultivo se
centrifugd durante 5 minutos a 5ooo rpm. El pellet obtenido se lavd dos veces en solucion
amortiguadora TE (ver Anexo Il) y se disolvié en 5o mL de la solucion de lavado. La
suspension asi obtenida se purificd en columna de glutatidn-agarosa (Amersham) segun
las recomendaciones del fabricante. La pureza y concentracion de las proteinas obtenidas
se verifico mediante electroforesis en SDS-PAGE empleando un gel cuya concentracion
final de acrilamida fue del 18%. Dado que, ademas de los productos esperados, se
observaron bandas de menor PM, se procedid a cortar las bandas del PM esperado, las
que se sometieron a elucion por aplicacion de corriente durante 12 horas segun
sugerencias del fabricante (Electroeluter™, BioRad). Las proteinas purificadas se
entregaron a un servicio de produccion de anticuerpos provisto por el Laboratorio de
Endocrinologia y Tumores Hormono dependientes (LETH) de la Universidad Nacional del
Litoral (UNL), donde se efectud la obtencidn, purificacion y concentracion de los

anticuerpos especificos.

6.2.44.Deteccion de proteinas mediante western blot.

Finalizada la separacion electroforética, el gel se estabilizo en solucion de
transferencia (ver Anexo Il) durante 30 minutos y se transfirid a una membrana de PVDF
(Amersham). La transferencia se realizd mediante aplicacion de electricidad y en
presencia de solucion de transferencia durante 60 minutos a 350 mA y 4°C. Luego de la
transferencia, la membrana se incubd en solucion de bloqueo (ver Anexo Il) durante 60
minutos y con permanente agitacion. Finalizado el paso de bloqueo se incubd con una
dilucion del anticuerpo primario. La dilucion empleada y el tiempo de incubacion se

detallan en el Anexo Il sequn el anticuerpo elegido. Luego de tres lavados con TBS-Tween
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(ver Anexo Il), la membrana se incubd con 10 mL de una solucion de anticuerpo
secundario (anti-rabbitlgG obtenido en cabra, LETH) diluido 2500 veces en TBS-Leche
(ver Anexo Il). Transcurrido este tiempo la membrana se lavo tres veces con agitacion
constante y se reveld mediante la utilizacion de reactivos quimioluminiscentes.

Para el revelado se empleo el sustrato SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate (ThermoScientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante, y
posteriormente se expuso la membrana a peliculas CL-X Posure™Film (ThermoScientific)

durante distintos tiempos.

6.2.45. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas transformadas
mediante histoquimica.

La actividad B-glucuronidasa se analizd mediante reaccion histoquimica en
distintos organos y tejidos de las plantas transformadas. Plantulas u drganos aislados
fueron lavados con solucion fosfato de sodio 5o mM (pH 7,0) durante algunos minutos
para eliminar restos de tierra o medio de cultivo y luego transferidos a una solucion de
fosfato de sodio 5o mM pH 7,0, Triton X-100 0,1% y X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil
B-D-glucuronido) 2 mM. A continuacidn, se sometieron a vacio durante 5 min y se
incubaron a 37°C en oscuridad durante 2-16 h (Jefferson y col., 1987). Luego de la
incubacion, se fijaron en una solucion de formaldehido 10% (v/v), etanol 20% (v/v) y acido
acético 5% (v/v) durante 10 min a temperatura ambiente. Se retiro el fijador, se agregd
etanol 70% para decolorar los tejidos y las muestras se guardaron en solucion etandlica a
4°C hasta ser fotografiadas. Las imagenes se procesaron con el software Corel

Photopaint X6.

6.2.46.Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas transformadas
mediante fluorometria.

Plantas cultivadas durante 8-10 dias en medio MS o,5x se procesaron en mortero,
agregandose 5oo pL de solucién amortiguadora de extraccion (ver Anexo Il). La mezcla

se transfirid a un tubo y se centrifugd a 13000 x g durante 10 min a 4°C. Se retird
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el sobrenadante y se mantuvo en bano de hielo. La reaccion fluorométrica se realizé
segun el método de (Jefferson y col., 1987). Se agregaron 2,5 pL de extracto proteico a
100 ML de una solucidn del sustrato MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido) 1 mM en
metanol 40%. Con una alicuota de 25 pL se realizd inmediatamente una medida
fluorométrica a tiempo = 0. Los 75 pL restantes se incubaron a 37°C en bafio de agua y a
los 10 min se extrajo una alicuota de 25 pL y se realizd una segunda medida
fluorométrica (tiempo = 10 min). Para detener la reaccion enzimatica se utilizaron 975
pL de Na.CO; 0,2 M. Los valores de medidas fluorométricas se expresaron en
pmoles de MU (4-metilumbeliferona).min. (mg de proteinas totales)™® de acuerdo a
una curva patron de RFU (unidades de fluorescencia relativa) vs. concentracion de
producto 4-MU. Las proteinas totales se cuantificaron sequn el método de Bradford (ver
inciso 1.2.34). A fin de eliminar la actividad enzimatica endogena, a cada lectura de
determinacion enzimatica se le restd el valor correspondiente al extracto proteico
proveniente de plantas no transformadas. Las medidas fluorométricas se realizaron
en un equipo Versa Fluor™ Fluorometer System de Bio-Rad (filtros EM 460/10 y EX

360/40) en cubetas de 1 mL.

6.2.47. Determinacion de metabolitos mediante GC-MS.

Para la determinacion de metabolitos, las plantas fueron cultivadas en camara de
cultivo tanto en condiciones de LD como en condiciones de SD. Al final de la noche (EON)
y en la mitad del ciclo de luz (MD) se cosecharon hojas de rosetas sin peciolo por
cuadruplicado y se congelaron en nitrégeno liquido. Las muestras se procesaron en
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Las muestras se procesaron como fue
descripto previamente por Fahnenstich y col. (2007). Brevemente, el polvo se peso
manteniendo las muestras congeladas hasta obtener 60-80 mg y se homogeneizo6 en 1,5
mL de solucion de extraccion alcoholica (ver Anexo Il) con ribitol como control interno. El
homogenizado se agitd en vortex y se centrifugd durante 2 minutos a 2000 x g. Se tomo 1
mL del sobrenadante y se agitd nuevamente en vortex. Una alicuota de 25 pL se trasvaso

a un tubo nuevo y se secd a 4°C mediante aplicacion de vacio. El pellet asi obtenido se
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derivatizd con 10 pL de hidrocloruro de metoxiamina (MTFA) 20 mg.mL™ durante 30
minutos a 90°C con agitacion continua. Luego, se adicionaron go pL de MTFA vy las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C con agitacion continua. Finalmente, se
procedio a la inyeccion de 100 pL de la suspension en el equipo de cromatografia (Agilent
7890A GC and Waters GCT Premier TOF/MS). La identificacion de las sustancias se realizd
en mediante comparacion con estandares. Las muestras para la determinacion de
metabolitos fueron procesadas en el Laboratorio de la Dra. Verdnica Maurino
perteneciente al instituto de Bioquimica de Plantas de la Universidad Henirich-Heine de
Dussedolrf, Alemania en el marco de un proyecto de colaboracion binacional. La
determinacion de metabolitos mediante GC-MS fue realizada por la Dra. Katrin Weber

perteneciente al Center of Advanced imaging (CAi) de la misma universidad.

6.2.48.Determinacion de prolina en plantas de Arabidopsis tratadas con NaCl.

Para la determinacion de prolina las plantas fueron crecidas y tratadas como se
detalla a continuacion. Las plantas se crecieron durante 15 dias en LD y se regaron con
agua cada 7 dias. El dia 15 se regd con NaCl 30 mM Yy el dia 18 con NaCl so mM. El dia 21
comenzo el riego con NaCl 150 mM. El riego se repitio cada 5 dias hasta completar 3
riegos con NaCl 150 mM. Los niveles de prolina en plantas de Arabidopsis se
determinaron segun el protocolo descripto por Carillo y Gibon (2011) con minimas
modificaciones. Brevemente, entre 5y 8 rosetas completas de plantas tratadas como se
describid anteriormente se congelaron en N, liquido y se procesdé en mortero hasta
obtener un polvo fino. Entre 50 y 100 mg del polvo obtenido se homogeneizaron en 800
pL etanol 80%. Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego se
recuperd el sobrenadante por centrifugacion a 5ooo rpm durante 5 min. Se recuperaron
500 pL del sobrenadante y se adicionaron a 1000 pL de solucion de reaccion (Ninhidrina
1%, acético glacial 60% y etanol absoluto 20% en H.O-MQ). La mezcla asi preparada se
incubo durante 20 minutos a 95°C. Luego se centrifugd a 10000 rpm durante 1 min. El
sobrenadante limpio se leyd a 520 nm. La determinacion de los niveles de prolina en cada

muestra se realizé empleando curva de calibrado realizada con un estandar de prolina.
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6.2.49.Localizacion subcelular de proteinas mediante microscopia confocal

Los estudios de localizacion subcelular se realizaron mediante microscopia
confocal, empleando un microscopio (C-Apochromat 10x/1.20 W Korr M27 or C-
Apochromat 63x/1.20 W Korr M27). La localizacidn se realizé en raices de plantas mt-gk
transformadas con las construcciones 355:COX17-2, 355:COX17-9 0 con pCOX19:COXag.
Las plantas fueron crecidas durante 8 dias en medio MS o,5x suplementado con
higromicina 50 pg.mL™, se recuperaron las raices y se colocaron en el microscopio como
muestras frescas (entre porta objeto y cubre objeto en H20). El campo de interés fue
irradiado con un laser de 488 nm y con un laser de 561 nm para obtener los espectros de
emision de GFP y mRFP respectivamente. La deteccion para GFP se realizd entre 491y
552 nm Yy la deteccion de mRFP se realizé entre 587y 631 nm. La emisidon de GFP y mRFP
de manera simultanea fueron obtenidas mediante barrido unidireccional modificando el
canal de deteccion en cada linea. La apertura del pinhole fue mantenida siempre en una
unidad de apertura. Las imagenes fueron analizadas empleando el programa Zeiss Zen

2011.

6.2.50. Determinacion de aniones superoxido en plantas de Arabidopsis.

La produccion de aniones superdxido en plantas de Arabidopsis se evalué de
manera cualitativa mediante histoquimica (Attallah y col., 2011). Para tal fin, se
obtuvieron rosetas completas y se incubaron en solucion de NBT 0,01% en Hepes 20 mM
pH 7,8 conteniendo Tween 20 0,01%. Se aplicoé vacio durante 5 minutos. Se tomaron
fotografias a distintos tiempos a partir de la aparicion de tincion azul. La reaccion se

detuvo luego de 24 horas y las plantas se decoloraron en etanol 70% durante 48 horas a

37°C.

6.2.51. Analisis estadisticos.
Los datos experimentales son expresados como medias de los valores obtenidos +
el error estandar de la media (SD) del nUmero indicado de mediciones independientes,

excepto que se aclare lo contrario. Diferencias significativas entre dos grupos de datos
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cuyas varianzas eran iguales y la distribucion de Gauss fue aplicable fueron analizadas
mediante Prueba t de Student. Cuando las varianzas fueron diferentes se recurrié a la
correccion mediante la Prueba de Welch (o Prueba t no pareada) y cuando no se cumplio
el supuesto de normalidad entre dos grupos se aplico la prueba U de Mann-Whitney.
Diferencias significativas entre mas de dos grupos de datos fueron analizadas empleando
Analisis de la Varianza (ANOVA) combinado con la prueba de Tukey para comparaciones
multiples. Cuando el ensayo fue desbalanceado (diferente nUmero de muestras para cada
grupo de datos comparado) o no se cumplio el supuesto de normalidad de los datos se
aplico la prueba de Kruskall-Wallis. El analisis estadistico se realizd con el programa
InfoStat Versidon 2014 (Di Rienzo y col., 2011). El analisis estadistico de los ensayos de

microarreglos y metaboldmica se realizé como se describid en 1.2.19.
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7.1. CAPITULO I.
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LOCALIZACION DE PROTEINAS HOMOLOGAS A COX17 Y COX19 DE LEVADURAS EN
PLANTAS DE ARABIDOPIS.

7.12.1. INTRODUCCION.

La localizacion subcelular de las proteinas COX17 y COX19 ha sido determinada
por distintos grupos en Ivaduras y en células de mamifero. COX1y fue identificada y
caracterizada por primera vez en Saccharomyces (Beers y col., 1997). Ensayos de western
blot empleando un anticuerpo contra la region C-terminal de COXay indicaron que
Coxa7p se localiza en el IMS de la mitocondria y en el citosol, en una relacion 3:2
(mitocondria:citosol) (Beers y col., 1997). Considerando la localizacion dual de Coxayp, se
propuso que esta proteina podria actuar como un transportador de cobre desde el citosol
hacia el IMS. Sin embargo, la expresion de una proteina quimérica que incluye la
secuencia completa de Coxa7p y el dominio transmembrana de Sco2p en mutantes cox1y
recupera el fenotipo respiratorio de la levadura mutante (Maxfield y col., 2004). Dado que
esta proteina permanece anclada a la MI mitocondrial, esto indicaria que Coxa7p puede
transferir el cobre a Sco1p y a Coxa1p cuando se encuentra unida a la Ml y exponiendo el
dominio de unidn a cobre hacia el IMS y que la funcion de Coxayp en el citosol no estaria
relacionada con la biogénesis de COX.

La proteina COX17 de humanos presenta un 48% de identidad de secuencia con
Coxayp de levaduras. Estudios de localizacion mediante microscopia confocal derivaron
en un resultado similar al obtenido en levaduras, ya que el 80% de COXa7 fue localizada
en el IMS de mitocondrias purificadas de células HeLa mientras que la fraccion restante
fue localizada en el citosol (Oswald y col., 2009; Punter y col., 2000). Los autores
sugirieron que esta particion refleja el equilibro entre las distintas conformaciones
reportadas para COX17 de mamiferos. La forma completamente reducida de COX17 se
encontraria en el citosol uniendo cooperativamente 4 atomos de cobre y las formas
oxidadas de COXi17, COX17..s y COX173ss, con uno y ningun atomo de cobre,
respectivamente (Palumaa y col., 2004), se encontrarian en la mitocondria. Los

potenciales redox indicarian que la isoforma COX17.s.s se encontraria en el IMS vy seria
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capaz de transferir un dtomo de cobre a SCO1 (Voronova y col., 2007a; Voronova y col.,
2007b). La isoforma citosdlica actuaria como reservorio de atomos de cobre en una
conformacion de tiolato de cobre en el citosol (Voronova y col., 2007b). Ademas, la forma
citosolica se agruparia formando dimeros que podrian unir hasta cuatro atomos de cobre
(forma oligomérica de COXay) (Heaton y col., 2001). Es interesante recordar que en
células eucariotas la maquinaria enzimatica dedicada a la formacion de puentes disulfuro
a partir de cisteinas se localiza Unicamente en el IMS y en el reticulo endoplasmatico
(Riemer, 2009). Los resultados obtenidos sobre el origen del cobre en COX17 sugieren
que el metal provendria de un reservorio ubicado en la matriz mitocondrial (Cobine y col.,
20043; Cobine y col., 2004b; Cobine y col., 2006). En este escenario, el cobre unido a un
ligando desconocido deberia ser transportado al IMS para formar las isoformas oxidadas
y luego ser transportado al citosol para formar las isoformas completamente reducidas
que actuarian como reserva del cobre.

En plantas angiospermas encontramos dos proteinas COX1y7, denominadas
COXa7-1y COXa7-2 (Attallah y col., 2007a). Si bien la localizacion de las proteinas COX17
en plantas aun no ha sido reportada, estas proteinas contienen los dominios de cisteinas
necesarios para el transporte mediado por MIA4o hacia el IMS (Figura 1). Las proteinas
que son sustrato del sistema MIA40/ERV1 presentan dos dominios CX3C o CXgC. COX1y
presenta el segundo tipo de dominio denominado ITS (de sus siglas en inglés IMS
Targeting Signal) (Sideris y col., 2009; Terziyska y col., 2007). El dominio ITS esta
constituido por un péptido interno de g aminoacidos localizado entre dos cisteinas, una
de las cudles es reconocida por MIA40. Este péptido tiene una estructura de hélice
anfipatica y se une por puentes disulfuro al otro dominio CX9C de la proteina, formando
dos hélices antiparalelas (Milenkovic y col., 2007; Sideris y col., 2009). En forma similar a
lo observado para otras proteinas menores a 15 KDa del IMS?, los programas de

prediccion de localizacion subcelular arrojan valores de probabilidad menores a o,2 para

* La importacion de proteinas mayores a 15 KDa al IMS se realiza mediante el mecanismo de presecuencia
que las dirige a la matriz y luego ocurre una detencion de la transferencia y son retenidas en el IMS
(Chacinskay col., 2009).
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la localizacion mitocondrial de las proteinas COX17 dado que estas proteinas carecen de

la presecuencia caracteristica de las proteinas mitocondriales de alto peso molecular.

H. sapiens ACPETKKARDACIIE--KGEEHCGHEMIEAHKECMRALGFKI---- 63
D. Rerio ACPETKKERDACIIE--KGEESCTHEMEAHKECMRALGENI---- 68
M. truncatula 1 ACPDTKRLRDECIVE--HGEDACAKESEAHRICLRAEGENV---- 98
M. truncatula 2 ACPDTKRLRDECIVE--HGEDACAKWMMEAHRICLRAEGEFNV---- 89
0. sativa 1 ACPDTKKLRDECIVQ--HGEDACGKWMMEAHRQCLRAEGEFNV---- 73
0. sativa 2 ACPDTKRLRDECIVE--HGESACTKESEAHKRCLRAEGENV---- 79
A. thaliana 1 ACPDTKKLRDECIVE--HGESACTKEMEAHKICLRAEGENV---- 74
B. rapa 1 ACPDTKKLRDECIVE--HGEPACAKWMMEAHKMCLRAEGENV--—- 74
A. thaliana 2 ACPDTKKLRDECIVE--HGESACTKWMMEAHILCLRSEGFKV--—-- 72
B. rapa 2 ACPDTKKLRDECIVE--NGESACTKESEAHLMCLRSEGFKV---- 72
S. pombe ACPETKQARDACMLQOSSNGPIECAKEEAHKKCMAQYGYEV---— 70
S. cerevisiae VCKPEKEERDTCILFNGODSEKCKEEMEKYKECMKGYGFEVPSAN 69

k. Rk oke: x kK s ks kass
Figura 1. El dominio CX9C, necesario para la importacion mediada por MIA40/ERV1, esta conservado
en proteinas COX1y. Las secuencias proteicas fueron alineadas utilizando el programa ClustalW
(Thompson y col., 1994). Las posiciones ocupadas por aminoacidos idénticos estan sefialadas con un
asterisco, aquellas ocupadas por aminoacidos relacionados estan identificadas con uno o dos puntos de
acuerdo al grado de conservacion. Las cisteinas conservadas, involucradas en la unidn de cobre y en la
translocacion a la mitocondria via MIA4o, estan marcadas en amarillo. Los aminoacidos caracteristicos de la
secuencia ITS estan marcados en pUrpura y en celeste. La cisteina conservada reconocida por MIA4o0 esta
resaltada en negrita.

El primer reporte sobre la localizacion de una proteina COXag fue realizado en S.
cerevisiae mediante ensayos de western blot en fracciones subcelulares (Nobrega y col.,
2002). Los autores concluyeron que COXa1gp se localiza mayoritariamente en el IMS, pero
también se encuentra en el citosol. Considerando que dicho trabajo es anterior a la
determinacion de que COX1yp es funcional cuando se encuentra anclada a la Ml de la
mitocondria, los autores postularon que ambas proteinas podrian tener una funcidn
similar como transportadores de cobre desde el citosol hacia el IMS. Al igual que para
Coxayp, la funcion de Coxagp en la biogénesis de COX ocurre normalmente cuando ésta
se encuentra anclada a la membrana interna (Rigby y col., 2007). Un estudio reciente
realizado en fibroblastos y mioblastos obtenidos de pacientes deficientes en SCO1 o
SCO2 demostro que la localizacién de COX19 depende del estado redox de SCO1, de la
abundancia de SCO2 y de la concentracidon de cobre en el exterior celular (Leary y col.,
2013). En fibroblastos de pacientes control, COX19 se encuentra mayoritariamente en la
mitocondria. Sin embargo, frente a un exceso de cobre disminuye la concentracion de

COXa19 en la mitocondria y la misma aumenta en el citosol. La correcta particion de
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COXag entre el IMS y el citosol depende de la presencia de SCO1 y de una proteina ATP7A
encargada del transporte de cobre desde el interior celular (Leary y col., 2013). En el
aparato de Golgi existe una reserva de ATP7A que migra hacia la membrana plasmatica
cuando existe un aumento del cobre intracelular. En ausencia de ATP7A aumentan los
niveles de cobre intracelular y COX1g se localiza fundamentalmente en el citosol (Leary y
col.,, 2013).

En forma similar a lo observado para las proteinas COX1y, las proteinas COX19
presentan los dominios de cisteina necesarios para ser transportadas al IMS mediante la
accion de MIA4o (Figura 2). En células de mamifero se ha demostrado que la velocidad de
ingreso de COX19 al IMS depende del potencial de la MI mitocondrial, de la relacion
GSH/GSSG vy de la disponibilidad de MIA4o0 y de la sulfhidril oxidasa AUGMENTER OF
LIVER REGENERATION (ALR, el homodlogo de Ervip en mamiferos) en el IMS (Fischer y
col., 2013). La dependencia del potencial de membrana y de la disponibilidad de GSH en
el IMS impone otro punto de regulacion para la importacion de COX19 dado que ambos
parametros se modifican frente a situaciones de estrés (Aranjuelo y col., 2014; Bricchiy
col., 2012; Schwarzlandery col., 2012).

En plantas, nuestro grupo de investigacion ha demostrado mediante ensayos de
importacion a mitocondrias de papa que AtCOX19-1y AtCOX19-2 pueden ser importadas

al IMS, lo que es congruente con la funcion reportada para sus homdlogos en levaduras

ATCOX19-1.2 @ ——————————————— MSTGGAFGGNRGLRPIPPEKGIFPLDHLHECD. KEYLGCLKSS 45
ATCOX19-2 === ——————————— MSTGGAFGGNRGLRPIPPEKGIFPLDHLHECD KEYLGCLKSS 45
ATCOX19-1.1 MMITIKFDLNRYSCSWGAGGAFGGNRGLRPIPPEKGIFPLDHLHECD. KEYLGCLKSS 60
HSCOX19 —mmmmm e MSTAMNFG-TKSFQPRPPDKGSFPLDHLGECKSEREKFMKCLHNN 44
SCCO0X19 e MSGNPGSSLSALRPTPPERGSFPLDHDGECTKMMQOEYTLKCMQLV 44
H . LI RORR ok Rk kR HE
ATCOX19-1.2 AHKSEQ-CRHBESKKYLQCRMAKNLMAKQDMAELGFSGVKELDSTEDKNTESIEH 98
ATCOX19-2 AHKSEQ-CRHBESKKYLQCRMAKNLMAKQDMAELGFSGVKELDSTEDKNTESIEH 98
ATCOX19-1.1 AHKSEQ-CRHESKKYLQCRMAKNLMAKQDMAELGFSGVKELDSTEDKNTESIEH 113
HSCOX19 NFENAL-CRKESKEYLECRMERKLMLQEPLEKLGFG----- DLTSGK-SEAKK- 90
SCCOX19 QONENAMNCRLBAKDYLRCRMDHQLMDYDEWSHLGLPEDAPGNNGKTIKDATDNK 98

T, ROk Rk kR ppkk LEE H HE
Figura 2. Dominio CX9C en proteinas COX19. Las secuencias proteicas fueron alineadas utilizando el
programa ClustalW (Thompson y col., 1994). Las posiciones ocupadas por aminoacidos idénticos estan
sefialadas con un asterisco, aquellas ocupadas por aminoacidos relacionados estan identificadas con uno o
dos puntos de acuerdo al grado de conservacion. Las cisteinas conservadas, involucradas en la union de
cobre y en la translocacion a la mitocondria via MIA4o, estan marcadas en amarillo. Los aminoacidos
caracteristicos de la secuencia ITS estan marcados en purpura y en celeste.
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El estudio de la funcion de COX17 y COX19 en plantas de Arabidopsis requiere,
como paso inicial, establecer apropiadamente la localizacion de ambas proteinas. A
continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de ensayos de microscopia

confocal.

7.1.2. RESULTADOS.

7.1.2.1. LOCALIZACION DE ATCOX17-1 EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS.

Nos propusimos determinar la localizacion de AtCOX17 en plantas de Arabidopsis.
Dado que la regidon C-terminal de AtCOXi17-1 presenta un 65% de homologia con
AtCOX17-2 y esta region seria la determinante de su localizacion, los ensayos de
localizacion fueron realizados para la proteina AtCOX17-1.

Los estudios de localizacion se realizaron mediante microscopia confocal, para lo
cual se transformaron plantas que expresaban la proteina fluorescente verde (GFP, de sus
siglas en inglés Green Fluorescent Protein) en la mitocondria (plantas mt-gk, ver
Materiales y Métodos6.1.2) con una construccion que permite expresar AtCOXi7-1
fusionada a la proteina roja fluorescente (RFP, de sus siglas en inglés Red Fluorescent
Protein) bajo el control de un promotor constitutivo (construccion 355:COX17-1-RFP, ver
Materiales y Métodos 6.2.9). Las raices de cuatro lineas distintas fueron colocadas en el
microscopio confocal para la realizacion de las medidas de localizacion.

En la figura 3A se muestran imagenes representativas de los campos observados
en al menos 10 células de cada una de las lineas transgénicas evaluadas. En el panel
superior se muestra la expresion de GFP (mt-GFP) en la mitocondria de células de raiz
cuando el tejido es irradiado con luz de una longitud de onda de 488 nm. En el panel
medio se muestra la expresion de la proteina de fusion AtCOX17-1-RFP cuando el tejido
es irradiado con luz de una longitud de onda de 561 nm. En el panel inferior se muestra
una superposicion de ambas imagenes obtenidas (ver Materiales y Métodos 6.2.49).
Como se puede observar, la seial de RFP colocaliza con la sefal de GFP, sugiriendo que

AtCOX17-1 se localiza en la mitocondria de células de raiz. Para evaluar el grado de

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 106



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
107 Mitocondrial
colocalizacion se calcularon las frecuencias de localizacion superpuestas para cada una de
las emisiones. En el panel B de la figura 3 se grafican los valores de frecuencia para la
emision de RFP en funcion de los valores de frecuencia para la emision de GFP. Se
observa un alto grado de colocalizacion, dado que el coeficiente de correlacion de
Pearson (CP) obtenido es igual a 0,90, correspondiendo un coeficiente igual a 1 a una
colocalizacion perfecta. En ningun campo se observo sefal de RFP fuera de la

mitocondria.

mt-GFP

GP=0.90

alic .

255

AtCOX17-1-mRFP

Colocalizacion . _nm :

0 255

Figura 3. AtCOX17-1 se localiza en la mitocondria de células de raiz de Arabidopsis. A. Raices de plantas
de 7 dias que sobreexpresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y AtCOX17-1-mRFP fueron visualizadas
mediante microscopia confocal. Se muestran campos representativos. La imagen de colocalizacion
representa la superposicion de los canales de deteccion de la fluorescencia emitida por GFP y RFP y la luz
blanca transmitida. La sefial amarilla indica colocalizacion de igual intensidad entre las sefiales verde (GFP)
y roja (mRFP). Escala = 5 um. B. Las imagenes presentadas en A fueron analizadas con el programa libre Fiji
para calcular la significancia de la colocalizacion mediante un grafico de dispersion. Se grafican las
intensidades detectadas para RFP (eje y) en funcidn de las intensidades detectadas para GFP (eje x). Los
valores de corte para las intensidades fueron ajustados automaticamente por el programa de analisis. Se
asume colocalizacion cuando los pixeles provenientes de ambos canales se agrupan a lo largo de una linea
recta con un coeficiente de Pearson (CP) mayor a o,5.

Los resultados obtenidos sugieren que AtCOX17-1 se localiza en la mitocondria de
plantas de Arabidopsis, en coincidencia con lo sugerido por su estructura de aminoacidos
y la funcion reportada para los homodlogos de levaduras y humanos. El grado de
conservacion existente entre AtCOX17-1y AtCOX17-2 permite proponer que esta Ultima

también poseeria una localizacion mitocondrial, aunque esto debera ser comprobado
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experimentalmente. En cuanto a la localizacion en el citosol, las imagenes obtenidas no
permitieron observar la presencia de AtCOX17-1 en dicho compartimiento, por lo que se
postula que la localizacion mitocondrial en Arabidopsis es mayoritaria en los tejidos y

condiciones ensayadas.
7.1.2.2. LOCALIZACION DE ATCOX19 EN CELULAS DE ARABIDOPSIS.

La localizacion de AtCOX1g en plantas de Arabidopsis se realizo empleando la
misma estrategia descripta para la localizacion de AtCOX17-1. Las imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal permitieron concluir que AtCOX19 también se localiza en
la mitocondria de células de raiz de Arabidopsis. En la figura 4A se muestran imagenes
representativas de los campos observados en al menos 8 células de tres lineas estudiadas.
En el panel superior se muestra la expresion de GFP en la mitocondria (mt-GFP), en el
panel medio la expresion de AtCOX19-mRFP y en el panel inferior el resultado de la
superposicion de los canales de deteccion para GFP y mRFP. En el panel B de la figura 4 se
grafican los valores de frecuencia para la emision de RFP en funcion de los valores de
frecuencia para la emision de GFP. La colocalizacion es estadisticamente significativa con
un coeficiente de Pearson de 0,89. En ningun campo se observo sefial de RFP fuera de la

mitocondria.
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Figura 4. AtCOXag9 se localiza en la mitocondria de células de raices de Arabidopsis. A. Raices de plantas
de 7 dias que expresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y AtCOX19-mRFP fueron visualizadas mediante
microscopia confocal. Se muestran campos representativos. La imagen de colocalizacidon representa la
superposicion de los canales de deteccion de la fluorescencia emitida por GFP y RFP y la luz blanca
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transmitida. La sefial amarilla indica colocalizacion de igual intensidad entre las sefiales verde (GFP) y roja
(MRFP). Escala = 10 um. B. Las imagenes presentadas en A fueron analizadas con el programa libre Fiji para
calcular la significancia de la colocalizacion mediante un grafico de dispersion. Se grafican las intensidades
detectadas para RFP (eje y) en funcion de las intensidades detectadas para GFP (eje x). Los valores de corte
para las intensidades fueron ajustados automaticamente por el programa de analisis. Se asume
colocalizacidn cuando los pixeles provenientes de ambos canales se agrupan a lo largo de una linea recta
con un coeficiente de Pearson (CP) mayor a o, 5.

Con el objetivo de evaluar si la localizacion de AtCOX1g es afectada por los niveles
de expresion de la proteina se obtuvieron plantas que expresan GFP en la mitocondria y
AtCOX19-mRFP bajo el control del promotor de AtCOX19-1. Esta construccion incluyd el
intron de la region 5'UTR necesario para la correcta transcripcion del gen. Con el objetivo
de evaluar los niveles de expresion conferidos por esta construccion, se obtuvo RNA de
varias lineas transformadas y se analizaron los niveles de transcripto de AtCOX19-mRFP
mediante RT-qPCR. En la figura 5A se muestran los resultados obtenidos. En las lineas
denominadas #s5, #7y #10 se pudieron detectar los transcriptos mencionados con niveles
entre 3y 4 veces inferiores a los observados en plantas que expresan la fusion bajo el
control del promotor 355CaMV. Estas lineas fueron utilizadas para realizar los
experimentos de localizacion en las mismas condiciones que las descriptas
anteriormente, no siendo posible detectar sefial de fluorescencia correspondiente a

mRFP (Figura 5B).
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Figura 5. Deteccion de COX19-RFP en las plantas pCOX19:COX19-RFP. A. Niveles de transcripto de
AtCOX19, RFP y AtCOX19-RFP medidos mediante RT-qPCR. Los resultados se expresan en unidades
relativas considerando 100% la expresion detectada en la planta 355:COX19-RFP. Las barras de error
representan la desviacion estandar obtenida a partir de tres réplicas técnicas. B. Raices de plantas de 7 dias
que expresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y AtCOX19-mRFP bajo el control del promotor de AtCOX19-1
(pCOX19) fueron visualizadas mediante microscopia confocal. Se muestran campos representativos. La
imagen de colocalizacion representa la superposicion de los canales de deteccion de la fluorescencia
emitida por GFP y RFP. Escala = 5 um.

Resultados preliminares de nuestro grupo de investigacion indicaron que la
expresion de AtCOXig es inducida en condiciones de estrés. Se decidio, entonces,
incubar las plantas pCOX19:COX19-RFP durante 120 minutos a 37°C y luego irradiarlas
durante 60 minutos con luz UV-B. Luego de este tratamiento se recuperaron entre 6 y 10
raices de las lineas #5 y #10 para realizar el ensayo de localizacion. En la figura 6A se

muestra el resultado obtenido luego del tratamiento, permitiendo, en este caso, detectar

fluorescencia proveniente de RFP en un patron similar al observado para GFP
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mitocondrial. En el panel B de la figura 6 se grafican los valores de frecuencia para la
emision de RFP en funcion de los valores de frecuencia para la emision de GFP. La
colocalizacion de GFP y RFP es estadisticamente significativa dado que el coeficiente de
Pearson (CP) obtenido es igual a 0,84. En ningun campo se observo seial de RFP fuera de
la mitocondria.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que AtCOX1g se localiza en la
mitocondria tanto cuando es expresada bajo el control de un promotor constitutivo como
cuando su expresion es dirigida por su promotor propio e inducida ante una situacion de

estrés.
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Figura 6. AtCOX19 se localiza en la mitocondria de células de raices de Arabidopsis sometidas a
condiciones de estrés. A. Raices de plantas de 7 dias que expresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y
AtCOX19-mRFP bajo el control del promotor de AtCOXz29-1fueron tratadas con una combinacion de estrés
por calor y exposicion a luz UV-B y visualizadas mediante microscopia confocal. Se muestran campos
representativos. La imagen de colocalizacion representa la superposicion de los canales de deteccion de la
fluorescencia emitida por GFP y RFP. La sefial amarilla indica colocalizacion de igual intensidad entre las
sefiales verde (GFP) y roja (mRFP). Escala = 120 pm. B. Las imagenes presentadas en A fueron analizadas con
el programa libre Fiji para calcular la significancia de la colocalizacion mediante un grafico de dispersion. Se
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grafican las intensidades detectadas para RFP (eje y) en funcion de las intensidades detectadas para GFP
(eje x). Los valores de corte para las intensidades fueron ajustados automaticamente por el programa de
analisis. Se asume colocalizacion cuando los pixeles provenientes de ambos canales se agrupan a lo largo de
una linea recta con un coeficiente de Pearson (CP) mayor a o,5.

Los resultados descriptos en este capitulo nos permiten concluir que AtCOX17 y
AtCOXag se localizan en la mitocondria de células de raiz de Arabidopsis. La localizacion
observada es coincidente con la funcidn putativa de estas proteinas como chaperonas de
cobre del CIV. En el caso de AtCOXag la localizacion es mitocondrial, tanto en condiciones
control como luego de un tratamiento con estrés. La expresion de ambas chaperonas en
plantas seria distinta a la observada en levaduras y en mamiferos, organismos en los
cuales se ha reportado una localizacion dual en mitocondria y citosol. Sin embargo, la
localizacion en levaduras y mamiferos es mayoritariamente mitocondrial y solo se ha
demostrado una funcion en el citosol para COX1g en células de fibroblastos en presencia
de un exceso de cobre en el medio de cultivo. Ambas proteinas deben ingresar al IMS a
través de un sistema dependiente del estado de oxidacidn, del potencial de membranay
de MIA4o0. Dado que la localizacion en levaduras y mamiferos se realizdé mediante
fraccionamiento subcelular y deteccion empleando anticuerpos anti-COX17 o antiCOXag,
la sefal de deteccion observada en la fraccion citosodlica podria provenir de proteina no

plegada que aun no ha ingresado a la mitocondria.

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 114



7.2. CAPITULO II.



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
116 Mitocondrial

ESTUDIO DEL ROL DE LAS PROTEINAS ATCOX27 EN LA BIOGENESIS DEL COMPLEJO
CITOCROMO C OXIDASA (COX).

7.2.12. INTRODUCCION.

Las proteinas COX17 han sido identificadas en los cuatro reinos del dominio
Eukarya (ver arbol filogenético en Introduccion inciso 4.6.1). La funcion de COX17 en la
biogénesis de COX fue primero demostrada en levaduras (Glerumy col., 1996), ya que las
mutantes en COX17 presentaban un fenotipo de deficiencia respiratoria evidenciado por
la falta de los citocromos a y a3 y una disminucion de la actividad COX. Considerando que
las proteinas COX17 presentan dominios de unidn a cobre y que ocurre una reversion del
fenotipo de las mutantes cuando éstas son crecidas en presencia de cobre exdgeno, los
autores concluyeron que COXay estaria involucrada en el transporte de cobre hacia los
centros metalicos de COX (Glerumy col., 1996). Posteriormente, se demostré que COX1y
es capaz de unir Cu*in vivo (Srinivasany col., 1998). Ademas, la disminucion de la
actividad COX en las levaduras mutantes cox1y no estaria asociada a una modificacion en
la sintesis de las subunidades de COX. Esto siguiere que la formacion de los centros
prostéticos ocurriria durante el ensamblado de COX sin alterar la sintesis de las
subunidades (Glerumy col., 1996). La importancia de la insercion de cobre en las
subunidades de COX de levaduras es consistente con el hecho de que todas las levaduras
mutantes en proteinas que participan en la insercion de cobre (SCO1, SCO2, COXag,
PET191 y COX17) requieren un sustrato fermentable para desarrollarse apropiadamente
(Khalimonchuky col., 2008; Nittis y col., 2001; Nobrega y col., 2002; Rigby y col., 2007).La
funcion de COXiy en la biogénesis de COX también fue sugerida en el alga
Chlamydomonas reinhardtii. El silenciamiento de COX17 mediante ARN de interferencia
(ARNi) produjo una disminucion del 40% en la actividad COX. Sin embargo, la
composicion y la concentracion de las subunidades del complejo no se vieron modificadas

(Remacle y col., 2010). Ademas, el alga deficiente en COX17 presentd mayores niveles de
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H.O. en luz y sensibilidad al tratamiento con cadmio. Los autores sugieren que COX1y
podria tener funciones adicionales a su rol en |a biogénesis de COX (Salinas y col., 2014).

En mamiferos, la ausencia de COX17 genera detencion de la embriogénesis en el
estadio E8/E10, es decir que estos embriones pueden sobrevivir hasta la etapa de
gastrulacion (Takahashi y col., 2002). Este fenotipo es similar al observado en ratones
mutantes homocigotas para la proteina transportadora de cobre CTR1. En ambos casos
se observo una disminucion en la actividad COX sin modificaciones en la composicion de
los complejos respiratorios y sin alteracidon en la concentracion y disponibilidad de las
subunidades de COX (Takahashi y col., 2002). Sin embargo, un estudio posterior
realizado en células Hela, en las cuales la expresion de COX17 fue silenciada mediante
ARNi, demostro que los niveles de COX2 disminuyen significativamente luego de 24
horas de transfeccion (Oswald y col., 2009). La disminucion en la concentracion de COX2
afectd la formacion de los supercomplejos que incluyen COX, si bien la abundancia de las
subunidades de los complejos I, lll'y V y la formacion de los dimeros del CIV no se vieron
afectadas (Oswald y col., 2009). Finalmente, los autores mostraron que la actividad COX,
medida como consumo de oxigeno en presencia de citocromo ¢, disminuye como
consecuencia del silenciamiento de COX17. Ademas, el silenciamiento de COXa7 produjo
la acumulacion de un complejo de 150 kDa que contiene a COXa pero no a COX2. Los
autores sugirieron que COX17 estaria implicada en la insercion del cobre en COX2 y no en
la formacion del centro binuclear de Cug-hemoa3z en COXa1 (Oswald y col., 2009). Sin
embargo, los autores reportaron una disminucion transitoria de COXx.

En plantas no hay reportes de las consecuencias de la falta o de la disminucién de
proteinas COX1y. Hasta la fecha no se han obtenido mutantes insercionales knock out
(KO) para ninguno de los genes que codifican proteinas estructurales de los complejos 1l 'y
CIV y las mutantes KO para el Cll muestran fenotipo de letalidad (Ledn y col., 2007)
similar a lo observado en plantas mutantes en proteinas involucradas en la biogénesis del
CIV (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2011). En plantas, solo el Cl podria ser
prescindible (Meyer y col., 2009; Meyer y col., 2005; Perales y col., 2005). El estudio de los

complejos respiratorios en plantas se ha realizado a partir de la obtencion de plantas con
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niveles reducidos del Cll o a partir del estudio de plantas mutantes en proteinas asociadas
al Clll (Fuentes y col., 2011; Ledn y col., 2007; Zsigmond y col., 2008). La mutacion de las
vias alternativas no genera fenotipos de letalidad (Giraud y col., 2008; Rasmusson y col.,
2004). El Cl ha sido uno de los complejos mas estudiados en plantas. Plantas mutantes en
genes que codifican subunidades del Cl incluyen mutantes de Arabidopsis o N. sylvestris
en las subunidades de 18 kDa (NDFUS4), CA2 y NAD7 y en factores de procesamiento
involucrados en la expresion de los genes NAD4,NAD1y NADs5 (Brangeon y col., 2000; des
Francs-Small y col., 2014; Lee y col., 2002; Perales y col., 2005). Entre ellas, las plantas
mutantes en NAD7 de N. sylvestris, denominadas CMSII, han sido las mas estudiadas. En
estas mutantes, la ausencia del Cl genera un retardo en el crecimiento, una disminucion
del metabolismo de oxidacion de glicina y un incremento en la capacidad de la respiracion
alternativa (Gutierres y col., 1997; Sabar y col., 2000). También se producen cambios
asociados a la funcidn del cloroplasto, ya que las mutantes CMSII muestran una reduccion
superior al 20% en la tasa fotosintética, mientras que la fotorrespiracion se incrementa
como consecuencia de una mayor resistencia a la difusion del CO,(Dutilleul y col., 2003;
Priault y col., 2006). Un estudio de metaboldmica mostré que estas mutantes acumulan
aminoacidos ricos en nitrégeno. Finalmente, la expresion de distintos genes de respuesta
a estrés se encuentra modificada, resultando en un fenotipo de tolerancia a ozono. La
mutacion de NDFUS4 también genera plantas que carecen de Cl con la consiguiente
disminucidn de la translocacion de protones y la sintesis de ATP (Meyer y col., 2009).
Probablemente, esta reduccidon en la sintesis de ATP explique el fenotipo de crecimiento
retardado observado. La falta de Cl es compensada por una induccion en la expresion de
AOXzia y una deshidrogenasa externa denominada NDB1. Dicha compensacion explicaria
que estas mutantes presenten la misma tasa de consumo de oxigeno que las plantas
salvajes (Meyer y col., 2009). Ensayos de electroforesis de fluorescencia diferencial en gel
(DIGE, de sus siglas en inglés Difference Gel Electrophoresis) muestran que la mutacion de
NDFUS4 genera una disminucion en los niveles de otras subunidades del Cl sin provocar
cambios en los restantes cuatro complejos respiratorios. En concordancia con la

alteracion del metabolismo mitocondrial, las plantas ndfus4 acumulan acidos organicos y
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aminodcidos ramificados cuya oxidacion durante la noche transfiere electrones
directamente al pool de Q evitando el paso de electrones por el Cl (Meyer y col., 2009).

Las plantas mutantes en el Cll han sido pobremente estudiadas dado que la Unica
mutante reportada es el resultado de una mutacion en una de las subunidades de
codificacion nuclear (SDH1-1) que genera un fenotipo de letalidad alterando el desarrollo
tanto del gametofito femenino como del gametofito masculino (Ledn y col., 2007). Sin
embargo, recientemente se identificd otra mutante en una region conservada de SDH1-1
que no genera letalidad (Gleason y col., 2011). Estas mutantes presentan un fenotipo de
sensibilidad a estrés bidtico como consecuencia de una disminucion en la expresion de
genes que participan en la respuesta defensiva mediada por acido salicilico. Las plantas
sdhi-1 o dsr1 (de las siglas en ingles de Disrupted Stress Response 1) tienen menores
niveles de mtEROs tanto en condiciones control como luego de la infeccion con
patdgenos (Gleason y col., 2011). Este resultado es coincidente con la teoria que propone
que el Cll es el principal productor de mtEROs dependientes de succinato(Moreno-
Sanchez y col., 2013). No hay reportes sobre el comportamiento de la cadena
transportadora de electrones en estas mutantes.

En relacidn con el CllI, no se han estudiado hasta la fecha plantas mutantes en las
subunidades que lo componen. Sin embargo, las plantas mutantes en el gen PPR40 son
deficientes en la actividad de este complejo (Zsigmond y col., 2008). PPR4o0 seria
importante en el transporte de electrones desde la QH2 hacia el Clll e interaccionaria con
las subunidades del ClIl en la Ml de la mitocondria. La mutacion en PPR40 genera una
disminucion en el transporte de electrones a través de los complejos | y Il mientras que el
consumo de oxigeno en presencia de ascorbato se incrementa en mas de un 50%. Este
resultado implica que la actividad del CIV aumenta a expensas de la utilizacion de
ascorbato como fuente de electrones. En las plantas ppr4o, el ascorbato podria suplir
parcialmente la deficiencia de electrones provenientes del ClIl. La disminucion de la
actividad del ClIl genera un aumento superior al 60% en la actividad AOX probablemente
como respuesta a las EROs generadas por la acumulacion de equivalentes reductores

(Zsigmond y col., 2008). El incremento de ascorbato oxidado en la mitocondria genera un
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aumento en la actividad del ciclo del glutation y en la enzima GLDH, involucrada en la
sintesis de ascorbato. Sin embargo, los niveles de ascorbato reducido se mantienen bajos
tanto en la mitocondria como en células de plantas ppr4o (Zsigmond y col., 2011).
Finalmente, estas deficiencias en la actividad mitocondrial generan un fenotipo de
plantas enanas, independientemente de la condicion de crecimiento, y sensibilidad
aumentada frente a situaciones de estrés como el crecimiento en presencia de sales o
tratamientos con acido abscisico, paraquat o H,O.. La sobreexpresion de PPR40 genera
un fenotipo de tolerancia al tratamiento con sales (Zsigmond y col., 2012).

Se postula que las mutantes homocigotas en proteinas del CIV son letales y por
eso no se han obtenido hasta la fecha (Meyer y col., 2005). En Zea mays (maiz) se intento
desarrollar mutantes en la subunidad COX2 en una linea heteroplasmica. Sin embargo,
ninguno de los callos homoplasmicos obtenidos pudo desarrollarse para estudiar el efecto
de la disfuncién del CIV en plantas(Gu y col., 1994) . En Arabidopsis, se han publicado
resultados en relacion con la deficiencia de proteinas homologas a las proteinas SCO de
levaduras y humanos (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2014; Steinebrunnery
col.,, 2011) y, recientemente, se obtuvieron plantas deficientes en la actividad del CIV
como consecuencia de la mutacion de una proteina perteneciente a la familia de
proteinas con dominio PPR (Dahany col., 2014).

Las proteinas SCO en levaduras y en mamiferos estan involucradas en la insercion
del cobre en la subunidad COX2 del CIV. En Arabidopsis existen dos proteinas
homologas, HCC1y HCC2 (de sus siglas en inglés Homologue of yeast Copper Chaperone).
La mutacion de HCCz genera un fenotipo de letalidad embrionaria en plantas de
Arabidopsis, mientras que la mutacion de HCC2no genera un cambio de desarrollo
evidente pero incrementa la expresion de genes de respuesta a estrés (Attallah y col,,
2011; Steinebrunner y col., 2011). El fenotipo de letalidad observado en plantas hcci/hcca
no es revertido mediante la complementacion con HCCz bajo el control del promotor
especifico de embrién ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), evidenciando la importancia
de HCCz a lo largo del desarrollo de la planta, mas alla de la etapa embrionaria. HCC2, al

igual que HCCz, se localiza en la mitocondria, si bien su funcidn es evidentemente
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diferente dado que las plantas hcca/hcczno presentan alteraciones en el desarrollo. Sin
embargo, estas plantas son sensibles al estrés por UV-B (Steinebrunner y col., 2014).
Finalmente, la actividad del CIV se encuentra disminuida en las plantas mutantes
heterocigotas hccz/HCCz, mientras que no se observa modificacion de la actividad del CIV
en las plantas hccz/hcc2 (Steinebrunnery col., 2014).

Las proteinas con dominios PPR constituyen una gran familia de proteinas de
unidn al ARN en plantas (alrededor de 450 genes en Arabidopsis). La mayoria de sus
miembros se expresan en la mitocondria o en el cloroplasto y se ha propuesto que
participan en procesos relacionados con el procesamiento de ARN (Barkan y Small, 2014).
Dahan y col. (2014) demostraron que la mutacion del gen CYTOCHROME OXIDASE
DEFECTIVE 1 (COD1, At2g35030), que codifica una proteina con dominio PPR, altera los
eventos de edicion de COX2 y NAD4, generando la pérdida total de COX2 y del CIV en las
mutantes homocigotas. Los experimentos fueron realizados en mutantes homocigotas
rescatadas a partir del cultivo de semillas en un medio rico en vitaminas, azUcares y
aminodcidos. Las plantas cod1/cod1 presentan fenotipo pleiotrépico y no desarrollan raiz.
Los autores sugieren que las mutantes homocigotas reorganizan el metabolismo
(aumentando las vias que consumen NADH) y sobreviven gracias a la traslocacion de
protones asociada al Cl. La cadena transportadora de electrones se limitaria al Cl, las
NADH deshidrogenasas alternativas y la enzima AOX.

De los trabajos discutidos anteriormente, se desprende que la ausencia o la
deficiencia de los complejos respiratorios genera cambios pleiotropicos a nivel
energético, metabolico y fenotipico. Ademas, la ausencia del CIV no genera plantas
viables en condiciones normales de crecimiento.

De acuerdo al rol propuesto en otros organismos para las chaperonas de cobre
COXa7 en la biogénesis de COX, decidimos estudiar si la alteracion de los niveles de
AtCOXa7-1 y AtCOX17-2 genera cambios en la actividad del CIV. Para poder desarrollar

dicho objetivo fue necesario obtener plantas con niveles alterados de estas chaperonas.

7.2.2. RESULTADOS.
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7.2.2.1. OBTENCION DE LINEAS SILENCIADAS EN ATCOX17-1 O EN ATCOX17-2.

Dado que no se encuentran disponibles mutantes insercionales o de otro tipo en el
gen AtCOX17-1, se recurrio a una estrategia de silenciamiento. Si bien para el gen
AtCOX17-2 si existen mutantes insercionales, se decidio emplear una linea mutante
homocigota y generar, ademas, lineas silenciadas. La posicion de la insercion para la
planta cox17-2 empleada se describe en la Figura 2 del Anexo .

Con el objetivo de obtener plantas con niveles reducidos de AtCOX17-1 y de
AtCOX17-2 se recurrid a una estrategia de silenciamiento mediada por microARNs
artificiales (amiARNs). Se generaron amiARNs que permiten silenciar de manera
especifica cada uno de los genes COX17 en Arabidopsis (ver Materiales y Métodos,
1.2.9).En la Tabla 1 se muestran los niveles de expresion de los genes AtCOX17-1 y
AtCOX17-2 en las plantas obtenidas. Los niveles de transcripto fueron cuantificados
mediante reaccion de transcriptasa reversa seguida de PCR en tiempo real (RT-gPCR) en
muestras provenientes de hojas de plantas crecidas durante 10 dias en placa de cultivo
(ver Materiales y Métodos 1.2.18). En la Tabla 1 se observa que los amiARNs generados

permitieron silenciar de manera especifica cada uno de los genes blanco.

Niveles de Transcripto [unidades relativas] Linea Silenciada
Gen silenciado AtCOX17-1 AtCOX17-2 amiCOX17-1, linea#
0,214+0,015 0,641+0,032 1
- 0,335+0,012 0,981+0,014 2
l‘:l 0,364+0,023 1,23+0,019 10
é 0,568+0,024 0,951+0,041 18
2 0,648+0,011 1,4240,018 31
< 0,732+0,037 0,748+0,091 7
0,795+0,023 1,324+0,015 9
amiCOX17-2, linea#
0,824+0,025 0,227+0,021 23
- 0,712+0,032 0,357+0,041 8
l;' 1,23440,141 0,412+0,013 17
g 1,412+0,054 0,432+0,024 28
2 0,91240,123 0,52140,061 29
< 1,096:£0,104 0.641+0,028 1
1,23540,201 0,658+0,012 3

Tabla 1. Niveles de transcripto de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas transformadas con construcciones
que expresan amiARNSs especificos para cada uno de los genes de interés. Los niveles de expresion fueron
medidos mediante RT-gPCR en distintas lineas de plantas que fueron transformadas con la construccion
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que permite silenciar AtCOX17-1 (verde oscuro) o con la construccion que permite silenciar AtCOX17-2
(verde claro).

Distintas lineas amiCOX17-1 (#2, #10 y #18) y amiCOXa7-2 (#23 y #17) para las
cuales la expresion del gen de interés resultd reducida en al menos un 30% fueron
utilizadas para evaluar el silenciamiento en diferentes 6rganos y a través de tres filiales.
Los niveles de silenciamiento en las plantas amiCOXz17-1 (Figura 1) y amiCOX17-2 (Figura
2) no mostraron diferencias significativas a lo largo del desarrollo de la planta ni en
distintos drganos. En ambas figuras se muestra en un recuadro la expresion de los genes

en plantas salvajes (WT) en los estadios evaluados.
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Figura 1. Niveles de expresion de AtCOXz7-1 en distintos estadios de desarrollo y distintos 6rganos de
plantas silenciadas. Se evalud la expresion de AtCOX17-1en plantulas de 6 dias, hojas y raices de plantas de
10 dias y flores provenientes de plantas silenciadas y WT. Los resultados se expresan en unidades relativas
de expresion con respecto a plantas WT. Las barras denotan la desviacion estandar (SD) correspondiente al
promedio obtenido para tres muestras independientes de cada linea, ensayadas en un mismo experimento
de RT-gPCR.
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Figura 2. Niveles de expresion de AtCOXzy7-2 en distintos estadios de desarrollo y distintos drganos de
plantas silenciadas. Se evalud la expresion de AtCOXz7-2 en plantulas de 6 dias, hojas y raices de plantas
de 10 dias y flores provenientes de plantas silenciadas y WT. Los resultados se expresan en unidades
relativas de expresion con respecto a plantas WT. Las barras denotan la desviacion estandar (SD)
correspondiente al promedio obtenido para tres muestras independientes de cada linea, ensayadas en un
mismo experimento de RT-qPCR.

Sin embargo, cuando se evaluaron los niveles de silenciamiento a través de
distintas generaciones se observé que estos disminuian cuando se alcanzaba la tercera
filial (Figura 3A). Frente a estos resultados, todos los experimentos realizados en esta
tesis se realizaron con la segunda filial de cada una de las lineas ensayadas. Luego, se
evaluaron los niveles de expresion de las plantas coxiy-2 (Figura 3B). Los niveles de

transcripto, medidos mediante RT-qPCR, indican una disminucion del 67,5% en la

expresion de AtCOX17-2 en las plantas cox17-2.
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Figura 3. Niveles de silenciamiento en distintas filiales de plantas amiCOX17 y niveles de expresion en
las plantas cox17-2. A. Se muestran los niveles de expresion para dos lineas silenciadas en AtCOX17-1y
para dos lineas silenciadas en AtCOX1y7-2 en distintas filiales. EI ARN se aislé de plantas de 10 dias crecidas
en placa de cultivo. Los resultados se expresan en unidades relativas de expresion respecto a plantas WT
para cada una de las filiales. B. Niveles de expresion de AtCOX17-2 medidos mediante RT-gPCR en plantas
cox1y-2. Las barras representan la SD obtenida en 3 mediciones independientes. Los asteriscos representan
diferencia significativa (p < 0,05, Prueba t).

En la figura 4 se muestran imagenes representativas del fenotipo de las plantas
amiCOXay (F2) y de las plantas coxi7-2 en distintos momentos del desarrollo. Como
puede apreciarse, no se observaron diferencias fenotipicas evidentes cuando las plantas

fueron crecidas en condiciones estandares para el crecimiento de Arabidopsis en camara

de cultivo.
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Figura 4. Fenotipo de plantas con niveles de expresion disminuidos de AtCOX17-1 o AtCOX17-2. A.
Plantas amiCOX17-1, amiCOXa7-2y WT-kan (planta de Arabidopsis que expresa el cassette de resistencia a
kanamicina) crecidas en medio MS o.5x suplementado con antibidtico kanamicina fueron crecidas en placas
de Petri en condiciones de dia largo (26 h luz/8 h oscuridad) y luego transplantadas a sustrato sélido en las
mismas condiciones. La fotografia fue tomada luego de 15 dias de crecimiento. B. Plantas coxi7-2 y WT
crecidas durante 20 dias en sustrato solido en las condiciones descriptas en A. C. Plantas amiCOXz1y
crecidas en medio MS o.5x suplementado con kanamicina durante 10 dias y luego transplantadas. Plantas
cox1y-2 y WT crecidas en medio MS o.5x durante 10 dias y luego transplantadas. La fotografia fue tomada
luego de 20 dias de crecimiento en sustrato solido.

7.2.2.2. OBTENCION DE LINEAS SILENCIADAS EN AMBOS GENES ATCOXz7y.

Dado que las lineas silenciadas en AtCOXz7-1 y AtCOXi7-2 de manera
independiente no presentaban un fenotipo apreciable, quizas indicando la existencia de
redundancia funcional, decidimos silenciar el gen AtCOX17-1 en las plantas cox17-2.Con

este objetivo, se transformo una linea mutante homocigota cox17-2 con la construccion
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amiCOXa7-1(I) (ver Materiales y Métodos 1.2.9). Empleando esta estrategia y luego de
tres eventos independientes de transformacion solo pudieron obtenerse 24 lineas que
resistieron el proceso de seleccidon y presentaban el transgén de interés. Las plantas
obtenidas presentaban un marcado retroceso en el desarrollo y eran de menor tamarfo
que las plantas WT cultivadas en las mismas condiciones. Seis de las lineas obtenidas
desarrollaron clorosis en las hojas, lo que dificulto la extraccion de ARN, y por lo tanto no
fueron analizadas en mas detalle. En |a figura 5A se muestra una fotografia representativa
del resultado del proceso de seleccion, en la que se senalan las lineas a partir de las cuales
se obtuvo ARN de calidad para ensayos transcripcionales (circulos rojos). En la figura 5B
se muestran los niveles de expresion de AtCOX17-1 en 6 de las 18 lineas amiCOX17-
1/cox17-2 obtenidas. Los niveles de expresion de AtCOXzy-1en las plantas amiCOX1y-
1/cox1y-2se evaluaron empleando dos pares de oligonucledtidos diferentes. El par |,
usado para evaluar las plantas silenciadas simples, es complementario a una region
ubicada hacia el extremo 3'del gen AtCOX17-1, mientras que el par Il es complementario a
las secuencias flanqueantes al sitio de corte determinado por el amiCOX17-1(1). En estas
seis lineas evaluadas, solo dos lineas (#24 y #25) presentaron una reduccion significativa
en la expresion de AtCOXz17-1 respecto de la planta WT cuando se empled el par | de
oligonucledtidos (Figura 5B). Los resultados obtenidos con el par Il de oligonucledtidos
indicarian que los niveles de silenciamiento de las lineas evaluadas son menores a los
obtenidos con el par | (Figura 5B). Sin embargo, no se encontraron mas lineas silenciadas
que las determinadas con el par |, a excepcion de la linea #16 en la cual no fue posible
detectar los transcriptos de AtCOX17-1 utilizando los oligonucleotidos del par Il (Figura
5B). Estos resultados podrian indicar que el par | de oligonucleétidos detecta fragmentos
de ARNm no funcional que no son degradados.

Los experimentos realizados en esta tesis se realizaron empleando la linea
amiCOX17-1/cox17-2#25 dado que la linea amiCOX17-1/cox17-2#24 nunca alcanzd el
estadio reproductivo. Es conveniente aclarar que los ensayos de RT-qPCR descriptos

anteriormente se realizaron en las plantas pertenecientes a la primera filial.
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Figura 5. Niveles de expresion de AtCOX17-1 en plantas cox17-2 transformadas con la construccion
amiCOX17-1(1). A. Plantas coxzy-2transformadas con la construccion amiCOXz17-1(l) seleccionadas durante
22 dias en kanamicina. La fotografia fue tomada 6 dias después de que las plantas fueran transplantadas
para su desarrollo en tierra. En circulos rojos se muestran las lineas que fueron utilizadas en los ensayos de
RT-qPCR. B. Los niveles de expresion de AtCOX17-1 fueron medidos mediante RT-gPCR empleando dos
pares de oligonucledtidos diferentes. El ARN se obtuvo de plantas que fueron seleccionadas en presencia
de kanamicina durante 22 dias y luego transplantadas a sustrato sélido para su desarrollo. Los niveles de
transcripto se expresan en unidades relativas a la expresion del gen en la planta WT. Las barras de error
representan la SD correspondiente al promedio de réplicas técnicas para tres experimentos de RT-qPCR
utilizando las mismas muestras. WT-Kan, planta de Arabidopsis que expresa el cassette de resistencia a
Kanamicina. Esta linea es empleada como control de ensayo para las plantas amiCOX17-1/cox17-2 ya que
deben ser crecidas en presencia de kanamicina.

7.2.2.3 CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES EN PLANTAS
CON NIVELES ALTERADOS DE ATCOX17-1 O DE ATCOX17-2.

Nos propusimos evaluar la actividad CIV en las plantas con expresion alterada de
AtCOX1y.Para ello, obtuvimos extractos enriquecidos en mitocondrias a partir de cultivos
liquidos de plantas de Arabidopsis crecidas en un fotoperiodo de dia largo. Se eligieron
dos técnicas para cuantificar la actividad del CIV: actividad en geles en gradiente y
consumo de oxigeno dependiente de citocromo c. En la primera técnica, los extractos
mitocondriales obtenidos fueron solubilizados con digitonina y analizados mediante
electroforesis en geles en gradiente en presencia de Coomassie (BN-PAGE, ver Materiales

y Métodos 1.2.38) y posterior deteccion de la actividad en el gel.
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Como puede observarse (Figura 6, panel izquierdo) la tincion con Coomassie
obtenida luego de la separacion electroforética no muestra diferencias en el patrén
proteico entre las plantas amiCOX17-1y WT. En el panel medio de la figura 6A se muestra
la actividad del CIV luego de 2 horas de reaccion (panel medio) y luego de 12 horas de
reaccion (panel izquierdo). La tincion reveld que la actividad del CIV, en plantas de
Arabidopsis crecidas en cultivo liquido y en condiciones de iluminacion, ocurre en un
amplio rango de pesos moleculares entre 300-450 kDa, apareciendo una banda de mayor
intensidad en el menor peso molecular del drea marcada (Figura 6, panel medio). Esto es
coincidente con resultados recientes reportados para plantas de Arabidopsis crecidas en
cultivo liquido pero en condiciones de oscuridad(Steinebrunner y col., 2014).Este amplio
rango de actividad podria deberse a la deteccion de asociaciones diméricas de las dos

isoformas de COX, una menor de 200 kDa y una mayor de 230 kDa.

1

13% Coomassie Actividad Actividad
Cliv Clv

Figura 6. Actividad COX en gel en extractos de plantas con niveles alterados de AtCOXz7-1 o de
AtCOXzy7-2. Las fracciones mitocondriales (aproximadamente 200 pg) provenientes de cultivos liquidos de
plantas WT y amiCOXa7-1#18, equilibradas mediante actividad citrato sintasa (ver Materiales y Métodos
1.2.37), fueron solubilizadas usando digitonina y separadas en geles en gradiente (de 3% a 13%) mediante
BN-PAGE. La tincion con Coomassie y la actividad del CIV fueron evidenciadas en el mismo gel como se
describe en Materiales y Métodos 1.2.38 y 1.2.39. Tincién de Coomassie (panel izquierdo) y actividad del CIV
luego de 2 horas de reaccion (panel medio) y luego de 12 horas de reaccion (panel derecho) en fracciones
mitocondriales provenientes de plantas WT y amiCOX17-1#18.
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La actividad del CIV en fracciones mitocondriales provenientes de plantas con
niveles de expresion disminuidos de AtCOX17-1 (Figura 7A) es similar a la observada en las
plantas WT en los dos tiempos estudiados. Cabe destacar que luego de 12 horas de
reaccion se observan bandas de alto peso molecular que podrian ocurrir como
consecuencia de asociaciones transitorias ocurridas durante el ensayo, como
consecuencia de reacciones cruzadas con los fotosistemas o podrian ser asociaciones del
CIV con otros complejos formando supercomplejos no descriptos hasta el momento.
Estos resultados no se muestran en esta tesis pero estan siendo estudiados en mayor
profundidad. Es importante aclarar que la composicion de los supercomplejos en
Arabidopsis solo ha sido estudiada en mitocondrias provenientes de cultivos de células
(Klodmanny col., 2011; Klodmann y col., 2010).

Con respecto a la actividad COX en plantas coxz7-2 y amiCOX17-2, la tincion
obtenida en las cuatro corridas electroforéticas realizadas no permitieron obtener
resultados concluyentes (resultados no mostrados).

Se recurrid a un seqgundo método que permite evaluar la actividad COX de manera
cuantitativa utilizando como parametro el consumo de oxigeno en los extractos
mitocondriales en presencia de citocromo c¢ reducido. En la figura 7 se muestra el
porcentaje de actividad COX con respecto a plantas WT en extractos mitocondriales
provenientes de plantas amiCOX17-1, cox17-2 y amiCOX17-2 En forma similar a los
resultados obtenidos mediante BN-PAGE, no se observaron diferencias significativas en
la actividad COX entre mitocondrias provenientes de plantas amiCOX17-1, amiCOX17-2y

cox17-2con respecto a lo observado en plantas WT.
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Figura 7. Actividad COX en plantas con niveles de expresion disminuvidos de AtCOXz27-1 o de AtCOX17-
2.La actividad COX en mitocondrias fue medida como el consumo de oxigeno registrado en un electrodo de
Clark luego de la adicién de citocromo c reducido. Los valores promedio derivan de valores obtenidos en
dos preparaciones distintas de mitocondrias. Las barras de error indican desviacion estandar (SD). La media
de la actividad registrada en la planta WT entre las dos preparaciones (consumo de O.= 10,96 + 1,32
pmoles. L. min?) fue definida como 100%. Letras iguales indican que las medias entre las diferentes
muestras son iguales (p > 0.05, andlisis de la varianza (ANOVA); prueba de Tukey para comparaciones

multiples).

Resultados similares fueron obtenidos cuando se midi6 el consumo de oxigeno en
hojas de plantas con niveles de expresion alterados de AtCOX17-1 o de AtCOX1y-2 en
ausencia (respiracion total) y en presencia de KCN 1 mM (respiracidn independiente de
COX). No se observaron diferencias significativas en estos parametros en las plantas

amiCOXa7-1 (Figura 8A), amiCOXa7-2 y coxz7-2(Figura 8B) respecto de plantas WT.
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Figura 8. Consumo de oxigeno en hojas de plantas con niveles disminuidos de AtCOX17-1 o de
AtCOXzy7-2. A. Entre cinco y seis hojas de plantas WT y amiCOX17-1 fueron incluidas de a una en la cdmara
de un oxigrafo para monitorear el consumo de oxigeno (Respiracion Total; Rt) durante 10 minutos. El
consumo de oxigeno registrado en las hojas de plantas WT-Kan en tres experimentos independientes (2.6 £
0.6 umoles. L. min™) fue definido como el 100%. Los valores se normalizaron en funcion del peso fresco de
cada hoja (panel izquierdo).A las mismas hojas de plantas WT y amiCOX17-1, luego del registro de la Ry, se
les adiciond KCN 1 mM y se midid el consumo de oxigeno durante 7 minutos. Se muestra el consumo de
oxigeno independiente de COX considerando el consumo de oxigeno medido en la planta WT en presencia
de KCN (0,9 * 0,12 pmoles. L. min™) como el 100% (panel derecho). Las barras de error representan la
desviacion estandar entre 5 hojas de una misma linea para tres experimentos independientes (WT-Kan,
amiCOX17-1#1 y amiCOXa17-1#18). B. Experimento similar al descripto en A pero empleando las lineas
amiCOX17-2, cox17-2, WT-Kan y WT. El consumo de oxigeno registrado en las hojas de la planta WT-Kan
en tres experimentos independientes, ya sea en ausencia (2.1 + 0.3 pmoles. L™. min™) o en presencia de
KCN (1,2 + 0,2 umoles. L. min™),fue definido como el 100% en cada caso. Letras iguales indican que las
medias entre las diferentes muestras son iguales (p > 0.05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones
multiples). WT-Kan, planta de Arabidopsis que expresa el cassette de resistencia a kanamicina. Esta linea es

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 132



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
133 Mitocondrial

empleada como control de ensayo para las plantas amiCOX17 que deben ser crecidas en presencia de
kanamicina.

Los resultados obtenidos indicarian que la disminucion de la expresion de
AtCOX17-1 o de AtCOXi17-2 no modifica en forma significativa la actividad ni el
ensamblado de COX en las condiciones ensayadas, sugiriendo que cada una de estas
proteinas no es esencial para la biogénesis del CIV. Seria interesante evaluar si la
disminucion de la expresion de ambos genes disminuye la actividad COX. Esto nos
permitiria analizar si la funcion de AtCOXa17-1 durante la biogénesis de COX puede ser
cubierta por AtCOX17-2 o viceversa.

Al momento de escribir este trabajo de tesis estamos evaluando la actividad COX
mediante BN-PAGE en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 descriptas anteriormente. La
escasa disponibilidad de material, debida al retraso en el crecimiento observado en estas
plantas, ha dificultado la preparacion de extractos mitocondriales a partir de las mismas.
Se puede especular que dicho retraso en el crecimiento podria estar relacionado con una
deficiencia en la actividad del CIV que, de acuerdo a otros sistemas estudiados, es
esencial para el desarrollo de las plantas. En plantas, se ha demostrado que mutantes KO
en genes que codifican proteinas involucradas en la biogénesis del CIV generan arresto en
el desarrollo embrionario (Attallah y col., 2011; Steinebrunnery col., 2011). Esto indicaria
que AtCOXa17-1 y AtCOX17-2 tienen funciones redundantes en el ensamblado de COX.
Otra alternativa es que las deficiencias observadas se deban a la participacion de

AtCOXa7 en otros procesos.
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ESTUDIO DEL ROL DE LAS PROTEINAS ATCOX17 EN LA RESPUESTA A ESTRES EN
ARABIDOPSIS.

7.3.1. INTRODUCCION.

La importancia de la funcion mitocondrial durante la respuesta a estrés ha sido
revisada en diversas publicaciones (revisado en Jacoby y col., 2012). Distintos autores
coinciden en que esta organela es un regulador clave de la respuesta estrés y que las
caracteristicas particulares que presentan las mitocondrias de plantas las capacitan para
actuar durante situaciones desfavorables. Mas importante aun, la regulacion de la
actividad respiratoria en situaciones adversas es fundamental para controlar la
produccion de biomasa, el crecimiento y la variabilidad en el desarrollo ante distintas
situaciones ambientales (Araujo y col., 2014; Obata y col., 2011; Van Akeny col., 2009). El
estudio de los factores que participen del control y la reqgulacion del proceso respiratorio
cobra importancia en el contexto de la ingenieria de plantas.

Distintas proteinas de localizacidon mitocondrial han sido involucradas en la
respuesta a estrés biotico y abidtico (Gleason y col., 2011; Laluk y col., 2011; Zhangy col.,
2014; Zsigmond y col., 2012). Las proteinas de las vias alternativas, en particular AOX,
han sido las mas estudiadas dado que incrementan su expresion ante distintas situaciones
de estrés (Van Aken y col., 2009b; Wallstrom y col., 2014a). La induccion observada esta
de acuerdo con la teoria que postula que AOX actuaria mitigando los efectos toxicos de
las EROs generadas durante el estrés oxidativo (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2012, 2013;
Vanlerberghe, 2013). La generacion de EROs es una caracteristica comun de la respuesta
a estrés y puede actuar como mecanismo de sefalizacidn o generando dafno oxidativo
(Garcia de la Garma y col., 2015; Suzuki y col., 2012). De acuerdo con esto, AOX no solo
disminuye la produccion de EROs sino que actua como un regulador de la respuesta a
estrés mediando sefales provenientes de la mitocondria (Arnholdt-Schmitt y col., 2006;
Clifton y col., 2006; Vanlerberghe y col., 2009). Existe numerosa bibliografia que respalda

la funcion de AOX durante la respuesta a estrés. Sin embargo, el rol de la respiracion
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dependiente de citocromo ¢ no ha sido estudiado en profundidad (Van Aken y col.,
2009b; Van Aken y col., 2009; Vanlerberghe, 2013; Vanlerberghe y col., 2009) . A
excepcion del Cl, se ha estudiado la estructura de los complejos pero no su funcion
durante situaciones adversas de crecimiento. Probablemente, la letalidad asociada a las
mutaciones de genes que codifican proteinas que integran los complejos respiratorios sea
una gran limitante para realizar estudios durante la respuesta a estrés (ver Introduccion
Resultados y Discusion Capitulo Il). Recientemente, se han publicado resultados
provenientes de un estudio que compara las respuestas transcripcionales entre plantas
mutantes en AOX (aoxia) y plantas deficientes en una ARN polimerasa de localizacion
mitocondrial y cloroplastica (rpoTmp) que presentan una reduccion mayor al 15% en la
actividad del CIV (Kuhn y col., 2009; Kuhn y col., 2015). Este estudio sugiere que en
condiciones optimas de crecimiento las modificaciones transcripcionales que ocurren
como consecuencia de una deficiencia en AOX serian diferentes de aquellas observadas
en las mutantes rpoTmp. Sin embargo, en condiciones de estrés las respuestas
transcripcionales son similares entre ambas plantas (Kuhn y col., 2015). Esto indicaria que
la respuesta a estrés en plantas se encuentra programada y no depende de cual via
respiratoria esté alterada (Kuhny col., 2015).

Las proteinas mitocondriales AtCOXi7-1 y AtCOXiy-2, involucradas en la
biogénesis del CIV, aumentarian su expresion en situaciones que generan EROs (Attallah
y col., 2007; Balandin y Castresana, 2002). Nos parecid interesante indagar sobre el

posible rol de estas proteinas durante la respuesta a estrés en Arabidopsis.

7.3.2. RESULTADOS.
PARTE A

7.3.2.1. LA DEFICIENCIA DE ATCOXa17-1 Y ATCOX17-2 ALTERA LA EXPRESION DE
GENES DE RESPUESTA ESTRES.

Con el objetivo de evaluar los cambios de expresion génica que ocurren como
consecuencia de una disminucion en los niveles de expresion de genes AtCOX1y, se
realizo un analisis global utilizando microarreglos y ARN preparado de plantas amiCOXz17-

1/cox17-2y WT.
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El analisis de los resultados obtenidos mostrd que en las plantas deficientes en
AtCOX17 esta alterada la expresion de 1532 genes. En la figura 1 se muestra la
distribucion de los genes regulados diferencialmente en distintas rutas metabdlicas. Se
observa una disminucion en la expresion de distintos genes asociados a la cadena
transportadora de electrones mitocondrial. Entre ellos, se encuentran genes que
codifican proteinas de las vias alternativas como NAD(P)H DEHYDROGENASE B2 (NDB2),
AOXza, ALTERNATIVE OXIDASE 1D (AOXazd), distintas NADH-ubiquinoloxidorreductasas
(Tipo I) putativas y el gen que codifica la proteina desacoplante UCP5. Por otro lado, los
genes asociados a la sintesis de tetrapirroles para la sintesis de fotocromobilina se
encuentran inducidos. Esto podria ser coincidente con el aumento en la expresion del gen
que codifica la subunidad menor de Rubisco y genes que codifican proteinas vinculadas al
ciclo de Calvin-Benson. En relacion al metabolismo lipidico, los procesos de degradacion
estarian disminuidos mientras que los procesos de elongacion y desaturacion de acidos
grasos estarian aumentados. El incremento en la expresion de genes que codifican
enzimas modificadoras de glucanos y pectinasas sugiere que las plantas amiCOXz1y-
1/cox17-2 sufririan una modificacion en la estructura de la pared celular. En el
metabolismo secundario se encuentra disminuida la expresion de genes de las rutas de
sintesis de los derivados terpenoides y fendlicos. Se observa, ademas, un incremento en
la expresion de genes relacionados con la degradacion de aminoacidos ramificados. Las
vias metabolicas modificadas son coincidentes con aquellas reportadas en plantas
deficientes en la capacidad respiratoria (Kuhn y col., 2015), en las cuales la modificacion
del metabolismo secundario, la funcion cloroplastica y el metabolismo de la pared se
encuentran alterados. El perfil transcripcional es coincidente con el observado en las

plantas rpoTmp (Kuhny col., 2015).

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 137



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
138 Mitocondrial

minor CHO & Ascorbate, Glutathione Light —
= - Es fm% | starch = ~_ Reactions I ‘
& y [EiSTe | T m e [ 8. " ;
i -] 1 - L
Q) e g i ) " 1
£ ) Sucrose | . A
s 8 i ; (omm Y8 L5
@ = e - OPP
e L N o ~ -
y > 7
—— ™~ | 7 4 ad . a “Photorespiration
i w. nx 0 = cEEN I's : . =
i) - SmEE | | Fermentation Tetrapyrroie
i § {
N A . , r—
e = — = Mito. Electron Transport
| a
TCA - _. 3 4 ] Carbonic anhydrases
s ] y  Amino Acids = L L o = NO,
: o n |m @ = 2 -
N (Waxes | | = "
ga 2 '..'m"" Sl oy m o [0l w e sog
> - ™l 5 - - c1
g b 4 Metab
Il e ® a5
g Flavonekis ® e e
T Maen | S ) ® - ° 4 | ¥ Nucleo-
s e . ° |- tides
Semisc | b L] | |
& Phenylpropanaids & = |
(wno |\ EEOREE

Figura 1. Rutas metabdlicas diferencialmente reguladas en las plantas amiCOX17-1/cox17-2. El mapa
metabdlico se construyé empleando el programa libre MapMan a partir de los datos de expresion. De los
1532 genes incluidos en el analisis, 233 pudieron ser acomodados en las vias metabdlicas mostradas. Los
genes correspondientes se detallan en la Tabla 1 del Anexo Il

De los 1532 genes reqgulados diferencialmente en las plantas amiCOX17-1/cox17-2,
536 se encuentran inducidos mientras que 996 se encuentran reprimidos respecto de las
plantas WT. En la figura 2 se muestra la categorizacion funcional (GO, de sus siglas en
inglés Gene Ontology) de los genes inducidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2. Los
procesos celulares enriquecidos estan vinculados con el metabolismo secundario, la
sintesis de compuestos nitrogenados y la sintesis de acidos carboxilicos (Figura 2).

En la figura 3 se muestra la categorizacion funcional de los genes reprimidos en las
plantas amiCOXz17-1/cox17-2. En la figura 3A se muestran las frecuencias de las categorias
enriquecidas significativamente en este grupo de genes. En la figura 3B se grafican las
categorias de los procesos celulares enriquecidos segun la significancia estadistica
reportada (p < 0.001), pero haciendo una reduccion de los términos GO redundantes. De
este primer analisis se desprende que los procesos bioldgicos reprimidos con mayor
significancia estadistica son respuesta a estimulos (GO:0050896), respuesta a estimulos

quimicos (GO:0042221), metabolitos secundarios, localizacion de lipidos (GO:0010876),

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 138



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
139 Mitocondrial
regulacion bioldgica (GO:0065007), metabolismo secundario (GO:0019748), metabolismo

de toxinas (GO:0009404) y envejecimiento (GO:0007568).

GO Term Fo Fe
GO0009987 cellular process
GO0044238 primary metabolic process

GO0006412 translation 7.5 1.80
GO:0044249 cellular biosynthetic process 20,7 10,40
GO0044281 small molecule metabolic process 12,5 4,90
GO0009058 biosynthetic process 213 11,10
GO0016053 organic acid biosynthetic process 6.1 ;‘@ ‘
GO0046394 carboxylic acid biosynthetic process 6,1 11@
GO:0044271 cellular nitrogen compound 6.5 1,80
GO0034641 celllar nitrogen compound 14,6 6,80
GO:0006807 nitrogen compound metabolic 14,8 7,10
GO0006082 organic acid metabolic process 7.9 2,70
GO0019752 carboxylic acid metabolic process 7.9 2,70
GO0043436 oxoacid metabolic process 7.9 2,70

GO0044283 small molecule biosynthetic process
GO0008152 metabolic process

GO0042180 cellular ketone metabolic process 7.9 2,80
GO:0032787 monocarboxylic acid metabolic
GO0006633 fatty acid biosynthetic process

GO0007017 microtubule-based process 6,75 1,80E-05
GO0044237 cellular metabolic process ; 24,00 1 - 1,80E-05
GO0006629 lipid metabolic process 7.5 2,90 2,59 1,98E-05
GOD0006631 fatty acid metabolic process 438 2,32E-05
GO0051726 regulation of cell cycle 5,40 3,90E-05
GO0071841 cellular component organization or 8.6 3.80 2,26 7,63E-05
GO0071840 cellular component organization or 5,10 2,04 1,01E-04
GO0006259 DNA metabolic process ) 3,38 1,21E-04
GO0006779 porphyrin biosynthetic process 8,50 1,64E-04
GO0009309 amine biosynthetic process 4,43 1,64E-04

7.1 2,20

1,75E-05
580  1,80E-05

GO:0050896 response to stinmlus 1,52 1,64E-04
GO:0006778 porphyrin metabolic process 9,50
GO0009628 response to abiotic stimulus 1,96
GO0033013 tetrapyrrole metabolic process 6,33
GO0033014 tetrapyrrole biosynthetic process 8,50
GO0010035 response to inorganic substance 2,70
GO0071844 cellular component assembly at 3,50
GO0022607 cellular component assembly 3,50
GO0006996 organele organization 245
GO0008652 cellular amino acid biosynthetic 3.86

Figura 2. Términos GO enriquecidos en el grupo de genes inducidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2.
Los términos GO enriquecidos se muestran ordenados segun la mayor significancia estadistica (p < 0,001;
prueba de Fisher). Las frecuencias se muestran como porcentajes de genes totales. Se muestran la
frecuencia observada (Fo), la frecuencia esperada (Fe) y la relacidn Fo/Fe. Las frecuencias y las significancias
fueron obtenidas empleando la herramienta “Pie GoTerms” del programa VirtualPlant.
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A GO Term
GO:0050896 response to stimulus
GO:0042221 response to chemical
GO:0006950 response to stress
GO:0010033 response to organic
GO:0010200 response to chitin
GOD009743 response to
GO0009607 response to biotic i :
GO:0051707 response to other 6,4 2 (
GO0051704 multi-organism process 6,4 ; -
GO0009719 response to endogenous 83 3,7 i
GO0009723 ropome o cinine - NS OSH
GO:0006952 defense response 9 ]
GO:0009751 response to salicylic acid
GOD009725 response to hormone
GOD065007 biological regulation
GO:0009737 response to abscisic acid
GO:0006979 response to oxidative
GO0050794 regulation of cellular
GO:0009404 toxin metabolic process
GO:0009407 toxin catabolic process
GO0009628 response to abiotic
GO:0009620 response to fungus
GO:0019748  secondary metabolic 1.5 : .
GO0009611 response 1o wounding 3,83: 1,38E-03
GO:0009414 response to water ( 3.5 1,55E-05
GO0009415 response to water ) :
GO:0009753 response to jasmonic
GO0031326 regulation of cellular
GO0050789  regulation of biological
GO0009889 regulation of biosynthetic
GO0045449 regulation of transeription
GO:0050832 defense response to
GO0010556 regulation of
GO2000112 regulation of cellular
GO0009651 response to salt stress :
GO:0031323 regulation of cellular 116§
GOD006970 response to osmotic | 39
GO:0010468 regulation of gene
GO:0051171 regulation of nitrogen
GO:0019219 regulation of nucleobase,
GO:0080090 regulation of primary
GO:0009873 ethylene mediated
GO:0006355 regulation of
GOD00T568 aging
GOD071369 cellular response to

B GO0051252 regulation of RNA

Figura 3. Términos GO enriquecidos en el grupo de genes con expresion disminuida en las plantas
amiCOXa7-1/cox17-2. A. Los términos GO enriquecidos se muestran ordenados segun la mayor
significancia estadistica (p < 0,001; prueba de Fisher). Las frecuencias se muestran como porcentajes de
genes totales. Se muestran la frecuencia observada (Fo), la frecuencia esperada (Fe) y la relacion Fo/Fe. Las
frecuencias y las significancias fueron obtenidas empleando la herramienta “Pie GoTerms” del programa
VirtualPlant. B. Procesos celulares enriquecidos en el grupo de genes reprimidos en las plantas amiCOXa7-
1/cox1y7-2. El gréafico de arbol se realizé empleando el programa libre agriGO que permite la reduccion de los
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términos GO redundantes a través de la herramienta "REVIGO” empleando como factor de reduccion o.5
(Medium).
Un analisis con mayor profundidad indicé que, de los 1532 genes expresados

diferencialmente, 433 pertenecen a la categoria de respuesta a estrés (GO:0006950), que
se encuentra incluida en la categoria de respuesta a estimulos mencionada anteriormente
(GO:0050896). La mayoria (332/433) de los genes que integran esta categoria se
encuentran reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2. Tanto la categoria de
respuesta a estrés bidtico como la categoria de respuesta a estrés abidtico se encuentran
enriquecidas entre los genes reprimidos. Con respecto a la respuesta a estrés abiotico, se
observa un enriquecimiento en aquellas categorias que incluyen estrés salino, privacion
de agua, estrés osmatico y estrés por frio (Figura 4A y Tabla 2 del Anexo Ill). En relacion
con las vias metabdlicas involucradas en la respuesta a estrés bidtico, la sefalizacion
mediada por etileno se encuentra disminuida mientras que solo un gen (LIPOXYGENASE

2) perteneciente a la via del acido jasmonico se encuentra inducido (Figura 4B).
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Figura 4. Términos GO enriquecidos en genes de respuesta a estrés y vias metabdlicas asociadas a los
genes de respuesta a estrés bidtico. A. Términos GO enriquecidos en los 433 genes que integran el
término GO “Respuesta a estrés”. Se resaltan en anaranjado los procesos celulares que estan incluidos en
estrés abidtico. B. Mapa de la distribucion de los genes reprimidos (izquierda) e inducidos (derecha) en
distintas vias que participan en la respuesta a estrés bidtico. Los mapas fueron realizados con el programa
MapMan.

Entre los genes reprimidos de respuesta a estrés encontramos genes que
pertenecen a las vias de respiracion alternativa como AOX1a, AOX1d y NDB2. Estos genes

han sido involucrados en la regulacidn retrégrada mitocondrial y forman parte del regulon

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia = 142



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
143 Mitocondrial

mitocondrial (Ng y col., 2014; Van Aken y col., 2010; Van Aken y col., 2013; Zhang y col.,
2014). Recientemente se definid un grupo de 34 genes (genes MRR) que codifican
proteinas, no exclusivamente mitocondriales, que participarian en la respuesta a estrés
mitocondrial y serian regulados por ANACo17 (De Clercq y col., 2013). Entre los genes
reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2, encontramos 10 de los 34 genes que
fueron definidos por De Clercq y col. (2013) y 7 de ellos presentan el motivo que seria
unido por ANACo17 en sus regiones promotoras (Tabla 1). Por otro lado, ninguno de los
34 genes se halla entre los genes inducidos en plantas amiCOXz17-1/cox17-2.

Dado que estos genes fueron agrupados a partir de su induccion luego del
tratamiento con inhibidores de la cadena respiratoria y en plantas mutantes en proteinas
asociadas a la cadena transportadora de electrones mitocondrial, decidimos comparar los
cambios de expresion observados en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 con los resultados
obtenidos en los microarreglos que permitieron definir los genes que integran el requlon
mitocondrial. El solapamiento de todos los datos en un mismo agrupamiento jerarquico

permite una comparacion mas rigurosa de los datos provenientes de distintos ensayos.

Genes reprimidos en plantas amiCOX17-1/cox17-2
ID Nombre del gen logFC valor p
AT3G0930 BCS1 -1,0797 0,006723
AT5G43450 2-0G -1,0811 0,005462
AT1G05680 UGT74E2 -1,1954 0,004159
AT2G04070 MATE -1,2908 0,003388
AT3G22370 AOX1A -1,2933 0,00487
AT5G14730 -1,3486 0,003014
AT4G37370 CYP81D -1,3908 0,003014
AT3G25250 AGCS 0,003388
AT5G09570 0,001961
AT2G47000 ABCB4 0,001131

Tabla 1. Genes de respuesta a disfuncion mitocondrial reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2.
FC; fold change.
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En la figura 5 se muestran los resultados del agrupamiento jerarquico de los
perfiles de expresion de 31 genes que incrementan su expresion en al menos 5

disfunciones mitocondriales segun fue reportado por De Clerqy col. (2013).
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Figura 5. Agrupamiento jerarquico de la expresion de genes inducidos por disfuncion mitocondrial en
plantas amiCOXa17-1/cox17-2, plantas que presentan una disfuncion mitocondrial y plantas tratadas
con inhibidores delos complejos Cl, Clll y CV. El cédigo de colores representa la diferencia de expresion
respecto de plantas control. En el agrupamiento se incluyeron datos provenientes de plantas amiCOXa7-
1/cox17-2 (cox1y), plantas deficientes en AOX1a (aox1a, asAOX1a), plantas mutantes en subunidades del Cl
(ndufsz, ndufai), plantas mutantes en una subunidad del ClI (dsr1, tratadas y no tratadas con acido
salicilico, SA) y plantas con niveles aumentados de AOXia (AOX1aOE). Ademas, se incluyeron datos
provenientes de plantas WT tratadas con inhibidores de los complejos respiratorios (antimicina A, rotenona
y oligomicina en dos concentraciones).
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Como se observa en la figura 5, un grupo de genes cuya expresion se encuentra
disminuida en las plantas amiCOXa17-1/coxi7-2 se encuentra inducido en algunas
condiciones de disfuncidn mitocondrial, sobre todo aquellas derivadas del tratamiento
con inhibidores, entre ellos antimicina A. El perfil transcripcional observado en las plantas
amiCOX17-1/cox17-2 sugiere que la deficiencia en AtCOX17 no genera una disfuncion
mitocondrial relacionada con la inhibicion del transporte de electrones a través de la via
dependiente de citocromo c. Por el contrario, el patrén de expresion de los genes MRR en
las plantas amiCOX17-1/cox17-2 muestra cierta similitud con el patron de expresion
observado en plantas deficientes en el gen de oxidasa alternativa AOXza (Figura 5y
Figura 1 del Anexo lll).

Considerando que, de acuerdo a la Figura 5, un porcentaje considerable de genes
reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 son inducidos por tratamiento con
antimicina A, nos parecio interesante contrastar los patrones globales de expresion
obtenidos en nuestro ensayo con los datos obtenidos a partir de plantas tratadas con este
inhibidor (Ng y col., 2013). En el analisis se incluyeron, ademas, datos de plantas tratadas
con H,0, (generador de estrés oxidativo) y de mutantes en el factor de transcripcion
ANACoz1y, que actuaria como un regulador primario de la expresion de AOX1a y de otros
genes en respuesta a antimicina Ay H.O, (Ng y col., 2013). Como puede observarse en la
Figura 6, las plantas amiCOX17-1/cox17-2 muestran un perfil de expresidon opuesto para
varios de los genes tanto en las plantas WT como en las plantas mutantes en ANACo1y
(rao2) tratadas con antimicina A o H,O, (ver Figura 2 en Anexo lll). Esto refuerza la idea de
que las plantas deficientes en AtCOX17 presentan una alteracidn en la expresion de genes
de respuesta a estrés, originado tanto por una disfuncion mitocondrial, como en el caso
de antimicina A, como por un incremento en EROs (tratamiento con H,0,). Por otra
parte, no se observo una respuesta diferencial del grupo de genes dependientes de
ANACo17. Esto implicaria que la disminucion de la expresion de los genes de respuesta a
estrés en las plantas amiCOXa17-1/cox17-2 no seria exclusivamente dependiente de

ANACo17.
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Figura 6. Agrupamiento jerarquico de la expresion de genes regulados en plantas amiCOX17-1/cox17-2
y plantas WT o mutantes en ANACoz1y (rao2z y anaco1y7-1) tratadas con antimicina A o H.0.. El codigo de
colores representa la diferencia de expresion respecto de plantas control.

Para corroborar los datos obtenidos a partir del ensayo de microarreglos se
selecciond un grupo de genes cuya expresion se encontraba reprimida en plantas
amiCOX17-1/cox17-2 y ademas presentaban un interés particular para el desarrollo de
esta tesis, dado que muchos de ellos habian sido vinculados con la respuesta estrés. En la
tabla 2 se muestran los genes seleccionados. Como puede observarse (Figura 7) la
expresion de la mayoria de los genes estudiados fue concordante con el resultado
obtenido en el ensayo de microarreglos. La expresion de BCS1 y de At5gogs570 no mostrd
una diferencia significativa respecto del control, mientras la expresion de WRKy63 y de

ANACo42 no pudo cuantificarse adecuadamente debido a problemas técnicos.
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Genes elegidos para la validacién del ensayo de microarreglos en las plantas amiCOX17-
1/cox17-2
ID Nombre valor p Funcion sugerida Referencia
del gen
Protel localizacion mi ol
AT3G50030  BCS1  -1,0797 ' oreina de localizacion mitocondria Ho y col., 2008
que participa en la respuesta a estrés.
Factor de transcripcion que participa en
AT2G44840 ERF1 -1,1647 la respuesta a estrés salinoy por sequia Chengy col., 2013
a través de la via del etileno.
Factor de transcripcion que actuaria
como regulador de los genes que De Clerq y col.,
AT1652890 ANAC019 -1,2918 .
presentan el dominio MDM en sus 2013
secuencias promotoras.
Factor de transcripcion que actia como
ATAG23810 WRKY53 -1,2947 regulador f:lave d?l |n.|f:|9 dela , Zentgraf, Launy
senescencia, estrés bidtico y estrés Miao, 2010
abidtico.
AT3G22370 AOXIa  -1,2933 Protema.d.e localizacidn mltocondrlzlﬂl Van Akeny col.,
gue participa en la respuesta a estrés. 2009
ATIG66600 WRKY63 -1,4350 |2ctorde transcripcion central en la Reny col., 2012
respuesta a sequia mediada por ABA.
Proteina de localizacion mitocondrial Van Akeny
AT5G09570 -1,7215 involucrada en la respuesta a estrés. Whelan, 2012
Factor de transcripcion que participa en .
h -Sch
AT4G25470 CBF2 la respuesta a estrés por bajas Sharabi-Schwager
y col., 2010
temperaturas.
. . Sagay col., 2012;
Factor de transcripcion que participa en Shahneiat-
AT2G43000 ANAC042 la respuesta a estrés por calory en la .J
sintesis de fitoalexinas Bushehriy col.,
) 2013
p . localizacion mi ol
AT1G32350 AOXI1d roteina de localizacion mitocondrial -0 01 9006
que participa en la respuesta a estrés.

Tabla 2. Lista de genes cuya expresion fue analizada mediante RT-qPCR en las plantas amiCOX17-

1/cox17-2. Se muestran los logFC y el valor p obtenido luego del analisis estadistico de los datos del ensayo

de microarreglos. Ademas, la funcion sugerida por la cual fueron elegidos y la referencia correspondiente.
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Figura 7. Medicion de los niveles de transcriptos de genes seleccionados en plantas amiCOX17-1/cox1y-
2. Los niveles de transcripto fueron determinados mediante RT-qPCR en réplicas de las muestras
empleadas para la realizacion del ensayo de microarreglos. Se incluyd en este ensayo, ademas, un grupo de
plantas amiCOX17-1/cox17-2 (p) cuyo diametro de roseta era menor que el de las plantas incluidas en el
ensayo de microarreglos. Los resultados se expresan en unidades relativas a los niveles de expresion en
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plantas WT. Las barras de error representan la SD obtenida entre dos grupos de plantas empleados en cada
caso. El experimento se repitid cinco veces obteniéndose resultados similares. Letras distintas indican
diferencias significativas con respecto a plantas WT (p < o,05, ANOVA; prueba de Tukey para

comparaciones multiples).
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PARTE B

7.4.3.2.2. LOS GENES ATCOX17 SON INDUCIDOS POR ROTENONA Y ANTE DISTINTAS
SITUACIONES DE ESTRES.

Informes previos indicaron que los genes AtCOXiy son inducidos ante
determinadas situaciones de estrés (Attallah y col., 2007; Balandin y Castresana, 2002).
Para evaluar esto en mayor detalle, analizamos la expresion de estos genes luego del
tratamiento con inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial y con agentes que
imponen una situacion de estrés celular global®.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos para la expresion de AtCOX17-
1y AtCOXzy-2 en plantas tratadas con rotenona y antimicina A. Como se menciond en el
capitulo introductorio, la molécula de rotenona es un inhibidor del Cl, mientras que la
antimicina A es un inhibidor del Clll. El tratamiento con rotenona se realizé6 mediante
infiltracion o aspersion con una solucion de rotenona 40 pM. Para el tratamiento con
infiltracion se emplearon 2 grupos de 10 plantas crecidas durante 8 dias en medio MS
0,5%, mientras que para la aplicacion mediante aspersion se emplearon 2 grupos de 10
plantas crecidas durante 25 dias en sustrato sdlido. La aplicacion de la solucion de
antimicina A 20 pM se realizé con pincel en la cara adaxial de hojas de plantas adultas (ver
Materiales y Métodos 6.2.24). Como control de la eficiencia de los tratamientos aplicados
se cuantificd la expresion el gen AOXza, cuya expresion se induce en las condiciones
experimentales ensayadas (Umbach y col., 2012).

El tratamiento con rotenona produce la induccion de AtCOXz7-1 de manera
significativa, aunque en menor medida respecto de lo observado para AOXza, tanto
cuando la aplicacion se realizd mediante infiltracion (280 minutos) como cuando se
realizé mediante aspersion (30 minutos) (Figura 8A). La expresion de AtCOX17-2 no es
modificada luego del tratamiento con rotenona. Dado que el tratamiento con rotenona

no produce cambios en la actividad COX (Meyer y col., 2009), sino un incremento en el

* Distintos autores proponen que las situaciones de estrés pueden clasificarse entre aquellas que afectan el
funcionamiento de la mitocondria de aquellas situaciones que generan un estrés celular globalizado. La
aplicacion de inhibidores mitocondriales afectaria solo el funcionamiento de la cadena transportadora
mientras que situaciones de estrés globalizados incluyen NaCl, sequia, UV-B, alta intensidad, H.O-, entre
otras.
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transporte de electrones a través de las vias alternativas, se puede postular que el
incremento de la expresion de AtCOX17-1 no esta ligado a cambios en la actividad del CIV.
Probablemente, el cambio de expresion esté asociado al aumento de EROs que tiene
lugar como consecuencia de la disfuncion del CI (Meyer et al, 2009). En el caso de
antimicina A, si bien el tratamiento fue efectivo, dado que se increment¢ la expresion de
AOXza, no se produjo una alteracion de la expresion de AtCOX17-1 ni de AtCOX17-2
(Figura 8B). Esto indicaria que la expresion de los genes AtCOX17 no responde a una
inhibicion del transporte de electrones a través de la via dependiente de citocromo c. De
hecho, la expresion de los genes AtCOX17 no se encuentra modificada en plantas
mutantes en proteinas accesorias al Clll, sequn la base de datos de microarreglos
GENEVESTIGATOR.

La expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 no se encuentra inducida en plantas
mutantes que presentan disfuncion mitocondrial segun Schwarzlander y col (2012). Sin
embargo, si se observa una induccidon de la expresion de ambos genes luego del
tratamiento con rotenona y oligomicina (ver Figura 3 en Anexo lll). Esto podria indicar que
la induccion de los genes AtCOX1y esta relacionada con los cambios rapidos que ocurren
cuando se realiza un tratamiento con rotenona u oligomicina, como la induccion de las
vias alternativas, la remodelacion del metabolismo y, en el caso de oligomicina, la
induccion de genes de respuesta a estrés biotico (Geisler y col., 2012; Meyer y col., 2009).
La induccidon de los genes AtCOX17 luego de un estrés abidtico ha sido sugerida
previamente y se observa al analizar las bases de datos de microarreglos (Attallah y col.,

2007; Balandin y Castresana, 2002).
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Figura 8. Expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas tratadas con inhibidores de la cadena
respiratoria. A. Efecto del tratamiento con rotenona sobre los niveles de expresion de AOXza, AtCOX17-1y
AtCOXzy-2 en plantas crecidas durante 8 dias (infiltracion) o 25 dias (aspersion). Las muestras fueron
tomadas en los tiempos indicados luego de la aplicacion del inhibidor. B. Niveles de expresion de AOX1aq,
AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas crecidas durante 25 dias y tratadas con antimicina A. Las muestras se
tomaron en los tiempos indicados en el grafico luego de la aplicacion del tratamiento. Los resultados se
expresan en unidades relativas a los niveles de expresion antes del tratamiento. Las barras de error
representan la SD obtenida entre los dos grupos de plantas empleados para cada tipo de tratamiento. El
experimento se repitid cinco veces obteniéndose resultados similares. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al control (p < 0,05, ANOVA; prueba de Fisher).

Entre los genes que pertenecen al regulon mitocondrial, AOXza ha sido estudiado
en mayor profundidad, habiéndose descripto distintos factores de transcripcion que
regulan su expresion. Ademas, el perfil de expresion de los genes regulados de forma
positiva en plantas amiCOX17-1/cox17-2 es muy similar al obtenido en las plantas
mutantes aoxza (Figura 1, Anexo lll). En base a esto, nos preguntamos si los genes
AtCOX1y podrian estar regulados por factores de transcripcion descriptos como
reguladores de AOXza.

El factor de trascripcion ABIl4 participa en la respuesta de AOXza a rotenona
(Giraud y col., 2009). ABl4, perteneciente a la familia AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE
RESPONSE FACTOR), es un factor de transcripcion versatil que regula diversos procesos
celulares, habiendo sido identificado por su participacion en la respuesta a ABA (Wind y

col., 2013). Particularmente, actia como un represor de AOXza interactuando con un
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elemento CE1 que interrumpe la caja G del promotor de AOXza, necesaria para la
activacion transcripcional del mismo (Giraud y col., 2009; Yamaguchi-Shinozaki y
Shinozaki, 2006). La anulacion de la represion de AOXza por ABl4 es necesaria para que
ocurra un incremento significativo en la expresion de este gen durante la respuesta a
rotenona y ABA (Giraud y col., 2009). En funcidon de estos antecedentes, decidimos
investigar si AtCOX17-1 y AtCOX17-2 podrian compartir una via de regulacion similar a la
observada para AOXza en relacion al factor de transcripcion ABl4.

El primer experimento que decidimos realizar fue evaluar los niveles de expresion
de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas mutantes en ABl4 (abis-1). Se evalud también, a
modo de control del experimento, la expresion de AOXza, cuya expresion debe estar
aumentada en las plantas abis-1 (Giraud y col., 2009). Como puede observarse en la
figura 9, los niveles de expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 estan aumentados en las
plantas abi4-1. Este incremento seria especifico para abis-1, dado que no se observo el
mismo comportamiento en las plantas mutantes en ABI3 (abi3-1 y abi3-2), que codifica

otro factor de transcripcion involucrado en la via de sefalizacion del ABA (Monke y col.,

2012).
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Figura 9. Niveles de expresion de AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AOXza en plantas abi4-1. Losniveles de
expresion de AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AOX1a fueron medidos mediante RT-gPCR en plantas abi4-1, abi3-1,
abiz-2y WT. Las muestras de ARN fueron obtenidas a partir de plantas crecidas en medio MS o,5x durante 4
dias. Los resultados se expresan en unidades relativas a la expresion en la planta WT. Las barras de error
representan la SD de cuatro muestras independientes (cada muestra incluye 5 plantas de cada genotipo)
evaluadas en un mismo ensayo. Las columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p <
0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Nos preguntamos entonces si los genes AtCOXz7-1 y AtCOXizy-2 estarian

regulados por ABA vy si su expresion depende de ABI4 en presencia de ABA. En plantas
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WT, la expresion de ambos genes aumenta luego de 180 minutos de incubacidn en medio
MS o,5x suplementado con 10 uM ABA (Figura 10A). Por otra parte, en las plantas abi4-1
el aumento de la expresion de AtCOXi7-1 y AtCOX17-2 como consecuencia de la
aplicacion de ABA es menor que el incremento observado en las plantas WT (Figura 10B).
En forma similar a lo reportado para la expresion de AOXza, el aumento de la expresion
de AtCOXz17-1 y AtCOX17-2 mediado por ABA podria depender del factor de transcripcion
ABI4.
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Figura 10. Los genes AtCOX1y serian regulados por ABA a través del factor de transcripcion ABl4. A.
Niveles de expresion, medidos mediante RT-qPCR, de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas WT crecidas en
medio MS o,5x durante 4 dias y luego incubadas en medio MS o,5x liquido en presencia de ABA 10 uM. Los
datos se expresan en unidades relativas respecto de la expresion del gen antes de la adicion de ABA (t=0).
Las barras representan la SD de dos ensayos independientes evaluados en un mismo ensayo de RT-qPCR.
B. Niveles de expresion de AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AOXz1a en plantas WT vy abi4-1 tratadas como se
describio previamente. Los datos se expresan en unidades relativas a la expresion en plantas WT sin
tratamiento. Las barras de error representan la SD entre dos ensayos independientes. El experimento se
repitid cuatro veces obteniéndose resultados similares a los presentados en esta figura. Las columnas con
diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones
multiples).

En Arabidopsis, ABl4 reconoce el elemento CEx1 [CCAC(G)] en la secuencia
promotora de sus genes blanco (Bossi y col., 2009; Niu y col., 2002; Yang y col., 2011). El

95% de los genes blancos de ABIl4 presenta la secuencia CCACG, mientras que el 80%
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contiene la secuencia CACC en sus regiones promotoras (Reeves y col., 2011). El
elemento CE1 se superpone con una region de g9 nucledtidos [GACACGTGT] que incluye
la caja G de Arabidopsis. ABl4 actuaria como un regulador negativo de la transcripcion de
genes regulados por cajas G (Acevedo-Hernandez y col., 2005; Koussevitzky y col., 2007;
Wind y col., 2013). La interaccion ABl4-AOXz1a ocurre en una region que comprende al
elemento B [CGTGAT] de la secuencia promotora de AOXza, siendo el elemento B un
regulador negativo de la transcripcion de dicho gen (Giraud y col., 2009). Si bien AOXza y
los genes AtCOX17 podrian compartir una via de regulacion mediada por ABls, la
regulacion de los genes AtCOXzy por ABIl4 seria indirecta dado que las secuencias
promotoras (-3000 bp) de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 no presentan el elemento CE1 en la
posicion correcta ni el elemento B al cual se une ABIl4 en la secuencia promotora de
AOXza (Giraud y col., 2009). Sin embargo, ensayos de simple hibrido sugieren que la
secuencia reconocida por ABIl4 es mas flexible que la secuencia candnica propuesta. El
40% de los genes sugeridos como blancos para ABl4 en la sefalizacion por ABA no
contienen el sitio CE1 (Reeves y col., 2011). En relacion a los sitios de respuesta a ABA que
se encuentran en el promotor de AOXz1aq, las secuencias promotoras de AtCOX17-1 y
AtCOXzy7-2 no contienen los sitios ABRE (de sus siglas en inglés ABA-Responsive Element)
de respuesta a ABA, si bien tanto AtCOX17-1 como AtCOX1y-2 son inducidos por ABA
(Narusaka y col., 2003; Yoshida y col., 2010). La regulacion de los genes AtCOX1y
mediada por ABA podria ocurrir como consecuencia de la presencia de sitios MBS y MRE,
cuyas secuencias son reconocidas por factores de transcripcion de la familia MYB. Si bien
los sitios MBS y MRE intervienen en la respuesta a deshidratacion y a luz, los factores
MYB que los unen estan involucrados en las respuestas a ABA (Katiyar y col., 2012;
Prouse y Campbell, 2012). Son necesarios mas experimentos para determinar la via a
través de la cual ABl4 regula la expresion de los genes AtCOX1y.

También se procedid a estudiar la expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en
condiciones de estrés no directamente relacionadas con la inhibicion de la cadena
respiratoria. Los resultados obtenidos indican que tanto AtCOXz17-1 (Figura 11A) como

AtCOXzy-2 (Figura 11B) se inducen en las distintas situaciones de estrés estudiadas:

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 155



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
156 Mitocondrial
tratamiento con NaCl 250 mM, exposicion a radiacion UV-B durante 15 minutos,
tratamiento con alta intensidad luminica o tratamiento con metil violdgeno (MV) (Figura
11). Ademas, se evalud la expresionde AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en plantas crecidas en
medio MS o,5x durante 15 dias e incubadas con CuSO, (Figura 11). Ambos genes

respondieron de manera similar a las distintas condiciones evaluadas.
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Figura 11. Expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 durante distintas situaciones de estrés. Las plantas
fueron crecidas en sustrato sdlido durante 15 dias (Control 1) y luego tratadas con luz UV-B durante 15
minutos, expuestas a alta intensidad luminica (HL) durante 4 horas o tratadas por aspersion con metil
violégeno (MV) 10 pM durante 24 horas. En forma alternativa, las plantas fueron crecidas en medio MS o,5x
(Control 2) y luego incubadas en medio MS o,5x liquido suplementado con NaCl 250 mM o con CuSo, 300
MM durante 1 hora. Transcurridos los tiempos descriptos se tomaron las muestras para extraccion de ARN y
posterior analisis de la expresion de los genes de interés mediante RT-qPCR. Los resultados se expresan en
unidades relativas a la expresion en la condicion Control correspondiente. Las barras de error representan la
SD obtenida a partir de dos ensayos realizados de manera independiente. Los columnas con diferentes
letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones
multiples).

7.4.3.2.3. LADISMINUCION DE LA EXPRESION DE LOS GENES ATCOX17 EN FORMA
INDIVIDUAL MODIFICA LA RESPUESTA A DETERMINADAS CONDICIONES DE ESTRES

Considerando los cambios de expresion observados en plantas amiCOX17-1/cox17-
2y el hecho de que los genes AtCOX17 son inducidos ante diversas condiciones de estrés,
decidimos evaluar el comportamiento de plantas con niveles de expresion reducidos de
AtCOX17-1 0 AtCOX17-2 en dichas condiciones. Para esto, analizamos el comportamiento

de estas plantas luego de tratamientos con rotenona, NaCl y ABA.
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A. El silenciamiento en forma individual de AtCOXa17-1 o AtCOX17-2 no modifica
la expresion de genes que responden a una inhibicién de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial.

Con el objetivo de determinar si cambios en los niveles de expresion de AtCOX17-1
o de AtCOX17-2 modifican la expresion de genes nucleares mediante la via retrograda, se
cuantifico la expresion de dos genes de sefalizacion retrograda (AOXza y NDB2) en
plantas amiCOX17-1, coxi7-2 y amiCOX17-1/cox17-2 luego de la generacidon de una
disfuncion mitocondrial mediante la inhibicion del Cl. En la figura 12 se muestran los
niveles de expresion de AOXza y NDB2 en plantas WT y plantas con niveles de expresion
disminuidos de los genes AtCOX17 luego del tratamiento con rotenona. No se observaron
diferencias en los niveles de expresion de los genes estudiados luego del tratamiento con
rotenona en las plantas amiCOX17-1 y cox1y-2 respecto de las plantas WT (Figura 12A).
Este resultado indicaria que la disminucion de los niveles de expresion de los genes
AtCOX1y7 de manera individual no modifica la capacidad de las plantas de Arabidopsis
para responder a una deficiencia mitocondrial, al menos cuando la disfuncion ocurre a
través del Cl e involucra la regulacion de la expresion de AOXz1a y de NDB2. Sin embargo,
cuando la disminucion de la expresion de los genes AtCOXz7 ocurre de manera
simultanea se observa una disminucion en la induccion de AOXza y de NDB2 luego del
tratamiento con rotenona (Figura 12B). Considerando que las plantas amiCOX17-1/cox17-
2 tienen menores niveles de transcripto de AOX1a y NDB2, no podemos concluir que el
cambio observado sea representativo de una modificacion en la respuesta ante una
inhibicion del Cl, ya que la magnitud de la respuesta no se veria modificada. Los
resultados indican que AtCOX17-1 y AtCOX17-2 no participarian en la via de sefializacion
retrograda mitocondrial que involucra a AOX1a que es, hasta la fecha, la mas estudiada.
Sin embargo, no puede descartarse su participacion en otras vias de seializacion

retrégrada que involucren otros genes.
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Figura 12. Expresion de genes que participan en la sefializacion retrégrada mitocondrial en respuesta a
rotenona en plantas con niveles de expresion disminuidos de los genes AtCOXzy. Los niveles de
expresion fueron evaluados mediante RT-gPCR en plantas WT, amiCOX17-1 ycox1y-2 crecidas durante 10
dias en medio MS o,5x (A) o en plantas amiCOX17-1/cox17-2 crecidas durante 20 dias junto con su
respectivo control (B). Las plantas fueron incubadas en medio MS o,5x suplementado con rotenona 40 pM
durante 180 minutos o con etanol 80% (Control). Los resultados se expresan en unidades relativas a la
expresion en la planta WT en la condicion Control. Las barras de error representan la SD obtenida a partir
de dos ensayos realizados de manera independiente. Las columnas con diferentes letras implican
diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

B. El silenciamiento en forma individual de los genes AtCOX17 modifica la expresion
de genes de respuesta a estrés luego de un tratamiento con NaClCon el objetivo de analizar

la posible participacion de AtCOXzy7-1 y AtCOX1y-2 durante la respuesta a estrés, se
evalud la expresion de distintos genes de respuesta a estrés en plantas con niveles de
expresion disminuidos de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 luego del tratamiento con NaCl 250
mM. Para seleccionar los genes marcadores de la respuesta a estrés a evaluar se
consideraron tanto genes de respuesta a estrés globalizado cuya respuesta a NaCl habia
sido demostrada en la bibliografia, como genes de respuesta a estrés cuya expresion esta
modificada en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 de acuerdo al ensayo de microarreglos

(Gupta y Huang, 2014; Msanne y col., 2011; Ozgury col., 2014).
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Dentro de los genes sugeridos por la literatura consideramos integrantes de los
distintos sistemas detoxificadores de EROs (catalasas, superdxido dismutasas vy
miembros del ciclo ascorbato-glutation) y genes reporteros de estrés por NaCl sin funcion
fisiologica asociada. En la figura 13 se muestra la expresion de genes de respuesta a estrés
cuya expresion es regulada por NaCl segun la bibliografia y las bases de datos de
microarreglos consultadas. Entre los genes de respuesta a estrés por NaCl estudiados en
este trabajo, la expresion de CATALASE 3 (CAT3) no aumentd en las plantas amiCOX17
luego del tratamiento con NaCl 250 mM, mientras que se observo un incremento mayor a
5 veces (5,9 £ 2,3) en las plantas WT tratadas respecto de su control. Ademas, L-
ASCORBATE OXIDASE (ASO) y RESPONSIVE TO DEHYDRATION 29B (RD29B) mostraron
un incremento significativamente menor en las plantas amiCOX17-1 y amiCOX17-2
respecto de la planta WT luego del tratamiento con NaCl (1,3 £ 0,2, 1,5+ 0,2y 3,211 0,3,
respectivamente). Entre los genes estudiados que respondieron al tratamiento con NaCl,
ASCORBATE PEROXIDASE 1 (APX1), FERRITIN 3 (FER3) y PEROXIREDOXIN IIF (PERIIF) no

mostraron diferencias significativas en las plantas amiCOX17-1 0 amiCOX17-2 respecto de

plantas WT (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de genes de respuesta a estrés en plantas amiCOX17-1 y amiCOX17-2 luego del
tratamiento con NaCl 250 mM. Los niveles de expresion fueron evaluados mediante RT-qPCR en plantas
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WT, amiCOX17-1 y amiCOXa7-2 crecidas durante 8 dias en medio MS o,5x e incubadas con NaCl 250 mM
durante 60 minutos o incubadas en medio MS o,5x (Control). Los resultados se expresan en unidades
relativas a la expresion en la planta WT en la condicion Control. Las barras de error representan la SD
obtenida a partir de tres ensayos realizados de manera independiente. Las columnas con diferentes letras
implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Dado que algunos de los genes evaluados no fueron inducidos mediante la
aplicacion de NaCl 250 mM, se decidio evaluar su expresion en otro disefio experimental.
En esta oportunidad, se obtuvieron muestras de ARN provenientes de plantas crecidas en
sustrato solido durante 30 dias y regadas con NaCl 100 mM (ver Materiales y Métodos
6.2.21A). Este nuevo disefio experimental permitié cuantificar el cambio de la expresion
en plantas WT de COLD-REGULATED 15A (COR15A), Fe SUPEROXIDE DISMUTASE 1
(FSD1), RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOGUE D (RBOHD), RESPIRATORY BURST
OXIDASE HOMOLOGUE F (RBOHF) y RESPONSIVE TO DEHYDRATION 29A (RD29A).
Entre estos genes, COR15A y RD29A mostraron una regulacion diferencial en las plantas
amiCOXa7-1y amiCOX7-2 con respecto a las plantas WT luego del riego con NaCl (Figura
14). En el caso de CORi5A, se observd una respuesta disminuida soélo en plantas
amiCOX17-2, mientras que la expresion de RD29A fue significativamente menor en
ambos tipos de plantas luego del tratamiento con NaCl (Figura 14). APX1, RBOHD vy
RBOHF no presentaron diferencias significativas con plantas WT. Finalmente, el cambio
en la expresion de FSD1 en las plantas amiCOXa7-2 fue significativamente mayor que en

plantas WT (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de genes de respuesta a estrés en plantas amiCOX17-1 y amiCOX7-2 luego del
tratamiento con NaCl 200 mM. Los niveles de expresion fueron evaluados mediante RT-gPCR en plantas
WT, amiCOX17-1 y amiCOXa7-2 crecidas durante 30 dias en sustrato sélido y luego regadas con NaCl 100
mM. Las muestras se tomaron 180 minutos luego del riego. Los resultados se expresan en unidades
relativas a la expresion en la planta WT en la condicion Control. Las barras de error representan la SD
obtenida a partir de tres ensayos realizados de manera independiente. Las columnas con diferentes letras
implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

También se evalud la expresidon de un grupo de genes de proteinas mitocondriales
de respuesta a estrés cuya expresion esta disminuida en las plantas amiCOX17-1/cox1y-2.
En la figura 15 se muestran los niveles de expresion de estos genes luego del tratamiento
con NaCl 250 mM. Como puede observarse, la expresion de los genes de proteinas
mitocondriales evaluados se incremento luego del tratamiento con NaCl en las plantas
WT (Figura 15A). Sin embargo, la expresion de dichos genes en las plantas amiCOX1y
luego del tratamiento fue significativamente menor que la observada en plantas WT, ya
que los mismos no fueron inducidos en las plantas silenciadas (Figura 15A). En particular,
la expresion de NDB2 esta disminuida aun en la condicion control. Este resultado nos
permitiria sugerir que una disminucidon en los niveles de AtCOX17-1 o AtCOX1y-2
produciria una inhibicion de la respuesta a estrés de un grupo de genes de proteinas
mitocondriales de codificacion nuclear. Este comportamiento se observa en respuesta a

un estrés de tipo global, como es el caso del tratamiento con NaCl, pero no ante la
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inhibicion de la cadena transportadora de electrones (Figura 12). Ademas de este grupo
de genes, también se observa una disminucion en la respuesta de otros genes
involucrados en la respuesta a estrés salino pero no relacionados con la funcion

mitocondrial (Figuras 13y 14).
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Figura 15. Expresion de genes de proteinas mitocondriales y de factores de transcripcion en plantas con
niveles de expresion reducidos de AtCOX17-1 o AtCOXz7-2 luego del tratamiento con NaCl 250 mM. A.
Niveles de expresion de genes de proteinas mitocondriales de respuesta a estrés. B. Niveles de expresion de
genes que codifican factores de transcripcion involucrados en la respuesta a estrés en plantas. Estos genes
fueron evaluados dado que su expresion se encuentra disminuida en las plantas amiCOX17-1/cox17-2. Las
muestras de ARN fueron obtenidas a partir de plantas crecidas durante 8 dias en medio MS o,5x e
incubadas con NaCl 250 mM durante 60 minutos o incubadas en MS o,5x (Control). Los resultados se
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expresan en unidades relativas a la expresion en la planta WT en la condicion Control. Las barras de error
representan la SD obtenida a partir de cuatro ensayos realizados de manera independiente. Las columnas
con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para
comparaciones multiples).

Finalmente, se evalud un grupo de genes que codifican factores de transcripcion
involucrados en la respuesta a estrés cuya expresion estd disminuida en las plantas
amiCOXa7-1/cox17-2. A diferencia de lo observado para los genes de respuesta a estrés
que codifican proteinas de expresion mitocondrial, la expresion de los genes evaluados no
se modifico significativamente luego del tratamiento con NaCl efectuado, excepto para el
caso de ANACo19, cuya expresion se incrementd mas de tres veces (Figura 15B). En este
caso, se observd una respuesta reducida en las plantas amiCOXa7-2 pero no en las
amiCOX17-1. Se debe notar, ademas, que la expresion del gen ERF1 es menor en las
plantas amiCOXa7 que en plantas WT en condiciones control (Figura 15B).

Estos resultados nos permitirian sugerir que la disminucion en forma individual de
los niveles de expresion de AtCOX17-1 o AtCOX1y-2 altera la respuesta a estrés por NaCl
en plantas de Arabidopsis, generando plantas que no inducen todos los mecanismos de
respuesta observados en plantas WT. Si bien seria necesario un estudio global de la
transcripcion en las plantas amiCOX17 en condiciones de estrés para poder definir redes o
vias que estén especialmente alteradas, podemos reconocer que los mecanismos
detoxificantes y las vias mitocondriales alternativas estarian reprimidas, lo que podria
originar una respuesta deficiente de las plantas ante una situacion de estrés. La falta de
induccidn de CAT3 podria indicar una deficiencia en el sistema de detoxificacion de H.O,
generado como consecuencia de la imposicion del estrés (Jannat y col., 2011; Zhang y
col.,, 2013). Sin bien APX1 puede detoxificar H,O,, se ha propuesto que la enzima
codificada por este gen actuaria como regulador de EROs en concentraciones fisiologicas
mientras que CAT3 actuaria cuando se genera el burst oxidativo (Mhamdi y col., 2010).
Por otro lado, APX1 requiere ascorbato (AA) como reductor para detoxificar H,O,
(Caverzan y col., 2012; Miller y col., 2010; Shigeoka y col., 2002). La disminucion de los
niveles de ASO podria derivar en una alteracion en los niveles de AA disponibles

afectando la performance de las plantas amiCOX17 frente a una situacion de estrés. La
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falta de activacion de RD29A y de RD29B es llamativa, dado que estos genes son
marcadores por excelencia de la presencia de un estrés osmotico, por frio o por NaCl
(Msanne y col., 2011; Shinozaki y col., 2003). Los resultados obtenidos indicarian que las
plantas amiCOX17-1 y amiCOX17-2 no perciben el estrés por NaCl a través de esta via
pero pueden activar algunos genes del sistema antioxidante.

La disminucion en la expresion de los genes de proteinas mitocondriales es
llamativa y permite extraer dos conclusiones. Primero, la disminucion de forma individual
en los niveles de AtCOX17-1 o AtCOX17-2 modifica la regulacion de la expresion de genes
de expresion mitocondrial cuando el estrés es generalizado, mientras que no se observa
modificacion cuando el estrés se debe a la inhibicion de la cadena respiratoria
mitocondrial. Podriamos pensar que la cascada de eventos que se desencadenan en el
citosol y en otras organelas en una planta WT en condiciones de estrés deriva en el
aumento de la expresion transcripcional de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 y que esa induccion
es necesaria para activar o tal vez reforzar la activacion de las vias alternativas.

La disminucién en forma individual de los niveles de expresion de AtCOX17-1 o
AtCOXz7-2 no modifica la expresion de los factores de transcripcion evaluados tanto en
condicidn control como luego del estrés, con excepcion de ERFi1. De los factores de
transcripcion evaluados, solo los niveles de expresion de ANACo19 se modificaron como
consecuencia del tratamiento con NaCl. Esto es coincidente con su participacidn en vias
de sefalizacion mediadas por ABA y con el hecho de que los genes blanco de este factor
de transcripcion responden a NaCl, UV-B y privacion de hierro (De Clercq y col., 2013;
Hickman y col., 2013; Jensen y col., 2010; Lindemose y col., 2013). Dado que la mayor
parte de los genes que codifican factores de transcripcion evaluados no fueron regulados
por el tratamiento con NaCl, no es posible concluir si la respuesta a estrés de los mismos
estd alterada en las plantas deficientes en AtCOXay. Para evaluar esto, se deberian
analizar condiciones de estrés en las que dichos genes se induzcan. Por otra parte, para la
mayoria de los genes estudiados no se observd una disminucion en la expresion en
condiciones control en las plantas silenciadas en forma individual, mientras que los

niveles de expresion de estos genes si se encuentran disminuidos en las plantas
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amiCOXa7-1/cox17-2 en esas condiciones. Esto podria deberse a la existencia de
redundancia funcional entre AtCOX17-1 y AtCOX17-2. De este modo, el efecto del
silenciamiento individual se pondria de manifiesto sélo en condiciones en que estas
proteinas son requeridas en mayores cantidades, como por ejemplo en condiciones de

estrés.

C. El silenciamiento de los genes AtCOX17 tiene una consecuencia fisiologica durante
la respuesta a estrés por NaCl.

Los resultados hasta aqui obtenidos nos permiten sugerir que cambios en los
niveles de expresion de AtCOX17-1 o AtCOX1y-2 producen un cambio en la regulacion de
la expresion génica en plantas de Arabidopsis sometidas a estrés por NaCl. En vista de
estos resultados, nos preguntamos si las modificaciones transcripcionales observadas
generan una consecuencia fenotipica en las plantas amiCOX17-1 y amiCOX17-2 cuando
son sometidas a un estrés prolongado por NaCl. El tratamiento con NaCl se aplico, como
se detalla en la seccion de Materiales y Métodos 6.2.21, en plantas de 20 dias crecidas en
condiciones de dia corto.

Para evaluar el efecto del tratamiento, se midio el desarrollo de la roseta durante
47 dias luego del inicio del tratamiento (Figura 16A) y el contenido de clorofila al dia 45
(Figura 16B). La eleccion de estos parametros como reporteros del estrés causado en
plantas de Arabidopsis radica en que el estrés salino en plantas presenta dos fases: una
fase rapida u osmotica que inhibe el crecimiento de las hojas jovenes y una lenta o salina
que acelera la senescencia de las hojas (Gupta y Huang, 2014). Se estudio el crecimiento
de la roseta como indicador de la fase osmaética y el contenido de clorofila como indicador
de la senescencia. Como se deduce de la figura 16, no se observaron diferencias
significativas en el desarrollo de la roseta ni en el contenido de clorofila total entre las
plantas amiCOX17 y las plantas WT. De acuerdo a esto, debemos concluir que la
disminucion de los niveles de expresion de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 no genera cambios

evidentes en la sensibilidad al estrés por NaCl.
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Figura 16. Desarrollo de la roseta y contenido de clorofila en plantas amiCOX17 luego del tratamiento
con NaCl. A. El desarrollo de la roseta (DR) se calculd como la relacion entre el didmetro mayor vy el
diametro menor de cada una de las plantas evaluadas a partir del dia 20 de crecimiento en condiciones de
dia corto. El valor de desarrollo de la roseta graficado se obtiene de la relacion DRnaci/DRcontrol. ESte ensayo
fue realizado empleando entre 20 y 32 plantas de cada genotipo. Los resultados se expresan como la media
entre dos lineas para cada genotipo [amiCOX17-1 #18 (n=20) y #10 (n=23) y amiCOX17-2 #8 (n=29) y #23
(n=32)]. Las flechas indican los momentos de riego con NaCl. Flecha discontinua: aclimatacion. Flecha
continua: tratamiento. B. Contenido de clorofila en plantas amiCOX17 al dia 45 de crecimiento. Este ensayo
fue repetido dos veces. Las barras de error representan la SD entre tres lineas de cada genotipo para uno de
los ensayos realizados. Las columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05,
ANOVA,; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Sin embargo, si consideramos que muchos de los genes cuya expresion se
encuentra disminuida en las plantas con menores niveles de AtCOX17-1 o de AtCOX1y7-2
codifican proteinas involucradas en la detoxificacion de radicales de oxigeno, nos
preguntamos si las plantas con niveles disminuidos de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 tenian

una capacidad reducida para detoxificar las EROs generadas en exceso durante una

situacion de estrés. Para analizar esto, decidimos evaluar los niveles de EROs mediante
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dos técnicas: una cuantitativa que permite evaluar la produccién de EROs de manera
indirecta mediante la cuantificacion de lipidos peroxidados y una cualitativa que permite
evaluar la produccion de O, mediante tincion con Nitroblue tetrazolium (NBT; ver
Materiales y Métodos 6.2.50). La produccién de lipidos peroxidados es una medicion
indirecta de los niveles de EROs dado que estos se generan como consecuencia de la
reaccion de los singuletes de oxigeno (*O:) con acidos grasos poliinsaturados. Entre los
lipidos peroxidados generados, se produce en la célula malondialdehido (MDA). EI MDA
reacciona con acido tiobarbiturico produciendo un cromdgeno rosado-rojo. En la figura
17A se muestran los niveles de lipidos peroxidados, expresados como equivalentes de
MDA, en plantas amiCOX17 sometidas a estrés por NaCl. Como puede observarse, las
plantas con menores niveles de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 presentan mayores niveles de
peroxidacion lipidica cuando son expuestas a una situacion de estrés por NaCl (Figura
17A). Esto podria indicar que la disminucidn de la expresion de los marcadores de estrés
observados en las plantas amiCOX17 se correlaciona con una disminucion en la actividad
de los sistemas de detoxificacion de EROs.

La aplicacion de una medida cualitativa para evaluar la produccion de O, nos
permite aproximarnos a responder si los lipidos peroxidados son consecuencia de una
mayor acumulacidon de O~. En la figura 17B se muestra una imagen representativa del
resultado de la tincion, luego de 5y 16 horas de incubacion con NBT. El reactivo NBT es
reducido por el O, generado en la planta, produciendo un precipitado azul-violeta. El
resultado de la tincion mostrado en esta imagen nos permite interpretar que las plantas
amiCOX17-1 y cox17-2 muestran mayores niveles de O, luego del tratamiento con NaCl
respecto de plantas WT. Esto es congruente con los mayores niveles de peroxidacion
lipidica observados. Desafortunadamente, no podemos distinguir con estas técnicas si la
produccion de EROs es de origen mitocondrial, cloroplastico o del citosol. Nos quedara
responder si el incremento de EROs es una consecuencia de una falla en la actividad AOX
mitocondrial o de una falencia en los sistemas detoxificadores asociados al peroxisoma o

al citosol. Sin embargo, podemos sugerir que la produccion de EROs en la mitocondria
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podria estar aumentada dado que la actividad de la MnSOD, especifica de la mitocondria,
se encuentra disminuida luego del tratamiento con NaCl (Figura 17C).

Dado que las plantas con niveles de expresion disminuidos de AtCOX17-1 o de
AtCOXzy-2 contienen mas O, y presentan mayores niveles de lipidos peroxidados, nos
parecio interesante evaluar la pérdida de iones (ion leakage) de estas plantas luego del
estrés, como una medida de dafio celular. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias

significativas en este ensayo (Figura 17D).
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Figura 17. Parametros relacionados con estrés en plantas con niveles de expresion alterados de
AtCOX17-10 AtCOX17-2 luego del tratamiento con NaCl. A. Niveles de lipidos peroxidados al dia 45 de
crecimiento, en plantas regadas con agua (Control) o con NaCl 150 mM como se indica en la figura 16A. Los
valores de lipidos peroxidados se expresan como equivalentes de MDA. Los datos se normalizaron en
funcion del peso fresco. Este ensayo fue realizado empleando 15 plantas de cada genotipo y fue repetido
tres veces. Las barras de error representan la SD entre tres lineas de cada genotipo para uno de los ensayos
realizados. Las columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p<o,05, ANOVA; prueba
de Tukey para comparaciones multiples). B. Tincion con NBT para detectar O; al dia 45 de crecimiento. Las
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plantas fueron tratadas con NaCl 150 mM como se indica en la figura 16A. C. Actividad superdxido
dismutasa (SOD) al dia 45 de crecimiento en plantas regadas con agua (Control) o con NaCl 150 mM como
se indica en la figura 16A. El ensayo permite la deteccidon de las tres isoformas reportadas en plantas:
Cu/ZnSOD, MnSOD y FeSOD. D. Pérdida de iones, medida como conductividad de la solucidn, al dia 45 de
crecimiento. Las plantas fueron regadas con NaCl 150 mM como se indica en la figura 16A. Los valores se
expresan como porcentaje de la conductividad total para cada uno de los genotipos. La conductividad se
midio luego de 4, 6, 8 y 10 horas de incubacion de las plantas en la solucion de medicion.

Estos resultados nos permiten sugerir que la disminucion de los niveles de
expresion de AtCOX17-1 o AtCOX17-2 resulta en un incremento significativo en los niveles
de radicales del oxigeno y en la peroxidacion lipidica. Posiblemente, esto sea
consecuencia de una falla en la induccion de mecanismos de detoxificacion celular y/o en
la induccion de genes de la via alternativa como AOXia y AOXid, entre otros. Sin
embargo, estas deficiencias no parecen ser suficientes para producir cambios apreciables
en la tolerancia de las plantas a las condiciones de estrés ensayadas.

Con el objetivo de determinar si el funcionamiento de la cadena respiratoria se
encuentra modificado en plantas con niveles disminuidos de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2,
se obtuvieron extractos enriquecidos en mitocondrias a partir de plantas crecidas en
sustrato solido y tratadas con NaCl 150 mM como se describe en la figura 16A. En primer
lugar, se evaluaron los niveles de proteina COX2 en los extractos mitocondriales. Las
plantas deficientes en AtCOX1y presentan menores niveles de COX2 (Figura 18). En
cuanto a los niveles de AOX, el resultado de este experimento sugiere que las plantas

amiCOX17-1 (#18, #10), amiCOX17-2#18 y coxi7-2 también presentan una ligera

reduccion en los niveles de AOX luego del estrés por NaCl (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de proteinas mitocondriales en plantas con niveles de expresion disminuidos de
AtCOX17-1 0 AtCOX17-2 luego del tratamiento con NaCl. Deteccion de COX2, AOX1/2 y VDAC1 mediante
Western blot en extractos mitocondriales (25 pg) obtenidos a partir de plantas WT, amiCOXz1y-1,

amiCOX17-2 y cox1y-2 crecidas en sustrato sélido y regadas con NaCl 150 mM como se especifica en la
figura 16A.

La reduccion de los niveles de COX2 podria implicar que existen subunidades
COX2 que no pueden ensamblarse correctamente y son degradadas (Bestwick et al,
2009). La disfuncion en la maduracion de COX2, que lleva a su degradacion, podria estar
asociada a una falencia en la distribucion del cobre debida a la deficiencia en AtCOX1y. En
este punto es importante destacar que los niveles de COX2 no se modifican en
condiciones control en las plantas amiCOX17 (Figura 4, Anexo de Resultados Ill). Es decir,
en condiciones control, la disponibilidad de cobre en las plantas amiCOX1y seria
suficiente para permitir la correcta maduracion de COX2 y su ensamblaje en el CIV,
mientras que este proceso se veria afectado, al menos parcialmente, luego del
tratamiento con NaCl.

El estudio de la actividad del CIV y de la organizacién molecular de los complejos
respiratorios en los extractos mitocondriales obtenidos debe estudiarse mediante geles
BN como se mostrd en el Capitulo Il de Resultados y Discusion de este trabajo. Sin
embargo, la calidad de los extractos mitocondriales obtenidos a partir de plantas crecidas
en sustrato solido tratadas con NaCl no nos permitio obtener datos claros y
reproducibles. Debido a este impedimento técnico, el funcionamiento de la cadena

respiratoria debid ser evaluado mediante el estudio del consumo de oxigeno en plantas
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crecidas en medio MS o,5x suplementado con NaCl 150 mM durante 8 dias. En estas
condiciones, se observd un incremento significativo en el consumo de oxigeno (Figura
19A). Este podria ser un primer indicio de un incremento en la actividad del CIV en la
situacion de estrés aplicada. Dado que el incremento observado es igual en todos los
genotipos estudiados, debemos concluir que la disminucion de los niveles de AtCOX17-1 0
de AtCOX17-2 no genera una consecuencia en el transporte global de electrones. En la
figura 21B se muestra el resultado obtenido cuando se evalud el consumo de oxigeno en
presencia de KCN (inhibidor del CIV). Como puede observarse, el tratamiento con NaCl
incremento el consumo de oxigeno independiente de COX en las plantas WT respecto del
consumo observado en la condicion control (Figura 19B). Sin embargo, el incremento en
la respiracion independiente de COX en las plantas amiCOX1y fue menor que el
observado en las plantas WT (Figura 19B). La falla que presentan las plantas amiCOX17 en
activar los mecanismos independientes de COX podria explicarse por la disminucion de la
induccion de AOXza y AOXid. Por otra parte, los resultados sugieren que la via

dependiente de COX no es limitante en estas condiciones.

A. Respiracién total B. Respiracion independiente de COX

250+ 400-
mm Control

mm NaCl 150 mM

]
=1
=1

1

o

o
o

w

=]

e

g

c,d d

-

(=3

o
1

=
o
o
n
1t

Consumo de oxigeno
W
o
;

[% respecto de WT]
Consumo de oxigeno
[% respecto de WT]
]
=]

o
I
o

& R N < o0 g

*_\I\a \«:" \.
O ar oF 3F
& & & 0

& & & &

Figura 19. Efecto del tratamiento con NaCl sobre el consumo de oxigeno en plantas WT, amiCOX17-1y
amiCOXa7-2. A. Entre cinco y seis plantas de cada genotipo estudiado crecidas durante 8 dias en medio MS
0,5x (Control) o en medio MS o,5x suplementado con NaCl 150 mM fueron incluidas en la cdmara de un
oxigrafo para monitorear el consumo de oxigeno durante 10 minutos en ausencia de KCN. La media del
consumo de oxigeno registrada en las plantas WT crecidas en condicion Control en tres experimentos
independientes (3,16 + 0,09 pmoles. L. min™) fue definida como el 100% del consumo de oxigeno. Los
valores se normalizaron en funcion del peso fresco del grupo de plantas incluido en la cdmara. B. Al mismo
grupo de plantas se le adiciond KCN 12 mM y se midio el consumo de oxigeno durante 7 minutos. Se muestra
el consumo de oxigeno independiente de COX considerando como 100% el consumo de oxigeno obtenido

en la planta WT en condicion Control y en presencia de KCN (0,92 + 0,02 pmoles. L. min™). Las barras de
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error representan la SD de los valores obtenidos en tres experimentos diferentes. Letras distintas implican
medias significativamente diferentes (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

D. El silenciamiento en forma individual de los genes AtCOX17 modifica la
sensibilidad al ABA

Dada la participacion de la hormona ABA en la respuesta a estrés(Lee y Luan,
2012), nos interesd estudiar si la respuesta a esta hormona estaba alterada en las plantas
amiCOX17-1 y amiCOXay-2. Para tal fin, se evaluo la tasa de germinacion y el desarrollo
de la raiz en presencia de ABA (ver Materiales y Métodos 6.2.27). La tasa de germinacion
de las plantas amiCOX17-1 y amiCOXa7-2 fue mayor que la observada en plantas WT en
presencia de ABA 0,3 pM (Figura 20A). En el caso de las plantas amiCOX17-2, la falta de
sensibilidad al ABA se prolongo a estadios posteriores de desarrollo (Figura 20B). No se
observaron diferencias en el desarrollo de la raiz en presencia de ABA entre las plantas
amiCOX17 y WT (Figura 20C). Los resultados indican que la deficiencia en AtCOXa1y
genera un fenotipo de menor sensibilidad al ABA. La insensibilidad a ABA es otro indicio

de laincapacidad de las plantas amiCOX17 para responder ante una situacion de estrés.
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Figura 20. Respuesta de plantas con menores niveles de expresion de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 a
tratamientos con ABA. A. Porcentaje de germinacion de semillas WT, amiCOX17-1 y amiCOX17-2
sembradas en medio MS o,5x suplementado con glucosa 2% (Control) o el mismo medio con el agregado de
ABA 0,3 UM. En el grafico se muestran los resultados obtenidos luego de transcurridas 18 horas desde la
siembra. Las barras de error representan la SD obtenida a partir de tres placas sembradas con 300-350
semillas de cada uno de los genotipos. B. Las plantas WT, amiCOX17-1 y amiCOXa7-2 fueron crecidas
durante 7 dias en placas con MS o,5x, glucosa 2% y ABA 0,3 pM. Se conto la cantidad de plantulas que
presentaban los cotiledones totalmente expandidos, cotiledones no expandidos o no presentaban radicula
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(indicativo de germinacion). Las barras de error representan la SD obtenida entre dos placas con 150-200
semillas de cada uno de los genotipos. Este experimento se repitio 3 veces de manera independiente
obteniéndose resultados similares. En el panel inferior se muestra una imagen representativa del fenotipo
observado. C. Longitud de la raiz en plantas WT y amiCOXz17 luego de 10 dias de crecimiento en placa
vertical en presencia de ABA 0,3 uM. Se muestra el resultado obtenido en un experimento que incluyo entre
50 y 60 plantulas por genotipo. El experimento se repitid dos veces. Las columnas con diferentes letras
implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

7.4.3.2.4. LA SOBREEXPRESION DE ATCOX17-1 PODRIA GENERAR UNA VENTAJA
RESPECTO DE PLANTAS WT DURANTE LA RESPUESTA ESTRES POR NACL

Dado que el silenciamiento de los genes AtCOX17 incrementa los niveles de EROs
y de lipidos peroxidados luego del tratamiento con NaCl, nos preguntamos si la
sobreexpresion de AtCOX17 podria producir algun cambio en el comportamiento de las
plantas ante condiciones de estrés salino. Para responder a esto, se aplico un tratamiento
similar al descripto para las plantas amiCOX17 a plantas que sobreexpresan AtCOX17-1 0
AtCOXa7-2. La obtencion y el fenotipo de las plantas 0eCOX17 se describe al final del
Anexo lll.

Para evaluar el efecto del tratamiento, se midieron el desarrollo de la roseta
durante 47 dias luego del inicio del mismo y el contenido de clorofila y los niveles de
peroxidacion lipidica al dia 45. Las plantas 0eCOX17-1#1y 0eCOX17-1#3 presentaron una
menor inhibicidn del crecimiento, evaluado a partir del tamafio de la roseta (Figura 21A),
un mayor contenido de clorofila (Figura 21B) y menores niveles de peroxidacion lipidica
(Figura 21C). Estos resultados nos permiten sugerir que la sobreexpresion de AtCOX17-1
genera plantas menos sensibles al estrés por NaCl 150 mM. En el caso de AtCOX17-2, no

se observaron diferencias significativas con plantas WT.
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Figura 21. Desarrollo de la roseta, niveles de clorofila y niveles de lipidos peroxidados en plantas WT y
0eCOX17-1 tratadas con NaCl 150 mM. A. El desarrollo de la roseta (TR) se calculd como la relacidn entre
el diametro mayor y el didmetro menor de cada una de las plantas evaluadas a partir del dia 20 de
crecimiento. El valor de crecimiento de la roseta se obtiene de la relacion TRnacl/TReontrol. Este ensayo fue
realizado empleando entre 15 y 20 plantas de cada genotipo. Los resultados se expresan como la media
entre las dos lineas 0eCOX17-1 [0eCOX17-1 #1 (n=21) y #3 (n=17)]. Se utilizaron 15 plantas WT. Las flechas
indican los momentos de riego con NaCl. Flecha discontinua: aclimatacion. Flecha continua: tratamiento. A
la derecha se muestra una foto representativa de las diferencias observadas entre plantas WT y 0eCOX17-
1#3 al dia 41 de crecimiento. B. Contenido de clorofila en plantas 0eCOX17-1 al dia 45 de crecimiento. Este
ensayo fue realizado empleando entre 10 y 12 plantas de cada genotipo y fue repetido dos veces. Las barras
de error representan la SD entre las 10-12 plantas empleadas para cada genotipo para uno de los ensayos
realizados. C. Niveles de lipidos peroxidados en plantas WT y 0eCOX17-1 al dia 45 de crecimiento, regadas
con agua (Control) o con NaCl 150 mM como se indica en A. Los valores de lipidos peroxidados se expresan
como equivalentes de MDA. Los datos se normalizaron en funcion del peso fresco. Este ensayo fue repetido
dos veces. Las barras de error representan la SD entre las 17-23 plantas de cada genotipo para uno de los
ensayos realizados. Las columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p<o,05, ANOVA;
prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en ensayo desbalanceado).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se realizd la cuantificacion de
distintos metabolitos mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa (GS-MS) en plantas 0eCOX17-1 crecidas en un fotoperiodo de dia largo. Como

puede observarse en el arbol de minimo recorrido (Figura 22), la composicion metabdlica
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de las plantas se modifica como consecuencia de la sobreexpresion de AtCOX17-1, tanto

al final de la noche (Figura 22A) como en la mitad del dia (Figura 22B). La sobreexpresion

de AtCOXa7-1 genera un aumento en los niveles de metabolitos osmoprotectores, como

prolina, glucosa, manitol y manosa, tanto al final de la noche como en la mitad del dia

(Figura 23A). Particularmente, la prolina actua como un osmoprotector manteniendo el

balance osmdtico, estabilizando las membranas, evitando la ruptura celular y

manteniendo los niveles de EROs en rangos fisioldgicos (revisado en Hayat y col., 2012).

En concordancia con esto, los niveles de lipidos peroxidados en plantas 0eCOX17-1 son

menores que en plantas WT luego del tratamiento con NaCl, como puede observarse en

la Figura 21.
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Figura 22.Analisis de componentes principales (ACP) para la cuantificacion de los niveles de
metabolitos en plantas WT y plantas 0eCOX17-1. Se muestran los dos primeros componentes principales,
los cuales constituyen la mayor variabilidad del grupo de datos. MD; mitad del dia. FN; final de la noche.
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Figura 23. Perfil metabdlico en plantas WT y oeCOXa7-1. Perfil metabdlico obtenido a partir de plantas
WT y 0eCOXz17-1 crecidas en un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Se muestra el logFC
(0eCOX17-1/WT) para cada uno de los metabolitos obtenidos.
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La cuantificacion de metabolitos en condiciones de estrés se encuentra en proceso
de analisis y verificacion. Con el objetivo de evaluar los niveles de prolina luego del estrés,
se cuantificaron los mismos en plantas 0eCOX17-1 y WT luego del tratamiento con NacCl
150 mM mediante un método espectrofotométrico. Como puede observarse en la Figura
24, los niveles de prolina también son mayores en plantas 0eCOX17-1 luego del

tratamiento con NaCl 150 mM.
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Figura 24. Niveles de prolina medidos mediante una técnica espectrofotométrica en plantas WT y
0eCOXa7-1luego del tratamiento con NaCl. A. Niveles de prolina en muestras tomadas al final de la
noche. B. Niveles de prolina en muestras tomadas en la mitad del dia. Las plantas WT y 0eCOX17-1 fueron
crecidas en un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad durante 15 dias. Las muestras se
tomaron 7 dias después del segundo riego con NaCl 150 mM. Este ensayo fue realizado empleando 6 grupos
compuestos por 5 rosetas completas de cada genotipo. Se muestra el resultado de uno de los ensayos. Las
barras de error representan la SD entre los 6 grupos de plantas empleados para cada genotipo. Las
columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Tukey para
comparaciones multiples).

Se puede postular que la menor sensibilidad a estrés observada en las plantas
0eCOX17-1 podria deberse al incremento de los niveles de prolina y al control de la
produccion de lipidos peroxidados. El incremento en los niveles de prolina podria explicar
la menor disminucion en el desarrollo del tamano de la roseta. Las plantas 0eCOX17-1
serian menos sensibles a la fase rapida de estrés osmético producido por el NaCl. De
acuerdo con este mecanismo defensivo, las plantas 0eCOX17-1 también muestran menor
sensibilidad al estrés por sequia (Figura 5, Anexo lll). El hecho de que las plantas

0eCOXa7-1 presenten menores niveles de peroxidacion lipidica en condiciones de estrés

indica que estas plantas generan menos EROs o han desarrollado mecanismos que

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 179



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
180 Mitocondrial
permiten aliviar la actividad citotoxica de estas especies. Estos mecanismos no estarian
relacionados con un cambio en la reserva de ascorbato total ni con la activacion de genes
de respuesta a estrés como AOXza, NDB2, CAT3 y APX1, dado que no hemos observado
diferencias significativas en dichos parametros en condiciones control o luego del tercer
riego con NaCl (datos no mostrados). Sin embargo, es necesario realizar los estudios
transcripcionales en distintas etapas de la aplicacion del estrés para determinar si los
genes de respuesta a estrés, que se encuentran reprimidos en las plantas con niveles
disminuidos de AtCOXa17-1 luego del tratamiento con NaCl, son inducidos en forma
diferencial en las plantas 0eCOX17-1 y WT. La menor disminucion en los niveles de
clorofila es otro indicativo de que las plantas 0eCOX17-1 son menos sensibles al estrés. Si
bien en condiciones control la sobreexpresion no modifica la eficiencia del fotosistema Il
(datos no mostrados), seria interesante evaluar la respiracion en raices y hojas de las
plantas 0eCOX17 sometidas a estrés por NaCl para estudiar si durante el estrés la relacion
respiracion/fotosintesis se modifica respecto de las plantas WT. Si bien la bibliografia no
encuentra acuerdo respecto del aumento de la respiracion durante el estrés salino, la
relacion respiracion/fotosintesis si se modifica como consecuencia de una disminucion en
la fijacion de CO.. Si bien es claro que son necesarios mas experimentos para determinar
las causas de la menor sensibilidad al estrés en las plantas 0eCOX17-1, estos resultados
refuerzan los obtenidos a partir de las plantas amiCOXa17 y apoyan la hipotesis de la

participacion de las proteinas AtCOX17 durante la respuesta a estrés en plantas.
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ESTUDIO DEL ROL DE LAS PROTEINAS ATCOX17 Y ATCOX19 EN LA HOMEOSTASIS DE
METALES.

7.4.1. INTRODUCCION.,
7.4.1.1. LA ESENCIALIDAD DEL COBRE.

Laincorporacion del cobre en los procesos bioldgicos es un suceso reciente que solo
fue posible cuando la atmdsfera se convirtié en un ambiente oxidante (Crichton y Pierre,
2001). Esto permitio la solubilizacion del cobre en su forma Cu** y coincidié con la
organizacidon multicelular, proceso en el cual el cobre es esencial por su participacion en el
entrecruzamiento de matrices extracelulares (Frausto da Silva y Williams, 2001). De hecho,
la aparicion de la mayor parte de las proteinas que utilizan cobre ocurrié hace unos 1500
millones de afios (Andreiniy col., 2008; Ridge y col., 2008).

El cobre es un metal que presenta una gran capacidad para formar complejos de
coordinacion con moléculas organicas debido a su capacidad redox (Cuillel, 2009; Kaufman
Katz y col., 2003). Esta caracteristica lo ha convertido en un elemento esencial para el
correcto desarrollo de diversos procesos bioldgicos (Bertini, 2007). En la Tabla 1 se
clasifican distintas proteinas que utilizan cobre en Arabidopsis segun la base de datos
publica "CuAtDB"*.

De la localizacion de las proteinas que emplean cobre (Tabla 1) se deduce que este
metal esimportante en diversos procesos celulares. El cobre es necesario en la mitocondria
para formar los centros Cuay Cugde las subunidades del CIV (Yoshikawa y col., 2012), enla
red del trans-Golgi para abastecer a las proteinas secretoras de cobre (Polishchuk y
Lutsenko, 2013), en el cloroplasto para abastecer de cobre a la plastocianina (Tapkeny col.,
2012) y dentro del citosol dado que actua como cofactor de diversas cuproproteinas,

fundamentalmente vinculadas a los procesos antioxidantes. Entre las mencionadas en la

* Para ver una lista detallada que incluye proteinas putativas, el nUmero AGl y el acceso a
la via KEGG (de sus siglas en inglés Kyoto Encyclopedia of Genes y Genomes) consultar
CuAtDB (pagina de la Universidad de Valencia)
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Tabla 1, encontramos Cu/Zn-superoxido dismutasa (Cu/Zn-SOD), lacasas, ascorbato y
amino oxidasas, plantacianinas y polifenol oxidasas. Ademas, el cobre participa en el
metabolismo del etileno, dado que el receptor de etileno utiliza cobre como cofactor
(Binder y col., 2010a). Se lo ha involucrado en el metabolismo de la pared celular, en la
defensa contra patdgenos y en la biosintesis de molibdeno (Burkhead y col., 2009; Cheny
col., 2014; Morrison y col., 2007; Poschenrieder y col., 2006). Finalmente, su participacion
en la regulacion del metabolismo del hierro ha sido sugerida en diversos trabajos (Puig y

col., 2007; Ravet y Pilon, 2013).

Tabla I. Proteinas que emplean cobre en Arabidopsis. La informacion se obtuvo de la base de datos

CuAtDB.

Categoria

1. Transportadores

2. Cuprochaperonas

3. Quelantes

4. Blancos

5. Citocromo c oxidasa

o

. Diamino oxidasa
. Oxidasas multicobre

~

8. Reguladores

9. Reductasas

Subcategoria

1.2. Familia COPT
1.3.ATPasasde Cu
1.4. Familia ZIPs
1.5. Otros

3.1. Metalotioneinas

3.2 Otras
Receptor de etileno 1
Superoxido dismutasa

4.1 Cuprodoxinas
Plastocianina
Plantacianina

4.2 Otras

7.1 Ascorbato oxidasas
7.2. Lacasas

7.3 Otras

8.1. Familia SPL

8.2. miRNAs

Nombre de la proteins

COPT1-6
HMA1, HMAS-8
ZIP2yZIP4
YSL1-8, FRDR
ATX1, CCH, CCs
COX17, HCC1
NAKR2-3

MET1A-C, MET2A-B, MET3
NAS2-4, ITP/LEA

ETR1

€SD1-3

PETE1-2
ARPN
SAG14, UCC3, ENODL1-22

COX1-3, COX6B2, COX10, COX19-1,

COX19-2, CYTC-1, CYTC-2

CCMH, TG1, PPR40, SBP1-2, SURF1,

CCD1, ABCI2-5, CCB382, CCB452,
CCB203, COB
A01, LDL3, PAD1-5

APX1-6, sAPX, tAPX
LAC1-17
LPR1-3, SKS1-18, SKU5

SPL1, SPL7, SPL12

MIR397A-b, MIR398A-C, MIR40S,
MIR857A

FRO2, FRO4, FRO5

Localizacién celular

membrana plasmatica
membrana plasmatica
membrana plasmatica
membrana plasmatica
citosol

mitocondria
cloroplasto

citosol, Golgi
citosol, doroplasto

reticulo endoplasmatico
citosol, cloroplasto,
peroxisoma

cloroplasto

extracelular
cloroplasto

mitocondria
mitocondria
extracelular
extracelular
extracelular

extracelular

membrana plasmatica

membrana plasmatica

Sin embargo, existe una jerarquia de esencialidad en las proteinas de cobre

dependiendo de cada organismo. En plantas superiores se ha propuesto que la insercion
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de cobre en la plastocianina del cloroplasto es un proceso esencial, mientras que la
insercion del metal en la enzima Cu/Zn-SOD no lo seria dado que esta podria ser
reemplazada por la isoforma que utiliza hierro (Cohu y Pilon, 2007; Ravety col., 2011) . Para
el caso de levaduras, la mutacion en chaperonas de cobre asociadas al CIV genera un
fenotipo de deficiencia respiratoria, similar al fenotipo observado en levaduras mutantes
en transportadores de cobre (Cobine y col., 2006).

La configuracion electronica de este metal, que lo convierte en un elemento
esencial en la formacion de centros metalicos, también le proporciona una gran capacidad
oxidante (citotoxica) (Cuillel, 2009). En los estados de oxidacion Cu** y Cu*?, que son los
habituales en el entorno celular, el cobre es capaz de reaccionar con intermediarios del
metabolismo aerobio como el H,0, y producir radicales hidroxilo (OHy OH") (Tottey y col.,
2008). Ademas del efecto citotdxico asociado a la generacion de EROs, el cobre puede
reaccionar con los atomos de nitrégeno de las histidinas (Cu**) o con los sulfuros de las
cisteinas (Cu?*), alterando centros cataliticos o generando plegamientos defectuosos
(Alleny col., 2013; Palm-Espling y col., 2012) .

Esta dualidad de esencialidad y toxicidad del cobre ha hecho que los organismos,
tanto procariotas como eucariotas, generen diversos mecanismos para regular la
disponibilidad (adquisicion y distribucidon) de este metal (Pilon, 2011). En plantas, los
mecanismos involucrados en la homeostasis de cobre pueden distinguirse entre aquellos
que regulan el transporte a larga distancia y aquellos que regulan el transporte a corta
distancia. La regulacion de la captacion del metal a partir del suelo y su distribucion hacia
los tejidos aéreos a través de los haces conductores corresponde al primer grupo, mientras
que los mecanismos que determinan la ubicacion subcelular del cobre, principalmente a
partir de la regulacion de chaperonas de cobre que dirigen el metal a sus proteinas o

complejos enzimaticos blanco, actuan en la regulacion a corta distancia (Marschner, 2012).

7.4.1.2. FENOTIPOS ASOCIADOS A LA DISPONIBILIDAD DE COBRE EN ARABIDOPSIS.

Los niveles optimos de cobre enddgeno en plantas dependen de la especie, del

entorno medioambiental que las aloje y del estadio de desarrollo de la planta (Marschner,
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2012). Para Arabidopsis, los niveles de cobre adecuados en el tejido vegetativo rondan los
6 pg/g de peso seco. Niveles menores a 5 pg/g producen sintomas de deficiencia
(Merschner, 2002; Shikanai y col., 2003). Dichos sintomas incluyen una reduccidn general
de la velocidad de crecimiento, clorosis en hojas jovenes, aserramiento del margen de las
hojas, dafo del meristema apical (Puig y col., 2007; Shiny Yeh, 2012), produccion de polen
inviable y disminucion en la produccion y en la viabilidad de las semillas (Sancenon y col.,
2004). Los sintomas de exceso de cobre en Arabidopsis se observan cuando los niveles de
cobre son mayores a 20-30 pg/g de peso seco (Burkhead y col., 2009). La alteracion del
crecimiento de la raiz es uno de los parametros mas sensibles al exceso moderado del
metal. El exceso de cobre produce en raices de Arabidopsis un acortamiento severo de la
raiz principal y, en algunos casos, un aumento de la densidad de los pelos laterales (Andres-
Colas y col., 2006). El cobre en concentraciones toxicas genera un estrés oxidativo que
puede traducirse en la disminucion del tamano de la planta, del area foliar y del contenido
de clorofila (KUpper y col., 2003). Ademas, puede observase clorosis, necrosis y coloracion
violeta de las hojas como consecuencia del incremento de la peroxidacion lipidica

(Drazkiewicz y col., 2004).

7.4.1.3. DISTRIBUCION DEL COBRE EN ARABIDOPSIS.

El cobre disponible en el suelo se encuentra como Cu?*acomplejado con moléculas
organicas. El ingreso del cobre a la célula requiere la reduccion del mismo a partir de la
accion de bombas de protones de la familia de H*-ATPasas AHA (de sus siglas en inglés
Arabidopsis H*-ATPase) y de la familia de reductasas FRO (de sus siglas en inglés Ferric
Reductase Oxidase) (Pilon, 2011). Una vez que el cobre es reducido, es movilizado en las
células de la raiz gracias a la diferencia de potencial entre la rizésfera y la atmdsfera. En
Arabidopsis, dos miembros de la familia de transportadores COPT (de su nombre eninglés
Copper Transporter), COPT1 y COPT2, se han identificado como transportadores de
membrana plasmatica de alta afinidad para iones Cu**. Una vez que el Cu** es incorporado
al simplasto puede alcanzar los tejidos aéreos a través de los haces conductores (Perea-

Garcia y col., 2013; Sancenon y col., 2004; Sancenon y col., 2003). La regulacion de la
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movilizacion de este metal hacia el tejido aéreo o su permanencia en el tejido subterraneo
no ha sido muy estudiada.

La conduccidn del cobre entre células a través del floema estaria mediada por los
transportadores pertenecientes a la familia YSL (de sus siglas en inglés Yellow Stripe-Like)
mientras que el transporte a través del xilema dependeria de la reductasa férrica FRD3 (de
sus siglas en inglés Ferric Reductase Defective 3) (Abdel-Ghany y col., 2005; Durrett y col.,
2007; Krigery col., 2002). El transporte del cobre en su configuracidon de Cu?* en el floema
dependeria de su asociacion con aminoacidos modificados como las nicotianaminas (NAs)
o con la proteina ITP (de sus siglas en inglés Iron Transport Protein).

Una vez adquirido del medio, la red homeostatica del cobre deriva el transporte del
metal a través de las membranas intracelulares y la cesion a las apo-cuproproteinas
mencionadas en la Tabla 1. Dichas proteinas derivan el cobre a las enzimas blanco. Dado
que la incorporacion del cobre al interior celular es uno de los primeros pasos de la
homeostasis del metal, los organismos cuentan con una amplia gama de transportadores
que regulan los niveles de cobre intracelular. Las familias de transportadores de cobre se

describen a continuacion en el contexto de la regulacidn de la homeostasis de cobre.

7-4.1.4. MECANISMOS MOLECULARES REGULATORIOS DE LA HOMEOSTASIS DE COBRE.

Las estrategias moleculares que permiten la regulacion de la disponibilidad de
cobre en plantas superiores pueden clasificarse en dos grupos. El primer grupo involucra la
regulacion de la expresion de proteinas transportadoras de cobre pertenecientes a las
familias COPT, FRO e YSL, que determinan el ingreso de cobre a la célula. El sequndo grupo
involucra la relocalizacidn del cobre intracelular en enzimas cuya funcion es irreemplazable
o vital para la planta mediante la expresion de microARNs (miARNs). En Arabidopsis,
ambas vias estan reguladas por el factor de transcripcion SPL7 (de sus siglas en inglés
SQUAMOSA Promoter Binding Protein Like 7) (Garcia-Molinay col., 2014b; Yamasakiy col.,
2009). SPLy presenta un dominio SBP (de sus siglas en inglés SQUAMOSA Promoter
Binding Protein) que une elementos CURE (de sus siglas en inglés Cu Responsive Elements)

que presentan la secuencia GTAC (Sommery col., 2010). La interaccion de los domino SBP

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 186



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
187 Mitocondrial

con los elementos CuRE se demostro primero en Chlamydomonas (Kropat y col., 2005).
En deficiencia de cobre, las proteinas SBP unen los elementos CuRE de la secuencia
promotora del gen que codifica la proteina CYTC6 (del inglés Cytochrome c6) (Castruita y
col., 2011). CYTC6 es una hemoproteina independiente de cobre que puede actuar en la
cadena fotosintética en reemplazo de la plastocianina (Quinn y Merchant, 1995). Ademas,
las plantas superiores no reemplazan la plastocianina pero disminuyen la expresion de
cuproproteinas no esenciales como se describe mas adelante (Abdel-Ghany, 2009; Wintzy
col., 2003).

Recientemente se ha demostrado que SPL7 en Arabidopsis presentaria una
localizacion dual entre el RE y el ndcleo (Garcia-Molinay col., 2014b). De acuerdo con esto,
SPL7 se localizaria inicialmente en el sistema de endomembranas y se activaria durante la
respuesta a estrés proveniente del RE como consecuencia de una deficiencia de cobre.
Ademas, la interaccion de SPL7 con los elementos CuRE estaria regulada por la
disponibilidad de cobre en el medio. La presencia de iones Cu?* inhibe la interaccion
proteina-ADN como consecuencia de la homodimerizacidon de SPLy (Garcia-Molina y col.,
2014b). Finalmente, la accion de SPL7 en el metabolismo de cobre requiere la participacion
de una proteina KIN17 asociada a la respuesta a estrés oxidativo, generandose una via de
convergencia entre la deficiencia de cobre y la respuesta a estrés oxidativo (Garcia-Molina

y col., 2014a).

7.4.1.4.1. HOMEOSTASIS DE COBRE DEPENDIENTE DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS.

En Arabidopsis, cuatro familias de transportadores se han reportado como
reguladores de la homeostasis de cobre: las familias de transportadores COPT, FRO, YSL
y ZIP (de sus siglas en inglés Zinc-regulated transporter Iron-requlated transporter Protein)
(Jainy col., 2014; Puig, 2014; Wintz y col., 2003). Si bien todos los genes de miembros de
las familias de transportadores presentan elementos CuRE en sus secuencias promotoras,
solo algunos de ellos serian regulados por SPL7 (DiDonato y col., 2004; Yamasaki y col.,
2009). Los transportadores COPT han sido los mas estudiados dado que se descubrieron

por homologia de secuencia con los transportadores CTR de Saccharomyces (Dancis y col.,
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1994; Pena y col,, 2000). Existen seis proteinas COPT (COPT1-6) caracterizadas en
Arabidopsis (Sancenony col., 2003). El estudio de mutantes de pérdida de funcidn en cada
uno de los respectivos genes ha permitido determinar funciones especificas para cada
miembro de la familia en la distribucion del metal (Puig, 2014). COPTz, el primer miembro
caracterizado, participa en la captacion del cobre a través de la raiz (Sancenony col., 2004)
y permite una conexion entre el transporte de cobre, el desarrollo de la planta y el reloj
circadiano (Andres-Colas y col., 2010). El transportador COPTg estaria involucrado en el
transporte del cobre desde la raiz hacia los tejidos aéreos, permitiendo la movilizacion del
mismo desde la vacuola de células de la raiz hacia la organela fotosintética en los tejidos
aéreos (Garcia-Molina y col., 2011; Klaumann y col., 2011). COPT6 permite la distribucion
del metal en los tejidos aéreos (Garcia-Molina y col., 2013) mientras que COPT2 actuaria
como un conector entre el metabolismo del cobre y el metabolismo del hierro (Perea-
Garciay col., 2013).

Distintos estudios han demostrado que la familia de transportadores COPT
presenta elevada afinidad por los iones Cu** (K = 1-5 uM) pero no presenta afinidad por los
iones Cu?* (Hassett y Kosman, 1995; Lee y col., 2002; Sancenon y col, 2003).
Consecuentemente, la actividad de los transportadores COPT debe estar intimamente
asociada a la actividad de las metalorreductasas de la familia FRO (Puig y col., 2007). En
situaciones deficitarias del metal, SPL7 activa tanto la expresion de miembros de la familia
COPT (COPTz1, COPT2y COPT6) (Jungy col., 2012; Yamasaki y col., 2009) como miembros
de la familia FRO (FRO3, FRO4 y FRO5) (Bernal y col., 2012; Yamasaki y col., 2009) y de un
miembro de la familia ZIP (ZIP2) (Yamasaki y col., 2009). Como se menciono antes, este

mecanismo permite el ingreso del cobre al citosol.

7.4.1.4.2. HOMEOSTASIS DE COBRE DEPENDIENTE DE MICROARNS

Mediante herramientas bioinformaticas se han descripto diversos microARNs (ver
Tabla 1) que actuarian en la homeostasis de cobre en Arabidopsis, los denominados
microARNs de cobre (Cu-microARNSs) (Abdel-Ghany y Pilon, 2008; Sunkary Zhu, 2004). Sin

embargo, la regulacién mediada por el microRNA398 (miR398) ha sido la mas estudiada
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(Beauclair y col., 2010; Yamasakiy col., 2007). En Arabidopsis, el miR398 es codificado por
tres genes denominados MIR398a, MIR398b y MIR398c. Los miARNs producidos por
MIR398b y MIR398¢ son idénticos y solo difieren en un nucledtido del producido por
MIR398a (Yamasaki y col., 2007). El miR398 tiene cuatro genes blanco conservados en
distintos ecotipos de Arabidopsis. Dos genes blanco corresponden a dos isoformas de la
enzima Cu/Zn-SOD (CSD1; citosol) y CSD2 (cloroplasto) (Juszczak y Baier, 2012). Los dos
restantes corresponden a COX5b (subunidad del CIV en la mitocondria) y a la chaperona de
cobre para CSD1, CSD2 y CSD3 (CCS1) (Beauclair y col., 2010; Yamasaki y col., 2007). Las
enzimas Cu/Zn-SOD son importantes en el sistema de detoxificacion dado que son capaces
de convertir los aniones superdxido en perdxido de hidrogeno. El centro catalitico de las
mismas requiere la formacion de dos puentes disulfuro para la coordinacion con un atomo
de cobre (Markossian y Kurganov, 2003). CCS1 participa tanto en la formacion de los
puentes disulfuro como en la insercion del cobre. Esta doble funcionalidad de CCS1 podria
explicar el requerimiento de glutation reducido en el proceso de activacion (Huang y col.,
2012).

Las plantas superiores regulan la expresion del miR398 en funcion de los niveles de
cobre disponibles. En situaciones deficitarias del metal, el factor de transcripcion SPL7 se
une a un motivo CuRE de la regidn promotora de los genes MIR398 activando la
transcripcion de los mismos. De esta forma, el miR398 dirige el clivaje y la inhibicion
traduccional de los miARNs de CCS, CSD1y CSD2 (Yamasakiy col., 2009). De esta forma la
expresion del miR398 puede inhibir tanto la traduccion de CSD1 como la activacion de
CSD1 y CSD2 mediada por CCSi. En forma coincidente con este modelo, las plantas
mutantes en SPLy son sensibles a la deficiencia de cobre (Yamasaki y col., 2009). El
fenotipo de las plantas mutantes en MIR398a, MIR398b, MIR398¢, CSD1y CSD2 en distintas
condiciones de cobre no ha sido reportado. Por otro lado, la disminucion en los niveles de
CSD1 seria compensada por el incremento de los niveles de la isoforma de hierro, Fe-SOD
(FSD1) (Abdel-Ghany, 2009).

Ademas del miR398, dentro de los Cu-microARNs se ha demostrado que los

miR408, miR397 y miR8os regulan la expresion de distintos genes que codifican lacasas y,
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ademas, el miR408 reqgula la expresion de ARPN (PLANTACYANIN) (Abdel-Ghany y Pilon,

2008).

7.4.1.5. HOMEOSTASIS DE COBRE Y METALOCHAPERONAS.

La funcion de distintos transportadores de metales, los fenotipos asociados a su
deficiencia o exceso y la dinamica de la interaccion han sido ampliamente estudiados en
bacterias, levaduras, células de mamiferos e incluso en Arabidopsis (Jordan y col., 2000;
Llanos y Mercer, 2002; Robinson y Winge, 2010). Sin embargo, la consecuencia de la falta
de las metalochaperonas de cobre encargadas de definir el destino final del metal ha sido
poco explorada, si bien se ha propuesto que actuarian definiendo los niveles intracelulares
de cobre (Pang y col., 2013). La principal via de transporte de cobre para CSD1 esta
mediada por la chaperona de cobre CCS1, mientras que ATX1 media el transporte de cobre
a cuproproteinas involucradas en la via secretoria del trans-Golgi o localizadas en plastidos
mediante la transferencia a proteinas de la familia de ATPasas de tipo P (Robinson y Winge,
2010). La delecidn del gen de la metalochaperona ATX1 en células de mamifero deriva en
el incremento de los niveles intracelulares de cobre y en la sobreexpresion del
transportador de cobre ATP7A del trans-Golgi. Se ha postulado que ATXa participaria, no
solo en el trafico de cobre, sino también en el almacenamiento del cobre labil, la
modificacion de la transcripcidn y la defensa antioxidante mediada por glutation (Hatoriy
Lutsenko, 2013). La ATPasa de tipo P RANz transfiere el cobre a la via secretoria para que
luego sea incorporado en cuproproteinas como el receptor de etileno mientras que PAA1
permite la incorporacion del cobre citosdlico al cloroplasto (Binder y col., 2010b; Shikanai
y col, 2003b). COmo ocurre la transferencia del cobre hacia las cuproproteinas
mitocondriales aun no ha sido determinado.

Como se menciond en capitulos anteriores, se cree que en la mitocondria existe un
reservorio de cobre encargado de abastecer los centros metalicos del CIV (Cobine y col.,
2004). Esta idea es consistente con el hecho de que las metalochaperonas de cobre
mitocondriales cumplirian su funcidon cuando se las restringe al IMS y no actuarian como

transportadores de cobre desde el citosol al interior mitocondrial (Maxfield y col., 2004).

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 190



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis

191 Mitocondrial
Sin embargo, evidencias obtenidas en mamiferos sugieren que debe existir una conexion
entre los niveles de cobre del citosol y las metalochaperonas de cobre de la mitocondria
(Hatoriy Lutsenko, 2013; Leary y col., 2013). En forma similar a lo observado para ATX1 en
mamiferos, la metalochaperona de cobre COX1g actuaria en el citosol para regular la
expresion de ATP7A en condiciones de deficiencia de cobre (Leary y col., 2013). El hecho
de que el transporte de COX19 mediado por MIA4o esté regulado por los niveles de
glutation sugiere una funcion en la defensa antioxidante asociada a la disponibilidad de
cobre (Fischer y col., 2013). Estos antecedentes sugieren que la funcion de las
metalochaperonas, mas alla de su participacion en el trafico de cobre, influye sobre la
actividad de distintos reqguladores de metales, los niveles de cobre en el medio y los
sistemas bioldgicos de defensa.

En funcion de los resultados obtenidos en levaduras y mamiferos y habiéndose
explorado gran parte de la red homeostatica del cobre en Arabidopsis queda la pregunta
de cdmo se integra la actividad mitocondrial en esta red. Entonces nos preguntamos si las
metalochaperonas mitocondriales AtCOX17 y AtCOXig estarian involucradas en la

homeostasis de cobre.

7.4.2. RESULTADOS

PARTE A
7.4.2.1. LOS NIVELES DE EXPRESION DE ATCOX17 Y ATCOX19 SON REGULADOS POR
CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE COBRE.

Antes de comenzar con el estudio de la influencia de AtCOX17 y AtCOX1g en la
homeostasis de cobre nos parecié necesario determinar si los niveles de cobre modifican
la expresion de AtCOX1y o de AtCOX19. Los ensayos mostrados en el capitulo Ill de esta
Tesis indican que AtCOX17-1 y AtCOX17-2 se inducen en presencia de CuSO, 30 pM. Dado
que esta condicidn se ha reportado como una concentracidn que genera estrés oxidativo,
evaluamos la expresion en concentraciones menores de cobre con el objetivo de analizar
cambios relacionados con los niveles fisiologicos de cobre y con la existencia de
condiciones de estrés. La concentracion optima de cobre en la planta varia entre 5y 20-30

Hg/g de peso seco. Se definen tres niveles de cobre basados en dichos rangos: deficiencia
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(< 5 pug/g), suficiencia (5-20 pg/g) y exceso (> 20-30 pg/q). La literatura consultada reporta
que el medio estandar de crecimiento para Arabidopsis (MS o,5x), que contiene CuSO, 0,05
MM, genera una situacion deficitaria del metal (~ 4 pg/g) mientras que el crecimiento en
medio MS o,5x suplementado con CuSO, 10 UM produce una situacion de exceso del metal
(~ 30 pg/g). Sin embargo, en ambas condiciones de crecimiento no se observan
alteraciones por deficiencia o toxicidad del metal en plantas de Arabidopsis (Nuria Andrés
Colds, 2010). En base a esto, se evaluo la expresidon de los genes de interés en plantas
crecidas durante 8 dias en el medio estandar de crecimiento para Arabidopsis (MS o,5x) y
el mismo medio suplementado con CuSO, 1 pM, 10 pM y 30 pM. En coincidencia con
reportes previos, no se observaron diferencias en los niveles de clorofila y en el peso seco
de plantas crecidas en CuSO, 0,05 pM, 1 uM y 10 pM. Superados los 10 uM de cobre en el
medio de crecimiento las plantas disminuyeron el peso seco y los niveles de clorofila
(resultados no mostrados).

Como puede observarse en la Figura 1, la mayor induccion en la expresion de
AtCOX17-1, AtCOX17-2 y AtCOX19 se observo a la concentracion toxica de cobre (CuSO,
30 uM). Ademas, se observaron diferencias significativas en la expresion de AtCOX17-1y
AtCOX19 en presencia de CuSO, 10 uM (Figura 1). En la condicidon de CuSO, 1 pM, si bien
se observé una tendencia al incremento de la expresion de los tres genes evaluados, no se

obtuvieron diferencias significativas.
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Figura 1. Expresion de AtCOXz7-1, AtCOX17-2 y AtCOX19 en plantas crecidas en distintas
concentraciones de cobre. Los niveles de expresion de los genes de interés fueron evaluados en plantas
crecidas durante 8 dias en placas de Petri con medio MS o,5x (Cu 0,05 uM) o con medio MS o,5x
suplementado con CuSO4 1 uM, 10 pM 0 30 pM. Los niveles de expresion fueron medidos mediante RT-qPCR
y se expresan en unidades relativas respecto de la expresion de cada gen en la condicion de CuSO, 0,05 uM.
Las barras de error representan la SD obtenida de seis muestras en cada condicion y en dos experimentos

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 192



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
193 Mitocondrial

independientes. Los columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA;
prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Los resultados obtenidos indican que la expresion de AtCOX17-1 y AtCOX19 se
modifica en funcion de los niveles de cobre incluso cuando este se encuentra en
concentraciones que no generan un estrés en plantas de Arabidopsis. La expresion de
AtCOX17-2 no seria sensible a modificaciones en la disponibilidad de cobre dentro del
rango de tolerancia fisioldgica de cobre evaluado para Arabidopsis. La inspeccion de los
niveles de expresion de AtCOX17-2 en bases de datos de microarreglos indica que la
expresion de este gen se encontraria disminuida en plantas de Arabidopsis crecidas en
medio MS o,5x suplementado con CuSO, 10 uM durante 8 dias respecto de plantas crecidas
en medio MS o,5x. Durante la busqueda en bases de microarreglos advertimos que la
expresion de AtCOX17-1 y AtCOX1y-2 se encuentra inducida en las plantas mutantes en el
factor de transcripciéon SPL7 en condiciones control. Dado que SPL7 es uno de los
principales reguladores de las respuestas a la disponibilidad de cobre, la modificacion de la
expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 resulta otra evidencia de la posible participacion de

AtCOX17-1y AtCOX17-2 en el metabolismo de cobre.

7.4.2.2 CAMBIOS EN LOS NIVELES DE ATCOXa7 Y ATCOX19 MODIFICAN LA HOMEOSTASIS
DE COBRE EN ARABIDOPSIS.

Con el objetivo de evaluar la influencia de AtCOX17 y AtCOX1g en la homeostasis
de cobre se estudiaron plantas con niveles alterados de estas chaperonas. Las plantas con
niveles alterados de AtCOX1y fueron presentadas en el capitulo Il de esta Tesis. Para
obtener plantas con niveles disminuidos de AtCOX1g9 se recurrid a una estrategia similar a
la empleada para AtCOXay. En esta oportunidad, se disefiaron amiARNs que permitieron
silenciar AtCOX19-1 y AtCOX19-2 de manera simultanea, dado que ambos genes tienen
secuencias casi idénticas. Como puede observarse (Figura 2A), esta estrategia permitid
obtener plantas silenciadas (amiCOXag) con niveles de expresion de AtCOX19 menores al
50% respecto de plantas WT. Si bien pudo detectarse el transcripto de AtCOX19 en las

plantas amiCOXag, los niveles de proteina AtCOX19 medidos mediante Western fueron
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practicamente indetectables (Figura 2B). La obtencion de plantas con mayores niveles de
AtCOX19 se logré mediante la expresion de la secuencia codificante de AtCOX19-1 (ver
Materiales y Métodos 6.2.9) bajo el control del promotor 355CaMV. En la figura 2C-D se
muestran los niveles de transcripto y proteina de AtCOX19 en plantas que sobreexpresan
AtCOX19-1 (0eCOX19). Como puede observarse, los niveles de transcripto se correlacionan
con los niveles de proteina en las lineas 0eCOX19#8 y 0eCOXag#15. En las lineas
0eCOX19#19 y 0eCOX19#20 no se observd un aumento en los niveles de proteina

comparable con los niveles de transcripto obtenidos.
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Figura 2. Niveles de transcripto y de proteina AtCOX19 en plantas amiCOX19 y 0eCOXz1g. A. Niveles de
transcripto en plantas amiCOXag crecidas en medio MS o,5x durante 8 dias. B. Niveles de proteina AtCOX19
en extractos obtenidos a partir plantas WT y amiCOXag crecidas durante 10 dias en tierra. C. Niveles de
transcripto de AtCOX19 en plantas WT y 0eCOXag crecidas durante 15 dias en tierra. D. Niveles de proteina
AtCOXa1g en plantas WT y 0eCOXag crecidas en tierra durante 15 dias. Los niveles de transcripto fueron
medidos mediante RT-gqPCR. Los resultados se expresan en unidades relativas considerando la linea con

mayor expresion como el 100%. Los niveles de proteina fueron medidos mediante Western blot con un
anticuerpo preparado contra AtCOX19-1.

En las plantas obtenidas se evalud la expresion de un miembro de cada una de las

familias de transportadores de Arabidopsis relacionados con la adquisicion de cobre en la
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raiz. Concretamente, se cuantificé la expresion de COPT2, FRO3y ZIP2 en raices de plantas
crecidas durante 8 dias en distintas concentraciones de cobre.

Como puede observarse (Figura 3), las raices de plantas 0eCOX17 y 0eCOX1g
presentan mayores niveles de expresion de COPT2 y FRO3 respecto de plantas WT en MS
0,5X (Figura 3). En presencia de cobre 10 pM, los niveles de expresiéon de COPT2 son
también mayores que en plantas WT para todos los genotipos estudiados, mientras que los
niveles de FRO3 son mayores solo en plantas 0eCOX17-2 y 0eCOXag (Figura 3). Los niveles
de ZIP2 fueron similares en todos los genotipos y condiciones estudiados (Figura 3). Si bien
la sobreexpresion de AtCOX19 o de AtCOX17 modifica la expresidon de genes que codifican
proteinas transportadoras, el silenciamiento de los genes AtCOX17 o AtCOX19 no produce

cambios en la expresion de estos genes respecto de plantas WT (resultados no mostrados).
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Figura 3. Expresion de COPT2, FRO3y ZIP2 en plantas 0eCOX17-1, 0eCOX17-2 y 0eCOX1g. Los niveles de
expresion de los genes que codifican proteinas transportadoras fueron medidos mediante RT-qPCR. Las
muestras de ARN se obtuvieron a partir de raices de plantas crecidas durante 8 dias en medio MS o,5x
(Deficiencia) o en medio MS o,5x suplementado con CuSO4 10 pM (Exceso). Las barras de error representan
la SD obtenida a partir de seis muestras para cada genotipo. El experimento se repitio dos veces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Mann-Whitney para comparaciones
multiples en distribucion no paramétrica).

Con el objetivo de evaluar la expresion del miR398, se realizaron cruzas de las
plantas con niveles alterados de AtCOX17 o AtCOX1g con plantas que expresan el gen

reportero GUS bajo el control del promotor del gen MIR398b (pMIR398b). Posteriormente,
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se analizd la expresion del gen reportero en las cruzas obtenidas mediante deteccion
histoquimica de la actividad de la enzima B-glucuronidasa, codificada por el gen GUS
(Jeffersony col., 1987). En primer lugar se analizd el patron de expresion de GUS generado
por la sobreexpresion de AtCOX17-1, AtCOX17-2 0 AtCOX19. La tincidn obtenida indica que
la expresion de MIR398b se encuentra inducida en plantas 0eCOX17y 0eCOX19 cuando son
crecidas en medio MS o,5x durante 8 dias (Figura 4). En las cruzas con plantas 0eCOX17 la
tincion se observa en cotiledones, mientras que en las cruzas con plantas 0eCOX1g la
tincion se observa tanto en cotiledones como en el primer par de hojas verdaderas. En la
planta control (pMIR398) solo se observa tincion en las nervaduras de los cotiledones. La
expresion de GUS fue cuantificada mediante un ensayo fluorométrico (Figura 4B). Este
ensayo mostro diferencias significativas en la expresion de GUS en plantas 0eCOX1g y
0eCOX17-2 respecto de plantas WT. Sin embargo, para plantas 0eCOX17-1 no se

obtuvieron diferencias significativas.
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Figura 4. Actividad GUS en plantas 0eCOX17-1, 0eCOX17-2 y 0eCOX19 cruzadas con plantas que
expresan el gen GUS bajo el control del promotor de MIR398b. A. Las plantas fueron crecidas en medio MS
o,5x durante 8 dias y luego incubadas durante 30 minutos con el sustrato de la enzima B-glucuronidasa. H;
primer par de hojas. C; cotiledones. B. Se determind la actividad GUS en extractos proteicos de plantas
0eCOX17y 0eCOXag cruzadas con plantas que expresan el gen GUS bajo el control del promotor de MIR398b
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(pMIR398). Los valores de actividad se expresan en pmol 4-MU. mg™. min™. Las barras de error representan
la SD de tres mediciones independientes. Los columnas con diferentes letras implican diferencias
significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Mann-Whitney para comparaciones multiples en distribucion no
paramétrica).

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que el aumento en los niveles de
AtCOX17 o de AtCOXag altera la expresion de genes involucrados en la homeostasis de
cobre en Arabidopsis, produciendo un estado de deficiencia del metal.

En vista de estos resultados nos preguntamos si el cambio en la expresion de los
genes de transportadores y MIR398 es consecuencia o no de un cambio en el contenido de

cobre total. Es decir, nos preguntamos si la alteracion de los niveles de las chaperonas

modifica el contenido de cobre total o solo altera la percepcion de los niveles del mismo.

7-4.2.3. ELAUMENTO DE LOS NIVELES DE ATCOXa7-2 Y ATCOX19 MODIFICA EL
CONTENIDO DE COBRE TOTAL EN RAICES DE ARABIDOPSIS.

Con el objetivo de cuantificar el contenido de cobre total en plantas con niveles
alterados de AtCOX17 o AtCOX1g se recurrio a la técnica de absorcion atomica de llama en
camara de grafito. Se emplearon plantas crecidas durante 8 dias en MS o,5X. Como puede
observarse (Figura ), la sobreexpresion de AtCOXz7-1 no produce cambios en el contenido
de cobre en el tejido radicular ni en el tejido aéreo. Sin embargo, las plantas oeCOX17-2 y
0eCOX1g presentan mayores niveles de cobre total en el tejido radicular pero no modifican

el contenido de cobre en el tejido aéreo (Figura 5).

et Il Tejido radicular
I Tejido aéreo

[ug- g™
S @ 3

Contenido de cobre
b

o
L

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 198



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
199 Mitocondrial

Figura 5. Contenido de cobre en plantas 0eCOX17-1, 0eCOX17-2 y 0eCOX1g. El contenido de cobre fue
medido por espectroscopia de absorcion atdmica en cdmara de grafito en raices y tejido aéreo de plantas
crecidas durante 8 dias en placas con medio MS o,5x. Las barras de error representan la SD de medidas

realizadas por triplicado. Las muestras se normalizaron en funcion del peso seco.

El aumento en los niveles de cobre en la raiz de plantas 0eCOX17-2 y 0eCOX19 y el
incremento de los niveles de expresion de genes que codifican proteinas transportadoras
de metales indicarian que el aumento de los niveles de AtCOX17-2 y AtCOX19 genera un
estado deficitario de cobre que encuentra como respuesta la activacion de COPT2 y FRO3
como mecanismo de ingreso del metal. Si se comparan los niveles de expresion de COPT2
entre plantas 0eCOX19, 0eCOX17-1 y 0eCOX17-2, los mismos son significativamente
mayores en las plantas 0eCOX17-2 y 0eCOX1g (Figura 3). Este incremento diferencial
podria explicar el mayor contenido de cobre en las raices de las plantas 0eCOX17-2 y
0eCOX19 respecto de las plantas 0eCOX17-1, para las cuales la expresion de COPT2
también es mayor si se compara con la planta WT pero es menor comparada con la
expresion en las plantas 0eCOX19 y 0eCOXa7-2 (Figura 3). Dado que el contenido de cobre
no se modifica en la parte aérea pero si se observd induccion de MIR398 en esta region,
podriamos pensar que estas plantas presentan una alteracion en los mecanismos de
distribucion del cobre hacia los tejidos aéreos. Seria interesante evaluar la expresion de
COPT6, como principal transportador de cobre entre raices y tejido aéreo, y de COPTz, que
es el principal transportador de cobre en células de raiz. Por otra parte, la induccion de
MIR398 podria no estar estrictamente relacionada con el metabolismo de cobre. Se ha
demostrado que la expresion de este gen es requlada por diversos factores ambientales y
no solo por la disponibilidad de cobre en el medio en plantas (Zhu y col., 2011) . La
expresion de MIR398 es reprimida durante la infeccion de hojas de Arabidopsis con
Pseudomonas syringae avirulenta y luego del tratamiento con el herbicida paraquat,
mientras que la misma se incrementa luego del estrés causado por tratamiento con ozono,
NaCl o calor (Guan y col., 2013; Jagadeeswaran y col., 2009). Curiosamente, no existe
siempre una correlacion negativa entre los niveles de CSD1 o CSD2 y la expresion del

miR398 luego de un estrés abidtico (Jagadeeswaran y col., 2009). En las plantas 0eCOX17
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y 0eCOX19 no hemos podido detectar una disminucidn significativa de los niveles de
expresion de CSD1 (datos no mostrados). Finalmente, el contenido de cobre en las plantas
0eCOX19 en tejido aéreo muestra una tendencia a la disminucidn. Tal vez la técnica
empleada no permite la deteccion del cambio en el contenido de cobre entre plantas WTy
0eCOX1g en el tejido aéreo.

Los resultados obtenidos indicarian que el incremento en los niveles de AtCOX19 o
AtCOXa7-2 modifica el contenido y posiblemente la distribucion del cobre en plantas de
Arabidopsis. El incremento en la expresion de AtCOXz7-1 no tendria un efecto en el
contenido de cobre.

No pudieron obtenerse resultados respecto de la expresion de MIR398b o el
contenido de cobre en raices y parte aérea de las plantas amiCOX17 y amiCOXag.
Resultados preliminares obtenidos en plantas completas indicarian que el contenido de
cobre no difiere de manera significativa en estas plantas respecto del observado en plantas
WT. La expresion de MIR398b estaria disminuida, en coincidencia con un incremento en la
expresion de CSD1. La expresion de los transportadores de cobre no estaria alterada. Se

requieren mas estudios para confirmar estos resultados.
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PARTE B
7.4.2.4. EL SILENCIAMIENTO DE ATCOX19 MODIFICA LA EXPRESION DE GENES QUE
RESPONDEN A LA DEFICIENCIA DE HIERRO Y A PATOGENOS.

En funcion de los resultados obtenidos para AtCOXig, decidimos realizar un
analisis global de la expresion en plantas amiCOXz1g con el objetivo de profundizar en el
estudio del rol de esta proteina en plantas.

El silenciamiento de AtCOX19-1 y AtCOX19-2 modifica la expresion de 889 genes,
de los cuales 737 se encuentran regulados positivamente mientras que 152 son regulados
negativamente. La categorizacion de los genes en funcion de los términos GO asociados
a los procesos biologicos indica que la disminucidn de los niveles de AtCOXag regula de
manera positiva genes involucrados en las categorias de respuesta a estimulo y procesos
asociados a la interaccion con otros organismos (Figura 9A, nivel 1). Dentro de la
categoria de respuesta a estimulo se observa un enriquecimiento en genes de respuesta a
estrés, respuesta a estimulo biotico, respuesta a estimulo quimico y respuesta a estimulo
enddgeno (Figura 9, nivel 2). Finalmente, estas categorias derivan en el enriquecimiento
de genes que integran las categorias de respuesta defensiva, respuesta a dafo vy

respuesta mediada por acido jasmonico (Figura g, niveles 3y 4).

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 201



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
202 Mitocondrial

(|
response multi-organism
" to process
NIV stimulus 1.48e-22
H 1.2e-33
response response response response
Nivel 2 to to to to
stress biotic chemical endogenous
2.59e-36 stimulus stimulus stimulus organism
6.14e-24 1.06e-20 5.27e-09
" I .:.

Nivel 3 defense ||response response ||response response response
response to to to to to
3.66e-23||wounding organic oxidative osmotic bacterium

2.11e-12 substance stress stress 7.47e-12]{ 4.85e-09
1.19e-10 || 1.47e-10 | 3.44e-07 |
i ®
defense responsej|response response
response to to to
Nivel 4 to jasmonic || salicylic salt
fungus acid acid stress
1.25e-07 stimulus || stimulus 2.05e-07 |
1.97e-15]|3.75e-08

Figura 9. Términos GO enriquecidos en el grupo de genes inducidos en las plantas amiCOXa1g.
Los términos GO enriquecidos se muestran en un arbol cuyas ramas (Niveles) se ordenan segun la
significancia estadistica. El arbol se realizd con herramientas del sitio Virtual Plant. Los circulos llenos
indican significancias menores a 1 x 107.

Dentro de la categoria de interaccion con otros organismos, se observa un
enriquecimiento en genes asociados a la respuesta a hongos y a bacterias. Si se agrupan
los genes segun las vias metabdlicas asociadas al estrés biotico, genes de proteinas de
defensa (PATHOGENESIS RELATED; PR) y genes que participan en la sefalizacion de
patdgenos bacterianos avirulentos (AVRRPT1/2-INDUCED; AlG1 y AlG2) se encuentran
representados (Figura 10). No es posible diferenciar si la respuesta es contra patdgenos
biotrofos o necrétrofos. Sin embargo, cuando se comparan todos los genes inducidos en
las plantas amiCOX19 correspondientes a estrés bidtico con los genes regulados en
distintos tratamientos con patdgenos, la respuesta a hongos pareceria estar mas
representada. Si se categoriza a los genes considerando la funcién molecular, se destacan
las actividades glutation transferasa y peroxidasa y genes asociados a la union de hierro y

de grupos hemo.
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Figura 10. Mapa de la distribucion de los genes involucrados en distintas vias que participan en la respuesta
a estrés biodtico y cuya expresion estd inducida en plantas amiCOXz1g. El mapa fue realizado con el programa
MapMan.

Con respecto a los genes reprimidos en las plantas amiCOX1g, no fue posible
agrupar los genes segun procesos bioldgicos considerando la misma significancia que
para los genes inducidos. El agrupamiento segun las categorias funcionales descriptas por
el MIPS sugiere que las categorias enriquecidas estan vinculadas a la respuesta a

estimulos externos y al desarrollo embrionario (Tabla 1).
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Término Fo Fe valorp
c§llular sensing and response to external 15,50% 4,90%
stimulus
embryonal development 6,80% 1,00%
plant development 9,90% 2,50%
cold shock response 5% 0,60%
chemoperception and response 9,90% 2,90%
temperature perception and response 5,60% 0,90%
abscisic acid response 4,30% 0,60%
DEVELOPMENT (Systemic) 9,90% 3,10%
plant / fungal specific systemic sensing and
response 8,10% 2,20%
plant hormonal regulation 7,50% 2,00%
nucleus 16,80% 8,20% 0,00417
response to biotic stimulus 4,30% 0,80% 0,00534
metabolism of secondary products derived
from L-methionine 1,90% 0,10% 0,00632
auxin response 4,30% 0,90% 0,00632
nucleus 9,90% 3,90% 0,00632
organization of chromosome structure 9,90% 3,90% 0,00632
water response 3,10% 0,40% 0,00724
DNA conformation modification (e.g.
chromatin) 9,30% 3,70% 0,0081
lipid/fatty acid transport 3,10% 0,50% 0,0081
stress response 8,10% 3,00% 0,00884
disease, virulence and defense 5,60% 1,60% 0,00884
DNA restriction or modification 9,30% 3,80% 0,00932

Tabla 1. Términos GO enriquecidos en el grupo de genes reprimidos en las plantas amiCOX1g9. Los
términos GO enriquecidos se muestran ordenados segun la mayor significancia estadistica. Las frecuencias
se muestran como porcentajes de genes totales. Se muestran la frecuencia observada (Fo) y la frecuencia
esperada (Fe). Las frecuencias y las significancias fueron obtenidas con el programa libre PageMan.

7.4.2.5. LADISMINUCION DE ATCOX19 MODIFICA EL METABOLISMO DEL HIERRO.

La comparacion jerarquica de los genes inducidos en las plantas amiCOX19 contra
todos los tratamientos disponibles en la base de datos GENEVESTIGATOR muestra
similitud con el perfil transcripcional de plantas infectadas con distintos patogenos,
plantas crecidas en deficiencia de hierro, deficiencia de nitrégeno y deficiencia de fosforo
y plantas tratadas con frio o a las que se les ha aplicado un dafio. Curiosamente, el
metabolismo del cobre no parece estar modificado en las plantas amiCOXi1g. Sin

embargo, si habria una induccion de genes que participan en la homeostasis de hierro. La
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idea de un rol de AtCOX19 en la homeostasis de distintos metales tendria I6gica mas alla
de su funcion putativa en el transporte de cobre hacia las subunidades de COX. En relacion
con esto, se ha sugerido una posible funcion de la metalochaperona COX1g en el transporte
de metales en levaduras (Noctor y col.,, 2004; Rigby y col., 2007) y la existencia de
interacciones entre los metabolismos de cobre y de hierro ha sido descripta en levaduras,
algas y mamiferos y estudios recientes proponen una regulacion similar en plantas superiores
(Perea-Garcia y col., 2013; Puig y col., 2007; Waters y col., 2012). Dentro de los genes que se
incluyen en la categoria de unidn a hierro o al grupo hemo se observan genes que
participan en la homeostasis de este metal (Tabla 2). Entre los genes inducidos en las
plantas amiCOX19 cuya participacion en la homeostasis de hierro estd demostrada
encontramos cuatro miembros del clado Ib de la familia bHLH: bHLH038, bHLHo039,
bHLH100 y bHLH101. Estos genes se inducen ante una deficiencia de hierro y de manera
independiente de FER-LIKE FE DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR (FIT;
Colangelo y Guerinot, 2004), uno de los principales reguladores de las respuestas a
deficiencia de hierro. Los genes ORG1 y NAS4 son necesarios durante el déficit de hierro
en Arabidopsis (Koen y col., 2013; Sivitz y col., 2012) y se encuentran inducidos en las
plantas amiCOXag. Llamativamente, ORG1 y NAS4 tampoco responden a la via regulada
por FIT pero serian regulados por bHLH100 0 bHLH101 (Sivitz y col., 2012; Brumbarova y
col., 2015). Curiosamente, el 24% (23/97) de un grupo de genes que se inducen en
deficiencia del metal y cuya respuesta a hiero esta desregulada en las plantas mutantes
bhlhioo/bhlhio1 se encuentran inducidos en las plantas amiCOX1g. Sin embargo, de este
grupo de genes solo encontramos un miembro cuya funcidon ha sido demostrada en el
metabolismo del hierro (CYP82(3). Finalmente, la expresion de dos de los genes que
actvan de manera concertada con FIT (Yuan y col.,, 2008) y son necesarios para la
regulacion mediada por este factor de transcripcion, ETHYLENE INSENSITIVE3 vy
ETHYLENE INSENSITIVE3-LIKE1 (Lingam y col., 2011), no se encuentra alterada en las
plantas amiCOXz1g. Las vias controladas por BRUTUS (BTS) y POPEYE (PYE) tampoco

estarian modificadas en las plantas amiCOXag (Long y col., 2010).
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ID Nombre del gen log FC valor p
AT5G53450 ORG1 145871699 s
AT1G56430 NAS4 2,09310608
AT5G04150 bHLH101 2,54213918
AT3G56970 bHLHO38 5,18616081
AT3G56980 bHLHO039 2,86664787 | 89894 7E-(
AT2G41240 bHLH100 3,97810699 0,000429182

Tabla 2. Genes que son inducidos en deficiencia de hierro en plantas WT y se hallan inducidos en
plantas amiCOX19. Se muestran los niveles de expresion (logFC) en plantas amiCOX19#17 crecidas en
condiciones control.

Nos preguntamos si los cambios de expresion observados eran suficientes para
alterar la respuesta al hierro en plantas amiCOXag. Para evaluar la homeostasis de hierro,
crecimos las plantas en condiciones deficitarias y de suficiencia del metal y evaluamos la
longitud de la raiz principal. Como puede observarse (Figura 11), las plantas amiCOX19
presentan raices mas largas cuando son crecidas en un medio sin el agregado de hierro
(72,25 + 14,72 mm vs. 51,07 + 13,69 mm, Figura 6, Anexo Ill). Se ha reportado para
Arabidopsis que condiciones moderadas de deficiencia de hierro provocan el incremento
de la longitud de la raiz, mientras que en deficiencias severas de este metal se produce un
acortamiento brusco, asi como también reduccion de la parte aérea (Gruber et. al., 2013).
Estos resultados nos permiten concluir que en las condiciones ensayadas, las plantas
amiCOXag presentarian una respuesta aumentada (sensibilidad) a un déficit moderado
de hierro. En concordancia con esto, las plantas amiCOX1g presentan un menor

contenido de hierro (Figura 7, Anexo Ill).
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amiCOX19#17 WT

Suficiencia'f

Deficiencia

Figura 11. Desarrollo de la raiz en plantas con niveles alterados de AtCOXz19. A. Plantas amiCOX19#17y
WT crecidas durante g dias en suficiencia (Fe 5o uM) o deficiencia de hierro (sin agregado de Fe al medio de

crecimiento). Esta imagen fue modificada de la tesina de la Licenciada Ma. Natacha Ocampos.

Los resultados obtenidos en el ensayo de microarreglos sugieren que la
disminucion de los niveles de AtCOX1g induce un grupo selecto de genes que participan
en el metabolismo del hierro. Genes que serian inducidos en deficiencia de nitrégeno, en
deficiencia de fosforo y en deficiencia de azufre también se encuentran inducidos en las
plantas amiCOXa9. Los resultados transcripcionales obtenidos plantean el interrogante
de si la alteracion del metabolismo de hierro es consecuencia directa de la disminucion de
los niveles de AtCOX1g o esta relacionada con cambios en la actividad del CIV o la funcion
mitocondrial. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que la
actividad COX disminuye en condiciones de deficiencia de cobre o de hierro. Por otro
lado, la disponibilidad de nutrientes condiciona la respuesta a patégenos (Zhou y col.,

2012). Ademas, la busqueda en bases de datos de microarreglos sugiere que los genes
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bHLH100, bHLH101 y bHLH039 aumentarian su expresion ante la infeccion con patégenos
necrotroficos. Los resultados obtenidos sugieren nuevas vias de estudio en las cuales
podrian actuar los factores de ensamblaje de COX, ya sea porque afectan la actividad del

CIV o porque actuan como moléculas de sefalizacion entre la mitocondria y el entorno.

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 208



8. CONCLUSIONES



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
210 Mitocondrial

En este trabajo de Tesis nos propusimos estudiar la funcion de un grupo de
proteinas vegetales vinculadas con la formacion de los centros metalicos de las
subunidades COX1 y COX2 del Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa o COX) de Arabidopsis
thaliana. Concretamente, se estudid la funcion de los factores de ensamblaje de COX
AtCOXa7y AtCOXag.

La localizacion de AtCOX17-1 en Arabidopsis se restringe a la mitocondria en las
células de la raiz, incluso cuando la misma es expresada en altos niveles. No se determiné
la localizacion subcelular para AtCOXa7-2. Sin embargo, dado que ambas proteinas son
capaces de complementar levaduras mutantes coxiy se puede sugerir que AtCOX17-2
probablemente es también una proteina mitocondrial. En forma similar a lo osbervado
para AtCOXa7-1, la localizacién subcelular de AtCOXz1g se restringe a la mitocondria tanto
en condiciones control como luego de la aplicacion de un estrés. La localizacion
mitocondrial estad de acuerdo con la funcion prevista para estas proteinas, que actuarian
como chaperonas de cobre durante el ensamblado de COX. Con respecto a la localizacion
de AtCOXag, seria interesante evaluar si la misma se modifica en funcidon de la
concentracion de metales.

La disminucion de los niveles de expresion de AtCOX17-1 o de AtCOX17-2 en forma
individual no produce cambios fenotipicos evidentes respecto de las plantas WT. Ademas,
ni la actividad COX ni el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones se ven
afectadas en estas plantas. Estos resultados indican que, probablemente, las proteinas
AtCOX17 presentan redundancia funcional respecto de la biogénesis de COX y que
minimos niveles de AtCOXz1y serian necesarios para cumplir con la insercion de cobre en los
centros metalicos. El hecho de que las plantas deficientes en ambos genes presenten
retraso en el crecimiento y que la recuperacion de lineas deficientes en ambos genes haya
sido muy baja (en comparacion con la recuperacion de plantas silenciadas simples) apoya
la idea de una posible redundancia funcional entre AtCOX17-1 y AtCOX17-2, si bien dicha

funcion podria no estar estrictamente asociada a la biogénesis de COX.
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AtCOXa17-1 y AtCOXay-2 serian necesarias para que la planta desarrolle una
respuesta a estrés eficiente, dado que el silenciamiento de uno de los genes AtCOX1y es
suficiente para generar plantas incapaces de inducir genes de respuesta a estrés luego del
tratamiento con NaCl. La disminucidn de la expresion de genes de respuesta a estrés en las
plantas deficientes en ambos genes crecidas en condiciones control apoya la idea del rol
de AtCOX17-1y AtCOX17-2 como moduladoras de la respuesta a estrés en Arabidopsis.

El enriquecimiento de genes de respuesta a estrés oxidativo entre los genes
regulados negativamente en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 sugiere que AtCOX17-1y
AtCOXa7-2 formarian parte de vias de sefializacidon asociadas a la produccidon de EROs
durante el estrés. El incremento de EROs en las plantas silenciadas en cada uno de los
genes AtCOX1yluego de una situacion de estrés refuerza esta idea. Dado que la produccion
de EROs es una respuesta comun a diversas situaciones de estrés, es complejo distinguir si
estas proteinas serian relevantes para la defensa ante un estrés especifico o podrian
incluirse como proteinas mitocondriales moduladoras de la respuesta a diversas
situaciones de estrés. Dado que los genes AtCOX17 no muestran una induccion diferencial
entre las situaciones de estrés estudiadas y que genes de respuesta a diversos tipos de
estrés tienen expresion reducida en las plantas amiCOX17-1/cox17-2, es probable que
AtCOXay participe en la respuesta a distintos tipos de estrés.

La disminucion de la expresion de los genes AtCOX17 en forma individual no
produce cambios en la expresion de los genes de respuesta a estrés que se encuentran
reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 en condiciones basales. Esto podria implicar
redundancia funcional entre ambas proteinas. De esta manera, el efecto del silenciamiento
individual solo seria observable en condiciones en donde fueran necesarias mayores
cantidades de estas proteinas, es decir luego del estrés.

ABl4 regularia la expresion de los genes AtCOX1y en respuesta al tratamiento con
ABA. La regulacion por ABIl4 sustenta la funcion de los genes AtCOX1y en la respuesta a
estrés y muestra una via de sefalizacion que podria ser compartida con AOXza. El hecho
de que los perfiles transcripcionales de plantas deficientes en AOX1a y AtCOX17 tengan

similitudes sugiere que podrian existir vias de regulacidn comunes a estas proteinas.

Tesis Doctoral — Lic. Lucila Garcia 211



Estudios Funcionales de Chaperonas de Cobre Involucradas en la Biogénesis
212 Mitocondrial
AtCOXag estaria involucrada en la homedstasis de metales y en la defensa a estrés
biotico. Los resultados transcripcionales obtenidos indican que la deficiencia de AtCOX1g
genera plantas que presentan un estado deficitario de hierro. El fenotipo observado en
raices y la disminucion del contenido del metal en estas plantas apoyan esta conclusion.

La funcion de AtCOXag en la respuesta a estrés biotico aun no ha sido confirmada.
Los resultados obtenidos en esta tesis aportan informacion novedosa sobre la

funcion de factores de ensamblaje de COX en plantas y sugieren nuevos espacios de

conocimiento que deberian ser explorados.
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TABLA 1. Oligonucledtidos empleados para clonado.

Nombre del
oligonucledtido

Secuencia (5°->3")

Descripcion

GateCOXa1y1F

GateCOX171R

GateCOX171STOPR

GateCOXa171P

GateCOXay2F

GateCOX172R

GateCOX172STOPR

GateCOXa72P

GateCOXagF
GateCOX1g9R

GateCOX19STOPR

GateCOXagP
AbCOX17-1F

AbCOX19-F
AHL1

AHL2
amiCOX171a*
amiCOX171a
amiCOXa171s*
amiCOX171s

amiCOX1y2a*

amiCOX172a

amiCOX172s*

amiCOXa72s
amiCOX1ga*
amiCOX19a

amiCOX1g9s*

CCGAGATCTTCGCCGACATTTTCACCG

GCCCTCGAGACGTTGAAACCTTCTGC

GCCTCGAGTCAGACGTTGAAACCTTCT

GGCGGATCCAGTTTTGGTTTCAGATACATA

CCCGGATCCCTTTCCTTGCTCGCCCCAA

GGCCTCGAGACTTTGAAACCCTCTGAT

GGCCTCGAGTCAAACTTTGAAACCCTCTG

GGCAGATCTTGCTTTTGAATGTC

GGCAGATCTAAGAGGCAAATCTCCCAA
GCCCCTCGAGTGTTCGATACTCTCTGTA

GCCCTTCGAGGTCAACCTTTCAATGTTC

GGCAGATCTTTTTCAGGGGATTCACTAA

CCCGGATCCATGACTGATCAGCCAGC

CCCGGATCCATGATGATCACTATAAAGTTC
TAGTTAGTTACTTAAGCTCGGGC
CAGAGCTGCAGCTGGATGGC

GAAAGACAATTTTTATGAGCTGCTCTACATATATA
TTCCT
GAGCGGCTCATAAAATTTGTCTATCAAAGAGAAT
CAATGA
GAGCAGCTCATAAAAATTGTCTTTCACAGGTCGT
GATATG
GATAGACAAATTTTATGAGCCGCTCTCTCTTTTGT
ATTCC
GAAACACAATATATGAGCTTTGTTCTACATATATA
TTCCT

GAACGAAGCTCATATTTTGTGTATCAAAGAGAAT
CAATGA

GAACAAAGCTCATATATTGTGTTTCACAGGTCGT
GATATG

GATACACAAAATATGAGCTTCGTTCTCTCTTTTGT
ATTCC
GAAAGTTCTAAGCCATGCGGTACTCTACATATATT
cCcT
GAGTGCCGCATGGCTAAGAACTATCAAAGAGAAT
CAATGA

GAGTACCGCATGGCTTAGAACTTTCACAGGTCGT
GATATG
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Amplificacion de AtCOX17-1 a partir de ADN genémico para
sobreexpesar este gen como fusion a mRFP

Usado con el ologinucledtido GateCOX171F permite
amplificar la secuencia de AtCOX17-1 a partir de ADN
genomico necesaria para sobreexpresar este gen en plantas

Usado con el oligonucledtido GateCOX171R permite
amplificar al secuencia promotora y codificante de AtCOX17-1

Amplificacion de AtCOX17-2 a partir de ADN gendmico para
sobreexpesar este gen como fusion a mRFP

Usado con el ologinucledtido GateCOX172F permite
amplificar la secuencia de AtCOX17-2 a partir de ADN
gendmico necesaria para sobreexpresar este gen en plantas

Usado con el oligonucledtido GateCOX172R permite
amplificar al secuencia promotora y codificante de AtCOX17-2

Amplificacion de AtCOX19 a partir de ADN gendmico para
sobreexpesar este gen como fusion a mRFP

Usado con el ologinucledtido GateCOX19 permite amplificar
la secuencia de AtCOX1g9 a partir de ADN gendmico necesaria
para sobreexpresar este gen en plantas

Usado con el oligonucleétido GateCOX19 permite amplificar
al secuencia promotora y codificante de AtCOX19

Amplificacion de la secuencia codificante de AtCOX17-1 para
obtener la proteina recombinante GST-COX17

Amplificacion de la secuencia codificante de AtCOX19 para
obtener la proteina recombinante GST-COX19

Adlcidn de los sitios de recombinacion para el clonado
empleando tencologia Gateway.

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
izquierdo amiRNA(1) para silenciar COX17-1

Este par de oligonucledtidos permite amplificar el hairpin del
amiRNA(z) para silenciar AtCOX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
derecho amiRNA(z) para silenciar AtCOX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
izquierdo amiRNA(1) para silenciar COX17-2

Este par de oligonucledtidos permite amplificar el hairpin del
amiRNA(z) para silenciar AtCOX17-2

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
derecho amiRNA(1) para silenciar AtCOX17-2

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
izquierdo amiRNA(1) para silenciar COX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el
hairpin del amiRNA(1) para silenciar AtCOX17-1
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amiCOX1g9s

amiCOXa71a*(2)

amiCOX171a(2)

amiCOX1715*(2)

amiCOX171s(2)

amiCOXa172a*(2)

amiCOX172a(2)

amiCOX1725%(2)

amiCOX1725s(2)
NB47F
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GATAGTTCTTAGCCATGCGGCACTCTCTTTTTGTA
TTCC
GAAATACCCAAAACCGATACTTGTCTACATATATA
TTCCT
GACAGGTATCGGTTTAGGGTATATCAAAGAGAAT
CAATGA

GACAAGTATCGGTTTTGGGTATTTCACAGGTCGT
GATATG
GATATACCCTAAACCGATACCTGTCTCTCTTTTGT
ATTCC
GAAGTATCTTGAGTTTTGAGTAATCTACATATATA
TTCCT
GATTGCTCAAAACTCTAGATACATCAAAGAGAAT
CAATGA
GATTACTCAAAACTCAAGATACTTCACAGGTCGT
GATATG
GATGTATCTAGAGTTTTGAGCAATCTCTCTTTTGT
ATTCC
CATTTCATTTGGAGAGAACACG
CGAAACCGATGATACGAACG

Continua en la pagina siguiente

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
derecho amiRNA(1) para silenciar AtCOX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
izquierdo amiRNA(2) para silenciar COX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el
hairpin del amiRNA(2) para silenciar AtCOX17-1

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
derecho amiRNA(2) para silenciar COX17-1
Used with NB47F to amplify the left arm of the amiRNA(2)
coding sequence to silence COX17-2

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el
hairpin del amiRNA(2) para silenciar AtCOX17-2

Usando el oligonucledtido NB47F permite amplificar el brazo
derecho amiRNA(2) para silenciar COX17-2

Amplificacion de la secuencia completa del amiRNA(z y 2)

NB47R

TABLA 2. Oligonucleotidos empleados para verificacion de la presencia de un transgén o
de una insercion de T-DNA.

Nombre fje_l Secuencia (5°-> 3") Descripcion Direccion
oligonucleétido
Usado en conjunto con el oligonucleétido NB47R permite
CheamiCOX17-1(2) GCAGCTCATAAAAAT verificar de la presencia del amiRNACOX17-1(1) en el genoma | directa
de Arabidopsis
Usado en conjunto con el oligonucelétido NB47R permite la
CheamiCOX17-2(1) ACAAGCTCATCATATTGTG verificacion de la presencia del amiRNACOXz17-2(1) en el directa
genoma de Arabidopsis
Usado en conjunto con el oligonucelétido NB47R permite la
CheqamiCOX19(1) GTACCGCATGGCTTAGAAC verificacion de la presencia del amiRNACOX1g(1) en el directa
genoma de Arabidopsis
Usado en conjunto con el oligonucledtido NB47R permite la
CheqamiCOX17-1(2) CAAGTATCGGTTTTGGGT verificacion de la presencia del amiRNACOX17-1(2) en el directa
genoma de Arabidopsis
Usado en conjunto con el oligonucledtido NB47R permite la
CheqamiCOX17-2(2) TTACTCAAAACTCAAGATAC verificacion de la presencia del amiRNACOX17-2(2) en el directa
genoma de Arabidopsis
Usado en conjunto con el oligonucel6tido NB47R permite la
CheqamiCOX19(2) TAAGGCCCAAAACGCAAC verificacion de la presencia del amiRNACOX19(2) en el directa
genoma de Arabidopsis
Amplifica un fragmento del vector pEarlgate. En combinacion
Gate100-R CTCGCATATCTCATTAAAGCAGGAC con los oligonucleotidos RTCOXa7-1F, RTCOXa7-2F o reversa
RTCOX1gF permite evaluar la presencia del trasngén de
interés en el genoma de Arabidopsis.
mCherryR1 AAGCGCATGAACTCCTTGAT Amplifi’ca un fragm.ento d’e la RFPm permitier}do verificar la reversa
fusion al gen de ineterés con el correspondiente oligo.
En conjunto con el oligonucledtido 172SALK se empled para
GateCOXa72F CCCGGATCCCTTTCCTTGCTCGCCCCAA verificar la ausencia del gen salvaje en mutantes
SALK_0602110C (cox17-1)
172SALK ATGATAGGTCGGAGGG directa
Verificacion de la insercion de T-DNA en la mutante
Lbba GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT SALK_0602110C (cox17-2) reversa
Nota: amiRNA(1) y amiRNA(2) denotan el primer y segundo amiRNA utilizado para silenciar AtCOX17-1, AtCOX17-2 0 AtCOX19 para confimar los
resultados de expresion génica.
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TABLA 3. Oligonucledtidos empelados en reacciones de RT-qPCR

CTGATCAAGCCAGCTTTTTGGA
RTCOXa71 (2) COX17-1 (1) At3g15352

T
RTCOX171 (2) COX17-1(2) At3g15352 CAGCCAGCACAAAATGGA
RTCOXa171ami COX17-1 At3g15352 CAGCCAGCACAAAATGGA
CGATCAAAGGGTCGGAGGGAT
RTCOX172 COX17-2 Atigs3030
GAG
RTCOXa72ami COX1y-2 Atigs3030 AATCCGCTTGCACGAAATGG
GTCGAATGGCTAAGAACTTGAT
RTCOX1g9 COX19 At1g66590 GG
RTERF1 ERF1 At3g23240 CGATGAGAGGGTCCTCGGCG
RTFER FER At 6 CGTTGAGAGTGAATTTCTGGGA
3 3 5901600 GAGCA
AGAGCTCGCCAGATCAGTTGCT
RTFRO3 FRO3 At1g23020
ACC
RTASO ASO At4939830 GGCTGGACGGCGTTGCGTTT
RTNDB2 NDB2 At4gos5020 TGGACACAGCAGCCAGTGGC
RTPP2AA3 PP2AA3 Atigi3320 CCTGCGGTAATAACTGCATCT

Nombre del
. Gene Locus Forward (5' to 3') Reverse (5'to 3')
primer
At3g18780/At1 |GGTAACATTGTGCTCAGTGGTG | AACGACCTTAATCTTCATGCTG
RTACTIN ACT2/ACT8
949240 G c
RTANACo19 ANACo19 At1g52890 TCTCGTAGAAACGGAAGCACT | GTCGTGGACGAAGTACCGTT
RTAOX AOX At GGAGGCTTCCTGCTGATGCGA | AGCTGGAGCTTCCTTTAGTTCA
1 a 3922370 CA CGACC
RTAOXad AOXad At1g32350 CGATTACTGGCGGTTGCCTA | ATAGGAGCCGGAGCTTCCTT
RTAPX2 APX1 At1go7890 [ACGCTGAGGCCCACATGAAGC [ ACAATGCGACCCCTCCAGCCC
RTBCS BCS At GAACAGCTAGTGAGGAATGAC | TGTTTGGCTTTATCTTGGTCGT
* * 3950330 CGTGT CCTCG
CCAAGGATCGATCAGCCTGAG
RTCAT3 CAT3 At1g20620 |GGGCACCAGACAGGCAAGACA ACCA
CCATTTACATTCGTTTCTCACAA
RTCBF2 CBF2 At4g25470 CGAGGGAGATGATGACGTGT cc
RTCOPT2 COPT2 At3g46900 CGCCGGCTATGGCGTTGGTT |CGAGCCTGAAGACGGCGGAAG

CTCAGCTTCTTGGTATCAGGGC

GGCAGCAGCCTTGCTTGGCT

GAAACCTTCTGCTCGGAGAC

GTCTCTGTGGCAACTACATC

TCAAACTTTGAAACCCTCTG

CTCTCTGTATTCTTATCTTCAGT
GG

CGCCACAACCGGAGAACAACC

CAAACTCCGTGGCCTTTGCCGA
TCAT

ACGCTCGAACCCTTTAAACCAA
CTAGG

CCAGACTCGAACACAATCCCCA
TTCCC

TGTGTATTGGAGCCTTGGAGG

CTTCACTTAGCTCCACCAAGCA

Continua en la pagina siguiente
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RTPRXIIF

RTRD29ga

RTRD2gb

RTWRKY53

RTFSDa1

RTCOR15

RTRBOHD

RTRBOHF

PRXIIF

RD29A

RD29B

WRKY53

FSD1

COR15A

RBOHD

RBOHF

At3go6o50

At5gs2310

At5g52300

At4g23810

At4g25100

At2g42540

At5947910

At1g6406

CGGGCCACGGTCTGAGAGATG
G

TTCGGTGGTGGTGCGACTGAT
G

GGAGCGGTCACTTCTTGGCTC
G

TTTGCCGATGGAGGAGGTTC

TGAGTTCTGCATCACCGAAGTC
T

GAAAGCGAAAGACTACGTTGTT
GAA

ACGGTGTGGATGTTGTGTCGG
G

ACGTTTAGCTCCACACGTTCTA
GGT

TGCCCCTGTAACCTTGAAGTCA
GACG

CCGGAACAACAGTGGAGCCAA
GT

AACTCCCTTACCTCCGCCACTG
C

TCTAAGCCTCTCTCTGGGCT

GACACGCGCATGTTTAATTGTT
CA

AGACCCTACTTTGTGGCATCCT
TAG

TCCTGGCATTCCACAGTAGAAG
ACT

CCCTGCAGCTGTATTGCACTTC
C

FIGURA 1. Estructura de los genes estudiados en esta tesis.
Se muestran las estructuras de los genes AtCOX17-1, AtCOX17-2, AtCOX19-1y AtCOX19-2. Las
regiones codificantes se muestran en anaranjado y las regiones no codificantes (UTR) en azul.

La linea negra representa los intrones. La regla sobre cada una de las estructuras sefala su

posicion en el cromosoma correspondiente e incluye la escala de los esquemas. Para el gen
AtCOX19-1 las flechas con numeros indican los sitios de splicing alternativo que dan origen a las
isoformas AtCOX1g9-1.1 y AtCOXig9-1.2. En la parte inferior se muestra un esquema

correspondiente a AtCOX19-2, que origina una proteina idéntica a la codificada por AtCOX19-

1.1.
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cox17-2 (SALK_062021) & promotor 355
Lbb1
]

N =

5'UTR SALK172 J'UTR

100 pb

FIGURA 2. Mutante en AtCOXa7-2 (posicion de la insercion).

Se muestra la estructura del gen AtCOXz17-2y la posicion de la insercion que se simboliza con un
triangulo en la planta coxiz7-2 (SALK_062021). Ademas se sefalan los oligonucleotidos
empelados en PCR para verificar la presencia de la insercion. Las regiones codificantes se

muestran en anaranjado y las regiones no codificantes (UTR) en azul. La linea negra representa
los intrones.

A. Estructura del amiARN generado Cropa
harpin del mir319 miRNA
codificado en el Poi 1l ( 2
pNB47 M mRNA
o transcripto
DCL1 \ 2
. : HEN1
amiCOXa amiCOXs <> % XRNA
HYL1 Duplex
( g == miRN
amiCOXa* . ’ E % HASTY (
amiCOXs < = - PR
— s
NB4TF ¢! | NB47R C a’ - duplex/'
AGO1 Clivado del miRNA
B. Ciclos de PCR overlapping
MOLDE OLIGONUCLEGTIDOS PROGRAMA DE AMPLIFICACION
PCR1 pNBA47 (Sng.uL'l) NB47F/amiCOXa 95°x 2min / 30x(92° 455, 40° 30s, 72° 45) /72° 10 min
PCR2 pNBA47 (5ng.uL™) NB47R/amiCOXs 95°x 2min / 30x(92° 455, 40° 3055, 72° 45) /72° 10 min
PCR3 pNB47 (5ng.uL™) amiCOXa*/amiCOXs* | 95°x 2min /30x(92° 455, 42° 305, 72° 45) /72° 10 min
PCR4 P(1), P(2) y P(3) NB47F/NB47R 95°x 2min / 30x(92° 455, 42° 305, 72° 45) /72° 10 min

C. Secuencia y posicion de los amiARNs empleados en esta Tesis.
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AtCOX17-1 5 - GGTATGGGTTTAGGGTATAAA - 3'
amiARN(2) 5'- GGTATCGGTTTAGGGTATATC 3

AtCOX17-1
1 325 447 544

AtCOX17-1 5- GAGGCTCATAAAATTTGTCTC -3'
amiARN(1) 3- GCGGCTCATAAAATTTGTCTA-3'

Bk ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok h ok ok ok ok

AtCOX17-2 5- GGTCAAAACTCTAGATACACC -3'
AtCOX17-2 amiRNA(2) 5- GCTCAAAACTCTAGATACATG -3

FEREKRERF AR R AR RN A KK K

1 261 422 530

S

AtCOX17-2 5- TCGAAGCTCATATTTTGTGTC -3'
amiARN(1) 5- ACGAAGCTCATATTTTGTGTA-3'

B T e

g ABERE 225 »
|

AtCOX19-1.1 5~ GTGTCGAATGGCTAAGAACTT -3

SHARET L aarriiiina o

AtCOX19-1.2
‘TBLQ 312 6?0

e

5- GTGTCGAATGGCTAAGAACTT -3' AtCOX19-1.2
s S amiARN
AtCOX19-2
1 219 518

AtCOX19-2 5- GTGTCGAATGGCTAAGAACTT -3'
amiARN 9~ GTGCCGCATGGCTAAGAACTA -3'

W ko k ok ok ok R ok ok h ok ok koK ok ok

FIGURA 3. Mecanismo de silenciamiento mediante amiARNs y reacciones de PCR utilizadas
para la obtencion de las construcciones ami(1) y ami(2). A. Se muestra, de forma general, la
estructura del amiARN empleado para obtener las plantas silenciadas y un esquema general del
mecanismo de silenciamiento a partir del amiARN construido. COX implica COX17-1, COX17-2
0 COXag9. B. En la tabla se describen los pasos de PCR realizados para obtener dicha estructura
y las condiciones de amplificacion para cada una de las reacciones realizadas. C. Secuencia y
posicion de los amiARNs elegidos.
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Soluciones utilizadas en electroforesis de ADN en agarosa (1.2.2-Materiales y Métodos).

Solucion TAE ax: Tris-acetato 40 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM.

Solucion de siembra de ADN en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25%

(p/v); xilencianol FF 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v), SyBr Green dilucién 1:20.

Solucion Stock de SyBr Green: El reactivo comercial se diluyd 1000 veces en agua H20-
MaQ.

Composicion de los medios de cultivo utilizados y soluciones de conservacion
Arabidopsis.

Medio Murashige y Skoog: KNO3 1,9 g.L % NH4NO3 1,65 g.L? CaCl2.2H20 o,44
g.L*; MgS504.7H20 0,37 9.L*; KH2PO40 17 g.L*; Na2EDTA 37,3 mg.L™?; FeSO4.7H20 27,8 mg.L"
% MnS04.4H20 22,3 mg.L™*; H3BO36,2 mg.L™; ZnSO4.4H20 8,6 mg.L™; Kl 0,83 mg,L™;
Na2Mo0O4.2H20 0,25 mg.L™?; CuSO4.5H20 0,025 mg.L™?; CoCl2.6H20 0,025 mg.L™. Se ajusta el
pH a 5,8 con NaOH 1 M. Para medios solidos se afnade 8 g/l de agar.

Solucion Hoaglands 1x: NH4H2PO4 1 mM; KNO3 6mM; Ca(NO3)2 4mM; MgSO4
2mM; EDTAFe(ll) 50 uM; H3BO3 50 uM; MnCl2.4H20 1 pM; ZnSO4.7H20 1 pM; CuSO4.5H20
0,32 UM; H2MoO4.H20 o,2pM. Para reducir al minimo la contaminacion por metales,
cuando fue necesario solidificar el medio se empled agarosa en una concentracion final de 10

g/L.

Composicion de las soluciones empeladas para mini preparacion (Miniprep) de ADN
plasmidico (1.2.8-Materiales y Métodos) y ADN gendmico de Arabidopsis (1.2.13-Materiales y
Métodos).

Solucion de Miniprep I: Tris-HCl 25 mM pH 8,0; glucosa 5o MMy EDTA 10 mM

Solucion de Miniprep 1l: NaOH 0,2 Ny SDS 0,1 % (P/V)

Solucion amortiguadora de extraccion de ADN de Arabidopsis: Tris-HCl200 mM
pH 8.0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDSo,5%(P/P).

TE: Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM pH 7,5.

Soluciones empleadas para la determinacion de lipidos peroxidados (1.2.28-Materiales y
Métodos).

Solucion de BHT: BHT 10%(p/v) en TCA 6%(p/v).

Solucion control: BHT 0,01%(p/v) en TCA 6%(p/v).
Solucidn positiva: BHT 0,01%(p/v) y acido tiobarbiturico 1%(p/v) en TCA 6%(p/v).
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Soluciones empleadas para la determinacion de actividad SOD (1.2.34-Materiales y
Métodos).

Solucion de extraccion: K,PO, 120mM pH 7,5, PVP insoluble 10%, Triton X-100 0,01%.

Solucidon de reaccion incompleta: K,PO, 10mM pH 7,5.

Solucion de reaccion completa: K,PO, 1omM pH 7,5, 10 mM NBT y 25 mM de
Riboflavina.

Soluciones empleadas para la obtencion de extractos crudos de mitocondrias, para
electroforesis de geles BN, actividad COX en geles y medicion de la actividad COX en oxigrafo
(1.2.38-Materiales y Métodos; 1.2.39-Materiales y Métodos, 1.2.40-Materiales y Métodos y
1.2.40-Materiales y Métodos).

Solucion de extraccion: Sacarosa o,3M, TES 6o mM, EDTA 2 mM, KH,PO,
Na,O,P.*10H,0, glicina 1 mM, PVP-40. Los siguientes reactivos deben agregarse al momento
de hacer la extraccion: BSA 1% (P/V), ascorbato de sodio 5o mM, cisteina 20 mM, AEBSF 1 mM.

Solucion de lavado: Sacarosa 0,3 M, TES 20 mM, KH,PO, 10 mM.

Solucidn de lisis: NaCl 5o mM, 6-Aminocaproico 5 mM, Imidazol 5o mM.

Digitonina: Para prepara la solucidon de detergente 10 %(P/V), la droga solida se debe
disolver en solucion de lisis preparada al momento de usarla. Para lograra disolucion completa
se debe incubar 5 minutos a 95°C.

Solucion de siembra BN: Rojo Ponceau 0.01 %(P/V), glicerol 20 %(V/V).

Solucion amortiguadora BN-I 3x: 6-Aminocaproico 1.5 M, Imidazol 75 mM pH 7.

Solucion de catodo BN-I: Tricina 5o mM, Serva Blue G-250 0.02 %, pH 7.

Solucion de catodo BN-II: Tricina 5o mM, Serva Blue G-250 0.002 %, pH 7

Solucion de anodo BN: Imidazol 250 mM pHy

Solucion de reaccion I: NADH 0,2 mg.mL™, NBT 2,5 mg.mL™ en solucion Tris-HCl 2 mM

PH 7,4

Solucion de reaccion IV: DAB 1 mg.mL™?, citocromo c oxidado 1 mg.mL™* en solucién
amortiguadora K;PO,50 mM pH 7,4.

Soluciones empleadas en electroforesis de proteinas en acrilamida (1.2.41-Materiales y
Métodos) y western blot (1.2.44-Materiales y Métodos).

LAEMMLI 1X: Tris-HCl 25 mM pH: 8.3; glicina 192 mM; SDS 0,1 % (P/V).

Solucion de siembra para proteinas en geles desnaturalizantes: Tris-HCl 10 mM

pH 7,0; EDTA 2 mM pH 8,0; SDS 2 % (P/V); B-mercaptoetanol 0,5% (P/V); azul de
bromofenol 0,5 mg.mL™.

Solucion de siembra para proteinas en geles nativos: Tris-HCl 20 mM pH 7,0; EDTA
2mM pH 8,0; azul de bromofenol 0,5 mg/ml.

Solucidn colorante de geles de proteinas: Coomasie Brilliant Blue R-250 1 % (P/V) en
una mezcla de etanol:acético:agua 50:10:40.
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Solucion decolorante de geles de proteinas: mezcla etanol:acido acético: agua
25:10:65.

Solucion de transferencia: Tris 48 mM; glicina 39 mM; metanol 20 % (V/V).

Solucion bloqueante: leche descremada 5 % (P/V) en TBS 1x.

Solucion de TBS 1X: Tris 20 mM pH 7,6; NaCl 0,9 % (P/V).

TBS-Tween: TBS 1X, Tween-20 0.05 % (P/V).

TBS-Leche: TBS 1X, leche descremada o,5%.

Tabla 1. Factor de dilucion y tiempo de incubacion para los anticuerpos utilizados.

Proteina blanco Dilucion |, :r’iempo de
incubacion (h)
COX17 1:25 12
COX19 1:50 6
COX2 1:2000 1
AOX1a 1:1000 1
VDAC1 1:5000 2
GAPC 1:200 2
ANHIDRASA
CARBONICA 1:1000 1

Solucion amortiguadora para medicion del consumo de oxigeno (1.2.35-Materiales y
Métodos): 300 mM mannitol, 1% (w/v) BSA, 10 mM potassiumphosphate pH 7,2, 10 mM KCl, 5
mM MgCl..

Solucion amortiguadora de extraccion de proteinas para prueba fluorométrica de
ensayo de actividad B BB B-glucuronidasa: Na2HPO4 50 mM pH 7,0; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS
0,1 %(p/v); B-mercaptoetanol 10 mM; Tritdn X-100 1 %(v/v).

Solucidn alcohdlica para extraccion de metabolitos: H,O:Metanol:CHCl; en proporcion
1:2:5, conteniendo Ribitol 5o mM.
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Tabla 1. Vias metabdlicas destacadas entre los genes regulados diferencialmente en las plantas amiCOXa7-
2/cox17-2 segun el programa MapMan.

Metabolismo de Lipidos Reacciones en luz
CédigoBIN  IDdel gen logFC Codigo  IDdel logFC
Tt at5g35360 1. 1.1.1.2 atlgb77 5

1219 at2g30200 1.1.1.2  at2g019

11.1.3 at5g46290 1153  at1g20020,

1116 at2g05990 Metabolismo secundario

11.1.7 at3g25110 Cédigo  IDdel logFC

11.1.8 at3g23790 Tetrapirroles

11.1.8 at1g75960 19.1

11.1.11 at4g34250 19.3

10T at2g15090 19.3

11115 at1g43800 19.4

11.1.31 at3g25860 5 19.7

11.1.31 atdg16155 1.09 19.10

11.93.1 at3g15730 -1.272 19.10

11.9.3.1 at3g05630 -1.047 19.14

11.9.3.2 at1g68620 -3.024 19.30

11.9:3.3 at1g66970 -1.539 19.40

11.93.3 at3g02040 -1.349 Flavonoides

11933 at5g41080 1.49 16.8.1 at2g38240 -1.634
Modificaciones de la pared celular 16.8.1  at3g55970 -2.34
CodigoBIN  IDdel gen logFC 16.8.1 atlg56650 -2.169

10.7 at1g10550 ﬁ 16.8.1.21 at3g29670 -1.282

10.7 at2g18660 -1.884 16.8.1.21 at5g39050 -1.093

10.7 atlgl11545 16.8.1.21 at5g39090 -1.508

10.7 at3g45970 16.8.2  atlg535200 1.407

10.7 at2g06850 16.8.3 at5g54060 -1.003

10.7 at4g03210 16.8.3 at5g24530 -1.271

10.7 at4g38400 16.8.4 atlgl7020 -1.478

10.7 at3g23730 Fenilpropanoides

Transporte de electrones mitocondrial 16.2 at1g31490 -1.195
CodigoBIN  IDdel gen logFC 16.2.1 at3g50740 -1.101

9.1.2 at2g07751 -1.224 16.2.1.6 atlgh7980 -1.029

9.1.2 at2g07689 -1.4 16.2.1.10 at4g37990 -3.316

9.1.2 at2g07785 -1.377 Aminodcidos

9.2.2 at4g05020 -1.622 13.1.4.1.1 at3g48560 -1.401

5.4 at3g22370 -1.293 13.1.4.1.4 at1gl0070 -1.402

9.4 at1g32350 -2.319 13.1.3.1.1 at5gsso1.

9.5 at2g07727 -2.035 13.1.3.4 at5gl1792

9.5 at5g25450 -1.184 13.1.3.4.13at1g15125 -1.629

9.7 at2g07687 -1.834 13.2.2.2 at3g3077

9.7 at1g53030 0963420 13.2.2.2 at5g38710 -1.542

9.7 at2g07695 -1.215

9.8 at4g24570 -1.156

9.9 at2g07698 -1.44

Ciclo de Clavin-Benson
CodigoBIN  IDdel gen logfC

13.2 at1g67090
133 at1g56190
1.3.13 at2g28000
1.3.13 at1g55490
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Tabla 2. Frecuencias de enriquecimiento en las categorias de privacion de agua, estrés osmaético y estrés
salino.Los datos fueron obtenidos empleando la herramienta "REVIGO" del programa libre agriGO.

L. Frecuencia Frecuencia
GO Término Valor p
observada esperada

Respuesta a

G0:0009414 SPU 2,8% (25/896)  0,8% (202/24961) 1,55E-05
privacion de agua

G0:0009651 SR;?E;‘eStaaEStres 3,8% (34/896)  1,6% (397/24961) 0,000243

GO:0006970  RESPUESAAESIes 4 oo 3¢ 296)  17% (425/24961) 0,000369

osmatico

Figura 1. Comparacion entre los perfiles de expresion de las plantas amiCOX17-1/cox17-2 y plantas
deficientes en AOX1a. Se muestran los genes con expresion aumentada (panel superior) o disminuida (panel
inferior) en plantas amiCOX17-1/cox17-2 y los cambios de expresion de esos genes en plantas deficientes en
AOXaa (filas marcadas con triangulos). La comparacion fue realizada con la herramienta "Signature" del
programa GENVESTIGATOR.
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amiCOX17-1/cox17-2

Figura 2. Comparacion entre genes reprimidos en las plantas amiCOX17-1/cox17-2 y los niveles de

expresion de esos mismos genes en las plantas mutantes en ANACo1y, ya sea en condiciones control o
tratadas con antimicina A (AA) o con H:0.. La comparacion fue realizada con la herramienta "Signature" del
programa GENVESTIGATOR. Plantas mutantes en ANACo17: anacoiy-1, anaco1y-2y raoz2-1. Se muestran los
genes que presentaron un logFC < -1.47.
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logFC
25 20 15 10 05 00 0.5 1.0 1.5 20 25
& &
¥ X e
§§
T ¥ v )
- Filter values far .AT3615352
8|8 &
§ § g no filter no filter
Arabidopsis thaliana (6) 2|5 % Leog@yratic  Fold-Change p-value
oligomycin (4h) / solvent treated seedling culture samples (4h) | 0.82 1.80 <0.001
rotenone (12h) / solvent treated cell culture samples (12h) 083 1.77 0.003
antimycin A (AOX1a:LUC) / mock treated shoot samples (AOX1a:LUC) 052 1.43 0.031
antimycin A study 2 (AOX1a:LUC) / mock treated shoot samples (AOX1a:LUC) 0.34 1.27 0.128
rotenone (3h) / solvent treated cell culture samples (3h) 0.20 112 0.523
-0.08 -1.08 0.348

oligomycin (1h) / solventtreated seedling culture samples (1h)
Fiter values for @ AT1653030

Log(2)ratioc  Fold-Change p-value

0.77 1.70 0.001
0.58 148 <0.001
0.42 133 0.142
0.28 1.23 0.192
0.13 1.13 0.871
-0.04 -1.03 0.816

Figura 3. Expresion de AtCOX17-1 y AtCOX17-2 en cultivos celulares provenientes de lineas WT tratados
con rotenona v oligomicina. El perfil de expresion fue obtenido de la base de datos GENVESTIGATOR. La

expresion de AOXzia se incluyé a modo de comparacion

COX2 32 kDa

AC 30 kDa

Figura 4. Niveles de COX2 en plantas con niveles de expresion disminuidos de AtCOX17-1 o AtCOX17-2.
La deteccion de COX2 se realizo mediante Western blot en extractos de proteinas totales (50 pg) obtenidos
a partir de hojas de plantas WT, amiCOX17-1 y amiCOX17-2 crecidas en sustrato solido. Se utilizé6 gamma
anhidrasa carbodnica (Perales et al., 2004) como normalizador.
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Figura 5. Fenotipo de plantas oeAOX1a, 0eCOX17-1 y WT luego de un estrés por sequia. Plantas
0eAOX1a, 0eCOX17-1 y WT fueron crecidas en un fotoperiodo de 8 horas de luz/16 horas de oscuridad
durante 30 dias y regadas con 70 mL de agua por maceta cada 7 dias (4 plantas por maceta). Luego se
suspendio el riego. La foto fue tomada luego de 10 dias sin agua. El genotipo oeAOX1a (Eg) fue incluido a
modo control dado que esta demostrado que la sobreexpresion de AOXza genera tolerancia al estrés por

sequia (Feng et al., 2009; Wang and Vanlerberghe, 2013).
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Figura 6. Cuantificacion de la longitud de la raiz en plantas amiCOX19#17 y WT crecidas en distintas
concentraciones de hierro. Las plantas fueron crecidas durante g dias en placas dispuestas verticalmente en
condiciones de deficiencia (Fe o pM) o de suficiencia (Fe 5o uM) de hierro. Las raices fueron medidas
empleando el software libre Rootdetection (www.rootdetection.de). Letras distintas denotan diferencias
significativas (p<o,05, ANOVA; Prueba de Tukey) entre las medias obtenidas a partir de 50 plantas. Esta
figura fue tomada del trabajo de Tesina de la Licenciada Ma. Natacha Ocampos.
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Figura 7. Contenido de hierro en plantas amiCOX19. A. Contenido de hierro total en tejido aéreo
proveniente de plantas crecidas durante 15 dias en condiciones de deficiencia (Fe o pM) o suficiencia (Fe 50
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pM) de hierro. B. Contenido de hierro total en raices provenientes de plantas crecidas durante g dias en las
condiciones de suficiencia y deficiencia descriptas en A. Diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0.05, ANOVA; Prueba de Tukey) entre las medias obtenidas en 3 ensayos distintos. C. Contenido de Fe=
en raices revelado mediante tincion de Pearl. Las raices se obtuvieron de plantas crecidas durante g dias en
las condiciones de suficiencia y deficiencia descriptas en A. Esta figura fue tomada del trabajo de Tesina de
la Licenciada Ma. Natacha Ocampos.

OBTENCION DE PLANTAS CON NIVELES AUMENTADOS DE ATCOX17-1 O
ATCOXz17-2.

Se obtuvieron plantas con niveles aumentados de AtCOX1i7-1 o AtCOXi7-2
(0eCOX17) mediante la expresion de la secuencia codificante de cada uno de los genes de
interés bajo el control del promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (355CaMV). En
la figura 9 se muestran los niveles de expresion de los transgenes en las plantas utilizadas
en los experimentos de esta tesis, medidos mediante northern blot (panel superioren Ay

B) y RT-qPCR (panel inferioren Ay B).
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Figura 9. Niveles de expresion de los genes AtCOX1y en plantas transformadas con construcciones que

permiten sobreexpresar AtCOX17-1 o AtCOX17-2. A. Niveles de expresion de AtCOX17-1 medidos
mediante northern blot (panel superior) o RT-qPCR (panel inferior). EIl ARN fue obtenido de plantas
seleccionadas en herbicida durante 25 dias. Los resultados de RT-gPCR se expresan en unidades relativas a
los niveles de expresion en la planta WT (WT=1). Las barras de error (SD) corresponden a cuatro muestras
independientes. B. Niveles de expresion de AtCOX17-2 medidos mediante northern blot o RT-qPCR en forma
similar a loindicado en A.

Los niveles de expresion de AtCOX1y en las plantas 0eCOX17-1 y 0eCOX17-2
pudieron también evaluarse a nivel proteico. Para tal fin, se obtuvo un anticuerpo
antiCOX17-1 de Arabidopsis (ver Materiales y Métodos 1.2.38). En la figura 10 se muestra
la deteccion de AtCOX17-1 mediante Western blot en plantas 0eCOX17 y WT. Se observa
la presencia de una banda de un tamano molecular de 14 KDa en las plantas

sobreexpresantes. Si bien el tamafio molecular de AtCOX17-1, segun la secuencia de
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aminoacidos, es de 7,4 KDa, se ha reportado que la migracion de proteinas con dominios
CX4C en presencia de B-mercaptoetanol se corresponde con la de proteinas de mayor
tamano molecular (Heaton et al., 2001), por lo que esta banda corresponderia a la proteina
monomeérica sobreexpresada. Las plantas que sobreexpresan AtCOX17-2 presentaron,
ademas, una banda de 22 KDa que podria corresponder a una forma dimérica resistente al
tratamiento con reductor y detergente (Figura 10). En el caso de plantas WT, los niveles de
AtCOXa7 son practicamente indetectables, observandose también una banda de 14 KDa
cuando se siembran en el gel grandes cantidades de proteina (Figura 10, primera calle del
panel derecho). Dado que se observan mayores niveles de AtCOX17 en ambos tipos de
lineas transgénicas, se pude concluir que el anticuerpo empleado no distingue entre
AtCOX17-1y AtCOX17-2. Ademas, los resultados indican que los niveles de proteina no se
correlacionan en todos los casos con los niveles de transcriptos observados en la figura g.
En el caso de las lineas 0eCOX17-2#6 y 0eCOXa17-2#10, por ejemplo, los niveles de
transcripto difieren en al menos 15 veces (Figura 9B), pero no parecen observarse
diferencias de esa magnitud en los niveles de proteina (Figura 10, derecha). Una situacion

similar se observa entre las lineas 0eCOX17-1#3 y 0eCOX17-1#1.

Figura 10. Expresion de AtCOX17 en plantas 0eCOX17-1 y 0eCOX17-2. Deteccion de AtCOX17 mediante
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Western blot en extractos totales obtenidos a partir de plantas 0eCOX17-1, 0eCOX17-2 y WT crecidas en
medio MS o,5x durante 10 dias. Se emplearon anticuerpos contra COX2 y GAPC-1 como controles. Los
tamanos de las bandas detectadas, obtenidos a partir de la migracion de estandares de peso molecular, se

muestran en cada caso.
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La sobreexpresion de AtCOX17-1 no produjo una modificacion en el fenotipo de las
plantas (Figura 11). Si bien se observé una tendencia al incremento en el tamano de la
roseta de las plantas que sobreexpresan AtCOX1y-1 (#1, #4y #3), la cuantificacion del radio
de la roseta no produjo diferencias significativas (Figura 11A). Ademas, para la linea
AtCOXa7-1#4, cuyo nivel de expresion es medio entre las lineas #1 y #3, se observo un
retraso en el pasaje al estadio reproductivo respecto de la planta WT (Figura 11B). Dado
que no se encontraron mas lineas con un fenotipo similar, esta linea no se empleo en los

ensayos descriptos en esta tesis.
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Figura 11. Caracteristicas fenotipicas de las plantas 0eCOX17-1. A. Fenotipo de plantas 0eCOX17-1
crecidas en sustrato solido durante 20 dias en fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad (izquierda). El radio de la
roseta se cuantifico desde el dia 10 hasta el dia 34 de crecimiento (derecha). B. Longitud del tallo desde el dia
24 hasta el dia 42 de crecimiento (derecha). A la izquierda se muestra una imagen de las plantas oeCOX17-
1#4, que presentaron un retraso en el desarrollo de la inflorescencia

En el caso de plantas 0eCOX17-2, se observo una disminucion significativa en el
tamano de la roseta y alteraciones en la forma de las hojas en lineas con niveles muy altos
de transcriptos, como la linea 0eCOXa17-2#6 (Figura 12A). El nUmero de hojas (Figura 12B)
y la altura del tallo (Figura 12C) también se vieron disminuidos. Notoriamente, este
incremento en los niveles de transcriptos no se correlaciond con los niveles de proteina
(Figura 10, derecha). Dado que otras lineas sobreexpresantes, como las lineas #10 y #14,

presentaron caracteristicas fenotipicas similares a las de plantas WT, se continud con el

estudio de estas Ultimas.
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La sobreexpresion de AtCOXi7-1 o de AtCOXi7-2 no produce un fenotipo
diferencial respecto del observado en plantas WT crecidas en condiciones estandares. Si
bien se observan excepciones en algunas lineas, creemos que dichas diferencias podrian
radicar en el nUmero y/o posicion de las inserciones del transgén y no estarian relacionadas

con la funcion de AtCOXay.
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