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INTRODUCCIO

El coure (Cu) és un element essencial per tal de dur a terme les reaccions
de transferéncia d’electrons en els organismes de metabolisme aerobi.
Tanmateix, la citotoxicitat associada a I’excés de Cu, deguda a la producciéd
d’especies reactives d’oxigen (ROS), implica I’existéncia de mecanismes
homeostatics regulats de forma precisa. La xarxa homeostatica del Cu esta
conservada en els organismes eucariotes. Els transportadors de Cu d’alta
afinitat hi participen durant I’adquisicié del metall sota condicions de
deficiéncia. L’estudi dels transportadors de Cu d’alta afinitat en la planta
model Arabidopsis thaliana contribuira a millorar la comprensio6 de la xarxa
homeostatica del Cu 1 bastira el desenvolupament d’estratégies

biotecnologiques per a millorar I’adquisici6 d’aquest element.

1. El coure en el medi geologic

1.1. Explotacio i conseqiiéncies

El Cu (del llati cuprum) és un element quimic de nombre atomic 29 que,
juntament amb el ferro (Fe), el niquel (Ni), el manganés (Mn), la plata (Ag),
I’or (Au) i d’altres, pertany a ’anomenat grup dels metalls de transicid. El
Cu és present sobre I’escor¢a terrestre en unes proporcions de 55 ppm i es
troba en forma de mineral com a sulfat (calcopirita, CuFeS,; bornita,
CusFeSy; cobalita, CuS; 1 calcocita, Cu,S), carbonats
(atzurita, Cuz(CO3)2(OH),; 1 mal-laquita, Cu,CO3(OH);) o oxids
(cuprita, Cu,O). La maleabilitat i ductilitat del Cu han fet que ja d’antuvi
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I’home es dedicara a la seua explotacié i Us. El Cu i el bronze (aliatge del
Cu amb I’estany, Sn) van adquirir tanta importancia que els historiadors han
anomenat a dos periodes de la Prehistoria com 1’Edat del Cu (també conegut

com I’Eneolitic o Calcolitic) i I’Edat del bronze (www.copper.org).

Produccié mundial de Cu
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Figura I1: Produccié mundial de Cu. Es representa ’extracci6 total anual de Cu en els
darrers 20 anys. Font: Copper Development Association.

Com que el Cu presenta la segona conductivitat més alta entre els
metalls (59.6 - 10° S/m), avui dia se n’ha generalitzat 1’as per a fabricar
filaments de cables eléctrics. El Cu també s’utilitza com a agent
anticorrossiu en les canonades submergides en la mar, com a pigment per a
ceramica, en el revestiment de cobertura d’edificis, en la fabricacid de
monedes 1 en bijuteria. La industria cosmeética es val de les propietats del Cu
com a antimicrobia i preventiu de la formaci6 de la placa dentaria per als
preparats d’us higiénic tipus dentifricis o productes per glopejar. En les
piscifactories, el Cu és emprat per evitar la preséncia de patogens bacterians,

sense que aquesta addici6 no es traduesca en problemes nocius per als
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consumidors. A més, aquest tret antibacterid esta sent considerat a I’hora de
desenvolupar productes i materials aséptics en hospitals i cliniques. El
sector agricola, per la seua banda, s’ha valgut del Cu des de fa molt de

temps com a fungicida (mescla Bordeaux) i, en ramaderia, el Cu té un Gs

particular com a factor de creixement (Www.copper.org).

Tanmateix, 1’0s 1 abus continuat del Cu incideix en el medi ambient en
la contaminaci6 dels sols i1 repercuteix en les xarxes trofiques. Les dues
principals causes de contaminaci6 per Cu son les activitats industrials i 1’ts
de fungicides (Mérschner, 2002). L’explotacié del Cu en la indastria minera
ha augmentat progressivament en els darrers 20 anys fins assolir una
producci6 total de 17.5 milions de tones (Figura I1). Xile lidera 1’activitat
minera de Cu, amb vora 6 milions de tones de Cu I’any 2009. Pel que fa a la
resta de paisos, destaquem per continents el milié de tones extret a Zambia,

Australia, Xina i Indoxina, 1 el mig mili6 de Polonia (www.copper.org).

1.2. Consideracions evolutives

En els albors de la vida a la Terra, I’atmosfera primitiva era anoxica.
Pressumiblement, el Fe fora I’element utilitzat com a cofactor per a les
proteines implicades en transferéncies d’electrons degut a I’abundancia de la
llavors forma soluble, Fe?*. Ara bé, a mesura que augmentaven els nivells
d’oxigen a [ID’atmosfera, degut a [’acci6 dels primers organismes
fotosintetics, els components de la biosfera s’oxidaven i el Fe esdevenia
insoluble (Fe’") alhora que el Cu es presentava en la forma soluble (Cu®").

Un fet que reflecteix aquest canvi ens el mostren els briofits: Marchantia
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paleacea var diptera, una de les molses més primitives, depén
d’hemoproteines, mentre que Barbula unguiculata, una molsa més proxima
a les plantes vasculars, fa un Us preferent de les cuproproteines (Tanaka et

al. 1996; Yamabhara et al. 1999).

2. El coure en els éssers vius

2.1. Essencialitat del coure

El Cu és un element que esdevé essencial per als éssers vius aerobis ates
que el seu potencial redox s’escau al rang emprat per les cel-lules en les
reaccions de transferéncia d’electrons en preséncia d’oxigen. Concretament,
el Cu es requereix per al correcte funcionament de proteines encarregades
d’esmenar ROS i d’enzims involucrats en processos generadors d’energia.
A més, en mamifers, el Cu participa en la distribucié del Fe, el metabolisme
de pigments, la biosintesi de neurotransmisors, I’engalzament de les fibres

de teixit connectiu i la coagulaci6 de la sang (Taula I1).

Heus a continuacié una breu ennumeracié d’algunes cuproproteines. La
citocrom ¢ oxidasa (COX) és un complex enzimatic mitocondrial essencial
per a la respiraci6 aerobia ja que duu a terme el darrer pas d’oxidacié en la
cadena de transport electronic. Les superoxid dismutases (SOD)
constitueixen, junt amb determinades oxidases i d’altres components no
enzimatics, la barrera d’antioxidants de les cel-lules ja que s’encarreguen
d’eliminar les ROS fruit del metabolisme aerobic mitjangant la dismutacid

de I’ani6 superoxid. En funcio6 del cofactor que requereixen, hom estableix 3
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variants: la superoxid dismutasa de Fe (FeSOD), la de Mn (MnSOD) i la de
Cu i zinc (Cu/ZnSOD). El cofactor de molibdé (MoCo) forma part d’enzims

que participen en el cicle del nitrogen, carboni 1 sofre. Des del punt de vista

estructural, durant la biosintesi del MoCo, la proteina Cnx1G, que

s’encarrega d’incorporar el Mo a I’intermediari molibdopterina, és capag

d’unir Cu amb Ia finalitat d’estabilitzar 1’intermediari o de regular 1’entrada

del Mo (Kuper et al. 2004).

Taula I1: Quadre resum de les principals cuproproteines

Enzim

Funcio

Amino oxidases
Ascorbat oxidasa

Ceruloplasmina
Citocrom c oxidasa
Cofactor de molibdé

Diamino oxidasa

Dopamina f-monoxigenasa
Factors de coagulacié V i VIII
Fenol oxidasa

Galacto oxidasa
Hemocianina

Lacasa

Lisil oxidasa

Nitrit reductasa
Peptidilglicina monoxigenasa
Plantacianina

Plastocianina

Polifenol oxidases

Precursor B-amiloide
Proteina prionica PrP°
Receptor de ’etile

Cu/Zn superoxid dismutasa
Tirosinasa (catecol oxidasa)

Inactivaci6é d’hormones, defensa envers ferides i patogens
Detoxificacio ROS en apoplast i metabolisme de la paret
cel-lular

Mobilitzacioé de Fe i distribucié de Cu

Respiracio aerobia

Assimilacié de nitrogen, biosintesi de fitohormones i
catabolisme de purines

Inactivaci6 d’histamina i lignificacio

Sintesi de catecolamina

Coagulacio de la sang

Defensa antioxidant

Oxidacid de sucres

Transport d’oxigen

Lignificacio

Entrecreuament de col-lagen i elastina

Respiracio anaerobica

Activacio d’hormones peptidiques

Desenvolupament de I’antera i polinitzacio

Transport d’electrons

Sintesi de pigments, defensa antioxidant, lignificacié

o

Defensa antioxidant, transport de Cu

Senyalitzacié hormonal

Defensa antioxidant

Sintesi de melanina
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2.1.1. El coure en plantes

Tradicionalment, les plantes superiors esdevenen 1’objectiu d’estudis
atesa la seua importancia agronomica, el seu pes en les xarxes trofiques i el
potencial biotecnologic. Com es veura al llarg de la introducci6, durant els
darrers anys son molts els treballs publicats i les revisions relacionades amb

I’homeodstasi del Cu en plantes.

En plantes, 1’essencialitat del Cu es deu a les diverses funcions que
realitzen cuproproteines, com per exemple les oxidases blaves: I’ascorbat
oxidasa (AOX) i les lacases, que participen en la defensa contra agents
oxidants a I’apoplast 1 en el procés de lignificacié de les parets cel-lulars,
respectivament. Les fenol oxidases formen part d’una via del metabolisme
secundari generadora de compostos per a la defensa de la planta i les
polifenol oxidases intervenen en el metabolisme secundari per a la sintesi de
pigments (Mérschner 2002). En Arabidopsis thaliana, pel que fa a la
Cu/ZnSOD, hom distingeix 3 isoformes: la CSDI1, de localitzacid citosolica,
la CSD2 ubicada a I’estroma dels cloroplasts i la CSD3, present als

lisosomes.

A més d’aquest ampli ventall de processos, I'interés per 1’estudi de
I’homeostasi de Cu en plantes ha augmentat com a conseqiiencia de la seua
funcié essencial en la percepcié de I’etile, la maduracio del pol-len i la
transferéncia d’electrons entre els fotosistemes (PS). El receptor de I’etile
(ETR1) es localitza al reticle endoplasmatic i disposa d’una butxaca

hidrofobica amb una alta densitat electronica on resideix una cisteina
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essencial. Aquesta cisteina s’encarrega de coordinar el Cu’ i permet que
I’etile s’hi unesca amb una alta estabilitat (Taula I1; revisat per Chang i
Shockey, 1999; Rodriguez et al. 1999). La plantacianina pertany a la familia
de les fitocianines i participa en el desenvolupament de 1’antera i en el
procés de pol-linitzaci6 (Taula I1; Dong et al. 2005). Per altra banda, la
plastocianina (PC) és un intermediari de la cadena de transport d’electrons
de la fotosintesi encarregat de transferir els electrons entre el citocrom b6f i
el fotosistema I (PSI). Hom considera que la PC conté més del 50% del Cu
present al cloroplast (Marschner, 2002). Tot 1 que la PC és codificada per un
gen nuclear, la forma preapoproteica se sintetitza al citosol i €s transportada
post-traduccionalment a través de la membrana del cloroplast fins al
tilacoide, on adquireix el Cu i1 esdevé hol-loproteina (Taula I1; Li et al.

1990).

2.2. Toxicitat del coure

Tot 1 tractar-se d’un element essencial, un excés de Cu lliure resulta
perjudicial per a la cél-lula. Dintre de la série d’Irving-Williams, el Cu®" és
considerat com un dels metalls amb major facilitat per generar complexos
estables, de manera que, junt amb el Cu’, pot desplacar els metalls presents
als centres actius de proteines o bé reaccionar amb les cadenes laterals de
cisteines, metionines o histidines, amb la consegiient alteracié funcional 1
estructural de les proteines (Ochiai, 1995). Igualment, la inestabilitat dels
dos estats redox de Cu (Cu' i Cu®") també comporta citotoxicitat a causa de
la seua capacitat de generar ROS mitjancant les reaccions de Fenton (Eq 1) 1

Haber-Weiss (Eq 2).
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(Eq 1) Cu"+H,0, 2 OH+ Cu”" +OH
Cu”"+0,"2 Cu' +0,
(Eq 2) 02._ + H202 = OH+ 02 + OH

Les ROS difonen per tota la cel-lula 1 son capaces de malmenar lipids,
proteines 1 acids nucleics. Les ROS desestabilitzen les membranes cel-lulars
degut al fenomen de peroxidacio lipidica, procés que es monitoritza a través
de I’acumulacié de malondialdehid (MDA). Per altra banda, 1’alta reactivitat
de les ROS pot modificar I’estructura terciaria de les proteines i
desnaturalitzar-les i, en cas d’assolir el nucli, modificar les bases
nitrogenades dels acids nucleics (Figura 12; revisat per Halliwell i
Gutteridge, 1984). La citotoxicitat del Cu comporta que la concentracio de

Cu lliure en les cel-lules siga indetectable (Rae et al. 1999).

MDA

Peroxidacio
lipidica

mutacions

o
.
@
Prot nat.

Prot desnat.

Figura I2: Efecte toxic del Cu en les cél-lules. El Cu en forma lliure desplaca els
metalls dels centres actius de les proteines i genera ROS, les quals malmenen el
components de membranes, a causa de la peroxidacio lipidica, causen mutacions en el DNA
i desnaturalitzen proteines.
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2.2.1. Respostes a I’excés de Cu en plantes

Per fer front a la citotoxicitat del Cu, les plantes han desenvolupat una
série de mecanismes encaminats a la proteccid envers 1’estrés oxidatiu, la
quelacio 1 el segrest del metall. La bateria d’antioxidants de la c¢l-lula
comprén els carotenoides, 1’ascorbat, el glutatid, les activitats SOD,
I’ascorbat peroxidasa (APX), catalases, polifenol oxidases, la glutatio
peroxidasa 1 el cicle ascorbat-glutatio. Destaquem les SOD ja que son
presents en tots els compartiments cel-lulars on es produeixen ROS. En el
grup dels quelants esmentarem les metal-lotioneines (MT), proteines
solubles de menys de 100 aminoacids riques en cisteines capaces de
coordinar el Zn, el Cu o el Cd, a través de grups tiol (Cobine et al. 2004), 1
les fitoquelatines, polipeptids amb un nombre variable de glutations capagos
de quelar Cu” (Pal i Rai, 2010). Per altra banda, el fet que les plantes d’arros
acumulen deposits de Cu al vacuol en condicions d’excés del metall fa
explicita I’existéncia d’una estrategia de segrest del Cu en aquest

compartiment (Lidon i Henriques, 1999).

Aquestes estrategies de resposta a I’excés de Cu s’estan estudiant en les
plantes tolerants, les quals poden créixer 1 desenvolupar-se sobre els sols
altament contaminats per metalls pesats. En aquest sentit, Noccaea
caerulescens (abans Thlaspi caerulescens) 1 A. halleri esdevenen els
organismes model per excel-léncia a I’hora de dur a terme estudis
d’hiperacumulaci6 ja que son capaces d’acumular grans quantitats de Ni, Zn
i Cd (Kriamer, 2010). Pel que concerneix al Cu, la majoria de les espécies

acumuladores de Cu soén de tipus tolerant, com per exemple Elsholtzia
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splendens, Commelina communis o Rumex acetosa, les quals han colonitzat
antigues mines a la Xina (Tang et al. 1999). Els avangos en aquest camp
permetran entendre millor la ruta homeostatica dels metalls 1 dissenyar
aplicacions biotecnologiques encaminades a la fitorremediacio i tolerancia a

metalls pesats.
2.3. Simptomes de déficit i excés de coure en plantes

El Cu esta present en forma de Cu®" lliure o acomplexat amb matéria
organica del sol. Des del punt de vista de 1’agricultura, el fenomen de
deficiéncia de Cu és forga estrany, tot i que disposem d’exemples en cultius
de cereals en determinades regions d’Europa i Australia (Alloway, 2008). El
deficit de Cu es fa palés en plantes crescudes en sols calcaris, arenosols,
ferrosols o amb un alt contingut en matéria organica 1, tant en sols
sobreexplotats com en aquells enriquits en altres metalls. En funcido de
I’especie i de ’estat de desenvolupament o organ a considerar, hom entén
per déficit de Cu els nivells inferiors a 5 pg/g pes sec (Marschner, 2002).
Aquest estat nutricional comporta que les plantes manifesten una
simptomatologia caracteritzada pel raquitisme generalitzat, alteracions per
clorosi i enroscament en les fulles joves, necrosi del meristema apical,
emblanquiment fol-liar, potenciacio de les arrels secundaries, manques de
lignificaci6 a nivell del cos de la planta 1 del xilema, marciment de les fulles
1 alteracions en I’arquitectura de les cel-lules. A més, la manca de Cu pot
causar que les fulles joves es marcesquen, possiblement com a conseqii¢ncia
d’una disfuncio del transport d’aigua degut a la mala lignificacié de les
parets dels vasos dels xilema. Nogensmenys, comsevulla que el Cu ¢és

necessari en teixits reproductius, la manca de Cu té conseqiiéncies negatives

-10-
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en la formacio, desenvolupament i viabilitat del gra de pol-len, en la
formacié dels fruits, en la viabilitat de les llavors i en el desenvolupament
de ’embrid. Aquest ultim punt és el més important economic ja que afecta
la productivitat dels cultius. Tanmateix, 1’aplicacié de Cu a nivell fol-liar és

capag de revertir els fenotips ades descrits (Marschner, 2002).

Per altra banda, hom associa 1I’excés de Cu als valors superiors als 20-30
ug/g pes sec. Generalment, les plantes que sofreixen aquestes condicions
poblen sols contaminats o antigues mines de Cu. En aquestes
circumstancies, la simptomatologia que exhibeixen les plantes comprén la
inhibicié general del creixement de la planta i de la longitud de I’arrel
principal en particular, pérdua de biomassa, problemes de germinacio,
disminucié del nombre de fulles i clorosi per deficit en Fe (Mérschner,
2002). El Cu afecta també I’estabilitat del fotosistema II (PSII) i la de les
clorofil-les a causa de la produccié de ROS (Bernal et al. 2004). L’excés de
Cu també es tradueix en la disminuci6 de la productivitat dels cultius

(Mérschner, 2002)

3. Trets fonamentals de les xarxes homeostatiques del coure

La naturalesa dual del Cu ha motivat que els organismes hagen
desenvolupat al llarg de I’evoluci6 xarxes homeostatiques amb una
regulacié molt acurada per tal de mantindre el metall dins uns rangs optims.
Cal fer palés que els principals elements d’aqueixes xarxes es troben
conservats en tots els organismes eucariotes, des de llevats fins a mamifers o

plantes superiors (Puig et al. 2002; Puig et al. 2007a).

-11-
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3.1. La xarxa homeostatica del coure en Saccharomyces cerevisiae

A partir d’aproximacions genetiques 1 bioquimiques s’ha pogut establir
els components principals de la xarxa homeostatica del Cu en el llevat
Saccharomyces cerevisiae. En aquest sentit, s’ha estudiat els mecanismes de
transport i distribuci6 del Cu a les seues destinacions finals, com es duu a
terme I’intercanvi de Cu entre proteines i quins son els mecanismes de

regulaci6 de I’expressio geénica per Cu.

3.1.1. Adquisicid i distribucio del coure

En S. cerevisiae s’ha descrit un mecanisme d’adquisicio de Cu de baixa
afinitat a través de les permeases Fet4 1 Smfl/2 (Figura I3), les quals
presenten un ampli rang de substrats i una Ky, en el cas de Fet4, de 1’ordre
de 30 uM per al Cu (Hassett et al. 2000; Cohen et al. 2000). També existeix
un mecanisme de transport de Cu d’alta afinitat mitjangant els
transportadors Ctrl i Ctr3, les propietats dels quals seran comentades en
detall en I’apartat 4. Nogensmenys, el transposé 7y2 impedeix 1’expressio
de Ctr3 en diverses soques de llevat. La selectivitat de Ctrl i Ctr3 pel Cu"
requereix la reduccié del Cu*" extracel-lular per part de les reductases de
membrana plasmatica Frel i Fre2 (Figura I3; Dancis et al. 1992; Hassett i

Kosman 1995).
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Ctr2 oCu*

Vacuol

Figura I3: Esquema de I’homedstasi del Cu en Saccharomyces cerevisiae. En
condicions de deéficit de Cu el factor transcripcional Macl indueix [’expressido del
transportador d’alta afinitat de Cu Ctrl i la reductasa Frel. El Cu' arreplegat per les
metal-locarabines arriba als acceptors finals a través de 3 rutes de distribucid: Atx1
(mitjangant la interaccié amb Ccc2, a la ruta de secrecid), Cesl (Cu/ZnSOD al citosol) i
Cox17 (COX, al mitocondri). A més, a la membrana vacuolar es troba la reductasa Fre6 i el
transportador Ctr2, encarregat de mobilitzar-ne les reserves de Cu. També s’hi mostra les
permeases de Cu de baixa afinitat Smf1/2 i Fet4.

Ates que el Cu en forma lliure comporta citotoxicitat, un cop a ’interior
cel-lular és recollit per un grup de proteines solubles de baix pes molecular
anomenades metal-locarabines, les quals presenten afinitat pel Cu' i
s’encarreguen de distribuir-lo a les seues dianes via interaccions proteina-
proteina. Aixi, el Cu arreplegat per les metal-locarabines és distribuit a
través de tres vies independents en funcid de 1’acceptor final (Figura I3). (i)
La metal-locarabina Atx1 interacciona fisicament amb I’ATPasa tipus P;p

de ’aparell de Golgi Ccc2, la qual bomba el Cu al lumen per donar-lo a les
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proteines de la ruta de secrecid, com ara la ferroxidasa Fet3. (ii) Ccsl
s’encarrega d’abastir de Cu a la Cu/ZnSOD (Rosenzweig et al. 1999; Bance
et al. 2006; Robinson 1 Winge, 2010), i (iii) la metal-locarabina de 1’espai
intermembrana Cox17 estaria, possiblement, implicada en la donacié del Cu
a la COX (Figura I3; revisat per Culotta et al. 1999; Cobine et al. 2006; Puig
et al. 2007a; Leary et al. 2009). A més, atesa la vasta quantitat
emmagatzemada a la matriu mitocondrial i la capacitat de modular el Cu
disponible, el mitocondri es podria considerar com un reservori dinamic per

a la cel-lula (Leary et al. 2009; Robinson 1 Winge, 2010).

El metabolisme del Cu i del Fe estan interconnectats a nivell de Fet3,
una proteina homologa a la ceruloplasmina d’humans, que constitueix, junt
amb Ftrl, el transportador de Fe d’alta afinitat a la membrana plasmatica de
llevat. En aqueix punt, el Cu és essencial per dur a terme 1’oxidaci6 del Fe
abans de ser incorporat a D’interior cel-lular. En conseqiiencia, la soca
mutant de S. cerevisiae ctrl Actr3A no pot creixer en medis deficients en Fe.
De la mateixa manera, el creixement de la soca de S. cerevisiae ctri Actr3A
en medis amb fonts de carboni no fermentables (etanol i/o glicerol) depén
del funcionament de la via de distribucié del Cu al mitocondri car I’inica
via per a la sintesi d’ATP i la regeneraci6 del poder reductor €s la cadena de

transport d’electrons.

Per altra banda, el vacuol esdevé un compartiment que participa en la
regulaci6 del pH 1 en I’emmagatzematge de diferents metalls, metabolits i
aminoacids. Junt amb el mitocondri, el vacuol es considera un magatzem de

Cu. Tot i que es desconeix les vies d’entrada del Cu al vacuol, en la
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literatura s’ha descrit tot un seguit de mutants en la biogeénesi vacuolar que
mostren una alta sensibilitat en medis amb excés de Cu (Eide et al. 1993;
Szczypka et al. 1997) aixi com diversos membres de la familia CTR ubicats
a la membrana del vacuol en Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae 1
Colletotrichum gloeosporoides (Bellemare et al. 2002; Rees et al. 2004;
Barhoom et al. 2008). En S. cerevisiae, Ctr2 participa en la mobilitzacio del
Cu vacuolar sota condicions de mancanga i és capa¢ de subministrar-lo a les
metal-locarabines per garantir el funcionament dels processos dependents de
Cu (Portnoy et al. 2001). Probablement, el Cu contingut al vacuol es troba
en forma oxidada ja que per a la correcta mobilitzacié és necessaria la

reductasa Fro6 (Figura I3; Rees et al. 2004; Rees i Thiele, 2007).

3.1.2. Regulacio per coure

El llevat S. cerevisiae expressa dos factors transcripcionals que regulen
I’expressio genica en funcid de les concentracions de Cu a la cel-lula: Macl
1 Acel. Acel és activat en condicions d’excés de Cu per tal d’induir les
metal-lotioneines CUPI i CRSS, 1 ’enzim SODI (Rutherford i Bird, 2004).
Per contra, en déficit de Cu, s’activa per fosforilaci6 Macl, el qual indueix
tota la maquinaria encarregada d’obtindre I’element: els transportadors
d’alta afinitat Ctrl 1 Ctr3 junt amb les reductases de membrana Frel i Fre7
(Figura 13). Macl s’uneix al DNA, a nivell dels elements de resposta a Cu
(CuRE; seqiiéncia 5’-TTTGC(T/G)C(A/G)-3’) presents en multiples
repeticions en tandem o en repeticions invertides als promotors dels gens

diana (Rutherford i Bird, 2004).
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3.2. La xarxa homeostatica del Cu en Arabidopsis thaliana

Si bé els trets fonamentals de transport 1 distribucié de Cu descrits per a
llevat es troben conservats en plantes superiors, la xarxa homeostatica de
plantes mostra particularitats degudes fonamentalment al fet de tractar-se
d’organismes pluricel-lulars i a la preséncia d’organuls especifics

dependents de Cu, com ara el cloroplast.

3.2.1. Adquisicio del Cu i distribucio intracel-lular

En condicions de déeficit de Cu, 4. thaliana es val dels transportadors de
Cu d’alta afinitat COPT (de 1’anglés, Copper transporter) per adquirir
aquest metall (Figura I4). De la mateixa manera que hem descrit per a llevat,
els transportadors COPT reconeixen tnicament I’espécie Cu’, per tant
podria ser necessaria 1’accié de reductases de membrana plasmatica, com
ara FRO2 o FRO3 (Welch et al. 1993; Chen et al. 2004; Murkherjee et al.
2006). Igualment, un cop a linterior cel-lular, el Cu és distribuit als

acceptors finals a través de metal-locarabines (Figura 14).

En A. thaliana, s’ha identificat dos homolegs a Atx1 de llevat: CCH 1
AtATX1 (Figura 14). Mentre que ATX1 1 I’extrem aminoterminal de CCH
son forca semblants a ScAtx1, ja que adopten la conformacid fafpof i
presenten el domini MxCxxC d’unié a Cu', a nivell de I’extrem
carboxiterminal de CCH sorprén un domini exclusiu de plantes que

confereix a la proteina una mobilitat electroforética alterada i la possibilitat
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de formar fibril-les com les de les plaques amiloides (Himelblau et al. 1998;

Mira et al. 2001a; Mira et al. 2001b; Mira et al. 2004; Puig et al. 2007b).

p
RAN1 CCs

\ Sistema endomembranes )
~ —

—

..iOPT?

Nucli

Zn BSPEN Zn -
—> GTAC Cu-gens

Figura I4: Esquema de la xarxa homeostatica del Cu en Arabidopsis thaliana. En
condicions de déficit de Cu, el factor trancripcional SPL7 esdevé funcional i activa els gens
de resposta, entre ells el de la reductasa FRO3 i els dels transportadors d’alta afinitat
COPTI i COPT2. El Cu" entra a la cél-lula i és recollit per un conjunt de metal-locarabines
solubles (ATX1, CCS, COX17, CCH) encarregades de distribuir-lo. En condicions d’excés
de Cu, ’ATPasa HMAS5 encarregada de bombar el metall a I’exterior. Durant la fase de
senescencia, CCH podria mobilitzar el Cu envers organs emergents. El cloroplast és un
organul que incorpora el Cu a través de les ATPases PAA1 i PAA2 ubicades a la membrana
interna i tilacoidal, respectivament.

En referéncia a les ATPases de tipus P, mentre que en llevat tan sols se
n’ha descrit una, Ccc2, en A. thaliana coneixem 4 membres d’aquesta
subfamilia: RAN1/HMA7, RAN2/HMAS5, PAA1/HMA6 i PAA2/HMAS.

RAN1/HMAY7 s’associa al sistema d’endomembranes i s’encarrega d’abastir
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de Cu a ETR1, ubicat al reticle endoplasmatic (Hirayama et al. 1999). Per
altra banda, el patré d’expressio tissular de RAN2/HMAS es limita a les
arrels 1 a les flors i s’indueix especificament per excés de Cu. De fet els
mutants sma5 acumulen més Cu que les linies silvestres i1 aturen el
creixement de l’arrel, de manera que es postula que HMAS siga una
proteina que intervé en vies de detoxificacid i exportaciod, sota condicions
d’excés de Cu (Andrés-Colas et al. 2006). Els experiments de doble hibrid
en llevat amb AtATX1 1 amb la variant de CCH sense el domini
carboxiterminal mostren que ambdues metal-locarabines so6n capaces
d’interaccionar amb RAN1 i HMAS, cosa que fa pensar que tant AtATX1
com CCH participen en la ruta de secreci6 i que s’encarreguen de facilitar el
Cu als sistemes de detoxificacio en condicions d’excés (Andrés-Colés et al.

20006; Puig et al. 2007b).

El cloroplast requereix majoritariament Cu per a la PC i la CSD2. La PC
s’ubica al lumen tilacoidal i és essencial per a la cadena de transport
d’electrons fotosintetica (Molina-Heredia et al. 2003; Weigel et al. 2003).
PAAT i PAA2 son ATPases amb homologia estructural i funcional amb els
transportadors de Cu dels cianobacteris CtaA i PacS. Aixi, mentre que
PAAT1 es localitza a la membrana interna del cloroplast, PAA2 se situa a la
membrana tilacoidal (Figura I4; Shikanai et al. 2003; Abdel-Ghany et al.
2005b). La caracteritzaci6 individual dels mutants paal i paa2, i la letalitat
del doble mutant paalpaa? ha demostrat la importancia d’ambdods
transportadors per a la distribuci6 de Cu a la PC (Shikanai et al. 2003;
Abdel-Ghany et al. 2005b). El fet que la inhibicié de la donacio del Cu al

tilacoide 1 de I’activitat CSD2 només es produesca en paal suggereix un
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model en quée PAALI s’encarregaria d’aportar el Cu necessari a I’estroma per
a la CSD2 i la resta seria recollit per PAA2, per transportar-lo al lumen del
tilacoide, des d’on seria incorporat a la PC (Shikanai et al. 2003; Abdel-
Ghany et al. 2005b). Tot i que a la membrana interna dels cloroplasts
s’ubica el transportador HMAI1, el paper d’aquesta ATPasa resulta
controvertit ja que pertany al grup de transportadors de metalls divalents.
Aixi 1 tot, el mutants ~mal manifesten una reduccio en el contingut de Cu
dels cloroplasts, una disminucio6 en I’activitat SOD general, pero cap defecte
en la PC (Seigneurin-Berny et al. 2006). En els cianobacteris, Atxl
interactua amb PacS per assegurar la donacid de Cu als tilacoides. En canvi,
queda per dilucidar si PAAl i PAA2 interaccionen amb alguna

metal-locarabina (Burkhead et al. 2009).

En A. thaliana s’ha descrit un unic homoleg de metal-locarabina per a
Cu/ZnSOD, CCS. El mutant ccs afecta la funcionalitat de les tres isoformes
de la Cu/ZnSOD: la citosolica (CSD1), la cloroplastica (CSD2) 1 la del
peroxisoma (CSD3) (Abdel-Ghany et al. 2005a; Chu et al. 2005). Malgrat la
localitzaci6 de CCS::GFP al cloroplast, D’existéncia d’un inici de
transcripcio alternatiu en CCS explica la distribucié del Cu a CSD1 (Chu et
al. 2005). D’altra banda, el peroxisoma ¢és capag¢ d’importar proteines
plegades amb el cofactor unit (Chu et al. 2005). Malgrat no disposar de
dades que impliquen cap mecanisme d’activaci6 de la Cu/ZnSOD
independentment de la metal-locarabina escaient, cal destacar que el mutant

ccs manté uns minims d’activitat Cu/ZnSOD (Chu et al. 2005).
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Pel que fa a la ruta de distribucid del Cu a la COX, tot i la identificacid
de proteines homologues a ScCox17 en A. thaliana, com ara Cox17
(Balandin 1 Castresana, 2002), hi ha una gran desconeixenca sobre el

funcionament d’aquesta via de distribucié del Cu.

L’aportacié de diversos treballs en soja i arrds sobre el paper de
magatzem de Cu del vacuol (Lidon i Henriques, 1999; Bernal et al. 2006),
junt amb el fet que en els llevats de fissi6 1 gemmacio s’hagen descrit
membres de la familia Ctr a nivell de la membrana del vacuol (Bellemare et
al. 2002; Rees et al. 2004) suggereix que el vacuol participe destacadament

en ’emmagatzematge i distribucié del Cu en plantes.

3.2.2. Adquisicio i transport de Cu a nivell de ’arrel

El Cu entra a ’arrel junt amb la resta d’elements disponibles en el
substrat a nivell de la zona d’absorcié de I’arrel (Fernandez i Maldonado,
2000). La taxa d’incorporacié d’un metall no és constant al llarg de tota
’arrel ja que minva a mesura que ens allunyen de la zona apical de I’arrel
primaria (Mérschner, 2002). En assolir 'interior de I’arrel, el Cu és
distribueix en direcci6 als feixos vasculars a través de dues rutes: la via
simplastica 1 1’apoplastica. En la via apoplastica s’utilitza [’espai
extracel-lular continu entre cel-lules, de manera que a mesura que els ions
avancen poden ser incorporats a I’interior de les cel-lules. En arribar a
I’endodermis, els ions topen amb la banda de Caspari, la naturalesa de la
qual impedeix I’avan¢ i for¢ca que s’internalitzen. La permeabilitat,

selectivitat i composici6 proteica de la membrana plasmatica determina els
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ions que circulen a través d’aquesta via. En segon lloc, la via simplastica es
val de la continuitat existent entre els citoplasmes a través dels
plasmodesmes. Es tracta d’un transport cél-lula a cél-lula que permet una

distribuci6 des de les capes més externes de I’arrel fins al feix xilematic.

3.2.3. Distribucio a llarga distancia

La distribuci6 del Cu a llarga distancia fa referéncia, majoritariament, al
procés de translocaci6 des de 1’arrel cap a la part acria 1 a la mobilitzacid
durant la senescencia i fase reproductiva. El Cu adquirit per D’arrel es
distribueix a la part acria a través del xilema aprofitant el potencial hidric 1
el fenomen de la transpiraci6. El fet que les plantes acumulen
preferencialment el Cu a les arrels respecte de la part a¢ria posa de manifest
la limitacié del procés de translocaci6. Igualment, la redistribucié del Cu a
través del floema des dels organs magatzem als teixits naixents en
condicions de senescéncia i1 durant desenvolupament reproductiu s’ha

descrit com un procés poc eficient (Méschner et al. 2002).

Avui dia desconeixem amb exactitud com es duu a terme el transport de
Cu a llarga distancia i quins son els elements involucrats. Aixi i tot,
disposem d’evidéncies que ens permeten albirar com podria efectuar-se el
procés. En primer lloc, CCH podria recorrer la via simplastica a través dels
plasmodesmes (Mira et al. 2001a). En base al fenotip d’acumulacié de Cu a
les arrels dels mutants hma5 es postula que I’ATPasa HMAS estiga
encarregada de translocar el Cu de les arrels cap als feixos conductors

(Andrés-Colas et al. 2006).
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Un altre procés a resoldre ¢s la forma en que el Cu viatja en la saba i
quins sén els acompanyants. Tant CCH com HMAS transporten Cu', ara bé,
la participacié de molecules capaces de generar complexos, com el sistema
de MT, fitoquelatines o glutatid, implicaria la possibilitat de transportar
Cu”". Aquest és el cas de la molécula de nicotianamina (NA), la qual esdevé
un candidat ideal per al transport de Cu’" a llarga distancia via xilema i
floema ja que el complex NA-Cu”" és estable a pH lleugerament acid, cosa
que el situa com a potencial quelant apoplastic 1 simplastic (Curie et al.
2009). A més, els fenotips dels mutants de tomata per a la NA sintasa i la
funcié dels transportadors YSL (de 1’anglés Yellow Stripe-like) apunten a
qué la NA jugue un paper clau en la distribucié i transport del Cu a llarga
distancia (Pich et al. 2001; Yen et al. 2001; DiDonato et al. 2004; Cassin et.
2009; Curie et al. 2009).

3.2.4. Regulacio per coure

Durant els darrers anys s’ha produit un aveng considerable en el camp de
la regulaci6 de I’expressio génica per deficit de Cu, fruit de les publicacions
en aqueixa area (Kropat et al. 2005; Yamasaki et al. 2008; Yamasaki et al.
2009). En condicions de mancanga de Cu, I’estratégia seguida per 1’alga
Chlamydomonas reinhardtii consisteix a fer un us preferent del Fe, de
manera que les hemoproteines substitueixen funcionalment les
cuproproteines. El factor transcripcional CRR1 de C. Reinhardtii activa
I’expressio de CPX1, involucrat en la biosintesi del grup hemo 1 CYC6 per a
la COX cs, per tal de substituir la PC (Quinn i Merchant, 1995; Quinn et al.

1999). Les dianes de CRR1 presenten a nivell dels promotors motius de
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seqiiénica GTAC, anomenats elements de resposta a Cu (CuRE, de Cu

Response Element; Quinn et al. 2000).

A

Zn Zn
CRRI1 | I [ [ ] [
——— e — —— S——
SBP +NLS Context Anquirines CxC
Zn Zn
SPLI | ] [
Zn Zn
SPL1Z | [ [ 1 [T
Zn Zn
SPL7 l 1M1 I 1 [ )
Zn Zn
xxxxxxx G TAC xxxxxxx
Cam X e
Zn Cu
Zn Zn
xxooxx G TAC xxxxxxx xxxxxxx G TACxxxxxxx

Figura IS: Disposicié dels dominis i mecanisme d’acci6 de CRR1 de Chlamydomonas
reinhardtii. A) Esquema de Crrl amb els dominis SBP (roig), el senyal NLS (verd), la
seqiiéncia context (rosa), les repeticions d’anquirines (groc) i els dominis de cisteines
(blau). Es compara la seqiiencia de Crrl amb la de SPL1, SPL12 i SPL7 d’A4. thaliana. B)
Hipotétic model de funcionament de Crrl. La vinyeta superior mostra com en deficit de Cu
els dominis d’unié a DNA (taronja) son ocupats per Zn, de manera que es dona un canvi
conformacional que permet reconéixer els CuRE i reclutar la maquinaria de transcripcio. A
les vinyetes inferiors s’explica que en preséncia de Cu, o bé aquest ocupa un dels llocs
d’uni6 de Zn i impedeix el reconeixement de les CuRE o bé s’uneix al domini de cisteines
(blau) per impedir que interaccione la maquinaria de transcripcio. Modificat de Kropat et al.
2005.
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Estructuralment, CRR1 disposa d’un domini d’uni6 de tipus SBP
(SQUAMOSA promoter-Binding Protein) que conté motius d’uni6é al DNA
dependents de Zn 1 un senyal de localitzacié nuclear (NLS) solapant. A més,
destaca un conjunt de repeticions de tres motius d’anquirines, una seqiiéncia
context i un motiu de cisteines a nivell de I’extrem carboxiterminal (Figura
ISA; Kropat et al. 2005). Es postula que en condicions de déficit de Cu la
proteina migra vers el nucli i pot interaccionar amb les CuRE dels
promotors perqué s’expressen els gens escaients, mentre que en excés de
Cu, el metall s’uniria a CRR1 1 impediria o bé el reconeixement dels CuRE
o bé el reclutament de la maquinaria transcripcional per induir la resposta

genica (Figura I5SB; Birkenbihl et al. 2005).

En A. thaliana, la familia SPL (SQUAMOSA Promoter-binding Like)
integra 16 proteines amb un domini SBP similar al de CRRI1 de C.
Reinhardtii, d’entre les quals, SPL1 i SPL12 sén els membres amb major
grau d’identitat 1 SPL7 la que presenta una major similitud a nivell del
domini SBP (Figura ISA). En A. thaliana les seqiiencies cis reconegudes per
les SPL contenen motius GTAC 1 sén presents en els promotors de gens que
s’expressen en deficiéncia de Cu, com ara COPTI o COPT2, els
microRNA398 1 la FSDI (Nagae et al. 2008; Yamasaki et al. 2009).
Recentment, s’ha publicat que en condicions de déficit de Cu, el mutant sp/7
no expressa els microRNA398 i, a més, tampoc indueix els gens dels
transportadors COPT1, COPT2, ZIP2 i YSL2, el de la reductasa FRO3, els
de les metal-locarabines CCH 1 CCS i el de la FSDI (Yamasaki et al. 2009).

Aquest fet indica que SPL7 pot considerar-se la peca central en la regulacio
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dels gens de resposta a deficit de Cu via la interaccid directa amb els

elements GTAC dels promotors (Figura 17).

Els cloroplasts economitzen el Cu mitjangant el balang entre 1’expressio
de CSD2 i FSD1. En condicions de deficit de Cu, a nivell de I’estroma del
cloroplast, ’activitat superoxid dismutasa es deu a FeSOD, mentre que
I’expressio de la CSD2 és inhibida. D’aquesta manera, els minims
disponibles de Cu van a parar a la PC per assegurar-ne el funcionament.
Tanmateix, en condicions de suficiéncia i excés de Cu, tant 1’activitat de
Cu/ZnSOD com [D’expressi6 de la carabina associada, CCS, es veuen
incrementades en detriment de FeSOD (Abdel-Ghany et al. 2005a;
Birkenbihl et al. 2005). En aquestes circumstancies, tant la Cu/ZnSOD com
la PC esdevenen funcionals i, a més, permeten estalviar el Fe per a altres

processos (Figura 16; Abdel-Ghany et al. 2005b).

Disponibilitat de Cu Déficit de Cu

Cu
\‘\,e Cue /Fe

Cuizn Fe
\ SOD

SOD

Figura 16: Regulacié6 de Pactivitat SOD en el cloroplast. En condicions de
disponibilitat de Cu la PC i la Cu/ZnSOD s’abasteixen del metall. Per contra, en déficit de
Cu la distribucié del metall es dona preferencialment cap a la PC en detriment de ’activitat
Cu/ZnSOD. L’activitat SOD ¢és suplida per la isoforma de Fe (FeSOD). Adaptat de Puig et
al. 2007

Com hem esmentat adés, I’expressio de ’'mRNA de FSD/ en condicions

de deficit de Cu depén del factor transcripcional SPL7 via el reconeixement
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dels motius GTAC del seu promotor. En canvi, la inhibici6 de I’expressio de
la CSD1 i CSD2 implica la participacido de microRNA. Els microRNA son
un conjunt d’RNA de seqiiéncia curta que actuen en trans per tal de regular
post-transcripcionalment I’expressid génica de les seues dianes, ja sia a
través de la degradacio directa de ’RNA missatger mitjangant el sistema
Dicer-RISC, a través de la inhibicio de la traduccio o de modificacions en el
DNA (Bonnet et al. 2004; Jones-Rhoades i Bartel, 2004; Tang i Zamore
2004). Concretament, els membres de la familia de miR398 (miR398a-c),
els quals posseeixen motius GTAC a nivell dels promotors 1 estan regulats a
través de SPL7, s’encarreguen de degradar els mRNA de CSDI, CSD2 i
CCS en deficit de Cu (Figura 17; Yamasaki et al. 2007; Dugas i1 Bartel,
2008; Beauclair et al. 2010).

Dr’altra banda, existeix un altre grup de microRNA que contenen a nivell
dels seus promotors motius GTAC, de manera que la seua expressio esta
supeditada al factor transcripcional SPL7. Aquest grup esta format pel
miR397, miR408 i miR857, 1 participa en la regulacié de les cuproproteines
plantacianina i lacases. El fet que tots tres microRNA, junt amb miR398,
reconeguen els mRNA de cuproproteines com a dianes i que s’acumulen en
condicions de deficit de Cu 1 desapareguen en presencia de nivells suficients

de Cu fa que se’ls anomene Cu-microRNA (Burkhead et al. 2009).
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[ sPL7 |
T — \ Cu-microRNA
FSD1
GTAC Cu- gens
nucli
y
COPT1 S\ IS\ Cu-microRNA
COPT2 S _I_
FRO3 S NI CCS
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Figura 17: Sistema de regulacié per déficit de Cu. En condicions de déficit de Cu el
factor transcripcional SPL7 esdevé funcional i s’ubica al nucli, des d’on reconeix els motius
GTAC dels promotors dels gens dels Cu-miRNA, els quals reconeixen regions en cis dels
mRNA de la metal-locarabina CCS, de les Cu/ZnSOD, lacases i plantacianina. Per altra
banda, SPL7 indueix el gen de la FSD1, dels transportadors COPT! i COPT2, la reductasa
FRO3 ja que també presenten motius GTAC als seus promotors.

En general, podem afirmar doncs, que la regulacié dels gens involucrats
en la xarxa homeostatica del Cu en plantes es dona a dos nivells. El primer
nivell el constitueix la familia de factors transcripcionals SPL, els quals
indueixen els gens de resposta a condicions de déficit de Cu. Entre els gens
regulats s’inclou els Cu-microRNA, els quals representen un segon nivell de
regulacio, ja que degraden els mRNA dels gens que s’inhibeixen per deficit
del metall. Fem palés que, a diferéncia del que ocorre amb la regulacié de

I’homeostasi d’altres metalls, els Cu-miRNA no afecten exclusivament les
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proteines involucrades en I’adquisicié de metall sin6 que tamb¢ reprimeixen
un grup ampli de cuproproteines. Tenint en compte 1’alta reactivitat i afinitat
del Cu per les seues dianes, aquesta estratégia permetria optimitzar la

disponibilitat del Cu (Burkhead et al. 2009).

4. Els transportadors de coure de tipus CTR

Abans d’encetar aquest apartat volem matisar la terminologia que hem
emprat en el present treball per a anomenar les proteines de la familia CTR.
Els sistemes de transport es classifiquen, des del punt de vista bioenergetic,
en canals i transportadors. Malgrat la falta de consens, la definicié de
proteines tipus canal inclou totes aquelles que realitzen un transport a favor
de gradient de potencial electroquimic, considerablement rapid, a través
d’un Unic porus d’entrada, generalment selectiu. Per altra banda, les
proteines tipus transportador impliquen canvis conformacionals i el consum
d’energia per efectuar el transport, moltes vegades en contra de gradient de
potencial electroquimic, amb taxes més lentes que en els canals (Gadsby,
2004). Tot i que les sigles Ctr/COPT signifiquen “transportador de Cu”, tal 1
com descriurem més endavant, I’alta afinitat i especificitat pel Cu’ i la
independeéncia de mecanismes actius suggereix que es tracta de “canals” o
“permeases” (Aller 1 Unger, 2006; Robinson 1 Winge, 2010). En el present
treball perd, ens referirem a les proteines de la familia CTR com a

“transportadors” seguint la traduccid literaria de 1’anglés.
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4.1. Especificitat dels transportadors tipus CTR pel Cu"

Els estudis d’incorporacié de **Cu en cultius de cél-lules de mamifers i
llevat han permés concloure que els membres de la familia CTR son
transportadors d’alta afinitat per al Cu” amb una Ky de lordre d’1-5 uM
(Dancis et al. 1994; Lee et al. 2002). El fet que tan sols la Ag’, metall
isoeléctric al Cu’, puga competir amb el **Cu a I’hora de mesurar la
incorporacié de Cu en llevats 1 la necessitat de reductases indica que els
transportadors que estudiem presenten una alta especificitat i selectivitat per
la forma Cu" (Hassett i Kosman 1995; Lee et al. 2002). A més, I’efecte
inductor de 1’ascorbat en el transport de Cu quan les reductases no estan
actives, la disminuci6 del transport de Cu en preseéncia del quelant de Cu”
extracel-lular BCS (acid 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina
disulfonic) i el fet que no s’haja detectat afinitat pel Cu®" en el motiu
MxxM, constitueixen unes altres evidéncies de la selectivitat dels
transportadors CTR pel Cu’ (Hassett i Kosman 1995; Dancis et al. 1994;
Jiang et al. 2005).

4.2. Trets estructurals i funcionals dels transportadors tipus CTR
4.2.1. Topologia dels transportadors tipus CTR

Els transportadors de Cu tipus CTR son proteines integrals de membrana
conservades en tots els eucariotes. Els perfils d’hidrofobicitat dels
transportadors de Cu de la familia CTR indiquen I’existéncia de 3 dominis
transmembrana anomenats TMD1, TMD2 i TMD3 on rau la maxima

similitud de seqii¢ncia entre els transportadors ScCtrl, ScCtr3, hCtrl, mCtr1
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1 AtCOPTI1. En comparar-los, s’hi evidencia una organitzacié basica que
inclou, a més dels 3 segments transmembrana, un seguit de motius rics en
metionines a la zona aminoterminal, una metionina prop del TMDI, un
motiu MxxxM (on x és qualsevol aminoacid) al TMD2, un motiu GxxxG en
el TMD3 i motius rics en cisteines a [’extrem carboxiterminal (Figura I8;

Puig et al. 2002; Nose et al. 2006).

Motius Met : MxxxM GxxxG
sccrt NN || I
Scctr3 I ﬁ [ [ [ BT T 1 0
SpCtra [I[[[II' [ I [ ] B 10
SpCtr5 1 [ W ™ 110
h/mCtr1 []] [ | [ | NI |
AtCopt1 l]:ll' o [ W [ 10 7
: TMD1 TMD2 TMD3

Met

Figura I8: Esquema de I’aliniament de diferents transportadors de coure d’alta
afinitat tipus CTR. Les proteines esquematitzades son les de llevat de gemmaci6 (ScCtrl i
ScCtr3), de llevat de fissio (SpCtrd i SpCtr5), de mamifers (h/mCtrl) i d’ A. thaliana
(AtCOPT1). S’hi representen els segments transmembrana (roig), un tram de 20 aminoacids
on no mai s’hi observa cap metionina (taronja), una metionina essencial i motius de
metionines de la zona aminoterminal (Met i requadres blaus), el motiu MxxxM del TMD2
(requadre blau), el motiu GxxxG (verd) i els CxC (lila). Modificat de Puig i Thiele 2002.

La digesti6 amb proteases extracel-lulars de transportadors etiquetats
amb epitops va permetre establir la topologia de la proteina Ctrl de llevat en
la membrana plasmatica: 1’extrem carboxiterminal roman a I’interior de la
cel-lula mentre que I’aminoterminal s’exposa al medi extracel-lular (Figura
I9A; Puig et al. 2002). Tanmateix, s’ha descrit transportadors d’aquesta
familia a la membrana del vacuol en S. cerevisiae, S. pombe 1 C.

Gloeosperoides que s’encarreguen de mobilitzar les reserves de Cu
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emmagatzemades en condicions de deficit del metall (Bellemare et al. 2002;

Rees et al. 2004; Barhoom et al. 2008).

Nt

Exterior

Citosol

Figura 19: Topologia del transportador ScCtrl. A) Monomer Ctrl amb els 3 TMD i
els motius rics en metionines (requadres blaus), la metionina conservada a
I’aminoterminal (Met) i els motius MxxxM, GxxxG 1 CxC (requadre lila). B) Disposicio
d’un trimer de ScCtrl en la membrana plasmatica.

Comsevulla que els transportadors de Cu de la familia CTR no presenten
un tamany suficientment gran com per constituir per se un vertader por a
través de qué introduir el Cu, els monomers han de trimeritzar, tal i com es
desprén dels experiments d’entrecreuament de proteines (crosslinking) 1 de
coimmunoprecipitacié (Pena et al. 2000; Dancis et al. 1994; Lee et al.
2002). De fet, la coexpressio de diferents variants del gen ScCTR/ amb
diferents mutacions en la soca ctridctr3A complementa els problemes de
creixement del mutant, fet que demostra que els mondomers col-laboren a

I’hora d’establir el transportador (Figura I19B; Puig et al. 2002).
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4.2.2. Elements essencials en els transportadors tipus CTR

Les metionines, tot 1 ser aminoacids poc freqiients en la coordinaci6 del
Cu’, mantenen la capacitat coordinadora dintre d’un rang de pH entre 3.5 i
7, sébn més resistents a 1’oxidacié que les histidines i cisteines i, per tant,
constitueixen els motius més selectius per a Cu” en el medi extracel-lular.
(Jiang et al. 2005; Rubino et al. 2010). De fet, d’entre tots els elements
conservats en familia de transportadors CTR, els dos unics elements
essencials son una metionina concreta del domini aminoterminal i el motiu

MxxxM del TMD?2.

En tots els transportadors tipus CTR destaca la preséncia d’una
metionina a aproximadament 20 aminoacids del TMD1 que esdevé tinica en
aqueix tram. En el cas de Ctrl de llevat, la mutagénesi dirigida d’aquest
aminoacid a alanina, leucina o serina impedeix el creixement correcte de la
soca ctridctr3A en un medi amb font de carboni no fermentable i, a més, les
taxes d’incorporacié de **Cu disminueixen drasticament (Puig et al. 2002).
En canvi, la mutacié d’aqueixa metionina per una cisteina o histidina no
afecta ni el creixement ni la incorporacié de ®*Cu en el mutant. Atés a les
capacitats coordinadores de Cu de la metionina 1 a la localitzacio
extracel-lular, es postula que aquesta metionina jugue un paper clau a 1’hora
de captar el Cu extracel-lular (Figura I8; 9A; Puig et al. 2002; Jiang et al.
2005).

Pel que fa a l’altre motiu essencial, I’expressio en ctridctr3A de

mutacions dirigides en el MxxxM del TMD2 en qué una de les metionines
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(M260) de ScCtrl és bescanviada per alanina o serina, comporta la
disfuncionalitat del transportador mentre que el reemplacament a cisteina
recupera parcialment la funcionalitat de la proteina (Puig et al. 2002; Puig i
Thiele 2002). Aquest domini es disposa en el TMD2 envers la cara
extracel-lular, la qual cosa fa pensar que estiga encarregat de coordinar el

Cu que reba de I’extrem aminoterminal (Figura I8; I19A; Nose et al. 2006).

4.2.3. Altres consideracions estructurals

Pel que concerneix a la resta de residus conservats, a nivell de la zona
aminoterminal és habitual trobar motius rics en metionines (i/o histidines 1
cisteines) tipus MxxM o MxM, disposats envers la vessant extracel-lular
(Figura I8; I9A). El fet que en S. cerevisiae 1’expressio de transportadors
Ctrl sense els motius de metionines exhibesquen problemes de creixement, i
en medis amb fonts de carboni no fermentables i suplementats amb BCS,
manifesten una reduccid d’una tercera part en les taxes d’incorporacio de
Cu suggereix aquests motius en metionies optimitzen la captacié del Cu

extracel-lular (Puig et al. 2002).

El motiu GxxxG del TMD3 sembla estar implicat en el manteniment
estructural ja que la seua delecid causa la deslocalitzacié de la proteina 1
n’impossibilita la multimeritzacié. A més, diferents estudis apunten que
aquest motiu podria participar en la modulacié del por o fer de senyal de

localitzaci6 (Aller et al. 2004; Aller i Unger 2006; Nose et al. 2006).

-33-



Introduccio

A nivell de I’extrem carboxiterminal, envers la vessant citosolica, €s
habitual un motiu en cisteines tipus CxC que podria participar en la
coordinaci6é del Cu entrant. L’expressio en la soca de llevat ctri4 d’una
variant de ScCtrl amb la delecio dels altims 106 aminoacids de 1’extrem
carboxiterminal causa hipersensibilitat al Cu, fet que suggereix que 1’extrem
carboxiterminal puguera jugar un paper de sensor a través del Cu unit a CxC
1, aixi, desencadenar un canvi estructural per impedir la incorporacié de més
Cu (Wu et al. 2009). Nogensmenys, en hCtrl s’assumeix que CxC
s’encarregaria de I’estabilitzacié mitjancant ponts disulfur de les subunitats

dels transportadors (Eisses i Kaplan 2005).

4.2.4. Estructura tridimensional del transportador hCtrl

Gran part del creixent interés per 1’estudi dels transportadors de Cu
d’alta afinitat d’humans es deu a que hCtrl és el responsable de la
interioritzaci6 del principal farmac dissenyat per combatre el cancer d’ovari,

la cisplatina (Ishida et al. 2002; Holzer et al. 2004; Larson et al. 2010).

Recentment s’ha publicat tot un seguit d’estudis centrats en I’estructura
del transportador d’humans hCtrl, d’entre els quals destaquem la resolucio
de 7 A en el planol de la membrana i 15 A en el vertical (De Feo et al.
2009). Els trimers de transportadors hCtrl s’empaqueten en disposicio cua-
cua (fail-to-tail) i estableixen una mida del transportador de 85 x 45 x 45 A
amb una regid corresponent a les alfa-hélixs transmembrana de 30 A.
L’empaquetament de les helixs permet que el transportador adopte una

disposicié conica definida per TMD2, de manera que a la vessant
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extracel-lular el diametre del por fa 8 A, perd s’eixampla fins a 22 A a la
cara citosolica (Figura 110). A nivell dels TMD2, els 3 dominis MxxxM es
mostren encarats 1 la histidina H139 manté la interaccié entre monomers.

(De Feo et al. 2009).

| cxc l.[ cxC |
Cu

Figura 110: Seccié longitudinal del transportador hCtrl. S’esquematitza la
disposicio conica del por de hCtrl i el posicionament dels diferents residus de metionines
(M) i els CxC, junt amb el flux d’entrada del Cu. Modificat de De Feo i col-laboradors
(2009).

Degut a la baixa resolucid que s’obté en el treball anterior en algunes
regions del transportador, els mateixos autors opten per bescanviar tota una
col-leccio de residus per triptofans (77p-scanning) en hCtrl 1 ScCCTR3 per
determinar la importancia de nous residus des del punt de vista estructural.
En ambdues proteines les substitucions afecten posicions similars, fet que
palesa la conservaci6 estructural entre dues proteines distants que pertanyen
a la mateixa familia. A més d’identificar-se residus involucrats en
I’empaquetament de les helixs o en I’obertura del por, algunes de les

posicions sensibles al bescanvi afecten residus ubicats a la vessant

extracel-lular. Segons els autors, aquest fet implicaria la possible interaccid
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entre diferents trimers hCtrl o entre transportadors hCtrl i altres proteines
de membrana relacionades amb la regulacié o I’homeostasi del Cu (De Feo

et al. 2010).

4.3. Model funcional dels transportadors tipus CTR

En base a tot el que hem descrit fins al moment, la direccionalitat del
transport que efectuen els transportadors tipus CTR ¢és des del medi
extracel-lular cap al citosol. Tot i que no s’ha descrit que estiguen acoblats a
cap mecanisme de consum d’ATP cal destacar que s’ha suggerit la
possibilitat de qué requeresquen un gradient de K™ per estimular el transport

(Lee et al. 2002).

Segons De Feo i col-laboradors (2009; 2010), els motius extracel-lulars
tenen un pes estructural, de manera que regulen 1’entrada del metall ja que
contribueixen a la selectivitat pel Cu’ i eviten la competéncia amb altres
metalls. Un cop captat, el Cu’ es mou a través del por mitjangant un joc de
coordinacions amb les metionines de MxxxM del TMD?2. Les histidines o
les cisteines del domini de CxC de I’extrem carboxiterminal s’encarregarien
de generar un flux termodinamicament favorable per a 1’entrada del Cu a la
c¢l-lula (Figura 110; De Feo et al. 2009; De Feo et al. 2010). L’estructura
que es descriu per al transportador d’humans esdevé forca original, ja que
son pocs els transportadors d’influx que constitueixen un por mitjangant tres
subunitats monomeriques. S’associa aquesta estructura a que les taxes de
transport de hCtrl no mai poden ser rapides a causa de 1’alta citotoxicitat del

Cu. L’enlentiment en el transport possiblement permeta assegurar la
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distribucié del Cu a les metal-locarabines involucrades o agents quelants
implicats i aixi evitar-ne I’acumulacié (Aller i Unger 2006; Nose et al.

2006).

Aixi doncs, el transportador sembla ideal per a un mecanisme en que es
mimetitza els estats de transicid del metall que es donen en les reaccions
d’intercanvi entre el Cu intracel-lular i les metal-locarabines i els seus
acceptors. El moviment, cinéticament controlat del Cu a través del

transportador, explicaria la independéncia de la hidrolisi d’ATP.

4.4. Transportadors de coure de tipus CTR en Arabidopsis thaliana:
la familia COPT

El gen COPTI d’A. thaliana, que pertany a la familia CTR, ¢és capag de
complementar el defecte de creixement en medis no fermentables de la soca
de S. cerevisiae ctridctr3A (Kampfenkel et al. 1995). L’aliniament de
seqiencia amb COPT1 1 els estudis de complementacid de la soca
ctrlidctr34A ha permés identificar uns altres 4 membres (COPT2-5) que
s’agrupen en tres subfamiles: (1) COPT1 i COPT2, (2) COPT3 i COPTS5 i
(3) COPT4 (Figura I11; Sancen6én et al. 2003). Els motius per que
s’estableix aquesta classificacié son: (i) en base a la complementacié en
medis no fermentables de la soca ctriActr34 de S. cerevisiae hi distingim un
grup de transportadors que complementen completament (COPT1 i COPT2)
1 un segon grup de complementaci6 en menor grau (COPT3 i COPTSY).
COPT4 ha sigut descartat com a transportador de Cu per no presentar les

metionines essencials (Sancenon et al. 2003). A més, cal fer palés que
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COPT4 comporta toxicitat i impedeix 1’obtencid de transformants de llevat
viables (Sancendn et al. 2003). (ii) COPT1 i COPT2 contenen dos motius
rics en metionines 1 histidines a I’extrem aminoterminal, mentre que el grup
de COPT3 i COPTS5 només en presenta un. (iit) COPTI i COPT2 sén gens
regulats per Cu, mentre que COPT3 i COPT5 escapen a aquesta regulacio
(Sancenén et al. 2003). (iv) La incorporaci6 de ®*Cu en els mutants
complementats indica que els transportadors que n’incorporen una major
quantitat son COPT1 1 COPT2, mentre que COPT3 1 COPTS5 redueixen la

seua taxa un 30% 1 70%, respectivament (Sancenon et al. 2003).

COPT1i2 COPT3i5

Figura I11: Classificacié dels membres de la familia COPT d’Arabidopsis thaliana.
Es representa la metionina essencial (cercle blau), els dominis rics en metionines (requadre
blau), el motiu MxxM (blaus), el motiu GxxxG (verd) i el motiu CxC (lila) en els grups de
transportadors COPT. En el grup de COPT3 i COPTS es representa COPTS.

La suma de totes aquestes dades fa pensar que els transportadors del
primer grup (COPT1 1 COPT2) es podrien localitzar a nivell de la
membrana plasmatica, mentre que el segon grup (COPT3 i1 COPTS)

quedarien relegats a compartiments intracel-lulars (Sancenon et al. 2003).
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4.4.1. El transportador d’ Arabidopsis thaliana COPT1

El primer transportador de Cu a caracteritzar-se en la planta model A.
thaliana fou COPT1 (Kampfenkel et al. 1995; Sancenon et al. 2004). La
complementacié total de la soca ctridctr3A i la incorporacié de **Cu en
altes taxes en expressar-hi COPT] junt amb la localitzaci6 de COPT1::GFP
a la membrana plasmatica de protoplasts d’A4. thaliana indica que COPT1 és
un transportador de membrana plasmatica (Sancendn et al. 2003; Andrés-

Colas et al. 2010).

La fusi6 del promotor de COPTI a la proteina marcadora [-
glucuronidasa (GUS) mostra un patrd d’expressioé que comprén I’embrio 1 el
gra de pol-len (Sancenén et al. 2004). En plantules de 7 dies, COPTI
s’expressa a la part apical de I’arrel a nivell del cortex i I’epidermis, de
manera que COPTI1 participaria en la incorporacié del Cu del medi exterior

(Sancenon et al. 2004).

La caracteritzaci6 dels mutants copt/ antisentit i dels sobreexpressors de
COPTI ha permés esbrinar les aportacions del transportador i valorar el pes
que té en la xarxa homeostatica del Cu. Tot i que fenotipicament els mutants
coptl antisentit no manifesten diferéncies aparents respecte de les variants
silvestres, en fer-los créixer en medis deficients en Cu amb sacarosa, les
plantules experimenten una reduccio del pes fresc d’entre el 30 i el 40%. Per
altra banda, en medis sense sacarosa, les arrels s’allarguen entre 3 1 6
vegades més que en les plantes silvestres probablement amb 1’objectiu de

poder explorar nous substrats (Sancendn et al. 2004). En planta adulta, a
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nivell de fulles, es produeix un descens d’entre el 40 i el 60%, tant en el
contingut de Cu endogen, com en el transport de *Cu respecte de les
variants silvestres, 1 el 10-13% dels grans de pol-len del mutant copti
antisentit presenten alteracions morfologiques (Sancenén et al. 2004). Com
que els fenotips descrits tan sols son revertibles amb Cu, es demostra que

son fruit del deficit de Cu que experimenta el mutant (Sancenon et al. 2004).

Recentment, s’ha publicat que les plantes sobreexpressores de COPTI
manifesten una simptomatologia associada a 1’excés de Cu: reduccid del
tamany general, fulles enroscades, clorosi i disminucié de la produccio de
llavors. A més, en plantules crescudes en medis in vitro suplementats amb
Cu es palesa una reduccio significativa de I’arrel principal aixi com la
perdua de biomassa. L’alta sensibilitat pel Cu que es desprén d’aquests
fenotips corrobora la participacié6 de COPT1 en 1’adquisicid i incorporacid
del Cu en la planta i la importancia de mantindre regulada la xarxa

homeostatica del Cu (Andrés-Colés et al. 2010).

Tot plegat, la suma de totes les dades aportades fa pensar que COPT1 siga
una de les principals vies d’entrada del Cu al corpus de la planta i que tinga
un paper clau en la distribuci6 i repartiment del Cu al llarg de tota la vida de
la planta, des dels primers estadis del desenvolupament embrionari fins a la

formacio6 de les cél-lules espermatiques.
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OBJECTIUS

El primer objectiu de la present tesi és la caracteritzacio de marcadors

moleculars associats amb 1’estat nutricional de déficit de Cu per a plantules
d’A. thaliana crescudes en medis de laboratori amb diferent disponibilitat

del metall.

En organismes eucariotes, els transportadors de Cu d’alta afinitat CTR
participen en el procés d’incorporacié del metall sota condicions de deficit
de Cu. En A. thaliana, a més dels 5 transportadors de Cu d’alta afinitat
identificats en Sancenén et al. (2003), durant la reanotaci6 del genoma es va
identificar el gen COPT6 com un possible nou membre de la familia COPT.
El segon objectiu escomet la caracteritzacié6 de COPT2, COPT6 i COPT5S
pel que fa a:

Estudiar la funcionalitat del transportador COPT6 en S. cerevisiae.

— Localitzar subcel-lularment les proteines de fusi6 COPT2::GFP,
COPT6::GFP 1 COPTS5::GFP en protoplasts d’A4. thaliana.

— Establir el patré d’expressio tissular en plantes transgéniques mitjangant

la fusi6 dels promotor COPT al gen de la B-glucuronidasa.

— Obtindre mutants de perdua de funcio per a COPT2, COPT6 1 COPTS5.

— Caracteritzar fenotipica i molecularment els mutants de peérdua de funcié

en medis de laboratori amb diferents concentracions de Cu.
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MATERIALS i METODES

1. Material biologic

1.1. Manipulacio6 de bacteris

1.1.1. Condicions de creixement i transformacio d’Escherichia coli

Les soques d’Escherichia coli es creixen a 37 °C en medi general per a
bacteris Luria-Bertani (LB) liquid [triptona (Pronadisa) 1% (p/v); extracte
de llevat Pronadisa 0.5% (p/v), NaCl 1% (p/v)] o solid [amb agar
bacteriologic (Pronadisa) 1.5% (p/v)]. En els medis de seleccid s’afegeix

espectinomicina (1 ug/ml; LBE) o ampicil-lina (50 ug/mL; LBA).

A T’hora de fer les transformacions hem utilitzat cel-lules competents
comercials (One Shot Top 10 Competent Cells, Invitrogen). Es recuperen les
cel-lules de -80 °C en gel 1 afegir de 3 a 5 pL lligacié (apartat 2.2.2). A
continuacio, es provoca un xoc térmic de 30 s a 42 °C. Tot seguit es
resuspenen les cel-lules amb 1 mL de medi LB atemperat i s’incuben durant
1 ha37°C amb agitacié 190 rpm per tal que expressen el gen de seleccio. A
continuacio se sembren en plaques de medi selectiu 1 es deixen créixer a 37

°C fins a I’aparici6 de transformants.
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1.1.2. Condicions de creixement i transformacio d’Agrobacterium

tumefaciens

Per tal d’obtindre cel-lules competents d’Agrobacterium tumefaciens,
sembrem la soca C58 (resistent a rifampcina i gentamicina) en medi LB
liquid amb rifampicina (0.25 wg/mL) i gentamicina (15 pug/mL) fins que la
densitat optica a 600 nm (DOgy) assolesca un valor entre 0.5 1 1. Les
cel-lules es renten amb NaCl 150 mM i HO, es resuspenen en CaCl, 20
mM i es fan aliquotes de 100 pL que es congelen a -80 °C. En el moment de
la transformacid, recuperem un vial i, en descongelar-se, hi afegim 1 pg de
vector 1 efectuem un xoc térmic a 37 °C durant 4 min. A continuaci6 es
desen els vials en nitrogen liquid. Seguidament es descongelen els vials 1
se’ls hi afegeix 1 mL de medi LB. Finalment es fan créixer durant 3 h a 28
°C i se sembren en medi selectiu. El temps de creixement és de 2-3 dies a 28
°C. Com que D’antibiotic emprat €s de tipus bacteriostatic, les colonies
obteses es tornen a sembrar en plaques de medi fresc per tal de millorar-ne

la seleccio.

1.2. Manipulacio del llevat Saccharomyces cerevisiae

1.2.1. Condicions de creixement i transformacié de Saccharomyces

cerevisiae
La soca de S. cerevisiae MPY17 (MATo, ctrl::ura3::kan™, ctr3::TRPI,

lys2-801, his3; cedida pel Dr. Dennis J. Thiele, Duke University)

ctridctr3A, la qual és incapag d’expressar els transportadors d’alta afinitat
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de Cu de llevat, se sembra en una placa amb medi complet YPD [peptona
bacteriologica 2% (p/v), extracte de llevat 1% (p/v) i glucosa 2% (p/v)] i es
fa creixer a 30 °C durant 2-3 dies. A partir d’una colonia s’inocula un pre-
cultiu en medi complet YPD fins que ’ODgqp siga 0.5-1.2. A continuacid
centrifuguem 2 min a 3000 rpm i llavem les cel-lules amb 50 mL d’aigua
milliQ esteril. Es torna a centrifugar 2 min a 3000 rpm i hi afegim 1 mL
d’acetat de liti (CH3COOLIi) 0.1 M. Centrifuguem 1 min a 10000 rpm. Tot
seguit hi afegim 50 pL d’acetat de liti 0.1 M per transformaci6 a fer i
incubem les cel-lules a 30 °C durant 15 min. Per cada 50 uL de c¢l-lules
afegim 1 pg de DNA plasmidic, ]| mg de DNA de cadena simple (DNA
d’esperma de salmo bollit durant 5-10 min a 100 °C) i 300 uL. de PEG-4000
40%: acetat de liti 0.1 M. Incubem a 30 °C durant 20-30 min sense agitacio 1
efectuem un xoc térmic durant 20 min a 42 °C. Finalment, centrifuguem 1
min a 10000 rpm i resuspenem amb 150 pul. d’aigua milliQ per sembrar els
llevats en medi selectiu SC—ura [YNB Yeast Nitrogen Base sense
aminoacids 1 sulfat amonic (Difco), 0.17% (p/v), glucosa 2% (p/v),
requeriments nutricionals sense uracil (Formedium) 0.19% (p/v), sulfat
amonic 0.5% (p/v), 1 agar 1.5 % (p/v)] i els deixem creixer a 30 °C durant 2-

3 dies.

1.2.2. Assaig de complementacio funcional

Per avaluar si les diferents quimeres fusionades a la proteina verda
fluorescent (GFP) son funcionals, es va subclonar cadascuna de les fusions
en el vector d’expressié multicopia p426GPD, el qual dirigeix 1’expressio
del transgen sota el control del promotor d’expressio constitutiva del gen de

la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (GPD). La soca ctrictr34 es va
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transformar amb les diferents construccions, i els transformants es van
creixer en medi liquid SC—ura fins que assoliren una ODgoo de 1.0. Es va fer
dilucions seriades 1:10 dels cultius que es van sembrar en gotes mitjancant
I’estri escaient (spotter) en medis SC—ura, YPG [peptona bacteriologica 2%
(p/v), extracte de llevat 1% (p/v) 1 glicerol 3% (v/v)] (font de carboni no
fermentable) i YPEG (etanol i glicerol) suplementat amb CuSO4 100 pM
(control). Les plaques es van desar a 30 °C durant 2-3 dies i es van

fotografiar.

1.3. Manipulaci6 de plantes

1.3.1. Condicions de creixement d’Arabidopsis thaliana: substrat, medi

solid i cultiu hidroponic

Les llavors d’Arabidopsis thaliana ecotipus Columbia 0 (Col 0) se
sembren o bé en tests, en placa o bé en cultiu hidroponic. En el cas dels
tests, el substrat consisteix en una mescla de torba, arena i vermiculita
(2:1:1). La safata amb els tests es cobreix amb cel-lofana per mantenir la
humitat 1 es conserva a 4 °C durant 2 dies per estratificar les llavors. A
continuacio els tests es desen a I’hivernacle del Servei Central de Suport a la
Investigacié Experimental (SCSIE; Universitat de Valéncia) o en cambres

de cultiu i per controlar els cicles de llum/foscor que s’hi escaiguen:

- Fotoperiode de dia llarg: 16 h de llum blanca fluorescent (65
umol/m?) a 23 °C i 8 h de foscor a 16 °C.
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— Fotoperiode de dia curt: 8 h de llum blanca fluorescent a (65
umol/m?) i a 23 °C 16 h de foscor a 16 °C.
— Fotoperiode de dia intermedi: 12 h de llum blanca fluorescent (65

umol/m®) a 23 °C i 12 h de foscor a 16 °C.

Per al creixement en placa es va utilitzar el medi de cultius MS
(Murashige 1 Skoog; Murashige i Skoog, 1962) a la meitat (2 MS)
[macronutrients (NH4sNO3; 10 mM, KNO3s 9.4 mM, MgSO4-7H,0 0.37 mM,
KH;PO4 0.62 mM i1 CaCl, 1.13 mM), micronutrients (H;BOs; 50 puM,
MnSO4-H,O 36.6 uM, ZnSO4 7H,0 15 uM, NaMoO4-2H,O 0.57 uM i
CoCl,-6H,0 0.05 uM), Fe-EDTA 50 uM, KI 0.25 mM, CuSO4 0.05uM si
escau, MES 0.05%, sacarosa 1% (si escau) 1 fitoagar 0.8% (Duchefa); pH a
5.7 amb KOH]. En alguns casos hem emprat el preparat comercial de
Sigma. Els medis altament deficients en Cu s’ha aconseguit amb el quelant

de Cu extracel-lular BCS. Les plaques se segellen amb cinta Leukopor.

Per esterilitzar les llavors, es duu a terme un primer llavat de 5 min amb
1 mL d’etanol al 70% i un llavat posterior amb 1 mL de lleixiu comercial de
5 min. A continuacio, es fan de dos rentats d’1 min amb 1 mL d’aigua
destil-lada esteril 1 s’embeuen en 1 mL de fitoagar al 0.1%. Tot seguit

s’estratifiquen durant 2 dies a 4 °C.

Els cultius hidroponics s’obtenen a partir de la transferéncia de plantes
crescudes durant 3-4 setmanes en substrat, tal i com hem esmentat
anteriorment, a caixes negres, préviament esterilitzades amb lleixiu, que

contenen una variant del medi de reg Hoagland a partir de les dissolucions
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originals [K;SO4 0.44 mM, KH,PO4 0.125 mM, NaCl 10 uM, Ca(NOs3) -
4H,0 1 mM, Mg(SOy) - 7H,O 1 mM, Na,SO4 - 10 HO 1 mM, Fe-EDTA
20 uM, H3;BO; 10 uM, ZnSOy4 - 7H,O 1 uM, MnSOy4 - H,O 1 uM, MoOs
0.1 uM, CuSOy - 7 H,0 0.1 uM], tamp6 MES 0.05% (p/v) i pH 5.7-5.8 amb
KOH (Arnon i Hoagland, 1939). El medi es canvia cada setmana per evitar
variacions brusques de pH i possibles contaminacions. Els medis deficients

en Cu consisteixen en variants del Hoagland sense afegir CuSOs,.

1.3.2. Transformacié d’Arabidopsis thaliana mitjancant Agrobacterium

tumefaciens

Amb la finalitat de transformar els teixits germinatius d’A. thaliana amb
els vector de clonacié construits, fem créixer, en tests recoberts per una
malla de musselina, llavors de D’ecotip Col0. Un cop les plantes
desenvolupen els botons florals inoculem un pre-cultiu en 3 mL de medi de
seleccido LB-ERG (apartat 1.1.2) a partir d’una colonia de clons positius d’4.
tumefaciens 1 el creixem a 28 °C amb 190 rpm d’agitaci6 durant 12 h.
Recuperem el vial i1 inoculem 0.2 mL en 30 mL de medi selectiu LBE 1, en
assolir la fase exponencial, recollim les cel-lules per centrifugacié a 3000
rpm durant 5 min i les resuspenem en una dissolucié de sacarosa al 5% (p/v)
1 Silwet L-77 (Lehle Seeds) 0.05% (v/v). Els botons florals sén submergits
en la soluci6 de transformaci6é durant 10-20 s amb agitacié manual. Les
plantes, sense eixugar els remanent de solucio, es desen de gaidé en una
safata que es cobreix amb cel-lofana i es guarden en una cambra sense

il-luminacié durant una nit (Clough i Bent, 1998). Arribats a aquest punt
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tornem a posar la planta en posici6 vertical en la cambra de creixement fins

el moment d’arreplegar les llavors.

Les plantes que han sigut transformades amb el vector d’expressio

binaria pFPI101 (www.isv.cnrs-gif. fr/je/alligator/vectors.html) se
seleccionen a partir de la fluoresceéncia emesa per les llavors transformades
mitjancant una lupa acoblada a un generador de Ilum ultraviolada.
L’esmentat vector conté el promotor d’un gen de la coberta de la llavor
(4:283) fusionat al de la GFP. La seleccid per fluorescéncia també ens
serveix per destriar els homozigots dels hemizigots en la segona generacio
(T2), ja que és un marcador dominant (en la T2, les siliqlies de les plantes
homozigotes presentaran un 100% de llavors fluorescents, mentre que en les

hemizigotes la relaci6 és de 3:1 favorable a les fluorescents).

2. Aillament i analisi d’acids nucleics

2.1. Aillament d’acids nucleics

2.1.1. Aillament de DNA plasmidic de bacteri

Els transformants d’Escherichia coli es fan créixer en 3 mL de medi de
seleccid per fer una extraccid del vector amb el Perfectminiprep kit
(Eppendorf), basat en el metode de la lisi alcalina. Les minipreps obteses es
comproven per restabliment de les dianes de digestio 1 el DNA s’envia al
Servei de Seqiienciacié de DNA (SCSIE; Universitat de Valencia) per fer

les verificacions de seqii¢éncia. Els vectors seleccionats i les colonies
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comprovades son inoculades en 50-75 mL de medi de seleccid per fer una

extraccio6 a mitjana escala del vector amb el Perfectmidiprep kit

(Eppendorf).

Pel que fa als clons d’Agrobacterium tumefaciens, aquests es fan
creixer en 3 mL de medi selectiu. Es pren en un vial 1 mL del cultiu i es bull
a 95 °C durant 5-10 min. Seguidament, es dona un colp de centrifuga i del
sobrenadant resultant agafem entre 5-10 uL com a motlle per a la PCR

adient.

2.1.2. Obtencio de DNA genomic d’Arabidopsis thaliana

Es pesen vora 30 mg de fulles de planta i es congelen amb nitrogen
liquid. Mitjangant un émbol, triturem els teixits i hi afegim 0.3 mL de
bromur de cetiltrimetilamoni (CTAB) 2X [CTAB 2% (p/v); Tris HCI 100
mM pH 8; EDTA 20 mM pH 8; NaCl 1.4 M i PVP 1% (p/v)], incubem a 65
°C durant 5 min en agitacio i ho passem a gel. Seguidament, hi afegim 0.3
mL de cloroform i centrifuguem a maxima velocitat durant 5 min. EIl
sobrenadant es transfereix a un nou vial amb 40 uL de CTAB 10X [CTAB
10% (p/v) i NaCl 0.7 M] i 0.4 mL de cloroform. Repetim la centrifugacio.
El nou sobrenadant es transfereix a tubs amb 0.3 mL de tampd de
precipitacio6 CTAB [CTAB 1% (p/v); Tris HC1 50 mM pH 8; EDTA 10 mM
pH 8]. Agitem i centrifuiguem a maxima velocitat durant 10 min.
N’eliminem el sobrenadant i deixem que s’eixugue el sediment. Hi afegim
0.3 mL de tampo6 TE amb alta concentraci6 de sals [Tris HCI 10 mM pH 8§;
EDTA 1 mM pH 81 NaCl 1M) 1 0.6 mL d’etanol al 90%. Desem les mostres

a -20 °C durant 20-30 min i centrifuguem a 4 °C durant 15 min a maxima
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velocitat. Finalment, llavem el sediment amb etanol al 70%, tornem a

centrifugar i resuspenem amb 100 uL d’aigua destil-lada.

2.1.3. Obtencié d’RNA total d’Arabidopsis thaliana

Previament a les extraccions, s’autoclava el material a 134 °C durant 60
min a 2 atm. Les extraccions d’RNA total s’han dut a terme amb el reactiu
Trizol Reagent (Invitrogen) seguint les indicacions del fabricant. Breument,
100 mg de teixit congelat es disgreguen i es resuspenen amb 1 mL de
reactiu Trizol i 20 pL. de PVP 2% (p/v). Després de centrifugar a 4 °C durant
10 min a maxima velocitat es mescla el sobrenadant amb 200 uL de
cloroform i es torna a centrifugar. La fase aquosa es mescla amb un volum
d’isopropanol durant 20 min a -20 °C per precipitar ’'RNA. El precipitat es
recull després de centrifugar a maxima velocitat durant 10 min a 4 °C 1 es
llava amb etanol 70%. A continuacid, es resuspén el sediment amb 60 pL
d’aigua a 65 °C durant 10 min. Les mostres es congelen i es tornen a
escalfar durant 10 min més. Per acabar, centrifuguem les motres durant 5
min a 8000 rpm a 4 °C i recuperem el sobrenadant. Tot seguit, és quantifica
una dilucio 1:100 o 1:200 de la mostra original per absorbancia (1 unitat
Az equival a 40 pg/mL). L’estat de ’'RNA €és comprovat mitjangant un gel
d’electroforesi per a RNA (apartat 2.2.4), en funcié de la integritat de les

bandes corresponents a les subunitats ribosomals.
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2.2. Teécniques per a la manipulacio i analisi d’acids nucleics
2.2.1. Amplificacié de fragments per PCR

L’amplificacié del DNA a clonar es fa mitjangant la DNA polimerasa
termoestable amb comprovacido de lectura High Expand Fidelity PCR
(Roche), un parell d’encebadors, el tampd adjunt i 100-200 ng de motlle
escaient. Les condicions generals del programa de PCR son: un cicle de
desnaturalitzacié inicial del motlle i diversos cicles de desnaturalitzacio,
engalzament i amplificacio. Es carrega un volum d’amplicons en un gel
d’agarosa per validar mitjancant electroforesi els tamanys i la resta del
producte de PCR es purifica amb el quit lllustra DNA and Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare), per eliminar les restes de nucleotids.

2.2.2. Reaccions enzimatiques: restriccio, desfosforilacio i lligacio

Els productes de PCR purificats i els vectors son digerits amb les
nucleases de restriccio adients (Roche i/o Fermentas) en tampons
compatibles. Les reaccions de digestio es desen a 37 °C durant 2 h. A
continuacio, desfosforilem el vector digerit amb la fosfatasa alcalina de
gamba (SAP; Roche) durant 15 min a 37 °C i inactivem I’enzim a 65 °C
durant 25 min. Tot seguit, les digestions son precipitades a -20 °C durant 30
min amb una 1/10 part del volum final d’acetat de sodi 3 M (CH3COONa) i
2 volums d’etanol 96%, se centrifutga a 13000 rpm durant 15 min i es llaven
amb etanol del 70% abans de ser resuspeses amb tampd de carrega 2X

(apartat 2.2.3). Per recuperar el vector i I’insert digerits, migrem les mostres
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en un gel d’agarosa, purifiquem les bandes amb el quit //lustra DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) 1 les quantifiquem en gel
d’electroforesi. La reaccid de lligacid es prepara amb el DNA rapid ligation

kit (Roche) a partir de 3 vegades més quantitat d’insert que de vector.

2.2.3. Electroforesi de DNA i purificacio de fragments

Tots els gels d’electroforesi per a DNA realitzats en aquest treball es
preparen a partir d’agarosa entre el 0.8 1 1’1.5% (p/v) en tamp6 Tris-acétic-
EDTA (TAE) 1X [EDTA 20 mM, Tris 40 mM 1 acid acétic glacial 1.14
mL/L] i bromur d’etidi 8 pg/mL. Les mostres de DNA es solubilitzen amb
tampo de carrega 2X per a electroforesi [glicerol 50% (v/v), blau de
bromofenol 0.05% (p/v) 1 EDTA 100 mM]. La migracié de les mostres s’ha
realitzat en sistemes d’electroforesi (Biorad) a 80-100 V i s’han visualitzat
mitjancat un transil-luminador de llum ultraviolada. En el cas de voler
recuperar les bandes, ens hem valgut d’un feix de llum ultraviolada de baixa

energia i les hem seccionat amb una fulleta (apartat 2.2.3).

2.2.4. Electroforesi d’RNA

Els gels d’electroforesi d’RNA es preparen a partir d’agarosa a 1’1%
(p/v) en tampd MOPS [MOPS 40 mM, acetat sodic 10 mM, EDTA 1 mM
pH 8.0] i formaldehid 2.2 M. Les mostres se solubilitzen amb el tamp6 de
carrega adient [formamida desionitzada 65% (v/v) en MOPS 1X,
formaldehid 7% (v/v) 1 bromur d’etidi 20 pg/mL], es desnaturalitzen a 65 °C

durant 5 min 1, en carregar-se, se separen electroforéticament a 70-100 V en
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sistemes d’electroforesi (Biorad). Finalment, el gel és visualitzat mitjancat

un transil-luminador de llum ultraviolada.

2.2.5. PCR semiquantitiva

Per tal de passar ’'RNA extret a DNA copia (cDNA), afegim a 1.5 pg
d’RNA 1 pL d’encebador oligo polidT 50 pg/uL (Invitrogen) i 1 pL d’oligo
18S revers 12.5 uM 1 ajustem fins a 20 pL amb aigua. Engalzem els
encebador a ’RNA a 70 °C durant 10 min. Estabilitzem els vials amb gel 1
hi fem una centrifugacié rapida. Tot seguit, hi incorporem per a cadascuna
de les reaccions: 1 uL. d’inhibidor d’RNAasa (/nvitrogen), 4 pL. de tampd
5X RT (Invitrogen), 2 uL de ditiotreitol (DTT) 0.1 M (Invitrogen) i 1 pL de
dNTPs 10 mM (Promega) 1 ho atemperem a 42 °C durant 2 min.
Seguidament, hi introduim 1 pL de la retrotranscriptasa SSII (Invitrogen) i
ho desem a 42 °C durant 1 h. Per acabar, inactivem 1’enzim tot passant els
vials a 70 °C durant 15 min. Els cDNA obtesos esdevenen els motlles a
partir de qué s’abordaran les PCR per quantificar i relativitzar les taxes

d’expressio genica.

Les PCR semiquantitatives (sqPCR) son una variant de la descrita en
I’apartat 2.2.1 en que utilitzem 1 pL del motlle, 0.5 pL de dNTPs 10 mM,
0.75 pL de MgCl, (Bioline), 2.5 pL de tamp6 10X Biotaq, els parells
d’encebadors a 0.5 uM (Taula M1), 0.2 pL de Biotaq polimerasa (Bioline) i
aigua destil-lada fins a 25 pL. Previament a les quantificacions, hem
amplificat cadascun dels gens escollits amb dilucions seriades de cDNA per

tal d’evitar la saturacid per motlle. Els productes de PCR resultants es

-56-



Materials i Métodes

corren en un gel d’electroforesi per a DNA i es compara la intensitat de les
bandes en base a la intensitat dels gens constitutius de 1’actina (ACT7) o del

rRNA /8S.

Taula M1: Encebadors ulitzats per a la PCR semiquantitativa. Nom, seqiiéncia en
sentit 5°=»3’ i condicions no saturants amb les temperatures d’aliniament i els cicles per a
cada parell d’encebadors de la sqPCR.

Nom Seqiiéncia 5* = 3’ Condicions
ACTINARAITA GGCGATGAAGCTCAATCCAAACG 61 °C 25 cicles
ACTINARAIB GGTCACGACCAGCAAGATCAAGACG

COPT2 RT-F AAGTTGGTATGTCATGCCAA 60 °C 30 cicles
COPT2 RT-R ATATCAATGTCAAATGACTCAA
COPTS5-Sall-F TTGCAATTTTCCTCTCCTCCCAA 60 °C 30 cicles
COPT5-Ncol-R ATGATGGTCGAGGCATT
COPT6-RT-F2 GTGAGTACAACCACAAACA 60 °C 30 cicles
COPT6-Ncol-R TCTCCATGGTTAGTTGTTCGAAGGGTTTCTC
CSD1 RTF1 CCTTTCGTATTTGGTGATGCT 60 °C 30 cicles
CSDI RT R1 AAACACCTGCGTTAAAGGAC
FSD1 RT F1 TTGCAGCTATGTCTTTCAA 60 °C 30 cicles
FSDI RT R1 CGGCGGTTAATCCGACGACA

2.2.6. PCR quantitativa en temps real amb SYBR-Green

Per a les PCR quantitatives en temps real (qQPCR), els encebadors es
dissenyen considerant la preseéncia d’introns i el contingut en G/C (Taula
M2). En primer lloc optimitzem la concentracié d’encebadors adient per a
cada gen. Per a una mateixa concentracié de gDNA s’afegeixen totes les
possibles combinacions de concentracions d’encebadors a 50 nM, 300 nM i
900 nM per a I’encebador directe i per al revers (50-50; 50-300; 50-900;
300-50; 300-300; 300-900; 900-50; 900-300 i 900-900) en una placa
moltipouet. Per a tots els encebadors utilitzem una concentracié 300-300 i

per a UBQ10 300-900. A cada pouet afegim 12.5 pulL de la mescla general de
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reaccid Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen)
1 aigua fins a un volum de 25 pL. El programa d’amplificaci6 consisteix en
un cicle inicial de 2 min a 50 °C per evitar la contaminacid6 amb amplicons
(carry-over), un cicle de desnaturalitzaci6 incial a 95 °C durant 2 min 140
cicles d’hibridacié a 95 °C i engalzament i amplificaci6 a 60 °C, ambdds
durant 30 s. Finalment, es programa una corba de desnaturalitzacié i els
amplicons son correguts en una electroforesi de DNA. En base al cicle en
que la intensitat de fluorescéncia supera un llindar arbitrari (cicle Ct),
seleccionem la menor concentracid d’encebadors amb que s’obté un Ct
acceptable (Ct entre 20-25). A continuacid, es representa la variable Ct
envers la variable log(diluci6) de motlle i escollim una concentraci6 dins el

tram linial on no es produesca saturacid per motlle.

Taula M2: Encebadors ulitzats per a la qPCR. Nom dels parells d’encebadors per a
les reacci6 de qPCR junt amb la seqiiéncia 5° =»3°.

Nom Seqiiéncia 5’ 3’
AtUBQI10 F1 TAATCCCTGATGAATAAGTGTTCTAC
AtUBQI0 R1 AAAACGAAGCGATGATAAAGAAG
CCH gPCR-F AAGTTGGTATGTCATGCCAA
CCH gPCR-R ATATCAATGTCAAATGACTCAA
CCS qPCR-F TCTCCACGTCTCTTGGGACTTT
CCS qPCR-R AGCTGAGGCATGGCTCGAT

COPT1 gPCR-F TTGCAATTTTCCTCTCCTCCCAA
COPT1 gPCR-R ATGATGGTCGAGGCATT
COPT2 gqPCR-F CCTTTCGTATTTGGTGATGCT
COPT2 gPCR-R AAACACCTGCGTTAAAGGAC
COPT6 gPCR-F GCAGTCTACACACTCAAGACA
COPT6 gPCR-R AAAGGACATAACGGCGAGCA
COPTS5 gPCR-F TTGCAGCTATGTCTTTCAA
COPTS5 gPCR-R CGGCGGTTAATCCGACGACA
CSD1 gPCR-F CATCATTGGTCTCCAGGGCT
CSD1 gPCR-R GACCTCCTTATTACATCAAT
FSD1 gPCR-F ACCGAAGACCAGATTACATA
FSD1 gPCR-R TGGCACTTACAGCTTCCCAA
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La quantificacid relativa de I’expressid genica s’aborda a partir de la
relaci6 del Ct de cada gen diana respecte el Ct del gen referéncia de
I’ubiqiiitina UBQI10 (Ct gen diana — Ct gen referéncia; ACt) i la relacio
d’aquest valor en funci6 de la condici6 o tractament de referéncia (ACt
condici6 — ACt condici6 referéncia; AACt). L’expressio relativa s’obté de la

formula 2744¢,

2.2.7. Analisi de seqiiéncies

Tots els fragments de PCR clonats son seqilienciats al Servei de
Seqiienciaci6 de DNA 1 Proteines (SCSIE; Universitat de Valéncia). Els
aliniaments i comparacions de seqiiencies s’han elaborat amb el programa
DNAMAN (Lynnon Biosoft). Les analisis teoriques de les seqiiéncies
promotores dels gens d’estudi es van efectuar amb el programa SignalScan
de la base de dades PLACE (Plant cis-acting regulatory DNA elements;
http:\www.dna.affr.go.jp/htdocs/PLACE/signalscan.html). Les prediccions

in silico de 1’expressid tissular s’han considerat en funci6 de les dades

disponibles al web Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch/at/) 1

del eFP Browser (http://www.bar.utoronto.ca/efp). La prediccid6 de la

localitzacié subcel-lular s’ha fet amb el servidor PSORT (psort.ims.u-
tokyo.ac.jp) 1 els indexs d’hidrofobicitat s’han obtés amb el programa

TMHHM (www.cbs.dtu.dk/servicessy TMHMM) respectivament.
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2.3. Disseny de construccions

2.3.1. Fusi6 de promotors al gen alertador p-glucuronidasa

(pCOPT::GUS)

Amb els encebadors GUS-F-Xbal i NOS-R-Sall (Taula M3) amplifiquem
per PCR el gen de la B-glucuronidasa (GUS) junt amb el terminador del gen
nopalina sintetasa (NOS) a partir del vector pBI12]. El producte de PCR
purificat i el vector d’expressio binaria pFP101 es va digerir amb els enzims

de restriccio Xbal i Sall (Roche) i es va dur a terme la lligaci6 (Figura M1).

e > NOS-t ————

pBI121

* Xbal Sall *
Hind Il

35S | 35S

pFP101

Figura M1: Obtencié del pFP101::GUS::NOS. El gen que codifica la B-glucuronidasa
que conté el vector pBI121 és amplificat per PCR i clonat entre els llocs de restriccié Xbal i
Sall del vector pFP101 per obtindre el vector de partida amb qué farem les fusions
PpCOPT::CaMV(35S)::GUS::NOS.

Els productes de PCR obtesos a partir de gDNA amb els parells
d’encebadors COPT2-1200F-HindIII/COPT2-ATG-R-Xbal (1245 pb);
COPT6-730F-HindIII/COPT6-ATG-R-Xbal (389 pb) 1 COPT5-120F-
HindIII/COPT5-ATG-R-Xbal (356 pb) (Taula M3) es van clonar entre els
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llocs Hindlll 1 Xbal del vector pFPI101 per tal d’obtindre les construccions
pFP101::pCOPT2::GUS::NOS, pFP101::pCOPT6::GUS::NOS i
pFPI101::pCOPT5::GUS::NOS. L’eleccié dels trams dels promotors es va
fer en funci6 de les seqiiencies disponibles en la base de dades TAIR (The

Arabidopsis Information Research; www.arabidopsis.org).

Taula M3: Encebadors ulitzats per a les clonacions. S’hi inclou el nom dels parells
d’encebadors per a les reaccié de PCR junt amb la seqiiéncia

Nom

Seqiiéncia 5° 3’

COPT2-HindII-F

CATAAGCTTATGGATCATGATCACATGCAT

BamHI-COPTS-F

CGGGATCCATGATGCACATGACCTTCTAC

COPT6-ATG-BamHI-F

CATAAGCTTATGGATCATGGTAACATGCCA

GFP-R-Sall

CATGTCGACTTACTTGTACAGCTCGTCCAT

COPT2-Sall-F

CATGTCGACATCATGGATCATGATCACATGCAT

COPT2-Ncol-R

TCTCCATGGTACAAACGCACCCTGAAGACGGCGGAA

COPTo6-Sall-F

CATGTCGACATAATGGATCATGGTAACATGCCA

COPT6-Ncol-R

TCTCCATGGTTAGTTGTTCGAAGGGTTTCTC

COPTS5-Sall-F

CATGTCGACCACATGATGCACATGACCTT

COPT5-Ncol-R

CATCCATGGTAGCACATGGACATGGATCAT

GUS-F-Xbal

CATTCTAGAATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA

NOS-R-Sall

CATGTCGACCCCGATCTAGTAACATAGATGACA

COPT2-1200F-HindIII

GTGGTGTTAAAGCTTTTGCAACAA

COPT2-ATG-R-Xbal

CATTCTAGAGATACTAATGTTAATAGGGTTTATGAT

COPT6-730F-HindIII

CATAAGCTTGTGACCACATTTCCGACTAACACT

COPT6-ATG-R-Xbal

CATTCTAGATATATGATAAGTAGTTTCTGAAATTTT

COPTS5-120F-HindIII

CATAAGCTTACCAGAATCAGGTTAACACTA

COPTS5-ATG-R-Xbal

CATTCTAGACTTTGCGAGCTTGATTT

COPTS-Sall-R

CATGTCGACTCAAGCACATGGACATGGATCAT

COPT5-GFP-R

CTCCTCGCCCTTGCTCACCATACCGATCGCTGCGTTGACGCCGAA

COPTS-GFP-F

GGCGTCAACGCAGCGATCGGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

COPTS5-Xbal-F

CATTCTAGAATGATGCACATGACCTT

COPT6-Xbal-F

CATTCTAGAATGGATCATGGTAACATGCCA

COPTSHA-Sall-R

CATGTCGACTCAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGATAAGCACA
TGGACATGGATCAT

COPT6HA-Sall-R

CATGTCGACTCAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGATATAGTTG
TTCGAAGGGTTTCTCGTCAT
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2.3.2. Construccio de les proteines de fusi0 a la proteina verda

fluorescent

A partir de gDNA de fulles d’A. thaliana 1 dels parells d’encebadors
COPT2-Sall-F/COPT2-Ncol-R (474 pb); COPT6-Sall-F/COPT6-Ncol-R
(435 pb); COPTS5-Sall-F/COPTS5-Ncol-R (439 pb) (Taula M3) es va
amplificar per PCR les seqiiéncies codificants dels gens COPT sense el
codons d’aturada. Els productes de PCR van ser clonats entre els llocs Sall i
Ncol del vector p35QsGFP, conservant la pauta de lectura de la GFP (Miras
et al. 2002).

2.3.3. Construccio del cassette de complementacio pCOPT5::COPT5

La seqiiencia codificant del gen COPT5 junt amb els 356 pb de la regid
promotora es va amplificar per PCR els amb 1’ajud dels encebadors COPTS-
120F-HindIII i COPTS5-Sall-R (Taula M3). L’esmentada seqiiéncia es va
clonar en el plasmidi pFP101 entre els llocs Hindlll i Sall.

2.3.4. Construccio del cassette de complementacio

pCOPT5::COPTS5::GFP

A partir  del vector pCOPT5::GUS  (apartat 2.3.1) i
pCaMV(35S)::COPTS5::sGFP es va dissenyar dues rondes de PCR amb els
encebdors COPTS5-120F-HindIII/COPTS5-GFP-R (Figura M2; encebadors A
1 B) 1 COPT5-GFP-F/GFP-Sall-R (Figura M1; encebadors C i D; Taula

M3). Els encebadors B i C ensolapen en els seus extrems, de manera que els
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productes de PCR generats a partir d’ambdues reaccions també ensolapen.
Basant-nos en aquesta caracteristica, es dissenya una segona reaccié de PCR
a partir amb els encebadors COPT5-120F-HindIIl 1 GFP-Sall-R utilitzant
com a motlle els amplicons de la primera remesa (Taula M3). El nou
producte de PCR ¢és purificat i clonat en el vector pFPI01 entre els llocs

HindIll i Sall.

A B
— copr5 | }—
_____ % b
c D

Figura M2: Estratégia per a I’obtencié del vector pFP101::pCOPT5::COPT5::GFP.
A la figura es mostra el vector pCOPT5::GUS.::NOS i pCaMV(35S)::COPT5::sGFP junt
amb els encebdors COPT5-120F-HindIII/COPTS-ATG-R (A i B) i COPTS-ATG-F/GFP-
Sall-R (C i D). Les linies discontinues mostren les regions ensolapants dels encebadors B i
C.

2.3.5. Construccio dels cassettes de sobreexpressio COPT::HA

El vector pFP101 presenta 2 promotors CaMV(35S) entre Hindlll i Xbal.
Les seqiiencies codificants dels transportadors COPT sense el codd
d’aturada resultants de les PCR amb els parells d’encebadors COPT2-Xbal-
F/COPT2HA-Sall-R; COPTS5-Xbal-F/COPT5SHA-Sall-R; COPT6-Xbal-
F/COPT6HA-Sall-R (Taula M3) son clonats entre els llocs Xbal i1 Sall per
tal de ser sobreexpressats. Amb els encebadors indirectes introduim 1’epitop

de I’hemaglutinina del virus /nfluenza d’humans (HA).
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3. Obtencio i analisi de proteines

3.1. Extraccio de proteines d’Arabidopsis thaliana

L’extraccié de proteines per a gels SDS-PAGE (apartat 3.2.1) es duu a
terme a partir de 100 mg de teixit congelat en N, liquid, que és disgregat
amb un émbol. A continuacio6 s’hi afegeix 1 mL de tampé d’extraccid [NaCl
100 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.5, Triton X-100 0.5% (v/v), DTT 1 mM 1
PMSF 1 mM], es completa la disgregaci6 i se centrifuga a maxima velocitat
en una centrifuga refrigerada durant 5 min. El sobrenadant esdevé 1’extracte
cru de proteines. El tampd d’extraccid es prepara en el mateix moment i es
conserva en fred. Els extractes es quantifiquen mitjancant el reactiu
Bradford (Bradford, 1976) o el de la BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo)
a partir d’una recta patré6 amb concentracions conegudes de seroalbumina

bovina (BSA).

3.2. Teécniques per a la manipulacié de proteines

3.2.1. Electroforesi de proteines en gels de poliacrilamida en
condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE)

Les mostres, conservades en fred, es mesclen en tampd de solubilitzacio
2X [Tris-HC1 250 mM pH 6.8, glicerol 20% (v/v), dodecil sulfat sodic
(SDS) 4% (p/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), blau de bromofenol 0.025%
(p/v)] 1 s’injecten, previament escalfades o no, 20 pg de proteines en un gel
d’acrilamida-bisacrilamida 15% [per a 10 mL de gel de ressoluci6: 2.5 mL

d’ H,0, 4.9 mL d’acrilamida-bisacrilamida 38:2, 2.5 mL de tamp¢6 Tris-HCl
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1.5 M pH 8.8, 10 uL de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) 1 50
uL persulfat d’amoni 25%; per a 5 mL de gel de concentraci6: 2.9 mL d’
H,0, 0.8 mL d’acrilamida-bisacrilamida 38:2, 1.25 mL de tamp¢6 Tris-HCI
0.5 M pH 6.8, 10 uL TEMED 1 10 pL persulfat d’amoni 25%].
L’electroforesi es desenvolupa a 80-100 V en el tamp6 adient 1X [a partir

Tris base 0.3% (p/v), glicina 1.44% (p/v), SDS 0.1% (p/v)].

3.2.2. Transferéncia a membrana i detecciéo mitjancant anticossos

El gel de proteines ¢és transferit a una membrana de nitrocel-lulosa
(Protran) amb un sistema en humit en tamp6 de transferéncia [Tris-HCI 25
mM pH 9.3, metanol 20% 1 glicina 192 mM]. La cubeta on desem el sistema
es cobreix en gel o bé es transllada a una cambra refrigerada per fer la
transferéncia a 100 V durant 30 min. El gel transferit es tiny amb blau
Comassie [blau de Comassie 0.1% (p/v), metanol 0.45% (v/v) i acid acetic
glacial 0.1% (v/v)] per comparar les bandes corresponents a la subunitat
major de la RuBisCO. Per altra banda, la membrana es fixa amb acid acetic
1% (v/v) i es tiny amb el colorant Ponceau (Ponceau S 0.5%, acid acétic
glacial 1%) amb la mateixa finalitat. La tincié desapareix en llavar la

membrana amb TBS 1X [Tris-HCI 20 mM pH 7.5 1 NaCl 0.5 M].

Tot seguit, la membrana ¢és bloquejada amb llet en pols [5% (p/v) en
tampd TBS] durant 30 min a temperatura ambient o durant 12 h a 4 °C, en
agitacio. Seguidament, s’hi fan tres llavats amb TBS 1 es procedeix a
incubar la membrana amb ’anticos primari a la diluci6 escaient (Taula M4),

durant 1h a temperatura ambient i amb agitaci6. A continuacid, es fan 3
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llavats de 5 min amb TBS i s’incuba amb la diluci6 adient d’anticos
secundari (1/30000) (Taula M4) amb llet en pols 3% (p/v) durant 30 min a
temperatura ambient, amb agitacio. Per acabar, es fan 3 llavats més de 5 min
amb tampo TBS, s’eixuga la membrana i es revela per quimiolluminiscéncia
amb el kit ECL Advance Western Bloting Detection kit (HealthCare)
mitjancant pel-licules fotografiques (Kodak) 1 una maquina reveladora

(Curix60 AGFA).

Taula M4: Anticossos i dilucions utilitzats en els experiments de Western blot.
Anticossos primaris i secundaris amb la seua procedéncia i diluci6 utilitzada. S’hi indica
amb un asterisc (*) si s’ha utilitzat llet 3% (p/v) en la dilucid de 1’anticos primari.

Anticos primari Anticds secundari

Anti-HA 1/1000 | Anti-IgG de rata-peroxidasa (Amersham)
(3F10, Roche)

Anti-PC* 1/2000 | Anti-IgG de rata-peroxidasa (Amersham)
(de Boer et al. 1988)

Anti-H-VPPasa* 1/1000 | Anti-IgG de conill-peroxidasa (Amersham)
(cedit pel Dr. F. Aniento; UV)

Anti-AHA3* 1/500 Anti-IgG de conill-peroxidasa (Amersham)
(cedit pel Dr. F. Aniento; UV)

Anti-Syp21* 1/1000 | Anti-IgG de conill-peroxidasa (Amersham)
(cedit pel Dr. F. Aniento; UV)

Anti-SEC21* 1/1000 | Anti-IgG de conill-peroxidasa (Amersham)
(cedit pel Dr. F. Aniento; UV)

Per reutilitzar les membranes, es renten amb la solucié de llavat [Tris-
HCI1 0.5 M 12.5% (v/v) pH 6.8, B-mercaptoetanol 0.9% (v/v), SDS 2%
(v/v)], fent-les surar dins una carmanyola, en un bany a 50 °C durant 30

min, amb agitacio.
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3.2.3. Fraccionament subcel-lular

Les plantes a utilitzar es desen en foscor durant 12 h per evitar que el
midé malmene els cloroplasts. A continuacid, s’homogeneitzen vora 3 g de
fulles de plantes adultes crescudes en test amb el tamp6 d’homgeneitzacid
(HB) [sacarosa 8% (p/v); imidazol-HCI 3 mM, pH 7.4] amb DTT 1 mM,
coctel inhibidor de proteases (Sigma) 0.2% (p/v), EDTA 5 mM] amb I’ajud
d’un morter refrigerat. L’extracte cru ¢és recollit en un tub de 15 mL 1
centrifugat durant 5 min a 2500 rpm a 4 °C i, el sediment remanent, es
resuspén i centrifuga de nou a 4500 rpm durant 2 min a 4 °C. Els 2
sobrenadants obtesos es junten i se centrifuguen durant 5 min a 2500 rpm a
4 °C. El sobrenadant resultant obtés (fraccio total de membranes, 1.8 mL
aproximadament) es desa sobre 400 pL de solucid de sacarosa al 42% (p/v) 1
se centrifuga a 165000 g amb un rotor d’angle vasculant Beckman Coulter
MLS-50 Optimax Ultracentrifuge Rotor, durant 1 h a 4 °C. Tot seguit, es
recupera la interfase generada, se’n mesura el percentatge de sacarosa amb
un refractometre i1 es resuspén amb HB per tal d’obtindre-hi una
concentracio aproximadament del 15%. La fracci6 de membranes (vora 1
mL) es deposita sobre un gradient (4 mL) continu de sacarosa entre el 20-
47% 1 es centrifuga a 165000 g durant 3 h a 4 °C, amb el mateix rotor que
ades. Finalment, es recullen fraccions de 450 pL amb una bomba
succionadora i se’n mesura la quantitat de sacarosa. El Western blot, a partir
de les mostres recollides, és incubat amb diferents anticossos contra
proteines marcadores de diferents organuls cel-lulars i contra 1’epitop amb

que hem etiquetat les proteines d’estudi (Taula M4).
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4. Expressio i localitzacio subcel-lular de les proteines de fusio
COPT::GFP

4.1. Transformacio transitoria de protoplasts d’Arabidopsis thaliana

Els protoplasts d’A. thaliana es van obtindre a partir de seccions de 2 g
de fulles joves embegudes en 30 mL de soluci6 enzimatica. La solucid
enzimatica es prepara el dia anterior a la transformaci6 i consta de cel-lulasa
R10 1-1.5% (p/v) 1 maceroenzim R10 0.2-0.4% (p/v) en manitol 0.4 M, KCl
20 mM 1 MES 20 mM, pH 5.7. El preparat s’escalfa a 55 °C durant 10 min 1
es completa amb CaCl, 10 mM i BSA 0.1% (p/v). La mescla s’esterilitza
amb filtres de 0.45 mm. La soluci6 enzimatica es infiltrada mitjangant una
bomba de buit i a continuacio es desa en agitacido durant 3 h a temperatura
ambient. Finalment els protoplasts es recullen per filtraci6 amb una

membrana de nild i posterior centrifugaci6 a 200 g durant 4 min a 4 °C.

La transformaci6 transitoria dels protoplasts comenga amb el llavat i
incubacié en 10 mL de tampd W5 [NaCl 154 mM, CaCl, 125 mM, KCl1 5
mM 1 MES 2 mM a pH 5.7] en gel durant 30 min. Novament, els protoplasts
se centrifuguen a 200 g durant 4 min a 4 °C i es resuspenen amb 1 mL del
tamp6 MMg [manitol 0.4 M, MgCl, 15 mM 1 MES 4 mM a pH 5.7]. A
continuacio es fa el recompte de protoplasts i s’ajusta la concentracié a 3 -
10° cél-lules/mL. A 100 pL de resuspensié final s’afegeix entre 10 i 20 pg
de DNA i 110 pL de solucio de polietile-glicol [PEG 4000 40% (p/v),
manitol 0.4 M, CaCl, 0.1 M a pH 8.0 amb KOH]. S’agita suaument i es

desen en incubacid durant 30 min. Finalment, els protoplasts es llaven amb
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tampd W5 1 s’incuben durant 16 h en llum, i si escau, abans de la

visualitzaci6 s’incuben durant 30 min a 4 °C amb FM4-64 (Invitrogen).

4.2. Localitzacio subcel-lular de les quimeres COPT::GFP

La deteccio del senyal fluorescent associat a la GFP es va dur a terme
mitjangant el microscopi confocal de fluorescéncia LEICA mod. TCS SP
vertical (DM-R) amb laser d’excitacio d’argd a 488, 543 o 633 nm segons es
tractara del senyal de la GFP, RFP o cloroplasts. Les emissions de
fluorescencia es detecten a 500-530 (GFP), 560-630 (RFP i FM4-64) o 650-
700 nm (clorofil-la).

5. Tecniques i parametres per a ’analisi de mutants d’Arabidopsis

thaliana per insercio de T-DNA

5.1. Obtencio de mutants d’Arabidopsis thaliana per insercio de T-
DNA

A partir de la col-lecciéo de mutants per insercié de T-DNA disponibles
a la base de dades del TAIR, es va sol-licitar llavors provinents del SALK
Institute (http://signal.salk.edu/tabout.html; Alonso et al. 2003), del GABI-

Kat Project (http://www.gabi-kat.de/GABI-Kat news.html; Rosso et al.
2003) 1 del SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library; Scholl et al.

2000) per a cadascun dels gens d’estudi. Les llavors van ser crescudes en els
condicions especificades en 1’apartat 1.3.1. Una vegada assolida 1’etapa
reproductiva, cada planta va rebre un nom dins la seua linia i es van recollir

les llavors de cada planta per separat. Paral-lelament, va arreplegar-se
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material de fulles de cadascuna de les plantes i es va emmagatzemar a -80

°C per a posteriors analisis.

5.2. Identificacio de plantes homozigotes i mapeig de les insercions

Per distingir les plantes homozigotes de les hemizigotes es dissenyen
encebadors per amplificar especificament 1’al-lel silvestre i per a 1’al-lel
amb insercio de T-DNA (Taula M4). A partir del DNA gendmic (apartat
2.1.2) 1 amb aquests encebadors es duen a terme dues rondes de PCR per
cadascuna de les plantes: una per amplificar la variant inserida (ins) i una
per a la variant silvestre (WT) (Figura M3). Les condicions de PCR
optimitzades son, per a tots els casos, 1 min a 94 °C de desnaturalitzaci
incial 1 35 cicles cadascun de 30 s a 94 °C,30sa51°Cil mina72°C. La
presencia d’amplificat i el tamany es comprova en un gel d’agarosa. Es van
obtenir les generacions de plantes necessaries fins detectar homozigots per a

les insercions.

ins

Figura M4: Esquema de estratégia utilitzada per discriminar linies homozigotes i
heterozigotes per a les insercions de T-DNA del SALK. En les linies provinents del
SALK, la PCR efectuada amb el parell d’encebadors LB i RB amplifiquen, en cas que siga
possible, I’al-lel silvestre (WT) mentre que la PCR fruit de la combinaci6 ins i LB ens
permet amplificar, en cas d’haver-n’hi, la variant amb 1’insercié de T-DNA. En el cas del
GABI-kat, les combinacions per a la variant insertada impliquen els encebadors ins i RB.
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El punt exacte d’inserci6 del T-DNA s’obté en seqilienciar la banda

purificada corresponent al producte de PCR per a 1’al-lel mutat (ins) i el

posterior aliniament amb la seqliencia del gen mitjancant el programa

DNAMAN.

Taula M5: Encebadors ulitzats per discriminar els al-lels amb insercions de T-DNA

Encebador Seqiiéncia 5’93’
SALKLEFT GATTTCGGAACCACCATCAAACAGGA
GKAT-PCR CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
GKAT-SEQ ATATTGACCATCATACTCATTGC
SAIL-LB-3R TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
COPT2-1RB GATTTTTCATAACATTTCAAACCAC
COPT2-1LB TCAATTGTTCAACAAACGCAG
COPT6-2RB CCAAGTTTGACAAGTCAAAACG
COPT6-2LB CGAAACCAAAAGGGTGAATATC
COPT5-LB TTAACATCAGCCTGCACTTTC
COPT5-RB TTATCAAGCACATGGACATGG

5.3. Parametres per a la caracteritzaci6 de mutants i plantes

transgéniques

La caracteritzacio, tant de plantes transgéniques com de mutants de
perdua de funcid i plantes sobreexpressores, s’ha dut a terme des del punt de
vista bioquimic i fisiologic. Heus aqui I’ennumeracié i1 descripcio dels

procediments efectuats.
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5.3.1. Establiment de taxes i parametres fisiologics

Taxes fisiologiques

Percentatge de germinacié: les llavors de les linies a estudiar
s’esterilitzen i se sembren plaques amb el medi corresponent. A la

primera i segona setmana es fa el recompte de llavors germinades.

Numero de llavors per siliqua: es fa un recompte sota una lupa del
nombre de llavors contingudes en una siliqua. La mesura es repeteix per

triplicat.

Taxes de creixement

Quantificaci6 del pes fres (FW): s’aborda en una balanga de precisio a
partir de cinc plantules crescudes en les condicions de Cu d’estudi. La
mesura es repeteix en, almenys, 3 grups de plantules de 3 experiments

biologicament independents.

Etiolaci6 i mesura dels hipocotils: les llavors a estudiar son esterilitzades
i sembrades en el medi MS escaient sense sacarosa (apartat 1.3.1) o en
aigua amb 0.8% de fitoagar (Duscheffa), es cobreixen amb 2 capes de
paper d’alumni i s’estratifiquen a 4 °C durant, almenys, 2 dies. A
continuacio, es desen en vertical durant 4-8 dies i s’obren per mesurar,

amb un regle, la longitud de I’hipocotil.

-72-



Materials i Métodes

— Mesura de la longitud de I’arrel principal: les plantules son crescudes en
vertical en les condicions corresponents i, amb 1’ajuda d’un regle, es
mesura la longitud assolida per les arrels. La mesura es repeteix,

almenys, 3 vegades en 3 experiments bioldogicament independents.

Assaig de sensibilitat al Cu

La sensibilitat al Cu s’estima en funci6 de la variacio de la longitud de
I’arrel principal. Les llavors se sembren en medis /2 MS amb sacarosa
(apartat 1.3.1) amb una concentracié control de Cu i1 es desen en vertical
durant 5-7 dies. Al cap d’aqueix temps, es transfereixen a medis 2 MS amb
els tractaments de Cu. Es marca una linia en el punt fins on ha crescut I’arrel
1 es tornen a la cambra de cultiu durant 5-7 dies més. Mitjancant un regle es
mesura la distancia elongada, respecte del punt de referéncia. Es mesuren

les plantules de 3 experiments biologicament independents.

Estudi de la viabilitat de les cel-lules de ’arrel

Plantules de 7 dies es renten 1 se submergeixen en una solucié de iodur
de propidi (5 mg/mL) durant 5-10 min i s’aclareixen amb aigua destil-lada.
Seguidament, es munten les preparacions i les arrels es visualitzen en el
filtre corresponent (540-552 nm) d’un microscopi confocal (Servei de

microscopia electronica, SCSIE, Universitat de Valeéncia).
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Estudi del patrd de lignificacio

Les mostres a estudiar foren embegudes en una soluci6é saturant de
fluoroglucinol amb HCI pur (Rogers et al. 2005) i, en assolir la tincio, van

ser rentades amb aigua destil-lada 1 processades per al seu estudi qualitatiu.

5.3.2. Estudi d’activitats enzimatiques

Estudi de ’activitat B-glucuronidasa en les plantes pCOPT::GUS

Les plantules totals o organs de linies transgéniques es desen en vials i
s’embeuen amb la dissolucio de reaccidé [K3Fe(CN)g 0.5 mM, K4Fe(CN)g
0.5 mM, Trit6 X-100 0.1% (v/v), 5-Bromo-4-chloro-3-indolil-p-D-
glucuronid ciclohexilamoni (X-gluc; AppliChem) 1 mM, NaPO, 100 mM
pH 7.2, EDTA 10 mM pH 7.2] (Jefferson et al. 1987) i s’infiltren
intermitentment amb una bomba de buit. Tot seguit els vials s’incuben en
foscor a 37 °C fins que hi aparega la tinci6 blava. La reaccio s’atura amb
llavats d’etanol a concentracions creixents (30-70%) 1 es destinyen les

clorofil-les.

Activitat ascorbat peroxidasa i catalasa

A partir d’extractes obtinguts en condicions no desnaturalitzants
[polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (p/v), tamp6 fosfat 16.6 mM pH 7.2 i
EDTA 0.6 mM; en el cas de ’APX s’hi afegeix ascorbat sodic 3 mM], per a
’activitat catalasa (CAT), 100 pL d’extracte foren incubats amb 800 puL de
tampo fosfat 0.05 M pH 7.2 1 EDTA 1 mM. La reaccié comenca en afegir-hi
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100 puL d’H,O, 10 mM. Se segueix la disminucié de I’'H>O, a través de
1,A240 (8240 394 1\/1_1 cm'l) durant 30 s.

Per a PAPX, 50-100 pL d’extracte s’incuba en 850 pL de tampo
[HEPES-EDTA pH 7]. En aquest cas, s’estudia com minva ’ascorbat en
afegir 50 uL. d’H,O; en funcié de la variacié de 1’absorbancia a 290 nm
(€200 2.8 mM™ cm™). En ambdos casos, les activitats s’expressen en pM de

substrat oxidat per mg de proteina i min.

5.3.3. Seguiment de parametres relacionats amb [’eficéncia

fotosintética

Quantificacid de clorofil-les

Es pesen 30-60 mg del material i es congelen amb N, per disgregar-los.
Seguidament, afegim 1.5 mL d’acetona 80% (v/v) freda i desem les mostres
en agitacio durant 12 h en una cambra freda i en foscor. La quantificacid
s’obté a partir de mesurar en un espectrofotometre les absorbancies del
sobrenandant a longituds d’ona de 750 nm, 665 nm, 645 nm i 630 nm

segons el metode tricolorometric (Parsons 1 Strickland, 1962):
Clorofil'laa=11.6 A665 — 0.14A630 — 1.31A645 — 10.15A750

Clorofil-la b= 20.7 A655 — 4.34A63() — 4.42A645 -1 1.94A750
Clorofil-lac=5.5 A665 — 16.3A630 — 4.64A545 — 34.06A750
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Els resultats es normalitzen amb el pes fresc i, a més de mostrar les
quantitats de les diferents clorofil-les. Tamb¢ s’hi inclou la relaci6 entre la

clorofil-laaib.

Parametres relacionats amb ’eficiéncia fotosintética

Els parametres relacionats amb la fotosintesi s’avaluen en base a les
mesures de la fluorescéncia de les mostres. Aquestes mesures s’efectuen a
temperatura ambient, mitjancant un fluorometre portable (pulse-amplitude
modulation PAM-2000, Walz). En primer lloc, el sistema amb les plantules a
estudiar es cobreix amb paper d’alumini durant 15 min, amb la finalitat
d’adaptar les mostres a la foscor. Al cap d’aquest temps, la mostra s’excita
amb un pols de llum de 800 ms i 0.1 pumol fotons/m*s d’intensitat per
obtindre la fluorescéncia minima dels centres del PSII, quan tots els centres
reactius estan oxidats (adaptats a la foscor) (Fo). Tot seguit, les mostres es
conserven durant 2 min en condicions de foscor i, amb un pols saturant de
llum actinica de 800 ms i 3900 pmol fotons/m*'s, s’obté el rendiment
maxim de fluorescéncia en adaptacio a la foscor (Fm) i el rendiment quantic
maxim del PSII respecte de la foscor (Fv/Fm). Aquest darrer rendiment
estima la fracci6 d’energia lluminica que el PSII reté i es considera un
parametre util per esbrinar si les mostres sofreixen cap tipus d’estrés. A
continuacié es manté una llum basal amb una radiacié fotosintéticament
activa (PAR) d’entre 120-130 pumol'm?®s™ i s’apliquen polsos de llum
actinica cada 60 s durant 15 min. Durant aquest temps, s’obtenen els valors
minims (Fo’), maxims (Fm’) i estacionaris (Ft) de fluorescéncia per a cada

pols. A partir d’aquests valors s’infereix, entre d’altres, el rendiment del
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PSII (Ypsn) 1 Destat oxidatiu de la quinona A (Qa) (qP) (Klughammer i
Schreiber, 2008).

El Ypsi s’obté del quocient 1- (Ft/Fm’) 1 indica la fraccié de fotons que
capta i utilitza el centre actiu del PSII del total de llum incident. En base a
Yopsir €s pot abordar la taxa de transport d’electrons a través del PSII (ETR,
d’electron transport rate), la qual es defineix a partir del producte Ypgy -
PAR i es relativitza al valor maxim. El valor qP es defineix com a (Fm’-
Ft)/(Fm’-Fo’) 1 esdevé un indicador de 1’estat d’oxidacio de la quinona Qa
associada al PSII. En les plantes silvestres, en condicions de llum poc
intensa la quinona acceptora del PSII es presenta majoritariament en forma
reduida, mentre que s’oxida a mesura que augmenta la intensitat lluminica.
El valors de qP proxims a 1 indiquen que la Qs esta fonamentalment
oxidada, mentre que els que tendeixen a 0 indiquen reduccid. Per a tots els
parametres, s’hans realitzat cinctiques en que s’explora les variacions durant
15 min 1 hem considerat com a dades representatives les mitjanes de 3

mesures independents en el temps de 15 min.

5.3.4. Aillament de cloroplasts d’Arabidopsis thaliana

Les plantes crescudes en fotoperiode de dia curt son protegides de la
llum durant 12 h per evitar que el midd malmene els cloroplasts.
S’homogeneitzen 15-20 g de fulles de plantes amb tampd d’extraccid fred
[sorbitol 330 mM; tricina-KOH 20 mM pH 8.4; EGTA 5 mM; Na,EDTA 5
mM; NaHCO; 10 mM; BSA 0.1% (p/v); ascorbat 330 mg/L], mitjancant un

morter refrigerat. L’extracte cru ¢és filtrat a través d’una malla i centrifugat a
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2000 rpm durant 4 min, a 4 °C. El sediment obtés es resuspén amb 4 mL de
tampod d’extraccido amb Percoll al 40% (v/v) i1 es desa sobre un gradient de 4
mL de Percoll/tampd d’extraccid (amb glutatio 132 g/mL) 70% 1 8 mL de
Percoll/tamp6 d’extraccio 50% i se centrifuga a 5000 rpm durant 10 min, a
4 °C. Es recupera la banda romanent entre la fraccidé 50-70% i es dilueix 3
vegades amb tampd d’extraccio. La fraccid de cloroplasts se centrifuga
durant 3 min a 3000 rpm i es resuspenen amb 1 mL de tampo6 d’extraccio.
Finalment, se’n quantifica la clorofil-la i els cloroplasts es desen en foscor

(Rensink et al. 1998).

5.3.5. Mesura del contingut de Cu endogen

Mesura del contingut endogen de Cu, Fe i Zn per ICP-MS

Les plantules a estudiar son llavades 1 vegada amb una dissolucio
d’EDTA 20 uM 1 3 vegades amb aigua milliQ (MILLIPORE). A
continuacio, s’eixuguen, es congelen amb N liquid 1 es liofilitzen. L’analisi
per espectrometria de masses amb plasma d’acoblament inductiu (ICP-MS)

es duu a terme als Serveis Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona.

Mesura del contingut de Cu endogen per absorcidé atOmica en camera de

grafit

Les plantules crescudes en medis de cultiu son arreplegades 1 llavades 1
vegada amb una dissoluci6 d’EDTA 20 uM 1 3 vegades amb aigua milliQ
(MILLIPORE). Tot seguit, s’eixuguen amb paper de filtre i es congelen amb
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nitrogen liquid i es liofilitzen. En organs de planta adulta hem procedit a
secar les plantes en una estufa a 65 °C durant 2 dies. Es pesa el material
secat (pes sec 0 DW) i es digereix entre 10-30 mg amb 0.5 mL d’HNO;
Suprapur 65% (v/v) (Merck) durant 10 h a 80 °C en un bany i se’ls hi
afegeix 4 volums d’aigua milliQ. Paral-lelament, es preparen els patrons

escaients.

En els cas dels cloroplasts aillats, es va centrifugar un volum d’extracte
a 3000 rpm durant 3 min a 4 °C en els tubs de digestio. El sediment fou
resuspés amb H,O milliQ i secat en una estufa a 65 °C durant 2 dies. Aquest
material es va digerir amb 0.1 mL d’HNO; Suprapur 65% (v/v) (Merck)
durant 10 h a 80 °C 1 es va diluir amb 4 volums d’H,O milliQ.

Les mesures del contingut de Cu en les mostres s’han fet amb un
espectrofotometre d’absorcié atomica en camera de grafit (Zeeman, 4100ZL
Perkin Elmer) al Servei d’Espectroscopia i Absorcid Atomica (SCSIE,

Universitat de Valeéncia).
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CAPITOL 1: CARACTERITZACIO DE LA RESPOSTA
D’Arabidopsis thaliana A DIFERENTS ESTATS NUTRICIONALS DE
COURE

1. Determinacio del coure endogen en plantules d’Arabidopsis thaliana

crescudes en medis amb diferents concentracions de coure

Amb la finalitat de mesurar el contingut de Cu endogen en A. thaliana
en funcid del Cu present al medi, llavors de 1’ecotip Col0 van ser
esterilitzades 1 crescudes en medis 2 MS amb concentracions entre 0 i 50
uM de CuSO4. Els medis de cultiu foren preparats a partir de reactius
concentrats, tal 1 com es descriu a 1’apartat 1.3.1 de Materials i Métodes. En
assolir els 6 dies de creixement, les mostres recollides foren liofilitzades per
quantificar el contingut en metalls, mitjancant ICP-MS als Serveis

Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona.

Els resultats obtesos mostren una tendéncia general de les plantules
crescudes en placa a acumular Cu a mesura que els nivells en el medi
incrementen (Figura R1.1). Estudis previs indiquen que les plantes perceben
mancanga de Cu en el rang inferior a 5 pg/g de pes sec 1 excés en el superior
a 20-30 pg/g (Mérshner, 2002). Segons aquest suposit, en estudiar els valors
de Cu endogen envers la concentracio de Cu del medi establim que la
deficiéncia en Cu es produeix en medis /2 MS amb una la concentracio per
sota de 0.5 uM de CuSOy4 (Figura R1.1). Per un altre costat, en base a les
nostres dades, I’estat nutricional d’excés de Cu es dona en medis 2 MS amb

una concentracié igual o superior a 5 pM de CuSO4 ja que, a partir
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d’aquesta condicio, les plantules acumulen més de 20 pg/g de pes sec

(Figura R1.1).
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Figura R1.1: Contingut en Cu endogen i estat nutricional en funcié de la
concentraci6 de Cu en el medi 2 MS en plantules d’Arabidopsis thaliana. A)
Concentracié de Cu endogen determinada per ICP-MS a partir de plantules de 6 dies
crescudes en plaques amb medis de cultiu 2 MS comercial (Sigma) o 2 MS suplementats
amb CuSO, (0-50 uM) o BCS 50 uM sota fotoperiode de dia llarg. B) Concentracio de Cu
endogen de les plantules de la figura R1.1 en el medi %2 MS comercial, 2 MS suplementat
amb BCS i dintre del rang 0-5 uM de CuSQ,. Hi distingim 3 estats nutricionals de Cu: la
zona de deficit de Cu (franja rosa; DEF), la regio de suficiéncia (franja groga; SUF) i la
d’excés (franja blava; EXC) (Mérschner et al. 2002). Les barres d’error representen la
desviacio estandard associada a la mitjana de tres experiments. Les barres d’error es
corresponen amb la desviacid estandard del valor de la mitjana de 3 mesures independents.
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A més dels medis indicats anteriorment, es va mesurar el contingut en
Cu endogen de plantules crescudes en el medi /2 MS comercial (Sigma) i el
mateix medi tractat amb el quelant especific de Cu, anomenat BCS. Convé
fer palés que, segons I’enraonament anterior, tant el medi /2 MS comercial
Sigma (2.13 = 1.07 pg Cu/g de pes sec), considerat I’estandard per al
creixement de plantules en placa, com el mateix medi suplementat amb el
quelant BCS (1.98 + 0.97 ug Cu/g de pes sec) son medis deficients en Cu, ja
que no aportarien la quantitat suficient de Cu que requereix la planta (Figura
R1.1). Cal esmentar que, entre el medi comercial i el medi comercial
suplementat amb BCS, no hi hem detectat diferéncies significatives en els
valors de Cu endogen, probablement degut a qué es tracta d’un
micronutrient present en plantes a uns nivells que estan al voltant del limit

de deteccid del sistema utilitzat.

2. Quantificacié del zinc i ferro endogen en plantules d’Arabidopsis

thaliana crescudes en medis amb diferent concentracio de coure

A més del contingut en Cu endogen, també es va determinar la variacio
en funcio6 de la concentracié de Cu en el medi del contingut endogen en Fe i
Zn, a partir de les plantules utilitzades a la figura R1.1. En tot el rang de
concentracions de Cu assajat, el contingut endogen de Fe i Zn roman dins el
rang de suficiéncia, el qual s’estableix entre 150-500 pg/g pes sec per al Fe i

entre 20-150 pg/g pes sec per al Zn (Figura R1.2; Mérschner, 2002).

Pel que fa al contingut endogen de Zn, aquest es manté constant en els

rangs de deficiéncia i suficiéncia de Cu en el medi. Tanmateix, en
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consideraci6 a la mesura per a la condicié de Cu 0 uM, a partir de 25 pM de
Cu en el medi de cultiu s’hi evidencia un increment significatiu en els
nivells endogens de Zn (Figura R1.2). Per altra banda, les plantules
crescudes en medis suplementats amb quelant BCS no acumulen Zn de
forma significativament diferent respecte d’aquelles crescudes en medi

estandard /2 MS comercial (Figura R1.2).
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Figura R1.2: Mesura del contingut endogen de Fe i Zn de les plantules crescudes en
diferents concentracions de Cu. A partir de les plantules analitzades a la figura R1.1 es va
procedir a mesurar el Fe i Zn endogen per ICP-MS. Les barres d’error representades
indiquen la desviacié estandard dels tres experiments independents que constitueixen la
mesura i els asteriscs mostren les diferéncies significatives respecte del punt 0 uM Cu
exogen amb un p< 0.05 (*), p< 0.01 (**) o p< 0.005 (***).

Concentracié endogena de metall
(ng/g pes sec)

Nogensmenys, pel que concerneix el Fe, apreciem un increment
significatiu en condicions de déficit i suficiéncia de Cu (des de O fins a 1
uM de Cu). Per contra, a partir del rang d’excés de Cu (5 uM de Cu) el
contingut de Fe minva a mesura que augmenta el Cu en el medi (Figura
R1.2). Pel que fa als medis amb baixa disponibilitat de Cu, en presencia del

quelant BCS, tot i que les diferéncies no son significatives, la mitjana del
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contingut en Fe és un 15% menor que en el medi comercial (Sigma; Figura
R1.2), fet que suggereix que 1’adquisicié del Fe podria estar relacionada

amb ’homeostasi del Cu.

3. Identificacio de gens marcadors per determinar I’estat nutricional

de deéficit de coure

La utilitzaci6 de gens marcadors resultaria interessant de cara a
determinar I’estat nutricional de Cu (déficit, suficiéncia 1 excés) en funcio
dels nivells de Cu presents al medi i, a més, ens permetra comparar la

resposta molecular de les plantules amb els rangs teorics proposats.

Per tal d’esbrinar si la resposta molecular de les plantules que hem fet
creixer en les diferents condicions de Cu s’adiu a I’estat nutricional que hem
postulat, vam dur a terme un experiment per qPCR amb un rang de
concentracions de Cu a escala micromolar amb els diferents gens candidats
a marcadors. En funci6 de I’expressi6 es va definir el parametre 50%
d’induccid o repressio, segons el cas, el qual fa referéncia a la concentracid
de Cu en el medi per a qué¢ obtenim el 50% del maxim d’expressio.
L’esmentat parametre ens serveix per avaluar la sensibilitat al Cu del
marcador d’estudi, de forma que com més baix ¢és el valor, major és la
sensibilitat a la preséncia del metall i com més gran, més sensible a la

deficiéncia de Cu.

-87-



Caracteritzacio de la resposta d’A. thaliana a diferents estats nutricionals de Cu
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Figura R1.3: Analisi per qPCR dels nivells d’expresié dels gens FSD1, CSDI i CCS
en plantules crescudes en medis amb diferents concentracions de Cu. L’RNA total de
plantules de 7 dies crescudes en %2 MS suplementat amb sacarosa 1% i les concentracions
de CuSOy indicades (0, 0.1, 0.3, 0.5 1 0.7 uM) fou retrotranscrit a cDNA i analitzat per
qPCR mitjangant els encebadors escaients (Materials i Métodes). El gen de la UBQI0
s’utilitza per normalitzar els valors. Les dades mostrades corresponen a la mitjana de 2
experiments.

Atés el caracter antagonic de les superoxid dismutases de Cu/Zn i Fe, es
va decidir estudiar-les com a marcadors moleculars en les nostres
condicions experimentals (Introduccio; apartat 3.2.4). En primer lloc, es va
estudiar el comportament dels gens FSD/ 1 CSDI. Tal i com es mostra a la
Figura R1.3, 'mRNA d’FSDI presenta nivells maxims quan no afegim Cu
al medi (%2 MS + Cu 0 uM) i el 50% d’expressié en medis amb Cu 0.2 pM
(Taula R1.1). L’expressio del gen és indetectable a partir de concentracions
de 0.5 uM de Cu. Destaquem que en preséncia de BCS 100 uM els valors
d’expressié d’FSDI no varien significativament dels obtesos per a /2MS +

Cu 0 uM en plantules de 7 dies i 25 dies.

Contrariament, detectem els valors maxims per a CSD/ a partir de 0.5
uM de Cu i el 50% d’induccid al voltant de 0.2 uM de Cu (Taula R1.1).

Tanmateix, el gen de la metal-locarabina CCS, que s’encarrega de donar el
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Cu a CSDI, es detecta en condicions de suficiéncia i excés de Cu. A la
figura R1.3, CCS es comporta de la mateixa manera que CSD], tot i que el
50% d’expressio s’assoleix al voltant de 0.3 uM de Cu (Figura R.1.3; Taula
R1.1).

=O0=COPT2
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Figura R1.4: Analisi per qPCR dels nivells d’expresié dels gens COPT2 i CCH en
plantules crescudes en medis amb diferents concentracions de Cu. L’RNA total de
plantules de 7 dies crescudes en 2 MS suplementat amb sacarosa 1% i les concentracions
de Cu indicades (0, 0.1, 0.3, 0.5 1 0.7 uM) fou retrotranscrit a cDNA 1 analitzat per gPCR
mitjancant els encebadors escaients (Materials i Métodes; Taula M2). El gen de la UBQI10
s’utilitza per normalitzar els valors. Les dades mostrades corresponen a la mitjana de 2

experiments

Paral-lelament, es va seguir la variacié d’uns altres dos candidats a
marcadors de déficit de Cu relacionats amb 1’homeostasi del Cu: COPT2 i
CCH. El gen COPT2, com descriurem més endavant, ¢s un transportador de
Cu d’alta afinitat que s’expressa principalment en condicions de deficit de
Cu (Capitol 2; Sancenon et al. 2003; Yamasaki et al. 2009; del Pozo et al.
2010). Mitjangant qPCR es demostra que el maxim d’expressio s’obté quan
no suplementem amb Cu el medi /2 MS. La preséncia en el medi de BCS
100 uM no causa cap increment significatiu en I’expressio de COPT2 en

plantules de 7 1 25 dies (dades no mostrades). Aixi i tot, I’expressié de
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COPT? és tan esbiaixada envers el rang de deficit de Cu que detectem el
50% del maxim d’expressié al voltant de 0.06 uM (Figura R1.4 i Taula
R1.2). Per altra banda, CCH codifica una metal-locarabina que podria estar
involucrada en la mobilitzaciéo del Cu des dels transportadors de Cu de
membrana plasmatica fins a ATPases tipus Pig de Cu (Mira et al. 2001a;
Mira et al. 2004). El gen CCH s’indueix en déficit de Cu (Himelblau et al.
1998; Yamasaki et al. 2009). De fet, el comportament de CCH segueix la
tendencia de COPT2 pero el 50% de la inhibici6 maxima es produeix a
concentracions de Cu en el medi al voltant de 0.2 uM (Figura R1.4 i Taula

RI.1)

Taula R1.1: Concentracions aproximades de Cu exogen per a qué s’obté el 50% del
maxim de P’expressio dels gens proposats. A partir de les dades representades a les
figures R1.3 i R1.4 es determina aproximadament la concentracié de Cu exogen per a qué
I’expressio relativa dels gens indicats assoleix la meitat del maxim d’expressi6 (inducci6 o
repressio, segons el cas).

Gen 50% d’induccio Gen 50% de repressio
FSDI1 ~ (0.2 uM CSD1 ~0.2 uyM
COPT2 ~0.06 uM CCS ~0.3 uM
CCH ~ (0.2 uM

Tot plegat, en base als nivells dels mRNA dels gens estudiats suggerim
que COPT2 ¢és el marcador més sensible per detectar concentracions

minimes de Cu.
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DISCUSSIO

En estudiar ’acumulaci6 de Cu endogen respecte del Cu present al
medi, hem establert que, sota les nostres condicions de creixement, els
medis en placa 2 MS suplementats amb un rang de Cu entre 0.5 1 1 pM
representen el rang de suficiéncia (5 1 20 pg de Cu per gram de pes sec;
Maischner, 2002) per a plantules d’A4. thaliana de 6 dies (Figura R1.1 i Taula
R1.2). A més d’identificar les zones de transicio entre els diferents estats
nutricionals de Cu, hem determinat que el medi 2 MS comercial (Sigma) no
aporta el Cu suficient per a les plantules d’A4. thaliana (2.13 £ 1.07 pg Cu/g
pes sec 1 Figura R1.1). Aquesta observacido és corroborada en treballs
recents, segons els quals el medi MS conté 0.1 uM de Cu 1 les plantes
crescudes en aquest medi sofreixen un lleuger deficit de Cu (revisat per
Burkhead et al, 2009). De fet, les plantules crescudes en medi 2 MS
comercial experimenten una lleugera pérdua de pes fresc i una disminuciod
en el rendiment quantic del PSII respecte dels medis suplementats amb Cu

(Taula R1.2; Adbel-Ghany et al. 2005; Yamasaki et al. 2009).

A més de les dades de Cu endogen i de les evideéncies fisiologiques adés
esmentades, disposem de dades moleculars que indiquen que el medi 2 MS
comercial és deficient en Cu ja que els gens involucrats en la resposta al
deficit de Cu, com ara COPTI, COPT2, FSDI o FRO? estan induits (Figura
R1.3 i R1.4; Yamasaki et al. 2009). La induccié dels gens de resposta a
deficit de Cu, i concretament els transportadors COPT, permeten que la

planta puga subsistir en medis deficients en Cu.
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Per altra banda, no hem identificat cap marcador molecular ni hem
observat alteracions fisiologiques per al rang entre 5-25 uM de Cu que ens
permeten definir I’excés de Cu. Tan sols en medis suplementats amb 50 uM
de Cu es produeix una pérdua en pes fresc 1 una reducci6 de la longitud de

I’arrel principal de vora el 50% (Taula R1.2; Andrés-Colas et al. 2010).

Pel que concerneix I’acumulacié endogena de Fe i Zn en funci6 del Cu
en el medi, hem apreciat que, tot i que sempre es mantenen dins un rang de
suficiéncia, I’increment del contingut en Zn ¢és estadisticament significatiu a
partir de concentracions de 25 uM de Cu en el medi. En el cas del Fe, els
increments es produeixen durant I’hipotétic rang de suficiéncia de Cu
mentre que en assolir el rang d’excés de Cu es produeix una davallada en els
nivells de Fe. No obstant, en comparar I’acumulacié entre els medis
comercials, ens adonem que, en preséncia del quelant BCS, el contingut de
Fe endogen es redueix en un 15% (Taula R1.1). Per tant, segons aquestes
dades I’adquisici6 de Zn, i1 sobretot, de Fe esta relacionada amb

I’homeostasi del Cu (Taula R1.3).

Suggerim dues explicacions per tal d’explicar les variacions en el
contingut de Zn i1 Fe endogen en funcid del Cu present en el medi de cultiu.
En primer lloc, basant-nos en el comportament de les superoxid dismutases,
I’increment dels nivells de Zn a mesura que el Cu augmenta en el medi es
podria explicar, en part, en funcid de la necessitat de Zn per part de la
Cu/ZnSOD per esmenar la produccié de ROS que es generen sota aquestes
condicions. Per contra, atés el comportament de la FeSOD, es podria

interpretar que, a partir de condicions d’excés de Cu (5 uM de Cu), la
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manca de participacié de la FeSOD en la detoxificacidé de radicals faria
minvar els requeriments de la planta pel Fe. Tanmateix, hem observat que
I’adquisici6 de Fe esta relacionada amb 1’homeostasi del Cu. En la literatura
disposem de diversos exemples en qué es palesa la dependéncia de
I’adquisicio6 del Fe en funci6 de la disponibilitat Cu en organismes diferents
a les plantes. El transportador de Fe d’alta afinitat de S. cerevisiae, constituit
pel complex Ftrl-Fet3, necessita de Cu per poder dur a terme la seua funci6
ja que la ferroxidasa Fet3 utilitza com a cofactor el Cu (revisat per Puig i
Thiele, 2002). La ceruloplasmina d’humans també és una cuproproteina
amb activitat oxidasa, homologa a Fet3 de llevat, implicada en la oxidacid
del Fe*" a Fe’", de manera que facilita el transport del Fe en la sang (revisat
per Hellman 1 Gitlin, 2002). En segon lloc, en els transportadors de metalls
A. thaliana s’ha descrit una manca de selectivitat. El transportador IRT1
pertany a la familia ZIP i constitueix un sistema de transport de Fe®'
independent del Cu. Ara bé, tot i que el substrat prioritari d’IRT1 és el Fe*",
aquest transportador també és capa¢ d’adquirir Cu®”, Mn®", Zn*" i Cd**
(Eide et al. 1996; Korshunova et al. 1999). Dintre de la famila ZIP, també
trobem transportadors de Zn**, d’entre els quals ZIP4, a més d’incorporar
Zn també deu ser capa¢ de transportar Cu’” ja que complementa els
problemes de creixement de la soca mutant de S. cerevisiae ctriA en medis
no fermentables (Grotz et al. 1998; Wintz et al. 2003). Per altra banda, la
familia OPT comprén els transportadors YSL, els quals s’encarreguen del
transport de conjugats de Fe*, Cu®", Zn*", Mn>", Co®" i Ni*" amb NA (Curie
et al. 2008). En conseqiiencia, atés I’existéncia de transportadors capacos

d’incorporar diferents metalls, les variacions descrites en el contingut de Fe
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1 Zn en funcid6 del Cu exogen es podrien explicar, en part, per la

competéncia que exerceix el Cu sobre els altres potencials substrats.

Estat nutricional Cu  déficit suficiéncia excés
Cu exogen (M) 0 0.5 1 5 10 25 50
Cu endogen (ug/g PS) 1.31 8.42 9.17 27.08 4293 9895 370.30
COPT2} CCS CCS CcCS
Gens expressats CSD1 CSD1 CSD1
CCH CCH
Pérdua pes Pérdua pes
Efectes fisiologics fresc No s’hi fresc
observen Reduccié 50 %
Descens en alteracions longitud arrel
rendiment
quantic del PSII Increment MDA
Altres metalls Fe Fe Fe Fe Fe Fe Fe
Zn Zn Zn Zn Zn Zn Zn

Taula R1.2: Resum de la resposta d’A4. thaliana al Cu exogen. Dades obteses de
plantules de 7 dies crescudes en medis 2 MS suplementat amb les concentracions de Cu
exogen indicades. Es mostra per a cadascuna de les concentracions el contingut en Cu
endogen aixi com els marcadors moleculars, efectes fisiologics i comportament d’altres
metalls. S’hi inclou I’estat nutricional deduit a partir de les dades mostrades en el present
capitol.

Mitjangant una aproximacid molecular de qPCR hem corroborat els
rangs nutricionals establerts per al Cu sota les nostres condicions de
creixement. El rang de déficit de Cu es correspon amb el tram d’expressio
d’FSDI mentre que en el rang de suficiéncia i excés s’indueix CSDI. En
aquest cas, F'SDI assoleix els valors maxims per sota de 0.1 uM de Cu i al
voltant de 0.2 pM comparteix el 50% d’expressid6 amb CSDI. Aquest

fenomen corrobora la substitucié coordinada de les SOD (Abdel-Ghany et
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al. 2005a) 1 que els sensors transcripcionals de 1’estat nutricional de Cu
actuen en els rangs que hem definit i suggereix que, per a les nostres
condicions, la suficiéncia de Cu comence a partir de 0.2 uM de Cu. En
segon lloc, hem utilitzat un gen regulat per Cu: el del transportador COPT2,
que s’expressa principalment en medis amb concentracions de Cu inferiors a
0.06 uM, que proposem com un marcador sensible per detectar la preséncia
de quantitats minimes de Cu, ja que ’'mRNA de COPT? assoleix la meitat
del maxim d’induccié a concentracions de Cu exogenes inferiors a 0.1 uM

(Figura R1.4; Taula R1.1 1 R1.2).
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CAPITOL 2: EL TRANSPORTADOR DE COURE D’ALTA
AFINITAT COPT2

1. Analisi de la seqiiencia proteica del transportador COPT2

El gen COPT2 (At3g46900) d’A. thaliana codifica una proteina de 158
aminoacids que presenta un 78% d’identitat amb el transportador COPT1
(Figura R2.1A). Segons el perfil d’hidrofobicitat, es defineixen tres
segments transmembrana (TMD) compresos entre els aminoacids 49-74
(TMD1), 89-111 (TMD2) i 116-145 (TMD3). A més, COPT2 presenta les
metionines conservades de la zona aminoterminal (Met’?) i del motiu
MxxxM, a nivell del TMD2, que en Ctrl de S. cerevisiae esdevenen
essencials per a I’adquisici6 de Cu (Figura R2.1A; Puig et al, 2002). Com és
habitual en altres membres de la familia CTR, també hi trobem dos motius
rics en metionines a la zona aminoterminal, el motiu GxxxG del TMD3 i el
motiu CxC a ’extrem carboxiterminal (Figura R2.1B). Per tant, COPT2
posseeix els trets definits de la seqiiencia canonica dels transportadors de Cu
d’alta afinitat de la familia CTR (Puig et al, 2002). Segons la topologia dels
altres membres de la familia CTR, ’extrem aminoterminal de COPT2 deu
estar exposat envers I’espai extracel-lular, mentre que [’extrem

carboxiterminal es deu establir cap al citosol (Figura R2.1B).
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A COPT1  iymsinsidis GUIERIEs S SES GSMNECGCGCGHHE! 40
COPTZ  Igimsimsigis Dy)e s ST ESRHTTE. ..... IMEM A

COPT1
COPTZ

*
COPT1 ES SINEs FINRAACIMCTAVYTLIS 120
CoPT2 L RY, e SIINRAACTECTAVY TS 106
(a0 NI T A\ M SENAGVEMVA R GarRNTI e 160
(e0)=iusi T A\ MSENAGVERVA STUNIKK e 146
CcoPTl . 2. 170
COPT2  AELI|9ES 158

Extracel-lular

Figura R2.1: Comparacié de la seqiiéncia de COPT1 i COPT2, i topologia de
COPT?2. A) Aliniament de la seqiiéncia entre les proteines COPT1 i COPT2 en base a les
condicions preestablertes del programa DNAMAN. Al marge dret s’indica la posici6 dels
aminoacids. S’hi indica els residus conservats (negre), a més de la metionina conservada
del domini aminoterminal (asterisc blau) i el motiu MxxxM del TMD2 (linia roja). B)
Topologia de la seqiiéncia codificant de COPT2 amb els tres possibles segments
transmembrana (roig), els diferents motius rics en metionines i histidines (blau), el motiu
GxxxG del TMD3 (verd) i el motiu ric en cisteines CxC (lila).
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2. Localitzacio subcel-lular de COPT2

Préviament, al nostre laboratori s’havia descrit que 1’expressié de COPT2
en la soca ctridctr34 de S. cerevisiae complementa la manca de creixement
del mutant en medis amb fonts de carboni no fermentables, i permet
’adquisicié d’unes altes taxes d’incorporacié de ®*Cu (Sancenén et al.
2003). En base a aquestes dades, la nostra hipotesi de partida postula que
COPT2 és un transportador de Cu de membrana plasmatica (Sancen6n et al.
2003). Amb la finalitat d’esbrinar la localitzaci6 subcel-lular de COPT2, es
va construir una proteina de fusio en que es va etiquetar COPT2 amb la GFP
a I’extrem carboxiterminal. A partir del plasmidi p426GPD::COPT2 es va
amplificar la seqiiéncia codificant de COPT2 mitjancant els encebadors
COPT2-Sall-F 1 COPT2-Ncol-R i es va clonar en fase amb la GFP del
vector pCaMV(35S)::sGFP (Materials i Métodes, apartat 3.3)

2.1. Funcionalitat de la proteina de fusio COPT2::GFP en llevat

Per tal d’avaluar la funcionalitat de la proteina de fusi6 COPT2::GFP en
llevat, es va amplificar COPT2::GFP a partir del plasmidi
pCaMV(35S)::COPT2::sGFP amb els encebadors COPT2-ATG-HindII-F 1
GFP-R-Sall 1 es va clonar en el vector p426GPD (Materials 1 Métodes;
Taula M3). Tot seguit, es va transformar la soca de S. cerevisiae ctrictr3A
amb el vector buit i els plasmidis p426GPD::COPTI i p426GPD::COPT2
(Sancenon et al. 2003).
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Com es mostra a la Figura R2.2, els transformants creixen en medis
selectius SC-ura amb glucosa com a font de carboni. Ara bé, la
suplementacié del mateix medi amb el quelant de Fe BPS (acid 4,7-difenil-
1,10-fenantrolina-disulfonic) 100 uM, forca que 1’adquisicié del Fe es duga
a terme mitjangant el complex transportador de Fe d’alta afinitat dependent
de Cu (Introduccio; apartat 3.1.1). Sota aquestes condicions, la soca
ctridctr3A transformada amb el vector no creix ja que no pot distribuir el
Cu a través de la ruta de secrecid cap a ’oxidasa de Cu, Fet3, associada al
transportador de Fe d’alta afinitat (Figura R2.2). Com s’havia descrit en
Sancendn et al. (2003), els mutants transformats amb els transportadors
COPT1 i COPT2 complementen el fenotip i esmenen els problemes de
creixement (Figura R2.2). De la mateixa manera, la quimera COPT2::GFP
també¢ és capac de complementar el mutant ctriActr34 en la mateixa mesura

que els controls amb COPT1 o COPT2 (Figura R2.2).

En medis amb font de carboni no fermentable (glicerol), el creixement
del llevat depén de la correcta distribucié del Cu al mitocondri per a la
COX. En medis amb glicerol suplementats amb Cu 100 pM, els
transformants poden creéixer, ja que el Cu es pot adquirir a través de
mecanismes de transport de baixa afinitat (Figura R2.2). Nogensmenys, en
eliminar el Cu del medi, la seua incorporaci6 s’ha d’efectuar a través dels
mecanismes d’alta afinitat, de manera que els mutants transformats amb el
vector son incapagos de creixer, mentre que COPT1, COPT2 i la quimera

COPT2::GFP complementen la mutaci6 (Figura R2.2).
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ctridctza O eOs? Gl“;gga Gijcg;ol Glicerol
p426(;PD

COPT

COPT2

COPT2:GFP |k dhs

Figura R2.2: Complementaci6 de la soca mutant de llevat ctridctr34 amb
COPT2::GFP. La soca de S. cerevisiae ctridctr3A fou transformada amb el vector
p426GPD::COPT2::GFP i crescuda en medi selectiu fins assolir la fase logaritmica. Es va
fer dilucions 1/10 respecte de ’anterior i es va sembrar gotes. Els medis de creixement
escollits son SC-ura amb glucosa, BPS 100 uM i glicerol suplementat o no amb Cu 100
puM. Les plaques es fotografien després de 3 dies a 30 °C. Com a control negatiu s’hi inclou
el vector buit i com a controls positius, el vector amb COPTI i COPT?2.

El resultat d’aquest experiment indica que la quimera COPT2::GFP
complementa el déficit de creixement del mutant ctridctr3A de la mateixa
manera que ho fa COPT2 i COPTI. Conseqlientment, descartem que
I’etiqueta GFP implique alteracions funcionals en ’adquisicié de Cu en

llevat.

2.2. Localitzaciéo subcel-lular de COPT2::GFP en protoplasts d’A.

thaliana

L’estudi de la localitzacié subcel-lular de COPT2 és va dur a terme
mitjancant la transformacié transitoria de protoplasts aillats de fulles de
roseta d’A. thaliana amb el plasmidi pCaMV(35S)::COPT2::sGFP, el qual
dirigeix D’expressio6 de COPT2::GFP sota el promotor CaMV(35S)
(Materials 1 Métodes; apartat 3.3).
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En primer lloc s’estudia el senyal de la quimera COPT2::GFP, el qual es
localitza als voltants dels protoplasts (Figura R2.3). Tot seguit s’obté el
senyal fluorescent de la clorofil-la per generar una imatge de solapament
que ens permet considerar la fluorescéncia deguda exclusivament a
COPT2::GFP. Com a control, vam comparar el patrdé obtés amb el de la
proteina de localitzacio citosolica, GFP (Figura 2.3). Per tant, concloem que

COPT2::GFP ¢és una proteina de membrana plasmatica.
GFP Clorofil'la  Solapament Transmitancia

COPT2::GFP

GFP

Figura R2.3: Localitzacié subcel-lular de la quimera COPT2::GFP. Protoplasts d’4.
thaliana foren aillats a partir de fulles de roseta i transformats transitoriament amb el vector
pCaMV(35S)::COPT2::GFP. El senyal de la GFP, I’autofluorescéncia dels cloroplasts,
I’ensolapament de fluorescéncies i la imatge de transmitancia. Com a control es va
transformar els protoplasts amb la GFP.
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3. Estudi de ’expressio genica de COPT2

3.1. Estudi in silico de la seqiiencia promotora de COPT2

Amb I’objectiu d’establir els hipotétics elements de regulacido i de
direccionament a organs presents al promotor de COPT2 (a partir d’ara
pCOPT2) es va analitzar la seqiliéncia dels 1329 pb adjacents al cod6 d’inici
de la seqiiéncia codificant del gen COPT2, mitjangant el servidor PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html).

L’analisi del pCOPT2 detecta quatre motius GTAC, possiblement
involucrats en la resposta a Cu (Kropat et al. 2005; Yamasaki et al. 2009) a
-155 pb, -118 pb, -112 pb i -104 pb; i una caixa E (E-box) implicada en la
uni6 de factors transcripcionals tipus bHLH (helix-volta-helix), com el
factor de resposta a déficit de Fe, FIT1 (Colangelo i Guerinot, 2004;
Hartmann et al. 2005) (Figura R2.4). També es fa palés 1’aparicio de
multiples elements de regulacid per llum i ritme circadia. Dins aquest grup,
volem destacar un element de ritme circadia CAANNNNATC o element
evening en posicid -38 pb, que en tomaca modula les oscil-lacions
circadianes tant dels gens Lhchb com dels gens regulats per fitocroms
(Piechulla et al. 1998) (Figura R2.4). Per altra banda, trobem diversos
elements que en plantes estan involucrats en la regulacio per llum, com ara
diverses caixes GATA posicionades a -338, -744, -830, -1161 i -1205 pb; 8
elements GRWAAW a -34, -251, -830, -874, -875 1 -1205 pb; una
YTCANTYY a -756 pb; i1 una caixa T tipus ACTTTG ubicada a -1296 pb
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(Zhou 1999; Nakamura et al. 2002; Chan et al. 2001; Rubio-Somoza et al.

2006) (Figura R2.4).
A

-1329 TA TCAG
-1279 CATGTAATTG
-1229 TAGAACATAT
-1179 ACTATTTTCA
-1129 CGTAAGTATT
-1079 ATTTTGTTAA
-1029 TGTGTGTTCA
-979 TATATTTTTT
-929 TATTACTATC
-879 TAAGGAA
-829 TAATCTATGG
-779 AC TTAT
=729 TGTTTT
-679 TAAATCATTA
-629 AAAATTGATG
-579 AGACTTTAGA
-529 ATAGAATCTT
-479 TTCAAACgég
-429 ATTTTGGTTT
-379 ATTCTTTTCA
-329 GTAAATTATT
-279 AGTTGTAATG
-229 GGGGATTATA
-179 TAAATTCTAA
-129 CA ATGA
=79 ACAATAAATA
-29 CAATCATAAA

ATTTTTTTTT
AGACTTTAAG
CTCTAAAATA
CCAAAATGAT
GATTGTCAA
TACGTAAGTT
TATACTATTG
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TATACATATA
GTCAATACA
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GATTCACAAT
ATA TGT
ACAATCATAG
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TTACTTTTTA
ATAAAATCTT
TAAAAATCTA
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TATTATACCA
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TGCTTAGTTT
AACTGTGTC
CGATGGTTTA
CGCTCACTTT
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ATTCTTTTGT
ATTATGAATC
CAAATCAAAA
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TATARATAAC
GTTACTAAAT
TTTATTCTAA
ACGC AA
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ACTTCATTTT

TATCT C
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1 1 Iﬂﬂ

Figura R2.4: Analisi in silico de la seqiiéncia promotora de COPT2. A) Analisi dels
1329 pb analitzats amb el servidor PLACE. Al marge esquerre s’indica la posicio relativa
dels nucleotids, considerant que la posici6 +1 correspon al primer nucleotid de la seqiiéncia
codificant de COPT?2 (subratllat i amb negreta). S’hi destaca les caixes d’expressio tissular:
CACT (mesofil-le, verd), GTGA (expressio al pol-len, rosa), AGAAA (pol-len, turquesa),
ATATT (arrel, marrd), AAAG (endosperm, taronja) i les de possibles regulacions:
CANNTG (caixa E, roig) GTAC (elements de resposta a coure o CuRE, subratllats en
blau). Les fletxes morades ubiquen els encebadors emprats per clonar el fragment de
promotor que es fusiona a GUS. B) Esquema amb la distribuci6 aproximada dels elements
reguladors del promotor: motius GTAC (blau), caixa E (roig), element evening (lila) i les
caixes implicades en regulacio6 per llum: GATA (blanc), GRWAAW (crema), YTCANTYY
(taronja) i ACTTG (groc).

A més de la regulacié per Cu, per Fe, llum i per ritme circadia, el
pCOPT2 presenta diverses caixes d’expressid en organs. En concret
destaquem 3 motius CACT relacionats amb I’expressié al mesofil-le (Gowik
et al. 2004), 4 motius GTGA 1 2 de tipus AGAAA de direccionament al
pol-len (Rogers et al. 2001; Bate i Twell 1998; Filichkin et al. 2004), 8
caixes ATATT, les quals en tabac son capaces de dirigir el gen p-
glucuronidasa a 1’arrel (Nicotiana tabacum; Elmayan i1 Tepfer 1995), 1 11
caixes AAAG d’expressio a I’endosperm (Yanagisawa i Schmidt 1999;

Yanagisawa 2000) (Figura R2.4).

3.2. Establiment del patré d’expressio tissular del gen COPT2

Amb la finalitat d’establir els teixits on s’expressa COPT2, es va fusionar

el gen de la B-glucuronidasa sota el control del pCOPT2. Per dur a terme
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aquest proposit, a partir de gDNA de fulles de planta adulta d’A. thaliana, es
va amplificar per PCR els 1246 pb del pCOPT2 més proxims al primer
nucleotid de la seqiiencia codificant del gen COPT2 amb els encebadors
COPT2-1200F-HindIIT i COPT2-ATG-R-Xbal i es va clonar entre els llocs
Hindlll/Xbal del vector pFP101:GUS::NOS (Materials i M¢todes, apartat
2.3.1). Tot seguit, es va utilitzar la construccié generada per transformar A.
thaliana mitjangant A. tumefaciens 1 es va seleccionar les llavors
transgeéniques en base a la fluorescéncia (Materials 1 Métodes, apartat 1.3.2).
A partir de 8 linies independents es va obtenir la segona generaci6é per a
destriar els individus homozigots dels hemizigots i es va escollir la linia

homozigota pCOPT2::GUS::NOS D.

Les llavors de la linia pCOPT2::GUS::NOS D es van creixer durant 8
dies en plaques de medi 2 MS comercial (Sigma) i es van sotmetre a la
reaccié de la B-glucuronidasa (Materials i M¢todes; apartat 4.3.2). Sota
aquestes condicions, les plantules de 8 dies presenten tincié en la major part
de I’arrel principal, a excepci6 de I’apex (Figura R2.5A 1 B). Aquest patr6 es
reprodueix en les arrels laterals i els talls transversals de I’arrel principal
indiquen que la distribucio de la tincid correspon a les zones proximes a
I’exodermis i al cortex (Figura R2.5D 1 E). Addicionalment, també s’hi
aprecia tinci6 a les pil-lositats radiculars (Figura R2.5C). A nivell de la part
acria de la plantula, els cotiledons mostren una tincidé general, perod de forma
més notoria a les nervadures (Figura R2.5F). El meristema apical i els
tricomes també desenvolupen tincio (Figura R2.5G). En plantules de 14 dies
crescudes en medis 2 MS suplementat amb BCS 100 uM, s’aprecia que la

tincio se centra a les fulles vertades emergents (Figura R2.5H).
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Segons els resultats presentats, COPT2 és un gen que en el cos vegetatiu
de la planta s’expressa a nivell de les arrels, cotiledons, meristemes tricomes
1 fulles vertaderes emergents. Tanmateix, els talls transversals d’arrels
tenyides indiquen que COPT2 s’expressa preferentment a les cel-lules del

cortex 1 de I’exodermis.

Figura R2.5: Patré d’expressié tissular de COPT2. Organs de plantes en diferents
estadis de desenvolupament son embegudes en el reactiu X-gluc (Materials i Métodes;
apartat 4.3.2). Es mostra (A) una visi6 general d’una plantula de 7 dies crescuda en
condicions de deficit de Cu, i (B-D) detalls de 1’arrel primaria i laterals, (E) un tall en
secciod a nivell de la zona d’elongacié de I’arrel, (F) dels cotiledons, (G) meristema apical i
tricomes, (H) la part acria de plantules de 14 dies, (I) flors, (J) anteres, (K) gra de pol-len i
(L) embrions.

Amb la finalitat d’estudiar el patr6 d’expressio de COPT2 durant el
desenvolupament  floral, vam utilitzar plantes de la linia
pCOPT2::GUS::NOS D crescudes en substrat durant 30 dies. L’assaig [-

glucuronidasa, efectuat amb flors en etapa de post-antesi, mostra tincio
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positiva a nivell de les anteres (Figura R2.5H-J). Una observaci6 més
acurada de les anteres indica que la tincio es deu a I’expressio de COPT2 a
nivell del gra de pol-len madur (Figura R2.5J-K). Per altra banda, amb
I’objectiu d’esbrinar si hi ha expressi6 de COPT2, en I’embrid es va
embeure les llavors transgéniques amb la solucid X-gluc i vam extraure’n
els embrions, els quals presentaven un patré de tincidé homogeni (Figura

R2.5L).

3.3. Regulacio per coure de ’'mRNA de COPT2

Com ja hem mostrat al capitol 1, el gen COPT2 esdevé un marcador de
I’estat nutricional de Cu de la planta ja que s’indueix en condicions de
deficit de Cu (50% d’expressido maxima en medis amb Cu 0.06 uM; Taula
R1.2). Atesa la regulacio existent per Cu del mRNA de COPT2, es va
avaluar si el patr6 d’expressio de COPT?2 sofreix variacions a nivell de
teixits en funcié de la concentracié de Cu en el medi. Amb aquest proposit,
es va procedir a creixer durant dues setmanes plantules de la linia
pCOPT2::GUS::NOS D en medis 2 MS suplementats amb sacarosa 1% i,
en funciod del cas, BCS 100 uM (déficit de Cu) o CuSO4 1 uM (suficiéncia)
0o 10 uM (excés). En assolir els 15 dies, les plantules foren sotmeses a la
reaccid P-glucuronidasa i es van aturar al mateix temps. Tan sols les
plantules crescudes en medis 2 MS suplementats amb BCS 100 uM
desenvolupaven la tincié a nivell les fulles vertaderes emergents i de les
arrels, a excepcio de I’apex (Figura 2.6). Contrariament, en condicions de
suficiéncia 1 excés de Cu, la tincid no arriba a detectar-se. Aquests resultats

mostren de nou la regulacid existent per Cu del mRNA de COPT2 i
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estableixen que 1’esmentada regulaci6 afecta per igual a tots els organs de la

plantula estudiats (Figura R2.6).

BCS 100 pM Cul pM Cu 10 pM

Figura R2.6: Regulacié per Cu de I’expressié de la f-glucuronidasa via pCOPT2.
Plantules de la linia pCOPT2::GUS::NOS D foren crescudes durant 2 setmanes en medis %2
MS suplementats amb sacarosa 1% i la concentracié de quelant BCS o Cu indicats i
sotmeses a la tincid S-glucuronidasa. Panell superior, tinci6 en part aéria (fletxes grogues).
Panell inferior, tincid en arrels.

4. Obtencio i caracteritzacié de linies amb insercions de T-DNA que

afecten ’expressio del gen COPT2

L’avaluacio de la funci6 d’un gen es pot escometre mitjancant la
caracteritzacio fenotipica de mutants de perdua d’expressio del gen. En el
cas d’A. thaliana, la forma més habitual d’obtindre mutants consisteix a
transformar plantes amb A. tumefaciens per tal de generar una col-lecci6 de

mutants amb insercions de T-DNA. La recerca de les linies amb insercions
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de T-DNA per al gen COPT?2 s’efectuaren a la base de dades del TAIR (The
Arabidopsis Information Resource; http://www.arabidopsis.org/). Segons
aqueixa recerca, es va sol-licitar la linia SALK 083632.18.60 del SALK
Institute (COPT2-1) i la linia AL770147 del GABI-Kat Project (COPT2-3).
La linia COPT2-2, aillada pel Dr. Vicent Sancenén i la Dra. Nuria Andrés

Colas, no s’ha utilitzat degut a la pérdua de viabilitat de les llavors.

4.1. Obtencié de linies mutants per a COPT2

Amb el proposit de determinar el lloc exacte d’insercié del T-DNA en
les linies mutants a estudiar, es va extraure gDNA de fulles de roseta de
totes les linies mutants 1 es va dur a terme rondes de PCR amb els
encebadors SALKLEFT, per a COPT2-1, o GKAT-PCR, per a COPT2-3,
junt amb COPT2-1LP (Taula R2.1 i Materials i Métodes; apartat 4). Els
productes de PCR amplificats amb els encebadors esmentats, que
corresponen als al-lels amb insercions de T-DNA, sén purificats i
seqiienciats amb els encebadors SALKLEFT o GKAT-PCR (Materials i
Metodes; Taula MS5). La seqiienciacio, i el subsegiient aliniament amb el
genoma, indica la posicié exacta de les insercions. Segons 1’aliniament
efectuat, la linia COPT2-1 presenta el lloc d’inserci6 a -134 pb (considerant
+1 el primer nucleotid del codd d’inici de traduccid), fet que fa que el
promotor remanent preserve 3 dels 4 elements de resposta a Cu (Figura
R2.7). Per altra banda, la linia COPT2-3 (insercio6 a -55 pb) t¢é allunyats tots
quatre motius GTAC de I’inici de la seqiiéncia codificant (Figura R2.7).
Ates que no hem identificat cap linia que continga la insercio de T-DNA

dins la seqiiéncia codificant del gen, hem treballat amb linies en qué la
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insercid és en regions no codificants properes a I’inici de traduccio codo del

gen.

GTACTTGTACTACAG | TACAACACATACATTT
(-134pb)

: COPT2-3 ;

CAATAAATACGAACCG |ATTCTCTCTTAAAAAT
(-55pb)

Figura R2.7: Esquema del lloc d’inserci6 de T-DNA en les linies mutants per a
COPT2. La fletxa rosa indica la seqiiéncia codificant del gen COPT?2 i la linia adjacent
representa la seqiiéncia promotora de COPT2. La insercid de T-DNA es representa
mitjangant un triangle verd invertit que conté el nom de la linia en cadascun dels casos. Hi
mostrem la distancia a que esta la insercid respecte del primer triplet de la seqiiéncia
codificant i les 2 regions que esdevenen els marges de la inserci6. Els motius GTAC de
possible regulaci6 per Cu s’indiquen mitjancant 4 barres blaves.

Els individus homozigots per a les insercions de T-DNA es discriminen
en base a una estratégia de PCR consistent a utilitzar el parell d’encebadors
COPT2-1LB 1 COPT2-1RB per amplificar els al-lels silvestres (WT) i el
parell SALKLEFT i COPT2-1LB o GKAT-PCR i COPT2-1RB per a les
insercions de T-DNA (ins) (Taula R2.1; Materials 1 M¢todes; apartat 4.2).
D’aquesta manera, en els individus silvestres tan sols s’amplifica 1’al-lel
silvestre, mentre que en els individus homozigots per a la inserci6o de T-
DNA, I’tnic amplificat possible és el de 1’al-lel inserit. Els individus

hemizigots amplificaran els dos al-lels (Figura R2.8)
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De les 6 plantes COPT2-3 crescudes vam obtenir una planta
homozigota per a la insercid. En el cas de COPT2-1, en la segona generacio
es va aillar una planta COPT2-1 homozigota. A la figura R2.8 es presenta
un exemple de cadascun dels estats genics possibles per a les linies
analitzades. Per tant, disposem de dues linies homozigotes per insercions de
T-DNA a nivell de la regié promotora de COPT2. En aquest cas, hem
decidit seguir tinicament la linia COPT2-3, ja que és la que presenta el T-
DNA més proxim de I’inici de la seqiiencia codificant i allunya els 4

hipotetics motius GTAC de resposta a Cu del context inicial.

Taula R2.1: Encebadors emprats per a genotipar les linies mutants COPT2. Es
mostra la combinacid per a cadascun dels al-lels i el tamany de la banda que amplifiquen.

Linia Al-lel silvestre Tamany Al-lel inserci6 Tamany
esperat esperat
COPT2-1 COPT2-1LB 979 pb COPT2-1LB 915pb
COPT2-1RB SALKLEFT
COPT2-3 COPT2-1LB 979 pb COPT2-1RB 849 pb
COPT2-1RB GKAT-PCR

Tot 1 que en COPT2-3 la inserci6 no interromp la seqiiéncia codificant,
ens resultaria interessant esbrinar com el T-DNA pot afectar 1’expressid
genica de COPT2. Amb la finalitat de comprovar els nivells d’'mRNA de
COPT? en funcio del contingut de Cu en el medi en les plantes COPT2-3, es
va sembrar llavors de les linies silvestre 1 mutants en medis 2 MS
suplementats amb sacarosa 1% 1 BCS 100 uM o diferents concentracions de
CuSOs. En arribar el dia 7, es va extraure ’'RNA total de les plantules i es
va retrotranscriure a cDNA. Mitjancant els encebadors escaients (COPT2rtF
1 COPT2rtR, Materials 1 Métodes; Taula M1), es va procedir a amplificar
per sqPCR I’'mRNA de COPT?2 sota condicions no saturants.
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COPT2-1 1000 pb

— -
H H 850 pb

COPT2-3
i i —toooee
A W | — ssopb
wt ins wt ins  wt ins
WT hemizigosi homozigosi

Figura R2.8: Genotipat per PCR de plantes de les linies COPT2 seleccionades. El
gDNA de les diferents linies analitzades és sotmés a una bateria de PCR amb els
encebadors de la Taula R2.1 per amplificar els al-lels silvestres (WT) i les variants amb
inserci6 de T-DNA (ins). Les plantes silvestres tan sols amplifiquen la variant silvestre,
mentre que els homozigots tan sols donen positiu per a la variant amb inserci6. Els
hemizigots, degut al seu estat genc¢tic amplifiquen en ambdues combinacions. Al lateral dret
es mostra la posicid aproximada del marcador de tamanys.

Com ¢és d’esperar, en la linia silvestre 'mRNA de COPT?2 tan sols es
detecta en el rang de deficiéncia de Cu (representat per les condicions BCS
100 uM 1 2 MS). No obstant, en el cas del mutant COPT2-3B no es detecta
I’'mRNA de COPT2 en cap dels tractament efectuats (Figura 2.9). En base
als nostres resultats, la insercio de T-DNA afecta 1’expressio de COPT2 de
manera que no s’expressa en resposta al deficit de Cu. Tanmateix, atés que
la insercié no interromp la seqiiencia codificant de COPT2, no podem
descartar que poguera haver-hi nivells minims de transcrit o bé que
I’expressio es donara sota unes altres condicions. Aixi i tot, a partir d’ara

ens referirem a aquesta linia mutant com al mutant copt2-3.

-113-



El transportador de Cu d’alta afinitat COPT?2

COPT2

ACT1

WT copt2-3

Figura R2.9: Analisi de I’expressi6 de COPT2 per sqPCR en els mutants copt2-3.
L’RNA total de plantules de 8 dies en medis /2 MS suplementats amb sacarosa 1% 1 les
concentracions de Cu indicades (uM) o de quelant de Cu (BCS 100 pM) es va
retrotranscriure a cDNA i fou analitzat per sqPCR amb els encebadors escaients (COPT2-
rt-F/COPT2-rt-R). El gen ACT! s’utilitza com a control de carrega.

4.2. Caracteritzacié del mutant copr2-3

Un cop hem determinat que els mutants copt2-3 no expressen COPT2,
cal estudiar-ne les conseqliéncies fenotipiques. Per a la caracteritzacio dels
mutants, ens vam centrar en els medis deficients en Cu, atés el patrd
d’expressid del gen COPT2. En aquest sentit, vam creixer els mutants en
substrat i en placa sense que mostraren cap alteracid fenotipica que els
diferenciara de les linies silvestres. De la mateixa manera, la determinacid
del contingut de Cu endogen en medis 2 MS comercial (Sigma) per a
diferents estats nutricionals de Cu (sense afegir Cu per a la deficiéncia, 1
UM per a suficiencia i 10 pM per a excés) no mostra variacions respecte de

les linies silvestres (Taula R2.2).

Taula R2.2: Contingut en Cu endogen dels mutants copt2-3. Contingut en Cu
endogen (en pg Cu/g pes sec) dels mutants copt2-3 i de la linia silvestre (WT). La desviacio
estandard s’associa a la mitjana de tres répliques d’un experiment representatiu.

WT (ng Cu/g pes sec) | copt2-3 (ng Cu/g pes sec)
%2 MS comercial 535+£2.18 5.57+£1.15
Y2 MS comercial + Cu 1 uyM 7.74 £3.40 8.39 +0.39
Y2 MS comercial + Cu 10 uM 18.75 £4.01 18.01 £3.71
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Tanmateix, amb la finalitat d’esbrinar si la manca d’expressié de
COPT2 comporta qualque alteraci6 molecular, es va dur a terme
experiments d’analisi d’expressio genica, tant per sqPCR, com per qPCR. A
partir del cDNA obtés de plantules silvestres i copt2-3 crescudes en 2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i BCS 100 pM o CuSO4 en el rang
micromolar, es va estudiar el comportament dels principals gens involucrats

en I’homeostasis del Cu (COPTI1, CSD1, FSD1; Figura R2.10).

FSD1

Expressio relativa (u a)

CsD1

1.4
1.2 1

08 -
06
0.4+
02

Expressio relativa (u a)

COPT1

Expressio relativa (u a)

BCS 0 0.2 040.6 BCS 0 0.2 0.4 0.6

WT copt2-3
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Figura R2.10: Analisi de I’expressi6 de FSDI, CSD1 i COPTI per qPCR en els
mutants copt2-3. L’RNA total de plantules de 8 dies en medis suplementats amb sacarosa
1% 1 les concentracions de Cu indicades (uM) o de quelant de Cu (BCS 100 pM) es va
retrotrotranscriure a cDNA 1 fou analitzat per qPCR amb els encebadors escaients (FSD1-
qPCR-F/FSD1-qPCR-R; CSD1-qPCR-F/CSD1-qPCR; COPT1-qPCR-F/COPT1-qPCR-R).
Els valors obtesos foren normalitzats amb el gen control de la UBQ10 (UBQ10-qPCR-
F/UBQ10-qPCR-R). Les barres d’error corresponen a la desviacid estandard de la mitjana
d’un experiment representatiu.

Com ja hem vist al capitol 1, I’expressio de FSDI i1 CSDI ens permeten
avaluar I’estat nutricional de Cu de les plantules. El maxim d’expressio
d’FSD1 1 CSD1 es dona sota condicions de deficit de Cu amb un 50% del
maxim en 0.2 uM de Cu, perd presenta el 50% del maxim de CSDI per a
s’assoleix el maxim a partir de 0.5 pM de Cu (Figura R1.3 1 R2.9). En el cas
del mutant copt2-3, el patrdo d’expressi6 d’ambdds gens no manifesta cap
diferencia significativa en comparacio a les linies silvestres. COPTI ¢és un
gen regulat negativament per Cu. Els mutants copt/ antisentit es
caracteritzen per induir el gen del transportador COPT2 per tal de millorar
I’adquisici6 de Cu (Sancenon et al. 2003 i Sancenén et al. 2004). Per qPCR
no es detecta cap alteracid en el comportament de COPTI en funcié del

contingut de Cu en el medi en els mutants copt2-3 (Figura R2.9).
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DISCUSSIO

En aquest treball hem estudiat el transportador de Cu d’alta afinitat
COPT2. COPT2 presenta un 78% d’identitat amb el transportador COPT1.
A nivell funcional, I’expressi6 heterologa de COPT?2 en la soca mutant de S.
cerevisiae ctrldctr3A restableix el problemes de creixement en medis no
fermentables i permet que el mutant incorpore altes taxes de **Cu en la
mateixa mesura que COPT1 (Sancenodn et al. 2003). En expressar la proteina
de fusi6 COPT2::GFP en protoplasts d’A4. thaliana el patré de fluoresceéncia
s’associa a la membrana plasmatica (Figura R2.3). Recentment, en el nostre
laboratori hem establert la localitzacio a nivell de membrana plasmatica de
la proteina COPT1::GFP mitjancant la mateixa estratégia (Andrés-Colas et
al. 2010). Tot plegat fa que considerem que COPT1 i COPT2 formen part

d’una mateixa subfamilia de transportadors de membrana plasmatica.

Com ja hem discutit en el primer capitol, el gen COPT2 esdevé un
marcador molecular per identificar 1’estat nutricional de deficiéncia de Cu,
ja que el 50% de I’expressi6 maxima es dona a concentracions de Cu
exogenes inferiors a 0.1 uM (Figura R1.4). El pCOPT?2 presenta 4 elements
GTAC de resposta a Cu proxims a I’inici de la seqiiencia codificant, tal i
com s’ha descrit per als pFSDI 1 pCOPTI (Figura R2.4; Nagae et al. 2008;
Yamasaki et al. 2009). Sota condicions de deéficit de Cu el factor
transcripcional SPL7 indueix I’expressié d’aquests gens, probablement a
través del reconeixement dels motius GTAC (Yamasaki et al. 2009). Les
plantules expressores de la fusié del pFSDI al gen de la -glucuronidasa

mostren que, tot i que FSD/ és un gen induit en deficit de Cu, en preséncia
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de Cu hi ha un remanent d’expressio als cotiledons (Nagae et al. 2008). En
canvi, cal destacar que la regulacié de COPT2 per deficit de Cu es produeix
per igual a nivell de tots els teixits ja que el patrd6 de tincid de
pCOPT2::GUS::NOS ¢és tnicament apreciable en plantules crescudes sota
medis deficients en Cu (Figura R2.6). Per tant, COPT2 esdevé un marcador
molecular per a la deteccid del déficit de Cu millor que FSD/ ja que la seua

regulaci6 es dona per igual en tota la planta.

En treballs previs del nostre grup s’ha establert que 1’excés de Cu,
propiciat per la sobreexpressio dels gens COPTI 1 COPT3, altera I’expressio
i les oscil-lacions circadianes dels factors transcripcionals LHY i CCAl
(Andrés-Colas et al. 2010). De fet, cal considerar que ’estudi in silico de les
caixes de pCOPT?2 detecta la preséncia d’un element evening involucrat en
la regulacié per ritme circadia. En I’actualitat estem estudiant la regulacié de
I’expressi6 ditirna de COPT?2 per a millorar el coneixement de la funcio dels
transportadors de Cu 1 establir si la incorporaciéo de Cu varia en funcié del

moment del dia i/o presenta ritme circadia.

En el present treball hem identificat una linia mutant amb una insercio
de T-DNA a nivell del pCOPT2, a 55 pb del triplet d’inici de la traduccio.
Aquesta insercié de T-DNA allunya els 4 motius GTAC de ’inici de la
seqiiencia codificant i impedeix que el mutant copt2-3 expresse el gen
COPT? en condicions de deficit de Cu (Figura R2.7 i R2.9). Aixi i tot, atés
el posicionament del T-DNA no podem descartar que COPT2 s’expresse
amb unes taxes no detectables. Tanmateix, tot i que hem suggerit COPT2

com un transportador de membrana plasmatica, el contingut en Cu endogen
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dels mutants copt2-3 no varia significativament respecte del de les linies
silvestres (Taula R2.2). Per altra banda, I’analisi d’expressié genica de la
linia copt2-3 no es veu alterada per a COPTI, ni per als principals gens
involucrats en la resposta al déficit de Cu (Figura R2.10). Atés que el patrd
d’expressié de COPTI i COPT2 esdevé complementari, i considerant que
COPTI no s’indueix en copt2-3, no podem considerar que COPT1 estiga
suplint la funcié de COPT?2. Per tant, aquests fenomens podrien explicar-se
o bé perque el mutant copt2-3 mantinguera uns minims d’expressidé que
garantiren la quantitat suficient de proteina COPT2 o bé pel fet que COPT1

constitueix la principal via d’entrada de Cu.

Pel que fa a la resta del patro d’expressid tissular, la participacié de
COPT2 a I’embrio, al meristema apical caulinar i en les fulles emergents fa
evident la importancia del Cu en els processos de creixement i
desenvolupament. També destaquem que, tant COPTI com COPT2,
s’expressen al gra de pol-len. En els mutants copt/ antisentit el 13% dels
grans de pol-len presentaven una morfologia alterada, sense que aquest fet
repercutira en la producci6 de llavors o en la seua viabilitat (Sancendn et al.
2004). En el mutant copt2-3, tot 1 poder tractar-se d’un mutant knock-down,
no hem sigut capagos de determinar cap alteraci6 en aquest sentit.
Possiblement, la redundancia amb altres transportadors explique 1’abséncia
d’anomalies. Aixi doncs, amb I’objectiu de millorar la nostra comprensi6 en
el procés d’adquisicié del Cu en D’arrel i avaluar la resta de processos
dependents de Cu, com ara la maduraci6 del gra de pol-len, estem en vies

d’obtindre un encreuament entre els mutants copt/ i copt2-3.
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Arribats a aquest punt, proposem un model per a [’adquisicid
espaciotemporal de Cu a nivell de I’arrel. En primer lloc, respecte d’un punt
de vista espacial, sota condicions de déficit de Cu, el Cu entra a I’arrel a
través del transportador COPT1, que s’expressa a 1’apex radicular. COPT1
incorporaria el Cu a la via simplastica per tal de garantir-lo a les c¢l-lules
dels voltants, dirigir-lo envers els feixos vasculars i emprendre la distribucio
a llarga distancia (Figura R2.11, secci6 esquerra). Tot i que la major part del
Cu deu ser adquirit a aquest nivell, no podem descartar que part del Cu
incorporat migre cap a zones més distals de 1’arrel on COPT2 s’encarregaria
d’internalitzar cap a la via simplastica els remanents de Cu que no han pogut
ser incorporats a través de COPT1. A més, la funcio de COPT2 també deu
consistir en la incorporacié de Cu a nivell de la zona distal de 1’arrel i en la

distribucio6 a les cél-lules de la regi6 (Figura R2.11, seccid dreta).

Segons aquest model, COPT1 esdevé la principal via d’incorporacid de
Cu, mentre que COPT2 actuaria com un transportador encarregat de
distribuir a les zones distals el Cu residual incorporat a I’apex (Figura
R2.11). Cal fer palés pero que, malgrat la potencial importancia del paper de
la via apoplastica en la distribucié d’altres ions i metalls a nivell de ’apex,
la contribuci6 en el cas del Cu deu ser minima ja que, per una part el mutant
coptl antisentit redueix el 50% del contingut del Cu endogen en fulles, fet
que no s’explicaria si part del Cu es distribuira per I’apoplast. Per tant, la via

clau per a la distribuci6 del Cu deu ser la simplastica.
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copT1 []vasos
[ ] endodermis

[ ] cortex
COPT2 [ ] epidermis

— Banda de Caspary

Figura R2.11: Model de ’adquisicié de Cu al llarg de I’arrel. La part esquerra de la
figura es mostra un tall en seccio6 a nivell de I’apex radicular. Les fletxes blaves indiquen el
cami que descriu el Cu fins assolir els feixos vasculars mitjangant la via simplastica. A la
banda esquerra el tall en seccid correspon a una zona més distal amb el recorregut del Cu.
Es representa els feixos vasculars (gris), I’endodermis (verd), el cortex (groc) i I’exodermis
(taronja).

Des del punt de vista temporal, 1’arrel és un sistema dinamic que es
desenvolupa i explora nous estrats en el substrat. La regio apical de ’arrel es
nodreix dels estrats més profunds, de manera que quan Dl’arrel creix les
zones més distals topen amb estrats ja consumits o esgotats, pel que fa als

nutrients. Segons aqueixa consideracio, la regid d’arrel dependent del
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transportador COPT1 sempre disposaria d’un medi amb més disponibilitat
d’ions que no pas la dependent de COPT2. Amb aquest punt de vista
s’explicaria per que la major part dels ions s’incorporen a través de 1’apex i

no de les zones més distals.

Un altra possible explicaci6é del mecanisme de funcionament de COPT?2,
1 que justificaria la manca de fenotips del mutant copt2, seria la localitzacid
polaritzada del transportador a les cel-lules de 1’arrel, de manera que
contribuiria a la redistribuci6 del Cu a partir del contingut disponible en els

feixos vasculars (Figura R2.11).

Els resultats presentats en aquest capitol s’esquematitzen a 1’atles 1 (p. 203)
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CAPITOL 3: EL TRANSPORTADOR DE COURE D’ALTA
AFINITAT COPT6

1. Identificacié del transportador de coure d’alta afinitat COPT6
d’Arabidopsis thaliana

1.1. Analisi de la seqiiéncia proteica de COPT6

Durant la reanotaci6 del genoma d’A. thaliana es va identificar el gen
At2g26975 (a partir d’ara COPT6). Per tal d’avaluar la similitud existent
entre COPT6 i la resta de membres de la familia COPT, es va comparar
mitjangant 1’aplicaci6 DNAMAN la seqiiéncia d’aminoacids de COPT6
amb la dels 5 membres de la familia COPT identificats en la primera
anotacid. COPT6 presenta un 61.18% d’identitat en seqiiencia amb COPT1 1
un 72.78% amb COPT2, éssent aquesta darrera la major similitud detectada
entre dos membres de la familia COPT. Amb la resta de transportadors els

percentatges d’identitat oscil-len entre el 20-50% (Figura R3.1).
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COPT1 .MCHCHMHGEMERESSSSSSSESSMMNNG SMNEGCCCHHHMK 39
COPT2 .MCHCHMHCMEEESESSSS. . . .MSNHTTEH. ....... M 27
COPT3 .MNCMSCSSEAAEAESESS. .. .FFCHRHRHC. ....... 27
COPT4  MISSKNVVVVEAWNTTTTT....CTCTEHRE......... 27
) ] 1

COPTé& .MCHC. . .NMEESSESS

COPT1 KNT
COPT2 KNT
COPT3 E€KTT
COPT4 SL EYNC
COPTS . E€TKAT
COPT6E EKNTE
*
COPT1 |LTEWMAH........ SSIIRCSTG. .....cvvvnn. CS g7
COPTZ |LAEWMAH........ SEIIRVSG....... .o S 83
COPT3 |FSEAMIR........ CCEMRSGE................. 82
COPT4 |LAEWMAR........ CSCASSTIRC......cvvvn.n. CA 85
COPTS RRICFKSLSSSRRAEEFERSSSCVSAELTIERSG 79
COPT& |LVEWMAH. ....... SSIIRCRG. . ....ovvviivnn S 78
TMD2
COPT1 137
COPT2 123
COPT3 122
COPT4 125
COPT5 119
COPTé& 118
COPT1 ERNTSCCRK. TNYVEES. GCAC 170
COPT2 ERKESCCCKTAELTLEESSCGCVC 158
COPT3 HAFRATSSNSH. TEVCSHC. . ... 151
COPT4 \ HAERNRCIC. . .. oo vv v ve et 145
COPT5 CCGACTATCCECECA. ....... 146
COPT6& AFRKNESCCEREFECL. . ...... 145

Figura R3.1: Aliniament entre els membres de la familia COPT. Aliniament de la
seqiiencia d’aminoacids dels membres de la familia COPT efectuat amb el programa
DNAMAN. S’indica la posici6 relativa dels aminoacids, els TMD (requadres rojos) i les
metionines conservades (asteriscs blaus).
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Amb la finalitat de determinar si la seqiiencia de COPT6 presenta les
caracteristiques dels membres de la familia de transportadors de Cu d’alta
afinitat CTR, es va analitzar el perfil d’hidrofobicitat dels 153 aminoacids
amb el servidor TMHMM 1 es va comparar el patré que oferia aquesta
aplicacié amb la posicid dels segments transmembrana (TMD) en els altres
COPT. Segons aquesta prediccié hi distingim 3 hipotétics TMD: el TMD1
s’agruparia entre els aminoacids 42-68, el TMD2 entre els 85-107 i el
TMD3 entre el 111-133 (Figura R3.1, requadres rojos; Figura R3.2A i B). A
més dels 3 TMD, COPT6 també presenta tot un seguit de residus conservats
que en el transportador Ctrl de llevat esdevenen essencials. Fem referéncia
a una metionina a 15 aminoacids del TMD1 i al motiu MxxxM del TMD2
(Puig et al. 2002b). A més, al TMD3 trobem un motiu GxxxG, que en el
transportador Ctrl d’humans estaria involucrat en afers estructurals, perd no
el motiu CxC descrit a I’extrem carboxiterminal d’altres membres de la

familia CTR (Figura R3.2B; Introducci6 apartat 4.2).

Addicionalment, 1’algoritme utilitzat pel TMHMM també determina
quins residus estarien encarats envers l’espai extracel-lular 1 quins
s’exposarien cap a la vessant citosolica. Aquesta prediccio, junt amb la
comparacio de la topologia que adopten els altres membres de la familia
CTR, suggereix que COPT6 deixaria envers la vessant extracel-lular
I’extrem aminoterminal i envers el citosol 1’extrem carboxiterminal (Figura
R3.2B). De la mateixa manera que ocorre en COPT1 i COPT2, I’extrem
aminoterminal de COPT6 alberga 2 motius rics en metionines i histidines,
els quals en S. cerevisiae incrementen 1’eficiéncia del transport (Figura

R3.2B; Puig et al. 2002).
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Figura R3.2: Perfil d’hidrofobicitat i topologia del transportador COPT6. A) Perfil
d’hidrofobicitat de la proteina COPT6 segons el servidor TMHMM. Les barres verticals
mostren la hidrofobicitat dels residus. Les linies rosa indiquen la probabilitat de qué els
residus s’exposen a la vessant extracel-lular i les linies blaves la probabilitat de qué
s’orienten envers el citosol. A la part superior del grafic es mostren els trams extracel-lulars
(segments rosa), els tres possibles TMD (segments rojos) i els dos segments intracel-lulars
(segments blaus). B) Topologia del transportador COPT6 amb els tres segments
transmembrana (color roig), les metionines essencial (asterisc i blau) i el GxxxG (verd).
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1.2. Complementaci6 de la soca de S. cerevisiae ctriActr3A amb

COPT6

En I’apartat anterior hem vist que COPT6 presenta la topologia i els
elements conservats en els transportadors de la famila CTR. Amb la finalitat
d’avaluar si COPT6 ¢és un transportador de Cu d’alta afinitat, es va
transformar la soca mutant de S. cerevisiae ctriActr3A. L’esmentat mutant
no pot creixer en medis no fermentables, ja que la COX no disposa de Cu i
per tant esdevé afuncional. De la mateixa manera, com hem explicat en
I’apartat 2.1 del capitol 2, I’addici6 del quelant de Fe, BPS, posa a prova la
distribucio del Cu a través de la ruta de secrecid. L’expressid d’un
transportador de Cu d’alta afinitat en aquest fons genétic seria capag

d’esmenar la manca de creixement en ambdues condicions.

El gen COPT6 fou clonat en el vector d’expressio per a llevat p426GPD
1 expressat en la soca ctridctr3A. La soca mutant també fou transformada
amb la resta de transportadors COPT. Tal i com es mostra a la figura R3.3,
tots els transformants soén capacos de creixer en el medi sintétic SC-ura i en
el medi ric YPD. Tanmateix, en afegir el quelant de Fe BPS, s’obté que els
llevats transformats amb el vector buit soén incapagos de créixer. Pel que fa
als transportadors COPT, com és d’esperar, COPT3 i COPTS5 complementen
parcialment la soca mutant, mentre que COPTI i COPT2 la complementen
totalment (Sancenén et al. 2003). El transportador COPT6 complementa la
soca ctrlActr3A en les mateixes taxes que COPTI i COPT2. En assajar els
mateixos transformants sobre un medi amb font de carboni no fermentable,

com ara I’etanol i el glicerol, s’obté un resultat identic. La dependéncia del
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creixement pel Cu es palesa en suplementar el medi amb Cu 100 pM

(Figura R3.3).

YPD YPEG
ctriA

ctr3A

+BPS +Cu

Vector
COPT6
COPT1
COPT2
COPT3

COPTS

Figura R3.3: Complementacié del mutant ctrlActr34 amb el transportador COPT6.
La soca de S. cerevisiae ctridctr3A fou transformada amb el vector p426GPD::COPTI-6
(Sancenon et al. 2003) i crescuda fins a la fase exponencial en medi selectiu. A continuacio,
se sembren gotes en medi control SC-ura, YPD i YPEG (etanol/glicerol) i en els mateixos
medis suplementats amb BPS 100 uM o Cu 100 pM. Com a control s’ha utilitzat els
transformants amb el vector buit. Les plaques es desen a 30 °C durant 3 dies i es
fotografien.

2. Localitzacié subcel-lular de la proteina COPT6

Ates que el grau de complementacié de COPT6 és similar al de COPTI i
COPT2; i la similitud en seqiiéncia existent entre tots tres transportadors
(Figura R3.2), suposem que COPT6 forma part d’aqueixa subfamilia, com
un tercer transportador de Cu d’alta afinitat de membrana plasmatica. Per
esbrinar la localitzacid subcel-lular de COPT6, vam etiquetar la seqiiéncia
codificant amb la proteina GFP a nivell de I’extrem carboxiterminal. A

partir del vector p426GPD::COPT6 es va amplificar la seqiiencia codificant
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de COPT6 amb els encebadors COPT6-Sall-F i COPT6-Ncol-R (Materials 1
Meétodes; Taula M3) i es va clonar entre els llocs Sall 1 Ncol del vector
pCaMV(35S)::sGFP, conservant la pauta de lectura de la GFP (Miras et al.
2002 1 Materials 1 Métodes; apartat 3.2.2).

2.1. Funcionalitat de la proteina de fusio COPT6::GFP en llevat

En primer lloc, per tal de testar la funcionalitat de la quimera
COPT®6::GFP, la proteina de fusio es va clonar en el vector d’expressio de
llevat p426GPD a partir del vector pCaMV(35S).::COPT6::sGFP amb els
encebadors COPT6-ATG-BamHI i GFP-R-Sall (Materials i Métodes; Taula
M3) i es va transformar la soca mutant de S. cerevisiae ctriActr3A junt amb
els plasmidis p426GPD::COPTI 1 p426GPD::COPT6 (Sancenén et al.
2003). Els transformants creixen en medis SC-ura (glucosa). Ara bé, en el
medi amb el quelant BPS, els llevats transformats amb el vector buit van
deixar de créixer. De forma similar a la figura R3.3, els llevats que
expressen COPTI 1 COPT6 complementen perfectament la soca ctrlActr3A.
En els medis amb font de carboni no fermentable (glicerol), vam obtindre el
mateix resultat. En aquest cas, la dependéncia de Cu per al correcte
creixement es fa evident en afegir un suplement de Cu a aqueixos medis. En
totes les condicions 1’expressido de COPT6::GFP ¢és capag de complementar
la mutaci6 del llevat de la mateixa manera que COPTI i COPT6. Per tant,
I’etiquetatge de COPT6 amb GFP a nivell de I’extrem carboxiterminal no

comporta cap anomalia funcional en S. cerevisiae (Figura R3.4).

-129-



El transportador de Cu d’alta afinitat COPT6

ctriActr3 Glucosa G:u;lg;a GEchol Glicerol
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Figura R3.4: Complementaci6 de la soca mutant de llevat ctridctr34 amb
COPTO6::GFP. La soca de S. cerevisiae ctridctr34 fou transformada amb el vector
p426GPD buit i amb COPTI1, COPT6 i COPT6::GFP. Els transformants van ser crescuts
en medi selectiu fins assolir la fase logaritmica i es va sembrar dilucions 1/10 successives
en gotes. Els medis de creixement escollits son SC-ura (glucosa com a font de carboni) o
medi YP amb glicerol. Ambdés medis foren suplementats amb Cu 100 uM i BPS 100 uM,
respectivament. Les plaques es desen a 30 °C durant 3 dies i es fotografien.

2.2. Localitzacio subcel-lular de la COPT6::GFP en protoplasts d’A4.

thaliana

Una vegada hem avaluat la funcionalitat de la proteina de fusiod
COPT6::GFP, es va expressar transitoriament en protoplasts de fulles d’A4.
thaliana la construccié pCaMV(35S)::COPT6.::sGFP per determinar-ne la
localitzacié subcel-lular. Mitjan¢ant microscopia confocal, es va distingir la
fluorescéncia de la proteina de fusi6 COPT6::GFP de ’autofluoresceéncia de
la clorofil-la. El senyal de la fluorescencia de COPT6::GFP s’associa a la
membrana plasmatica (Figura R3.5). Segons aquest experiment, confirmem
que COPT6, junt amb COPT1 i COPT2, conformen una subfamilia de

transportadors que s’ubiquen a la membrana plasmatica.
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COPT6::GFP Clorofil-la Transmitancia

Figura R3.5: Localitzacié6 de COPT6::GFP en protoplasts d’A4. thaliana. Protoplasts
aillats de fulles de plantes de 30 dies, crescudes en test, van ser transformats transitoriament
amb els vectors pCaMV(35S)::COPT6::sGFP. Imatges amb els filtres per a la fluorescéncia
de la GFP i clorofil-la i transmitancia.

3. Estudi de ’expressié génica de COPT6 en A. thaliana

3.1. Analisi in silico de la seqiiéncia promotora de COPT6

Per tal d’avaluar els elements teorics de regulaci6 i d’expressio en teixits
de COPT6 es va analitzar els 1077 pb més propers al primer nucleotid de la
seqiiencia codificant (a partir d’ara promotor de COPT6 o pCOPT6)
mitjancant el servidor PLACE. De forma general, destaquem la preséncia de
caixes relacionades amb expressid en diferents teixits, aixi com dianes de
factors involucrats en la regulacié per Cu. Breuement, detectem dos motius
GTAC identificats com a possibles elements de resposta a Cu en posicid
-115 pb i -146 pb (Kropat et al. 2005; Yamasaki et al. 2009) que podrien
estar involucrats en la resposta al déficit de Cu (Figura R3.6; en blau). Per
altra banda, s’ha establert 3 caixes E (E-box) descrites com el lloc d’uni6 de
factors transcripcionals amb dominis helix-volta-helix (PHLH) (Hartmann et
al. 2005). En aquest cas, de les tres caixes trobades, dues s’ubiquen en

posicid a -279 pb i -241 pb del triplet d’inici (Figura R3.6; en roig). A nivell
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d’elements d’expressio en teixit, palesem caixes de direccionament a llavor
(CAAT; Rogers et al. 2001), mesofil-le (CACT; Gowik et al. 2004),
endosperm 1 pol-len (AGAAA 1 AAAG; Bate 1 Twell, 1998; Yanagisawa et
al. 1999; Yanagisawa et al. 2000; Filichkin et al. 2004) (Figura R3.6).

-1077 AGTAAGACTA ATCGGAGGAA GGTAACCTAA AAGAGAAAAA ATCGGTCTCT
-1027 TTGACCCAAA AACAAAGCCA AACAAATAAA AAAAAAAAAC GGCGAAATAA
-977 ACTTAATTAA CATGTTTTAC TTAAAAAATA TAATTATAAC TATTTTAGTC
-927 AGTARRAAGA ACATATACCA TATTGGTCAA AAAATAATTA GATAGATTTA
-877 ATTTTGTATA GAAATTGACT AATGTCGCAA TTCGCAAAGT AATCTCATAA
-827 TTGTGACCAC ATTTCCGACT AA TGAG ATTACAACTG ATTTGCTACC
-777 TTACAATCCC ATAACTGTGA CCAEC cAcTaa TGAGATTACA
=727 ACTGATTTiA TATCGTATAT TAGAAAACTT TTTTATATAT CTTGTATATT
-677 TGTTTGATCT TGATAACATT TCTATGGTTG TATC AT ATGTCTGTAT
-627 TGGTTCGTTT TGTCCTTGTT TTCGAATTTT CTAGAATGGG TTGTGACGAA
-577 CCAGTGAATT TTAGACCTAG ATTGATATGT TTCTTGTCCA AGGTTTTGAG
-527 CCAAATTTAC ATTTTTATAT TTTGATAAGT CTTCGTAGGT TTGGGTTTGC
-477 CTAATTTCTT TGGTCTATGT TTAGAGTTTT GCAAGTGATG AATTGGGGAG
-427 AGTTGCATTT TGTTGATTGA ACTGAACTTG AARACTCATAA GCTTAACACA
-377 ATGTTGTTGT CATTGATTTA TAAGTAAATA TCGTTTAGAA GAATAACTTG
-327 TTAAATTC ACGAATAT AAATTTCAT TTCTCAA ATTATGTTE
-277 [@EE@~TGTAA ATCGTTTTTC TTCCACCACA ATTCTA[MEN EM@cTcTGTTA
-227 CCATTTATAT CATGAAAATA AGTTGAATAA CTGAATAGGT ATTTAAAAGG
-177 CTTTCTAAAA TTAGTATTGA CTTCTACTT(§ MNSTACACAA AGTTTGACAA
-127 GTCAAAACGT GA[GNSAACC ACAAACACAT TTAAGAGACC ACATGATAAC
-77  AAGAACATCA CAATAAATAC GAAACCATTT TCTCTAAGTT TTGTCCCAAA
-27  CAAARARATTT CAGAAACTTA TCATATAATG
<
-
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Figura R3.6: Analisi in silico de la seqiiéncia del pCOPT6. Al marge esquerre de
I’esquema s’ennumeren els parells de bases considerant +1 el primer nucledtid de la
seqiiencia codificant (subratllat amb negreta). S’indica en diferents colors les caixes obteses
mitjancant el servidor PLACE els possibles elements de resposta a Cu (GTAC, blau), les
caixes E (resaltades en roig), les caixes relacionades amb expressio en llavors (CAAT,
roig), les d’expressié en mesofil-le (CACT, taronja), les d’endosperm i pol-len (AAAG i1
AGAAA, verd). Les fletxes morades indiquen els encebadors COPT6-730F-HindIII i1
COPT6-ATG-R-Xbal i amb una doble franja color groguenc s’indica la posicié d’una diana
de restricci6 de I’enzim HindIIl.

3.2. Regulacié per coure de ’'mRNA de COPT6

En I’analisi del pCOPT6 hem localitzat dos possibles elements GTAC
proxims a I’inici de la seqiiencia codificant (Figura R3.6). Per tal d’avaluar
si existeix regulacio per Cu, es va obtindre el cDNA a partir de I’'RNA total
de plantules de 7 dies crescudes en medis 2 MS suplementats amb sacarosa
1% 1 amb diferents concentracions de CuSO4 o de quelant BCS 100 puM.
L’expressi6 de COPT6 es va seguir per qPCR 1 els valors obtesos es van
normalitzar amb I’expressié del gen d’expressid constitutiva de 1’ubiqiiitina
UBQ10. Malgrat la preséncia de dos possibles elements GTAC de regulacio
per Cu, les taxes d’expressid6 de 'mRNA de COPT6 romanen invariables
independentment del contingut de Cu en el medi (Figura R3.7). Amb
aquests cDNA haviem observat que el gen COPT2 s’indueix en condicions

de deficit de Cu (Figura R1.4).
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Figura R3.7: Analisi de I’expressi6 de 'mRNA de COPT6 per qPCR. L’RNA total
de plantules de 7 dies crescudes en 2 MS suplementat amb sacarosa 1% i diferents
concentracions de quelant de Cu (BCS 100 uM) o de Cu (com s’indica a la figura) fou
extret i retrotranscrit a cDNA. El ¢cDNA va ser analitzat per qPCR mitjangant els
encebadors COPT6qPCR-F i COPT6qPCR-R i referint els valors d’expressio al gen
d’expressid constitutiva UBQ10 (Materials i Métodes; taula M2). Es mostra un experiment
representatiu en qué les barres d’error corresponen a la mitjana de triplicats técnics.

3.3. Establiment del patr6 d’expressio tissular del gen COPT6

3.3.1. Estudi de I’expressio per organs

Amb la finalitat d’establir el patré d’expressio de COPT6 per oOrgans,
vam dissenyar un experiment de sqPCR a partir del cDNA obtés de ’'RNA
total de fulles, tiges i1 flors de d’A4. thaliana de 1’ecotipus Col0 crescudes
durant 30 dies en substrat. La mostra d’arrels es va obtindre d’arrels de
plantules silvestres de 21 dies crescudes en medi /2 MS suplementat amb
sacarosa 1% 1 BCS 100 pM. Junt amb COPT6, es va amplificar el
transportador COPT1 1 el gen ACTI com a control de carrega (Materials 1
Meétodes; taula M1).
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Les diferencies d’eficiéncia entre els encebadors ens impedeixen valorar
el grau d’expressi6 d’un gen respecte d’un altre. Ara bé, basant-nos en la
normalitzaci6 feta amb el gen ACTI, si que podem establir comparacions
relatives entre organs per a cada gen. COPTI s’expressa en tots 4 organs
assajats pero de forma més abundant en arrels i flors. Per la seua banda,
destaquem que I’'mRNA de COPT6 no es detecta a les arrels. Nogensmenys,
tot i que COPT6 s’expressa en tiges i flors, és a les fulles on 1’expressio és

significativament més abundant (Figura R3.8).

Arrels Fulles Tiges Flors

COPT6

coPTI

[ R — (7]

Figura R3.8: Estudi de ’expressié de COPT6 en teixits per sqPCR. L’RNA total de
diferents organs (fulles, tiges i flors) de plantes de 30 dies crescudes en substrat en
condicions de fotoperiode llarg i d’arrels de plantules de 21 dies crescudes en medi 2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i BCS 100 uM fou retrotranscrit i analitzat per sqPCR sota
condicions no saturants per als gens COPTI i COPT6. El gen de I’actina (ACT1) s’utilitza
per normalitzar la quantitat d’RNA. Els parells d’encebadors utilitzats son: COPT1-rt-
F/COPT1-rt-R per a COPTI; COPTO6-1t-F2/COPT6-Ncol-R per a COPT6 i
ACTINARA1/ACTINARA2 per a ACT1 (Materials i Métodes; Taula M1).

3.3.2. Estudi del patré d’expressio tissular amb linies

pCOPT6::GUS
La fusi6 de part del pCOPT6 al gen GUS ens permet establir amb més

detall el patr6é d’expressio per teixits de COPT6. A partir de gDNA total de

fulles d’A. thaliana crescudes en substrat es va amplificar per PCR els 730
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pb del pCOPT6 més proxims al primer nucleotid de la seqiiencia codificant
amb els encebadors COPT6-730F-HindIIl i COPT6-ATG-R-Xbal (Figura
R3.6). El producte de PCR inicial fou digerit amb Hindlll i Xbal aprofitant
I’existéncia d’una diana de restriccio HindlIll en posicid -389 pb (a partir
d’ara p(389)COPT6) i clonat en el vector pFPI101::GUS::NOS. Es va
transformar A. thaliana amb el vector pFP101::p(389)COPT6::GUS::NOS i
es va destriar els individus transformants en base a la fluorescéncia de les
llavors, per obtindre linies homozigotes independents (Materials i Métodes;

apartat 1.3.2).

Les plantules homozigotes p(389)COPT6::GUS foren crescudes en
medis %2 MS comercial (Sigma) suplementats amb sacarosa 1%. En assolir 8
dies de creixement, les plantules van ser embegudes en la soluci6 de reaccid
fins que va apareixer color (Materials 1 Métodes; apartat 4.3.2). El patré de
tinci6 de les plantules corrobora que COPT6 s’expressa a nivell de la part
acria als cotiledons, tant a nivell de nervadures com en la resta de 1’0rgan, i
a les primeres fulles vertaderes emergents (Figura R3.9A i B). Per altra
banda, també desenvolupen tincio els tricomes i el meristema apical caulinar

(Figura R3.9C 1 D).

En plantes crescudes en substrat durant 30 dies, les fulles adopten una
tincid preferent a les nervadures (Figura R3.9E). No obstant, els talls
transversals efectuats a nivell del peciol mostren que la tincid s’ubica cap a
les capes de I’epidermis (Figura R3.9F). També¢ es detecta tincio als estomes

en observar les fulles amb més deteniment (Figura R3.9G).
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Figura R3.9: Patré d’expressié tissular de COPT6. Organs de diferent estadis del cicle
vital de plantes p(389)COPT6.:GUS es van sotmetre a la reaccié X-gluc. Les fotografies
del panell corresponen a: (A) plantules de 7 dies, (B) fulles vertaderes, (C) tricomes, (D)
meristema apical caulinar, (E) fulles de planta adulta, (F) un tall en secci6 del peciol fulles
de planta adulta, (G) estomes, (H-I) flors en preantesi, (J-K) en postantesi, (L) estam, (M)
anteres, (N) sacs pol-linics, (O) ovuls i (P) embrions.

En I’apartat anterior hem vist que COPT6 €s un gen que no s’expressa a
I’arrel. Aquesta observacié ha sigut corroborada amb [’estratégia de fusionar
p(389)COPT6 al gen alertador GUS (Figura R3.9A). Per tant, concloem que
COPTG6 és el primer transportador de Cu d’alta afinitat ubicat estrictament a
la part aéria. Aquest resultat també esta en concordanga amb la prediccid
teorica del promotor, ja que hi hem estimat 5 caixes CACT d’expressio al

mesofil-le i cap de direccionament a ’arrel.
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Pel que fa als organs reproductors, vam treballar amb les flors de plantes
p(389)COPT6::GUS crescudes durant 30 dies en substrat. En flors en estat
de preantesi, la tincio es desenvolupa a nivell dels filaments dels estams i
del pistil (Figura R3.9H 1 I). En canvi, durant la post-antesi, a més de
mantindre’s aquest patrd, s hi aprecia que I’expressié de COPT6 també es
dona en els ovuls i grans de pol-len (Figura R3.9L-O). Les llavors de la
planta p(389)COPT6.::GUS van ser embegudes en la solucié de reaccid i
se’n va extraure I’embrid, el qual manifestava un patr6 de tincié6 homogeni

(Figura R3.9P).

En organs reproductius, COPT6 s’expressa en la major part de la flor,
tant a nivell de la part femenina com de la masculina. Tanmateix, la previsio
teorica del pCOPT6 ens alertava de la preséncia de caixes AGAAA capaces
de direccionar I’expressio del gen al gra de pol-len. COPT6 també s’ha
detectat en ’embrié de forma homogéenia. Al pCOPT6 haviem trobat caixes
AAAG d’expressio a I’endosperm 1 caixes CAAT, que en lleguminoses
estan involucrades en la inducci6 de proteines de reserva a nivell de les
llavors (Shirsat et al. 1989). Tot i que sabem que COPTI i COPT2 també
s’expressen al gra de pol-len i a I’embri6 (Sancenon et al. 2004 i capitol 2),
fins ara, encara no s’havia descrit cap transportador de Cu d’alta afinitat

associat al ovuls.

Nogensmenys, un cop establert el patrd tissular de les plantules de la
linia p(389)COPT6::GUS::NOS, vam dissenyar un experiment per tal
d’estudiar si el patrd d’expressié de COPT6 es veia alterat en algun teixit en

funcid del contingut en Cu del medi de cultiu. Amb aquesta finalitat, les
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plantules p(389)COPT6::GUS::NOS van ser crescudes durant 14 dies en
medis amb diferent concentracié de Cu. Tal i com es mostra en la figura
R3.10, es va escollir un medi deficient en Cu (BCS 100 uM), un de suficient
(1 uM) 1 un d’excés (10 uM). En totes les condicions assajades, vam
reproduir el patr6é d’expressio adés descrit, de manera que en cap de les tres
condicions es van detectar alteracions en el patré d’expressio, ni cap tipus

de regulacio per teixit.

BCS 100 pM Cu1pM Cu10 uM

Figura R3.10: Localitzacié de P’activitat B-glucuronidasa en pCOPT6::GUS::NOS
en funcié del Cu disponible al medi. Plantules de 14 dies crescudes en 2 MS suplementat
amb sacarosa 1% i quelant (BCS 100 pM ) o diferents concentracions de Cu van ser
utilitzades per a la tincid B-glucuronidasa. Les plantules mostrades sén un exemple
representatiu.

4. Estudi de la sobreexpressio del gen COPT6 en Arabidopsis thaliana

La sobreexpressié d’un gen €s una estratégia que ens permet aprofundir
en I’estudi de la seua funci6. Recentment, al nostre laboratori s’ha
caracteritzat la sobreexpressio dels gens COPTI i1 COPT3 en A. thaliana.
Aquestes plantes sobreexpressores augmenten el contingut de Cu endogen i
esdevenen més sensibles a la preseéncia de Cu al medi (Andrés-Colas et al.
2010). Per tal d’estudiar la sobreexpressio de COPT6 en A. thaliana, vam
amplificar per PCR el gen COPT6 amb els encebadors COPT6- Xbal-F 1
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COPT6HA-SalI-R. L’encebador revers introdueix una cua amb tres epitops
HA per poder detectar la proteina resultant per Western blot. L’amplico
generat fou clonat en el vector pFP101 entre els llocs Xbal 1 Sall per generar
la construccidé pFPI101::COPT6::HA, la qual ens permet sobreexpressar el
nostre gen d’estudi ja que el vector utilitzat presenta dos promotors
CaMV(355)CaMV (2xCaMV(35S)) (Materials i M¢todes; apartat 2.3.5 i
3.2.2).

N Y N D

[N NS NS (NG . o

£ N o @ e
BE T

|

Figura R3.11: Deteccié de la sobreexpressi6 de COPT6::HA. Western blot amb
I’anticos anti-HA a partir de 20 pg d’extractes totals de proteines de fulles crescudes en
tests. La tincid de Ponceau de la subunitat menuda de la RubisCO es mostra com a control

de carrega.

COPTG6::HA

Les plantes transformades amb aqueix vector van ser destriades en base
a la fluorescéncia que presenten les llavors i1 crescudes en tests. Amb
I’objectiu de comprovar el grau de sobreexpressio de COPT6 es va extraure
les proteines totals de fulles d’aquestes plantes i es va detectar els nivells de
COPT6::HA per Western blot mitjangant un anticos contra I’epitop HA. De
les 6 plantes assajades tan sols la meitat expressaven COPT6::HA. Les 3
linies sobreexpressores es van creéixer de nou per tal d’obtenir un homozigot

(Figura R3.11 i Materials i M¢todes; 1.3.2).
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35S8::COPT6::HA WT

35S::COPT6::HA WT

Figura R3.12: Fenotips de les plantes COPT6::HA. A) Fenotip de les fulles de la
planta sobreexpressora de COPT6 i silvestre. B) Visi6 general de les linies COPT6::HA i
silvestre (WT) crescudes en test durant 30 dies.

Algunes de les plantes transgeéniques de la primera generacié mostraven
un fenotip consistent en una reduccié del tamany general de la planta i
I’enroscament de les fulles de roseta (Figura R3.12). Els esmentats fenotips
son similars als que han sigut descrits en les plantes sobreexpressores de
COPTI (Andrés-Colas et al. 2010). Nogensmenys, al llarg de les segiients
generacions, en cap de les tres linies homozigotes de que disposem no hem

sigut capacos de reproduir els fenotips observats en la primera generacio.
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5. Obtencio i caracteritzacio de linies amb insercions de T-DNA que

afecten el gen COPT6

Amb la finalitat de trobar linies d’inserci6 de T-DNA dins la seqiiéncia
codificant del gen COPT®6, es va fer una recerca a la base de dades del TAIR
(www.arabidopsis.org) i es va sol-licitar la linia N583445 de la col-leccid
del SALK Institute (a partir d’ara COPT6-1) i les linies 350E02 i 405H10 del
GABI-kat Project (a partir d’ara COPT6-2 i COPT6-3).

5.1. Obtencid de linies mutants per a COPT6

Per tal d’identificar el lloc exacte d’insercié del T-DNA en les linies
obteses es va escometre la seqiienciacié dels fragments corresponents als
al-lels amb insercio. Les diferents linies foren crescudes en substrat i se’n va
obtindre el gDNA de fulles. Es va dissenyar una remesa de PCR per
amplificar, a partir del gDNA, els al-lels amb insercié de T-DNA mitjancant
el parell d’encebadors SALK-LEFT 1 COPT6-2LB per a la lina COPT6-1, el
GABI-PCR i COPT6-2RB per a la linia COPT6-2 i COPT6-3. Els
amplicons obtesos van ser seqiienciats amb 1’encebador SALK-LEFT o
GABI-Seq, en funci6 de la linia (Materials 1 Métodes; apartat 4.2 1 Taula
M5).
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TGAGTACAACCACAA | ACACATTTAAGAGACC

TCATGGTAACATGCCA
(+21pb)

CCATCATCACCATC

TTTTGATATTTITGT | GACTAGAATTTGG

Figura R3.13: Esquema de les insercions de T-DNA en el gen COPT6. La fletxa
representa el gen COPT6 i mitjangant les linies continues, les regions en 5’ i 3° UTR. El
punt d’inserci6 s’indica mitjangant un triangle verd amb el nom de la linia mutant, junt amb

la seqiiencia que interromp i la posicio relativa.

En aliniar la seqiiéncia dels al-lels mutants amb la seqiiencia de COPT®6,
es va determinar que la linia COPT6-1 conté la inserci6 a -103 pb
(considerant +1 el primer nucleotid de la seqiiéncia codificant), de manera
que deixa un promotor minim sense els dos motius GTAC de resposta a Cu 1
la majoria dels elements tedrics que reglen 1’expressio tissular. Per altra
banda, de les insercions provinents del GABI-kat, COPT6-2 té interrompuda
la seqiliencia codificant a nivell del nucleotid +21, mentre que en COPT6-3
s’'ubica en 80 pb després del codd d’aturada (Figura R3.13).
Conseqiientment, es va decidir estudiar el mutant COPT6-2 ja que esdevé el

millor candidat per a mutant de pérdua de funcio.
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Per tal de distingir quins individus mutants COPT6-2 sén homozigots
per a la insercié de T-DNA es va dissenyar dues remeses de PCR en qué
amplifiquem, en un cas 1’al-lel silvestre (WT) amb els encebadors COPT6-
2RB i COPT6-2LB (872 pb), i en l’altre I’al-lel amb insercio (ins)
mitjancant el GABI-PCR i COPT6-2RB (900 pb). Les combinacions
possibles en funcid de ’estat geénic de les plantes, es recullen a la figura
R3.14. Els individus silvestres tan sols amplifiquen 1’al-lel silvestre, mentre
que els mutants tan sols amplifiquen la variant insertada. En el cas dels

hemizigots, s’amplifiquen ambdues variants.

— 1650 pb

. — - ey — "%
—— 800 pb

COPT6-2

wt ins wt ins wt ins

WT hemizigosi homozigosi

Figura R3.14: Genotipat per PCR de la linia mutant COPT6-2. Amplificacié per
PCR de I’al‘lel silvestre (WT) i 1’al-lel amb inserci6 de T-DNA (ins) a partir de gDNA de
diferents plantes de la linia COPT6-2, mitjangant els encebadors proposats a la taula M5 de
Materials i Métodes. Els parells de bases del marcador de tamany s’indiquen al marge dret.

Com ja hem apuntat ades, els mutants COPT6-2 constitueixen 1’Gnica
linia candidata a mutants de pérdua de funci6, degut a qué el punt
d’interrupcié afecta la seqiiencia codificant del gen COPT6. Per tal
d’establir si els individus d’aquesta linia no expressen COPT6, es va
sembrar llavors homozigotes de la linia COPT6-2 i silvestre en medi 2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i diferents concentracions de BCS o CuSO,.
Es va extraure I’RNA total de plantules de 7 dies i es va retrotranscriure a
cDNA per a analitzar 1’expressi6 per sqPCR (Materials 1 Me¢todes; Taula
M1).
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100yM  1uyM  10uM  100uM  1uyM 10 uM

WT copt6-2

Figura R3.15: Estudi per sqPCR de I’expressié génica en copt6-2. L’'RNA total de
plantules de 7 dies crescudes en %2 MS suplementat amb sacarosa 1% i les quantitats de Cu
o BCS indicades fou convertit a cDNA i analitzat per sqPCR sota condicions no saturants
per amplificar COPT6, CSD1, FSDI. El gen ACTI s’inclou com a control de carrega. Els
parells d’encebadors utilitzats en cada cas son: COPT6-rt-F2/COPT6-Ncol-R, per a
COPT6, FSDI1-rt-F/FSDI1-rt-R, per a FSDI, CSDI1-rt-F/CSDI1-rt-R, per a CSDI i
ACTINARA 1/ACTINARA2, per a ACTI(Materials i Métodes; Taula M1).

A la figura R3.15 mostrem la substitucié de les superoxid dismutases
que ja hem descrit anteriorment. En la linia COPT6-2, el comportament dels
gens de les superoxid dismutases ¢és identic al de la linia silvestre. També
s’hi evidencia D’expressi6 constant de COPT6 independentment del
contingut en Cu del medi. Ara bé, els mutants son incapacos d’expressar
COPT®6, per tant, d’aquest experiment es desprén que els mutants copt6-2
esdevenen mutants de perdua de funcié en que I’expressio génica per deficit

de Cu no es veu alterada (Figura R3.15).

5.2. Analisi dels mutants copt6-2

Amb I’objectiu d’estudiar com afecta la manca d’expressié de COPT6

en els mutants copt6-2, es va dur a terme tot un seguit d’assajos fisiologics 1
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moleculars per tal de cercar si hi havia diferéncies significatives respecte de
les plantes silvestres. La linia copt6-2 fou crescuda, tant en substrat com en
placa, sense que forem capagos de detectar cap tipus d’anomalia durant el
creixement o desenvolupament. Tanmateix, comsevulla que COPT6
participa en la part reproductora, tant a nivell del gra de pol-len com en els
ovuls, potser la no expressié de COPT6 en els mutants es podria traduir en
una reduccid en el nombre de llavors produides per siliqua. Les siliqiies de
plantes de 40 dies crescudes en medi hidroponic en condicions suficiéncia
de Cu (medi Hoagland) i en deficit de Cu (Hoagland sense afegir la
concentracio de Cu requerida) foren recollides i es va fer el recompte de les
llavors que contenien. Els resultats d’aquest experiment s’expressen a la
Taula R3.1 i mostren que el mutant produeix un numero de llavors
significativament major que la linia silvestre en la condici6é de suficiéncia,
mentre que el recompte de llavors copt6-2 és significativament menor que

per a la linia silvestre en substraure el Cu del medi.

Taula R3.1: Lilavors per siliqua en copt6-2. Plantules de la linia copt6-2 i silvestre
(WT) crescudes en substrat durant un 2 de setmanes foren a cultius hidroponics durant 8
setmanes amb la solucié de creixement (Hoagland i Hoagland sense Cu, -Cu). Les llavors
de cada siliqua van ser recomptades. La desviacié estandard correspon a la mitjana de les
llavors de 6 siliqiies i les diferéncies significatives per a p<0.05 (*) i p<0.01(**).

WT copt6-2
Hoagland 31+£7 40+5 *
Hoagland —Cu 41+4 30+ 8 **

Per altra banda, el contingut de Cu endogen en plantules de 8 dies
crescudes en medis 2 MS comercial suplementat amb sacarosa 1% 1
diferents concentracions de Cu es va determinar per absorcié atomica. La

linia copt6-2 acumula Cu en dintre del rang de deficiéncia en medis
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comercials, ara bé en afegir el medi Cu 1 o 10 pM els mutants responen i
acumulen Cu dins un rang optim o d’excés, respectivament (Taula R3.2).
Per tant, els nivells de Cu endogen detectats no comporten diferéncies
significatives respecte dels que acumulen els individus silvestres en
aqueixes condicions. Igualment, tampoc es va trobar cap diferéncia en el

contingut de Cu de les fulles i flors de plantes crescudes en tests.

Taula R3.2: Contingut en Cu en de les linia copt6-2. Plantules de 7 dies crescudes en
%2 MS suplementat amb sacarosa 1% i les quantitats de Cu indicades foren liofilitzades i

posteriorment digerides per ser analitzades per absorcio atomica.

WT copt6-2
%2 MS comercial 2.38 £0.22 2.61 £0.33
% MS comercial + Cu 1 pM 10.81 +4.14 8.16 +2.99
%2 MS comercial + Cu 10 pM 23.92 +2.38 21.27+1.70

Malgrat no detectar fenotips visuals, podria ser que la manca d’expressio
de COPT6 es traduira en alteracions de tipus molecular, de manera que vam
optar per analitzar ’expressio de gens involucrats en ’homeostasi del Cu,
tant per sqPCR, com per qPCR. A I’apartat anterior, hem descrit que
I’analisi de I’expressié genica per sqPCR de les superoxid dismutases de Fe
1 Cu no es veuen alterats en el mutant copt6-2 (Figura R3.15). Per qPCR,
I’analisi de FSDI 1 CSDI en copt6-2 també manté la tendencia de la linia
silvestre ja que, malgrat la variabilitat observada, el maxim d’expressio
s’obté a concentracions de Cu exogen entre 0 1 0.1 uM 1, per al cas de la
CSDI i CCS, en copt6-2 els maxims es detecten a partir de 0.3-0.4 uM de
Cu (Figura R3.16).
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Figura R3.16: Estudi per qPCR de I’expressié génica en copt6-2. L’RNA total de
plantules de 7 dies crescudes en %2 MS suplementat amb sacarosa 1% i les quantitats de Cu
indicades fou retrotranscrit a cDNA 1 analitzat per qPCR. Els gens analitzats son
normalitzats en base a I’expressido del gen d’expressio constitutiva UBQI0. Les barres
d’error corresponen a la desviacid estandard de la mitjana d’un experiment representatiu.
Els parells d’encebadors utilitzats son: COPT2-qPCR-F/COPT2-qPCR-R, per a COPT2;
FSD1-qPCR-F/FSD1-qPCR-R, per a FSDI; CSD1-qPCR-F/CSD1-qPCR-R, per a CSD1I i
CCS-qPCR-F/CCS-gPCR-R per a CCS (Materials i Métodes; Taula M2).

La manca d’expressio de COPT6 no es tradueix en la induccid del
transportador COPT2 com s’havia descrit en el mutant copt/ antisentit
(Sancenon et al. 2004), ja que manté els maxims d’expressio per al rang
comprés entre 0 1 0.1 uM de Cu (Figura R3.16). En conclusio, segons els
experiments mostrats no podem concloure que existesquen diferéncies
significatives d’expressio dels principals gens de ’homeostasi del Cu en el

mutant copt6-2 sota les condicions que hem assajat.
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DISCUSSIO

En el present capitol presentem el gen COPT6 com un nou gen homoleg
de la familia COPT d’A. thaliana. A més de la similitud estructural amb
COPT1 1 COPT2, Dl’expressio6 de COPT6 complementa el deéficit de
creixement de la soca mutant de S. cerevisiae ctridActr34 en la mateixa
mesura que ho fan COPTI i COPT2 (Figura R3.3). Per tant, suggerim que
COPT6 forma part d’una subfamilia de transportadors de membrana
plasmatica junt amb COPT1 i1 COPT2. De fet, la proteina de fusio
COPT6::GFP complementa la soca ctrldctr34 1, en expressar-se en
protoplasts d’A. thaliana, es localitza a la membrana plasmatica, amb un
patr6 de fluorescencia similar al descrit per a COPT1::GFP i1 COPT2::GFP
(Figura R2.3, Figura R3.5 1 Andrés-Colas et al. 2010).

No obstant, COPT6 presenta peculiaritats que el distingeixen de la resta
dels membres COPT caracteritzats fins al moment. En primer lloc, a nivell
de I’extrem carboxiterminal no es detecta el motiu CxC present en altres
membres de la familia CTR. Recentment, s’ha descrit que la delecié del
motiu CxC del transportador ScCtrl incrementa la sensibilitat al Cu i els
nivells de SOD. S’ha proposat que el paper de CxC consisteix a modular
canvis conformacionals en cas d’excés de Cu per impedir el transport en
condicions desfavorables (Wu et al. 2008). La manca del domini CxC en
COPT6 suggeriria que aquesta proteina s’escapa d’aquest mecanisme de

regulacié (Wu et al. 2008).
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Un altre tret caracteristic prové de 1’estudi del patré d’expressioé per
organs de COPT®6, el qual revela que es tracta d’un transportador exclusiu
de part acria, ja que no es detecta a I’arrel (Figura R3.8 1 R3.9). La fusi6 de
389 pb del pCOPT6 al gen GUS revela que COPT6 és el primer membre de
la familia COPT expressat a la part reproductora femenina (carpels),
concretament a nivell del sac embrionari. Pel que fa a la resta del patrd
d’expressid, destaquem que COPT6 s’expressa a nivell del meristema apical
caulinar, als estomes, al gra de pol-len i a I’embrid, fet que reitera la
importancia del Cu en els processos de desenvolupament i reproduccio6 de la

planta (Figura R3.9).

Un altre tret particular de COPT6 ¢és que 1’expressio de I’'mRNA 1 el
patr6 de tinci6 de les plantules p(389)COPT6::GUS no sofreixen variacions
en funci6 del contingut de Cu del medi (Figura R3.7 1 R3.10). Els gens de
I’homeodstasi del Cu que s’indueixen en deficit de Cu presenten en el
promotor diversos motius GTAC, possiblement involucrats en la regulacio
per Cu. Teoricament, a través dels esmentats elements, s hi uniria el factor
transcripcional SPL7 per exercir la induccio en condicions de deficit de Cu.
Mitjancant experiments de mutagenesi dirigida s’ha descrit que un promotor
amb dos motius GTAC, és capa¢ de dur a terme la resposta a deficit de Cu
(Yamasaki et al. 2009). Per tant, tot i que I’analisi in silico del pCOPT6
detecta dos motius GTAC, la manca de regulaci6 de COPT6 a través de
SPL7 podria deure’s a queé al pCOPT6 no es disposa del context necessari
per poder reclutar els elements que participen en aqueixa via. Considerant
els baixos nivells de Cu a la part aéria en plantes crescudes en substrat i el

fet que el patro d’expressio de COPT6 comprenga exclusivament la part
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acria, suggerim que la manca de regulaci6 per Cu de COPT6 i 1’abséncia del
motiu CxC de I’extrem carboxiterminal, podria ser degut, en part, a la
necessitat de disposar d’un mecanisme de captaci6 de Cu continuament
actiu. Aixi 1 tot, no podem descartar que existesquen unes altres vies de
regulacio per deficit de Cu de COPT6 a nivell post-transcripcional o post-

traduccional.

Per escometre més acuradament la caracteritzacidé de COPT6, es va
estudiar la resposta a diferents condicions de Cu del mutant copt6-2. El
mutant copt6-2 presenta una insercid6 de T-DNA dins de la seqiiéncia
codificant de COPT6 que li impedeix expressar el gen (Figura R3.15).
Tanmateix, no hem observat conseqiiéncies fenotipiques diferencials
degudes a la manca d’expressi6 de COPT6 independentment del sistema de
creixement escollit i de les condicions de Cu. De la mateixa manera
I’expressié genica dels principals gens involucrats en 1’homedstasi del Cu
no es veu alterada (Figura R3.15 1 R3.16). Per altra banda, les plantules
copt6-2 de 7 dies crescudes sota diferents concentracions de Cu no mostren
diferéncies en I’acumulacié de Cu respecte de la linia silvestre (Taula R3.1).
De la mateixa manera, cal tindre present que el Cu endogen en fulles i flors
de plantes copt6-2 crescudes en test no difereixen significativament de les

de la linia silvestre.

Una altra caracteristica del patro d’expressio6 de COPT6 és que
s’expressa a les flors. Tot i que anteriorment hem descrit que COPTI i
COPT2 s’expressen a nivell del gra de pol-len, COPT6 és el primer

transportador expressat en el gametofit femeni. Nogensmenys, amb els
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mutants copt6-2 no hem pogut establir cap alteracié que concernesca la
viabilitat de les llavors. Si bé, és cert que en cultius hidropdnics sense
suplementacié de Cu els mutants copt6-2 produeixen menys llavors que els
individus silvestres. Ara bé, aquest parametre és molt variable i, per si sol,
no ens serveix per a determinar possibles afeccions. Per tant, per discernir si
els mutants copt6-2 presenten algun tipus d’alteracidé a nivell del procés
reproductiu, en el futur es dura a terme aproximacions per tal d’avaluar amb
més detall si aquest procés es veu afectat.

Cu*/Cu?* Cuzt Cu*

_

/ ’ ? reductasa COPT6

@

Figura R3.17: Hipotesi per a la distribucié del Cu a les cél-lules de la part aéria. El
Cu arribaria a les cél-lules de la part aéria en forma de Cu” o Cu®" i seria internalitzat a
través d’algun mecanisme de transportadors a identificar. De la mateixa manera, el Cu®*
lliure seria reduit a Cu’ i incorporat mitjangant el transportador d’alta afinitat de Cu
COPT®6. De forma directa o a través d’algun tipus d’intermediari el Cu es distribuiria, entre
d’altres llocs, al cloroplast.

Tot plegat, el fet que la supressioé de ’expressio de COPT6 no cause
alteracions en els nivells de Cu endogen i no implique cap fenotip, ni cap
alteraci6 fisiologica o molecular suggereix la possibilitat que existesquen

mecanismes alternatius involucrats en el transport de Cu. Per tant, proposem
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que la via d’entrada del Cu a les c¢l-lules de la part acria deu efectuar-se a
través d’un sistema independent dels transportadors COPT, mentre que el
paper de COPT6 podria consistir a transportar el Cu que arriba mitjangant la
via apoplastica als Organs aeris a través de rutes de menor importancia o
especifiques de processos determinats com ara el reciclatge de proteines
durant 1’etapa de senescéncia (Figura R3.17). Conseqiientment, en base a
aqueix postulat caldra escometre futurs experiments destinats a aclarir la
participacio de COPT6 amb el transport de Cu a llarga distancia, aixi com

en la mobilitzacid del Cu en la fulla durant la senescéncia.

Els resultats presentats en aquest capitol s’esquematitzen a I’atles 2 (p. 204).
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CAPITOL 4: EL TRANSPORTADOR DE COURE D’ALTA
AFINITAT COPTS

1. Analisi de la seqiiencia codificant del transportador COPTS

El gen COPT5 (At5g20650) codifica un possible transportador de Cu
d’alta afinitat de la familia COPT. La seqii¢ncia d’aminoacids de COPTS5
presenta un 22.8% d’identitat amb COPT1 i un 19.5% amb COPT2. Aixi i
tot, segons els estudis previs sobre la topologia dels transportadors COPT, el
perfil d’hidrofobicitat dels 146 aminoacids de la proteina COPTS preveu
I’existéncia de 3 possibles segments transmembrana: el TMD1 comprendria
els aminoacids 24-41, el TMD?2 els 87-106 i el TMD3 els 111-128 (Figura
R4.1). Com la resta dels membres de la familia CTR, a més dels 3 TMD,
COPTS presenta dos elements conservats que en S. cerevisiae son essencials
per al transport de Cu, ¢o €s: una metionina a 20 aminoacids del TMD1 i un
motiu ric en metionines tipus MxxxM al TMD2 (Figura 4.1; Puig i Thiele
2002). També destaquem els motius estructurals descrits en altres CTR
responsables de la trimeritzacié GxxxG a nivell del TMD3 1 el motiu CxC
de I’extrem aminoterminal (Nose et al. 2006). En comparaci6 a la resta de
transportadors CTR, I’extrem carboxiterminal de COPTS5 s’exposaria envers
el citosol. A més, en COPTS3, tal i com també ocorre en COPT3, a nivell de
I’extrem aminoterminal tan sols hi ha un motiu enriquit en metionines tipus
MMHM (Figura R4.1; Introduccio; apartat 4.2.1; Sancenon et al, 2003; Puig
et al. 2002).

-155-



El transportador de Cu d’alta afinitat COPT5

Figura R4.1: Topologia del transportador COPT5. Topologia teorica que podria
adoptar la seqiiéncia d’aminoacids del transportador COPTS amb els residus dels tres
segments transmembrana (roig), el motiu ric en metionines de 1’extrem aminoterminal
(blau; metionina conservada assenyalada amb un asterisc) i el motiu essencial MxxxM del
TMD2 (blau), el motiu el GxxxG del TMD3 (verd) i el motiu ric en cisteines (lila).

L’assaig de complementacio6 de la soca de S. cerevisiae ctridctr3A amb
els membres de la familia COPT mostra que el gen COPTS restableix
parcialment els defectes associats al creixement del mutant en medis no
fermentables (Sancenon et al. 2003). Tanmateix, les taxes d’incorporaci6 de
%%Cu en aqueix llevat complementat minven en comparacié als mutants
complementats amb COPTI 1 COPT2 (Sancenon et al. 2003). Aquestes
dades prévies indiquen que COPT3 i COPT5 complementen parcialment el
llevat ctrlActr3, incorporen taxes de **Cu menys eficientment que COPT]
1 COPT2 (Sancenon et al. 2003). Per tant, en base a qu¢ COPT3 1 COPTS

comparteixen trets estructurals i funcionals propis, s’agruparien dins d’una
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subfamilia diferent d’aquella que conformen COPT1, COPT2 i COPT6
(Sancenon et al. 2003 i capitol 3).

2. Localitzacioé subcel-lular de COPT5

Com ja hem esmentat, el transportador COPTS5 complementa
parcialment el deficit de creixement de la soca de llevat ctridctr3A en
medis no fermentables. Aquest fet podria justificar-se des del punt de vista
estructural (reduccio del nimero de metionines en I’extrem aminoterminal),
funcional (menor eficacia que els altres transportadors) o atenent a la
ubicacio subcel-lular. No obstant, cal esmentar que la prediccio teorica de la
localitzacié subcel-lular de COPTS amb el servidor PSORT no revela cap

seqiiéncia senyal de localitzacio.

2.1. Localitzacio de COPTS5::HA en A. thalina per fraccionament

subcel-lular

La ubicaci6 subcel-lular d’una proteina per aproximacions bioquimiques
es pot realitzar mitjancant el fraccionament d’un extracte proteic total i la
identificaci6 de les fraccions on es localitza la proteina d’estudi junt amb
marcadors de compartiment. Per a dur a terme aquest proposit, la seqiiéncia
codificant de COPTS5 va ser etiquetada amb 1’epitop HA en posicid
carboxiterminal i clonada en el vector pFPI0I per construir el vector de
sobreexpressio de COPTS, ja que I’esmentat vector conté el promotor
CaMV(35S) per duplicat (Materials 1 Métodes; apartat 2.3.5). Amb aqueix

vector es va transformar A. thaliana 1 es va seleccionar les llavors
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transgeniques. A partir d’extractes totals de fulles de les diferents linies de
plantes transgéniques obteses, es va realitzar un Western blot amb un
anticos contra I’epitop HA 1 es va seleccionar la linia COPTS5::HA 5.6 per
ser la linia que més sobreexpressava el transgen (Figura R4.2).
Nogensmenys, les linies sobreexpressores de COPTS5 no han mostrat cap
tipus d’alteracio respecte de les variants silvestres, independentment del

medi de creixement emprat.

s - anti-HA

Ponceau

Figura 4.2: Sobreexpressio del gen COPTS5 en Arabidopsis thaliana. Western blot amb
I’anticos anti-HA a partir d’extractes de fulles de plantes transgeéniques crescudes en
substrat durant 30 dies per establir els nivells de proteina COPTS5::HA. El control de
carrega de proteines es mostra amb la tincid6 de Ponceau de la subunitat gran de la
RuBisCO.

Per tal d’abordar la localitzaci6 subcel-lular de COPTS5 des d’un punt de
vista bioquimic, es va fraccionar un extracte proteic de fulles adultes de
plantes COPTS5::HA de 30 dies, crescudes en substrat, en un gradient
continu de sacarosa 20-47% (p/v) (Materials 1 Métodes; apartat 3.2.3). Les
fraccions recollides es van analitzar per Western blot amb anticossos contra
I’epitop HA per detectar la proteina COPTS5::HA i amb anticossos contra
proteines marcadores de compartiments: AHA3 (membrana plasmatica),
SEC21 (cis-Golgi), SYP21 (PVC), PC (cloroplast) i la pirofosfatasa V-
HPPasa (tonoplast) (Materials i Métodes; Taula M4).
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| e | AHA3 (Membrana plasmatica)
| ——— | SEc21 (Cis-Golgi)
|*c— —_— - — | PC (Cloroplast)

[= e~ gp—- - | syp21 (PVC)

| - ———— R R — | V-HPPase (Tonoplast)

o S — | COPTS.HA

Figura 4.3: Fraccionament subcel-lular de COPT5::HA en gradient de sacarosa.
L’extracte cru de proteines provinents de fulles de plantes de 30 dies de la linia
sobreexpressora COPTS5::HA crescudes en test en fotoperiode de dia curt és sotmés a un
gradient de sacarosa 20-45% (p/v). Volums iguals de cada fraccid son carregats en un gel
SDS-PAGE i sotmesos a Western blot amb anticossos marcadors d’organuls: plasmalemma
(AHA3), cis-Golgi (SEC21), cloroplast (PC), PVC (SYP21), tonoplast (V-HPPasa) i contra
I’epitop HA (COPTS5::HA).

Distingim 4 patrons diferents de migracié segons el comportament dels
marcadors en el fraccionament efectuat. En primer lloc, el marcador de
membrana plasmatica AHA3 adopta un patr6 particular, ja que es concentra
des de la fraccid 4 a la 7. En segon lloc, el marcador SEC21 del cis-Golgi es
distribueix per totes les fraccions, perd de forma més abundant des de la
fracci6 3 a la 9, amb un maxim en la tercera. El tercer patr6 pertany a la PC,
que comprén, sobretot, de la fraccid 1 a la 4. El quart patr6 de distribucio és
el dels marcadors de PVC i tonoplast, ja que ambdos es detecten de forma
gradual des de la tercera a la huitena fraccié amb un maxim en la cinquena
(Figura 4.3). El fraccionament de COPTS5::HA ¢és similar al dels marcadors
SYP21 i V-HPPasa, ja que s’hi aprecia la mateixa gradacio, entre la tercera 1
huitena fraccid, amb un maxim en la cinquena (30.1% de sacarosa). Per tant
concloem que COPTS5::HA és una proteina que es localitza al PVC i/o

tonoplast.
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2.2. Funcionalitat de la proteina de fusio COPT5::GFP en llevat

Amb I’objectiu d’establir la localitzacié subcel-lular de COPTS
mitjancant aproximacions cel-lulars, vam dur a terme una estratégia
consistent a etiquetar COPT5 amb la proteina GFP a nivell de I’extrem
carboxiterminal. A partir del vector p426GPD.:COPTS es va amplificar el
gen COPTS5 amb els encebadors COPT5-Sall-F i COPT5-Ncol-R; i es va
clonar en el vector binari pCaMV(35S).::sGFP en fase amb la GFP, i sota la
direccio del promotor CaMV(35S) (Sancenén et al. 2003; Materials 1
Me¢todes; apartat 2.3.2).

En primer lloc, per tal d’avaluar la funcionalitat de la quimera
COPT5::GFP, la proteina de fusié es va expressar en la soca de llevat
ctridctr3d. A partir del vector pCaMV(35S)::COPTS5::sGFP es va
amplificar COPTS5::GFP amb el encebadors COPTS5-BamHI-F i GFP-Sall-R
1 es va clonar en el vector d’expressi6 p426GPD (Materials 1 M¢étodes;
Taula M3). Junt amb p426GPD::COPT5::GFP, la soca ctriActr3A va ser
transformada amb el vector buit i1 les construccions p426GPD::COPTI 1
p426GPD::COPTS5 (Sancen6n et al. 2003). Els transformants sembrats en
medi selectiu, amb glucosa com a font de carboni, no manifestaven cap
alteracio en el creixement. Ara bé, en canviar la font de carboni del medi a
glicerol, observem que tan sols COPT] complementa perfectament la manca
de creixement de la soca mutant en aquest medi (Figura R4.4A). Com ja
haviem descrit, COPT5 complementa parcialment la manca de creixement
del mutant (Sancenodn et al. 2003). Pel que fa a la fusio6 COPTS5::GFP, les

taxes de complementacié també son parcials. Concretament, COPTS i1

-160-



Resultats i discussio: Capitol 4

COPTS5::GFP complementen la soca de llevat ctridctr34 en la mateixa
mesura (Figura R4.4A). Les diferéncies de creixement en medis no
fermentables estan relacionades amb la disponibilitat de Cu ja que en
suplementar el medi amb un excés de Cu, tots els transformants creixen

perfectament (Figura R4.4A).

A

ctriA Glicerol )
+Cu Glicerol

ctr3A
+

Vector

COPT1

COPTS

COPTS5::GFP

COPTS5::GFP FM4-64 solapament transmitancia

B .
L 1" e
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Figura R4.4: Complementacio i localitzaci6 de COPTS::GFP en la soca mutant de
llevat ctridctr34. A) Complementacié la soca mutant de S. cerevisiae ctridctr3A amb
COPTS5::GFP. La soca mutant ctrldctr34 va ser crescuda fins assolir la fase exponencial i
va ser transformada amb els vectors p426GPD, p426GPD::COPTI, p426GPD::COPT5 i
p426GPD::COPTS5::GFP. Els transformants obtesos van ser crescuts en medi selectiu SC-
ura (glucosa com a font de carboni) i en medis amb glicerol suplementat amb 100 uM de
Cu. En cadascuna de les fileres, cada gota representa una dilucié 1/10 del cultiu respecte de
I’anterior. B) Localitzacio subcel-lular de COPTS5::GFP en la la soca mutant de S.
cerevisiae ctridctr3A. Es mostra el patré de fluorescéncia de COPTS::GFP, la
fluorescéncia de la sonda FM4-64, junt amb el solapament dels senyals i la imatge de
transmitancia corresponent.
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A continuacié, es va estudiar la localitzacio subcel-lular de
COPTS5::GFP en els llevats transformants mitjangant la fluorescéncia de la
GFP. Les c¢l-lules es van tractar amb el colorant FM4-64 per tal de distingir
els vacuols. En aquest cas, la fluorescéncia de COPTS5::GFP s’estableix
irregularment al citosol del llevat, sense que s’hi observe cap patr6é definit
(Figura R4.4B). D’aquests experiments es desprén que la proteina de fusio
COPTS5::GFP es localitza intracel-lularment en llevat i que, probablement, la
baixa complementacid de la soca de llevat ctridctr3A siga deguda, en part,

a aqueixa distribuci6 intracel-lular del transportador.

2.3. Localitzacio subcel-lular de COPT5::GFP en A. thaliana

Amb la finalitat de testar si la ubicaci6 intracel-lular observada en llevat
es confirma en cél-lules vegetals, vam optar per transformar la linia silvestre
d’A. thaliana amb el vector d’expressi6o pFP101::pCOPTS5::COPTS5::GFP,
el qual dirigeix I’expressié de la proteina de fusi6 COPTS5::GFP sota el
control del promotor endogen, pCOPT5 (Materials 1 Meétodes; apartat 2.3.3).
En la primera ronda de transformacid es va recollir 10 linies transgeéniques
independents que foren sembrades de nou per tal d’obtindre linies
homozigotes. A partir de plantules de 7 dies, es va estudiar la fluorescéncia
mitjangant microscopia confocal. La distincio de la fluorescencia de la GFP
de I’autofluoresceéncia de la paret vegetal en arrels s’aconsegueix tenyint les
cel-lules amb una solucié de iodur de propidi (Materials i Métodes; 4.3.1).
El patré de fluorescencia associat a la quimera COPTS5::GFP comprén una
série de punts al citoplasma, tant a nivell de les arrels com en la part aéria

(Figura R4.4A). Per tant, amb aquesta estratégia, concloem que la proteina
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de fusio COPTS5::GFP s’associa amb algun compartiment intracel-lular per

determinar.
| !
B
COPT5::GFP p24™utl::RFP Clorofil-la Solapament Transmitancia

Figura R4.4: Localitzacié subcel-lular de la proteina quimérica COPT5::GFP. A)
Localitzacié subcel-lular de la proteina COPTS5::GFP en c¢l-lules de ’arrel de plantules
pCOPT5::COPTS5::GFP de 7 dies. La fluoresceéncia roja es deu a la tinci6 amb iodur de
propidi de la paret cel-lular Es mostra un detall al panell dret. B) Localitzacié subcel-lular
de la proteina COPTS5::GFP en protoplasts d’A4. thaliana. En protoplasts aillats de fulles de
plantes de 30 dies crescudes en test es va coexpressar transitoriament COPTS5::GFP i
p24™"::RFP. Imatges amb els filtres per a la fluorescéncia de la GFP, RFP, la clorofil‘la,
el solapament d’ambdues i la imatge de transmitancia.

Amb I’objectiu de precisar a nivell de quin compartiment s’estableix
COPTS5::GFP, es va aillar protoplasts de fulles d’A4. thaliana de plantes de
30 dies crescudes en test. A continuacio, es van transformar transitoriament
amb el vector pCaMV(35S)::COPTS5::sGFP 1 un seguit de proteines
marcadores de compartiments fusionades a la proteina roja fluorescent
(RFP): pBP30::Manl::RFP (aparell de Golgi), pBP30.::p24::RFP (reticle

4mut1 .

endoplasmatic) i pB30::p2 :RFP (compartiment prevacuolar, PVC, i
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vacuol) cedides pel doctor Fernando Aniento (Universitat de Valéncia)
(Langhans et al. 2008). El patr6 de fluorescencia de la proteina de fusio
COPTS5::GFP s’observa en forma de cossos granulats intracel-lulars
adjacents als cloroplasts i tan sols colocalitza amb el senyal del marcador
p24™1::RFP (Figura 4.4B). Conseqiientment, COPT5 esdevé una proteina
del PVC.

Finalment, com a conclusio dels estudis de localitzacid realitzats, volem
indicar que els resultat de tots els experiments presentats evidencien la
ubicacio intracel-lular de COPTS a nivell del PVC i, atés la topologia que
adopten els transportadors de la familia CTR, proposem que COPTS5 deu

actuar transportant el Cu envers el citoplasma.

3. Estudi de ’expressio génica de COPT5

3.1. Estudi in silico de la seqiiéncia promotora de COPT5

Amb la finalitat d’establir els elements en cis presents al promotor de
COPT)S (a partir d’ara pCOPTY), es va dur a terme una analisi in silico amb
el servidor PLACE (Materials i M¢todes; apartat 2.2.7). A I’hora de
considerar el pCOPT5 hem de tindre present que en el genoma d’A.
thaliana, COPTYS 1 el segiient gen, At5g20660 (possible peptidasa vacuolar),
es transcriuen en sentit oposat, 1 les seues seqiiencies codificants es troben
separades per 480 pb, de manera que poden compartir elements reguladors

en cis.
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-357 ACCAGAATCA GGTTAA ATTGAATTTG AATGGGACAA ATAGAAAAAA
-307 TCAGCTTGAT GATGATGACG ACGAAGACGA GATTTTTTTT TTTTTTTTTG
-257 A AAGG AAGAGTTGAT TA[BEEEEECC CCTTAGATTG TATTTA
-207 CGTAAATACC ACTTTGACTT TTTAGCGGCA GTAGCTGCAC TAAAATATAT
-157 GAAGCCTTGT GTTATTGTAA GCC GGA CTATAATGTG AGCCCACGAA
-107 GAAACGTATC TTCTAATCAA TAATT AACCAAACCT CTTCCCAATC
-57 C GCTT CATCGTTTTA TCTTCCAATC AAAGCAGCTC AAATCAAGCT
-7 CGCAAAGATG

Figura R4.6: Seqiiéncia de nucleotids del promotor de COPTS. Seqiiéncia de
nucleotids del fragment considerat com a pCOPTS5 amb la posicio relativa respecte del
primer nucleotid del triplet d’inici. Caixes CACT i CAACA d’expressi6 a fulles de roseta i
mesofil-le (taronja), els elements CAAT d’expressio a llavors (roig), els elements ACGT de
resposta a etiolacio (subratllats en blau) i els MACCWAMC de resposta a lignificacid
(marro). La caixa E apareix subratllada en roig. Tant I’inici de la seqiiéncia codificant com
la caixa TATA es resalten en negreta i subratllat. Les fletxes morades indiquen la posicid
dels encebdors COPT5-357-HindIII-F i COPTS-ATG-R.

Dels 480 pb que separen COPTS del gen precedent, es va fer la
prediccio tedrica dels 357 pb més proxims al triplet d’inici de COPTS
(pCOPTYS). Aquesta analisi no identifica cap motiu GTAC de regulaci6 per
Cu (Kropat et al. 2005), pero si una caixa E relacionada amb els factors
transcripcionals tipus bHLH, com 1’encarregat d’induir els gens de resposta
al deficit de Fe, FIT1 (Colangelo 1 Guerinot, 2004). També trobem dos
elements de regulaci6 tipus ACGT relacionats amb I’etiolacié (Simpson et
al. 2003) i una caixa MACCWAMC involucrada en el procés de lignificacié
(Tamagnone et al. 1998). Pel que concerneix els motius especifics
d’expressid en teixit, el pCOPTS presenta dues caixes de direccionament al
pol-len tipus GTGA 1 AGAA (Rogers et al. 2001; Filichkin et al. 2004) 1 2
caixes CAAT de direccionament a llavors (Shirsat et al. 1989) (Figura
R4.6). Aixi doncs, aquesta analisi in silico del pCOPTS indica que, a nivell
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de teixits, COPT5 s’expressa principalment a les fulles, pol-len i llavors. Per
altra banda, les dades recollides a I’eFP Browser postula que COPTS és un
gen d’expressio intensa al llarg de tot el cicle vital d’A4. thaliana a nivell de

la major part dels teixits de la planta, excepte al pol-len.

3.2. Establiment del patr6 d’expressio tissular del gen COPT5

Amb I’objectiu d’establir quin és el patr6 d’expressid per teixits de
COPTS5, es va procedir a fusionar el pCOPTS5 al gen alertador GUS.
L’esmentada estratégia ens permet identificar les regions on s’expressa
COPT5 en base al precipitat blau que genera la B-glucuronidasa en
presencia del reactiu X-gluc (Materials 1 Métodes; apartat 4.3.2). A partir de
gDNA de fulles de plantes de I’ecotipus Col0 d’A. thaliana crescudes en test
vam amplificar per PCR els 357 pb del pCOPT5 amb els encebadors
COPTS5-357-F-HindlIIl i COPTS5-ATG-R (Figura R4.6; Materials i Métodes;
Taula M3). L’amplic6 generat es va fusionar al gen GUS en el vector
d’expressio binaria pFP101::GUS::NOS entre els llocs Hindlll 1 Xbal. A
continuacio, plantes de la linia silvestre van ser transformades amb el vector
pFP101::pCOPT5::GUS::NOS per immersiéo floral i, en base a la
fluorescéncia de les llavors, es va recollir vora 30 llavors transformants

independents (Materials i Métodes; apartat 1.3.2).

Per esbrinar el patré d’expressié de COPTS en teixits vegetatius, es va
sembrar llavors de la linia pCOPTS5::GUS::NOS, 1 les plantules recollides
van ser embegudes amb la solucid de reaccid6 X-gluc i posteriorment

destenyides amb etanol. A nivell de plantules de pocs dies, la tincid
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associada a GUS es concentra a ’arrel, tant a la principal com a les laterals
(Figura R4.7A i B). La tinci6 apareix rapida i intensament, cosa que
reflecteix I’alta expressio del pCOPTS en aquest teixit. Una observacié meés
acurada de les arrels permet esclarir que la tinci6 és més intensa a nivell dels
vasos conductors. Aquest patro es repeteix, tant en plantules de 5 dies, com
en les de 7 i 15 (dades no mostrades). A la part aéria, la tinci6 es
desenvolupa més tard i de forma menys intensa que en el cas de les arrels,
fet que indica que les taxes d’expressido del promotor no son tan elevades
com a l’arrel. A partir de la corona i fins els cotiledons, COPTS s’expressa
de forma ténue cap a les capes epidérmiques, si bé €s evident que, de nou, la
ubicacio preferent son els teixits que envolten els feixos conductors (Figura
R4.7C). Durant la primera setmana, els cotiledons mostren una tincio
general de forma més intensa a nivell de les nervadures. Aquest patr6 es
repeteix en les fulles vertaderes emergents, fulles de roseta, caulinars i
senescents (Figura R4.7D-F). A nivell de la tija, la tincid observada se
centra en les c¢l-lules dels voltants dels feixos vasculars 1 de forma més
tenue cap a I’epidermis. També observem tincid en els tricomes i1 en el

meristema apical caulinar (Figura R4.7F i G).

Amb la finalitat d’establir el patrd d’expressio de COPTS en plantules
etiolades, llavors de la linia pCOPTS::GUS::NOS van ser sembrades en
medis 2 MS sense sacarosa i suplementat amb BCS 100 uM. Les plaques es
van desar en una camera de cultiu durant 7 dies protegides de la llum. Les
plantules etiolades van ser recollides en foscor i es va efectuar I’assaig GUS.
Aquestes plantules reprodueixen el patrdé de tincié de les plantules de

setmanes ja que s’hi observa una tincid rapida i intensa a I’arrel i,
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posteriorment, de forma més ténue als hipocotils i cotiledons (Figura R4.7H

i1). A més, es torna a fer palés la tincid dels feixos conductors.

Figura R4.7: Patré d’expressio tissular de COPTS5. Tincié B-glucuronidasa en organs
de plantes pCOPT5::GUS::NOS: (A) visio general de plantules de 7 dies i (B) detalls dels
pels radiculars, (C) de la tija, (D) cotiledons, (E-F) fulles vertaderes, (G) meristema apical
caulinar i tricomes, (H i I) plantules etiolades, (J i K) flors en pre i post-antesi, (L-N)
siliqiies, (O) estams i (P) embrid.

Pel que concerneix els oOrgans reproductors de la planta, es va
seleccionar flors i siliqiies en diferents estadis de plantes de 30 dies
crescudes en substrat. A nivell de flors, la tinci6 GUS apareix a la part
femenina, tant als ovuls com als pistils de flors en preantesi i post-antesi
(Figura R4.7J-K). Per altra banda, en siligiies joves el patr6 de tincid

comprén el conducte que recorre transversalment la siliqua i els embrions
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que alberga (Figura R4.7L). En estudiar siliqiies més avancades, la tincid se
centra en el feix vascular i els furuncles (Figura R4.7M i N). A la part
masculina, destaca que els filaments de les anteres presenten tincid positiva,
perd no mai el gra de pol-len (Figura R4.70). L’estudi de I’embri6 es va fer
a partir de llavors embegudes en la soluci6 de reaccidé. En extraure’n
I’embrid es va observar que aquest presentava un patrd de tincié homogeni

(Figura R4.7P).

Aquests resultats posen de manifest ’amplia expressié6 de COPTS5 per
tot el cos de la planta al llarg del cicle vital, excepte en el gra de pol-len. A
més, es palesa la implicaci6 de COPT5 en els estadis inicials del
desenvolupament 1 en els feixos conductors, fet que suggereix que COPTS
siga un transportador clau per a la distribuci6 1 translocacié del Cu en la

planta.

3.3. Regulacio per coure de ’'mRNA de COPTS5

Els mRNA dels transportadors COPTI i COPT2, estan regulats
negativament en preseéncia de Cu (Sancendn et al. 2003; Yamasaki et al.
2009 i capitol 2). Nogensmenys, en el capitol 2 hem vist que els nivells de
I’'mRNA COPT2 disminueixen en preséncia de Cu. L’analisi teorica dels
357 nucleotids del pCOPTS5 no revela la preséncia d’elements de regulacio
per Cu. Aixi 1 tot, amb la finalitat d’esbrinar si ’'mRNA de COPTS esta
regulat per Cu, es va sembrar llavors de les linies silvestres en medis /2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i diferents concentracions de CuSO4 o BCS

100 uM, tal i com es descriu a la Figura R4.8. Als 7 dies es va recollir una
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primera remesa de plantules i se’n va aillar I’RNA total per
retrotranscriure’l a ¢cDNA. Aquest cDNA fou utilitzat com a motlle per
analitzar per qPCR les taxes d’expressio de COPTS en funcié del Cu exogen
1 constitueix el mateix material de partida que hem utilitzat per analitzar
I’expressio de COPT2 i COPT6 en els capitols anteriors (Figura R1.4 1
R3.7). Per altra banda, als 25 dies es va recollir una segona remesa de
plantules i es va repetir I’experiment. En tots els casos, els resultats obtesos
es normalitzen amb els valors d’expressid del gen de I'ubiqiiitina. En
I’experiment fet amb plantules de 7 dies explorem el rang de Cu que
comporta deficit (0-0.3 pM de CuSO,) i1 el de suficiéncia (0.3-2 uM de
CuS0Oy). Independentment de la concentraci6 de Cu exogen, els nivells
d’expressio relativa de ’'mRNA de COPTS no experimenten cap diferéncia
significativa (Figura R4.8A). En plantules de 25 dies, el comportament de
COPTS5 en medis deficients (BCS 100 uM i 0 uM de CuSOy), en condicions
de suficiéncia (1 uM de CuSOy) i1 excés (10 uM de CuSO4) no implica cap
tipus de regulacio per Cu (Figura R4.8B).
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Figura R4.8: Analisi per qPCR de I’expressi6 de COPT5 en medis amb diferent
concentracié de Cu. A) Expressio relativa de ’'mRNA de COPTS5 en plantules de 7 dies.
L’RNA total de plantules de 7 dies crescudes en condicions de dia intermedi i sota diferents
concentracions de Cu segons s’indica a les figures va ser retrotranscrit a cDNA i quantificat
per qPCR amb els encebadors especifics per a COPTS5 (COPT5-qPCR-F i COPT5-qPCR-
R) i normalitzat amb I’expressio del gen UBQI0 (Materials i Métodes; Taula M2). Les
concentracions de Cu s’expressen en uM. B) Expressio relativa de ’'mRNA de COPTS en
plantules de 25 dies. Es quantifica per qPCR els nivells d’mRNA de COPTS5 en plantules
crescudes amb diferents concentracions de Cu o de quelant BCS (100 pM). Les barres
d’error indiquen I’error associat a la mitjana de tres experiments independents.

Amb I’objectiu d’estudiar I’expressio de 'mRNA de COPT5 mitjangant
una altra aproximacid, en tant que disposem de la linia
pCOPTS5::GUS::NOS, es va estudiar si el Cu present al medi era capag de
modificar el patré d’expressid descrit a ’apartat anterior. En comparar la
tinci6 de la B-glucuronidasa en plantules de 7 dies crescudes en medis /2 MS
suplementat amb sacarosa 1% 1 BCS 100 pM amb les plantules crescudes en
preséncia de Cu 1 uM no es va detectar cap variacid, ni en la tincio, ni en el

patré descrit préviament (dades no mostrades).
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En conclusid, els nivells d’mRNA de COPT5 no experimenten cap tipus
d’alteraci6 significativa en funci6 del Cu present al medi de cultiu. Aquest
fenomen no ¢és exclusiu dels primers dies de creixement, ja que les plantules
de 25 dies d’edat mantenen el mateix patr6 de regulacio. Tanmateix, la
manca de regulacié a nivell d’'mRNA no exclou la possibilitat de que els
sistemes de regulacid actuen a nivell post-transcripcional. Aprofitant que
disposem d’una linia pCOPT::COPT5::GFP, en qué¢ la quimera
COPTS5::GFP esta dirigida pel promotor autocton, es va decidir creéixer
llavors en medis amb diferent concentracidé de Cu, amb 1’objectiu d’esbrinar
si existeix algun tipus de regulacié post-transcripcional a través de la
fluorescéncia de la GFP. En aquest cas, les llavors transgéniques es van
sembrar en medis 2 MS suplementats amb sacarosa 1% 1 BCS 100 uM
(deficit de Cu), Cu 1 uM (suficieéncia) i 10 uM (excés). Mitjancant una lupa
acoblada a un feix de llum ultraviolada, vam comprovar el senyal
fluorescent a nivell de les arrels. En aquest cas, hi vam observar que la
fluorescéncia associada a la GFP es mantenia en totes tres condicions, sense
que es detectara cap patr6d diferencial. Per tant, concloem que la quimera
COPT5::GFP, a més d’expressar-se independentment de la concentracié de
Cu present al medi, també es tradueix a proteina. De la mateixa manera, en
les plantules sobreexpressores, els nivells de proteina COPTS::HA es

mantenen constants independentment del Cu exogen.
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4. Obtencio i caracteritzacio de linies amb insercions de T-DNA que

afecten el gen COPTS

Amb la finalitat d’avaluar la participacio del transportador COPTS5 en el
metabolisme general d’A4. thaliana, es va cercar linies transgéniques amb
insercions de T-DNA dins la seqiiencia codificant del gen COPTYS en la base
de dades del TAIR (www.arabidopsis.org) per tal d’obtenir mutants

incapacos d’expressar el gen d’estudi. Es va adquirir les linies COPT5-2
(SALK collection, NASC ID: N593550) i COPT5-3 (NASC collection,
NASC ID: N842717).

4.1. Obtencié de mutants per a COPTS

Tot 1 que a les bases de dades se’ns indica la posicio relativa de les
insercions de T-DNA, cal establir exactament a quin nivell es produeix la
interrupcio del gen. Per tal d’establir el lloc exacte d’inserci6 del T-DNA, es
va dissenyar una primera ronda de PCR per amplificar els al-lels amb
insercions, mitjancant els encebadors COPT5-LB i SALKdins, per a la linia
COPT5-2; 1 COPTS-LB i SAIL-LB3-R, per a la linia COPT5-3 (Taula R4.1
1 Materials 1 Métodes). Les llavors de les dues linies de mutants van ser
crescudes en test i se’n va extraure el gDNA a partir de fulles. La
determinacié exacta del lloc d’insercid es va establir mitjancant la
seqiienciacié de la banda de PCR corresponent a I’al-lel inserit amb 1’al-lel
SALKdins o SAIL-LB3-R (Materials i M¢todes; Taula M5). Atenent a la
seqiienciacio i el posterior aliniament de seqiiéncia, els mutants COPT5-2 1

COPTS5-3 presenten la inserciéo de T-DNA a nivell del nucleotid + 4 i + 8,
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respectivament (considerant + 1 el primer nucleotid de la seqiiéncia
codificant) (Figura R4.9A), de manera que ambdues linies esdevenen

candidates per a mutants de perdua de funcio.

Taula R4.1: Combinacié d’encebadors per distingir els al-lels silvestres i inserits en els
mutants copt aixi com el tamany dels amplicons esperats (en pb)

Linia Al-lel silvestre Tamany Al-lel inserit Tamany
COPTS-2 COPTS5-LB 1040 pb COPT5-LB 858 pb
COPT5-RB SALKdins
COPTS5-3 COPT5-LB 1040 pb COPT5-LB 862 pb
COPT5-RB SAIL-LB3-R

Amb la finalitat de destriar els individus homozigots per a cadascuna de
les linies estudiades, es va dissenyar, a més de la combinaci6é d’encebadors
per a I’al-lel inserit indicada en [’apartat anterior, el parell COPT5-LB 1
COPTS5-RB per distingir la variant silvestre (Taula R4.1). Com es mostra a
la figura R4.9B, amb els individus silvestres tan sols som capagos
d’amplificar 1’al-lel inserit, mentre que en els mutants homozigots
s’amplifica Unicament les variants amb insercid. En aquest cas, se
seleccionaren els individus homozigots per a la inserci6 per als futurs

assaigs.
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Figura 4.9: Analisi dels mutants amb insercions de T-DNA copt5-2 i copt5-3. A)
Esquema de la disposicié del lloc exacte d’insercio del T-DNA (triangle invertit), les
seqiiéncies flanquejants en cadascuna de les dues linies mutants assajades i els encebadors
emprats per genotipar els mutants: COPT5-RB (R), COPT5-LB (L), SALKdins (2) i SAIL-
LB3-R (3) (fletxes roges). B) Genotipat de les lines mutants. Els productes de PCR, fruit de
les combinacions d’encebadors proposades, a partir de gDNA dels mutants homozigots per
a la insercié de T-DNA i plantules silvestres, es migren en un gel d’electroforesi on el patrd
de tamanys s’expressa en parells de bases (pb). C) Manca d’expressié de COPTS en els
mutants copt5.Productes de sqPCR per a COPTS5 de plantules de 7 dies de les linies
silvestre (WT), copt5-2 (C52), copt5-3(C53) i mutant copt5-2 complementat (COMP),
crescudes en medi /2 MS comercial suplementat amb sacarosa 1%. El gen ACT! s’utilitza
com a control de carrega.

Amb D’objectiu de comprovar com la insercio6 de T-DNA afecta
I’expressio del gen COPTS, es va aillar ’'RNA total de plantules silvestres i
de les linies homozigotes per a la inserciéo de T-DNA: COPT5-2 i COPTS-3,
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crescudes en medi 2 MS comercial, suplementat amb sacarosa 1% (Sigma)
durant 7 dies. L’RNA total fou retrotranscrit a cDNA amb la finalitat de ser
analitzat per sqPCR, sota condicions no saturants, per al gen COPTS5. Les
quantitats obteses es van comparar en base a I’amplificaci6 del gen de
I’actina. Segons aqueix experiment, les linies mutants COPT5-2 i COPTS5-3
son incapaces d’expressar el gen COPTS. Considerant que el T-DNA inserit
a les linies COPT5-2 i COPTS-3 interromp la seqiiéncia codificant i que
aquestes linies no expressen COPT5 concloem que es tracta de dos mutants
de perdua de funcié (a partir d’ara copt5-2 i copt5-3) (Figura R4.9C).
Addicionalment, el mutant copt5-2 fou crescut en test i transformat amb la
construccié pCOPTS::COPTS5 (Materials i Métodes ; apartat 2.3.4), per tal
d’obtenir un mutant complementat que revertira I’expressio de COPTS

(Figura R4.9).

4.2. Caracteritzacié dels mutants de pérdua de funcié per a copt5

4.2.1. Analisi fenotipica en medis deficients en coure

Amb I’objectiu d’analitzar com afecta al conjunt de la planta la
impossibilitat d’expressar COPTS, es va creixer les linies: mutants copt5-2 i
copt5-3, silvestre i mutant complementat, en substrat durant 30 dies. De la
mateixa manera, les mateixes linies van ser sembrades en medi 2 MS
suplementat amb sacarosa i diferents concentracions de Cu. En primer lloc,
fem palés que les linies mutants crescudes en substrat no s’hi aprecia cap
tipus d’anomalia visible durant el creixement i no tenen problemes per

tancar el cicle vital. Tampoc s’observaren alteracions en plantes crescudes
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en cultiu hidroponic. Pel que concerneix les plantules de 7 dies, els mutants
copt5 crescuts sota condicions de suficiéncia o excés de Cu (%2 MS + Cu 1
uM o %2 MS + Cu 10 puM) no manifesten cap fenotip en comparaci6 a la
linia silvestre o complementada (Figura R4.10). Ara bé, en les plantules de
les linies mutants crescudes en medis /2 MS amb sacarosa 1% s’hi aprecia
una lleugera reduccio en la longitud de I’arrel principal. Per tal de testar si la
reducci6 en les arrels dels mutants copt5 esta relacionada amb el déficit de
Cu, es va repetir I’experiment en medis on introduiem diferents
concentracions del quelant de Cu extracel-lular BCS. En aquest cas, s’hi
observa una progressiva reduccid de la longitud de 1’arrel principal a mesura
que augmentem la concentracié de quelant en el medi (Figura R4.10). Sota
les condicions més drastiques que hem assajat (2 MS + BCS 100 uM +
sacarosa 1%), la reduccié observada és aproximadament del 75% respecte

de la linia silvestre (Figura R4.10).
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Figura R4.10: Inhibici6 del creixement de ’arrel principal en els mutants copt5. A)
Creixement en vertical de plantules silvestres (WT) i copt5-2 (52) durant 7 dies en medis %2
MS suplementats amb sacarosa 1% i diferents concentracions de BCS o Cu indicades. B)
Representacio6 de les dades provinents de les mesures de la longitud de ’arrel principal de
plantules silvestres (WT), copt5-2 (52) i copt5-3 (53) de 3 experiments independents amb la
desviaci6 estandard associada a la mitjana.

Paral-lelament, vam dur a terme el mateix experiment per tal d’avaluar
si ’esmentada resposta al deficit de Cu s’exacerbava al llarg del temps.
Després de 25 dies, les plantules de les linies copt5 exhibien una major
inhibici6 del creixement de 1’arrel principal i una disminuci6 del tamany, fet
que es tradueix en una reduccid de pes fresc (Figura R4.11). En concret,

ambddés mutants manifesten una peérdua de vora el 50% del pes fresc
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respecte de la linia silvestre en condicions de déficit extrem, fet que implica
una major sensibilitat dels mutants copt5 al deficit de Cu. Per contra, en
condicions de suficiéncia (2 MS + Cu 1 pM + sacarosa 1%) no s’hi
aprecien diferéncies fenotipiques en pes fresc (Figura R4.11). En tots els
casos, la linia mutant copt5-2 complementada amb el gen COPTYS, restablia

el fenotip de la linia silvestre.

F-— 1 ?
WT  C52 C53 COMP wr c52  C53  COMP
BCS 100 uM Cu 1uM
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ﬁ
= 0,06
w,
C
p 0,04
<
< 0,02
w»
v
[-W
0,00
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Figura R4.11: Caracteritzacié del fenotip de copt5 crescudes en placa durant llargs
periodes A) Fenotip de les quatre linies: silvestres (WT), mutants copt5 (C52 i C53) i
mutant complementat (COMP) crescudes en vertical durant 25 dies en medis 2 MS
suplementats amb sacarosa 1% i Cu (1 uM) o BCS (100 uM). B) Mesura del pes fresc a
partir del pes de 5 plantules de cadascuna de les linies adés considerades. Les barres d’error
corresponen a la desviacido estandard de les mitjanes de 3 experiments biologicament
independents.

Per tal d’assegurar-nos que els fenotips que hem descrit sén

conseqiiéncia del déficit de Cu” causat pel quelant BCS, es va procedir a fer
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un assaig de competeéncia amb diferents metalls. El medi 2 MS suplementat
amb sacarosa 1% 1 BCS 50 uM va ser enriquit amb 30 pM de sals de
diferents metalls. Sobre aquests medis, es va sembrar la linia silvestre junt
amb les dues linies copt5 1, en assolir el set¢ dia de creixement, es va
efectuar la mesura de la longitud de 1’arrel principal. E1 BCS competeix pel
Cu’ amb els sistemes de transport de la planta, de manera que, malgrat
I’efecte quelant, I’excés de Cu que hem aportat garanteix el metall per a la
planta 1 evita la inhibicié del creixement de la longitud de I’arrel principal
en les linies mutants (Figura R4.12). La plata (Ag), metall isoeléctric al Cu’,
competeix amb el Cu’ pel BCS, de forma que 1’excés de Ag’ és quelat pel
BCS i la planta pot disposar del Cu" (Figura R4.12). Per tant, s’evidencia
que P’especificitat del fenotip del mutant copt5 €s deu a I’estat nutricional de

deficit de Cu causat pel quelant BCS.
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=
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WT 52 53 WT 52 53 WT 5253 WT 52 53 WT 52 53 WT 52 53 WT 52 53

0 Cu Ag Fe Zn Mn Cd

Figura R4.12: Especificitat del Cu” en el fenotip dels mutants copt5. Les linies
silvestre i mutants copt5-2 i copt5-3 (52 i 53) van ser crescudes durant 7 dies en medis Y2
MS amb BCS 50 uM i sacarosa 1% suplementat amb sals de diferents metalls (30 pM):
medi control sense afegir-hi metalls (0), Cu, Ag, Fe, Zn, Mn i Cd. Les mesures de I’arrel
principal es van fer per triplicat i se’n mostren les barres d’error corresponents a la
desviacio estandard associada a la mitjana i es van relativitzar al valor maxim de cada
tractament.
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Amb I’objectiu de discernir si la inhibicid de la longitud de les arrels era
conseqiiencia d’haver germinat les Ilavors directament sobre medis
extremadament deficients en Cu o si es tractava d’un defecte que concerneix
el creixement de la plantula, es va fer un nou assaig de sensibilitat al deficit
de Cu (Materials i Méetodes ; apartat 4.3.1). En aquest cas es va sembrar
llavors de les linies copt5-2, copt5-3, mutant complementat i silvestre en
medis %2 MS amb sacarosa 1% 1 Cu 2.5 uM, i es van créixer durant 6 dies. A
continuacio, es van transferir a medis /2 MS amb sacarosa 1% 1 BCS 40 uM
0 Cu 2.5 pM. Després de 7 dies es va mesurar la longitud de I’arrel principal
a partir del punt de transferéncia (linia puntejada en Figura R4.13). Tant les
plantules de la linia silvestre com les de la linia complementada no mostren
diferencies en la longitud de les arrels en els dos medis assajats. Ara bé, en
el cas de les plantules mutants, mentre que en les condicions de suficiéncia
no s’hi observa cap diferéncia de creixement, en els medis deficients
presentaven una reduccié de vora el 50% en la longitud de ’arrel respecte

de les linies silvestre i complementada (Figura R4.13).
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A copt5-2 WT

BCS 100 uM Cu1pM

Longitud arrels (cm)

-Cu suf -Cu suf -Cu suf -Cu suf

WT C52 C53 comPpP

Figura R4.13: Experiment de sensibilitat al déficit de Cu dels mutants copt5. A)
Creixement de les arrels de plantules silvestres (WT) i mutants copt5-2 crescudes durant 6
dies en medi 2 MS suplementat amb sacarosa 1% i Cu 2.5 uM i transferides a medis amb
deficiéncia (BCS 50 uM) o suficiéncia (Cu 2.5 uM) en Cu. La linia discontinua indica el
punt de referéncia de la mesura. B) Representacié de la longitud diferencial assolida en
I’experiment A) per part de les linies silvestres (WT), mutants copt5-2 (C52) i copt5-3
(C53) 1 mutant complementat (COMP) en medis amb deficiéncia (-Cu, BCS 50 uM; barres
blaves) o suficiéncia de Cu (suf, Cu 2.5 pM; barres roges). Les barres d’error corresponen a
la desviaci6 estandard associada a les mitjanes d’almenys 3 experiments independents i els
asteriscs les diferéncies estadisticament significatives amb un p<0.005.

Per tal d’escometre si I’acurtament de les arrels dels mutants copt5 en
condicions de deficit de Cu es deu a la perdua de viabilitat de les cel-lules
de I’arrel, es va efectuar un experiment de viabilitat a partir de plantules
silvestres 1 copt5-2 de 7 dies crescudes en medis 2 MS suplementat amb

sacarosa 1% 1 BCS 100 puM. La perdua de viabilitat es pot monitoritzar
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mitjangant 1’increment en la lignificacid, de manera que les cél-lules
lignificades es tinyen amb iodur de propidi i incrementen l’emissié de
fluorescencia respecte de les cel-lules viables (Materials 1 Métodes; apartat
4.3.1). En observar les arrels tenyides sota un microscopi confocal, no vam
ser capagos de distingir cap diferéncia entre les linies silvestres i les mutants
(Figura R4.14). Per tant, concloem que 1’acurtament que experimenten les

arrels dels mutants no es conseqiiéncia d’un increment de la mort cel-lular.

WT copt5-2

Figura R4.14: Estudi de la viabilitat de les cél-lules de I’arrel principal dels
mutants copt5-2. Plantules de la linia silvestre i mutant copt5-2 de 7 dies, crescudes en
medis 2 MS amb BCS 100 uM i sacarosa 1%, van ser tenyides amb una solucié de iodur
de propidi i observades al microscopi confocal per tal d’establir els diposits de lignificacio.
En ambdues figures s’indica amb una franja 1’escala equivalent a 50 um.

Amb la finalitat d’escrutar si la manca de Cu altera el creixement dels
mutants copt5 en condicions d’etiolacio, llavors de les linies silvestres,
copt5-2 1 mutant complementat es van estratificar durant dos dies en medis
%2 MS sense sacarosa, suplementats amb Cu 1 pM o BCS 100 pM, i es van
fer creixer protegides de la llum durant 6 dies en condicions de fotoperiode
intermedi. Transcorregut aquest temps, es va mesurar la longitud de
I’hipocotil. Les plantules etiolades de la linia silvestre i del mutant
complementat no exhibien diferéncies en la longitud dels hipocdtils,

independentment del medi on havien crescut. Nogensmenys, les plantules
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etiolades de la linia copt5-2 presentaven una reduccié de vora el 35% en la

longitud de I’hipocotil (Figura R4.15).

Longitud hipocotils (cm)

BCS Cu BCS Cu BCS Cu
WT C52 COMP

Figura R4.15: Mesura de la longitud dels hipocotils en el mutants copt5. Llavors de
les linies mutants silvestres (WT), mutant copt5-2 (C52) i mutant complementat foren
sembrades en medi 2 MS sense sacarosa i suplementat amb BCS 100 puM (BCS, barres
blaves) o Cu 1 uM (Cu, barres roges) i estratificades durant 2 dies a 4 °C. Es desaren,
protegides de la llum, en cambres de cultiu sota un fotoperiode de dia curt amb cicles de
temperatura i al cap de 6 dies es va mesurar la longitud dels hipocotils. Les barres d’error
s’associen a la desviacid estandard de la mitjana de més de 6 plantules, i els asteriscs les
diferéncies estadisticament significatives amb un p<0.005.

Tot plegat, d’aquesta remesa d’experiments es conclou que els fenotips
dels mutants copt5 relacionats amb al creixement ocorren com a

conseqiiéncia d’un déficit de Cu.

4.2.2. Determinacié del contingut en coure endogen dels

mutants

Per tal de caracteritzar en més detall el comportament dels mutants
coptS, es va determinar el contingut en Cu endogen. Per a aquest proposit,
es va creixer llavors de les linies silvestre i mutants copt5-2 1 copt5-3 en

medis %2 MS suplementat amb sacarosa i BCS 100 uM o Cu 1 pM. Es va
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recollir una remesa de plantules de 7 dies i una altra de 25 dies. El material
va ser secat en un forn i digerit amb acid nitric per fer la mesura de Cu total
per absorcié atomica (Materials 1 M¢ctodes; apartat 4.3.5). La determinacio
de Cu endogen que hem efectuat mostra que no existeixen diferéncies
significatives entre les plantules silvestres i mutants crescudes en medis
deficients o suficients en Cu (BCS 100 uM o Cu 1 puM, respectivament;
Figura R4.16). Independentment de si hem utilitzat plantules de 7 o 25 dies,
els valors obtesos no impliquen diferéncies significatives entre les linies
silvestre 1 mutants copt5 per a les condicions assajades. El fet que els
mutants coptd no mostren variacions en el contingut de Cu es consistent
amb la hipotesi de que el transportador COPTS actua a nivell intracel-lular

mobilitzant el Cu i que no s’encarrega d’incorporar-lo del medi exterior.
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Figura R4.16: Contingut de Cu endogen dels mutants copt5. Plantules de 25 dies de
les linies silvestre (WT) i mutants copt5-2 i copt5-3 (C52 i C53) crescudes en medis Y2 MS
+ BCS 100 uM o Cu 1 pM suplementades amb sacarosa 1%, foren llavades i secades per
mesurar el Cu endogen per absorcid atomica en camera de grafit. Les barres d’error
indiquen la desviacio estandard de la mitjana de 3 experiments independents.
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4.2.3. Mesura del contingut en clorofil-les

En complir els 25 dies, els mutants copt5 crescuts en medis deficients en
Cu (BCS 100 pM) mostren, junt amb la reducci6 de la longitud de I’arrel
principal i la pérdua de pes fresc que hem descrit anteriorment, un avangat
estat de clorosi (Figura R4.11). Amb la finalitat de quantificar aqueixa
observacid, vam extraure 1 mesurar el contingut en clorofil-les d’aquestes
plantules en base al métode tricoloromeétric (Materials 1 Métodes; apartat
4.3.1). Mentre que les linies silvestres i els mutants complementats crescuts
sota condicions deficients de Cu presenten el mateix contingut en
clorofil-les que les mateixes plantules crescudes en condicions de
suficiéncia de Cu (1 uM), les plantules mutants exhibeixen una reduccié de
vora el 50% en el contingut de clorofil-les respecte de la condicié de
suficiéncia, 1 de les linies silvestres i complementades (Figura R4.17).
Tanmateix, la relacio entre la clorofil-la a i b roman constant per a tots els

casos (Figura R4.17)
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Figura R4.17: Mesura del contingut en clorofil-la. A) Contingut en clorofil-la a (ng/g
pes fresc) de plantules de 25 dies de les 4 linies assajades, crescudes en dia intermedi
(12L/12D) en medis %2 MS suplementat amb sacarosa 1% i BCS 100 uM o Cu 1 uM. B)
Relacio entre el contingut de clorofil-la a i clorofil-la b. Les barres d’error corresponen a
I’error estandard associat a les mitjanes de 3 experiments independents.

4.2.4. Estudi del transport d’electrons en la cadena fotosintética

Fins al moment, hem demostrat que els mutants copt5 es caracteritzen
per mostar hipersensibilitat al deficit sever de Cu (BCS 100 uM). Com a
conseqiiencia de la hipersensibilitat manifesta, un dels fenotips que
exhibeixen els mutants és una reduccio del 50% del contingut de clorofil-les
en assolir 25 dies. En base a aquest fenotip vam escometre la mesura de

parametres relacionats amb la fluorescencia de la clorofil-la en plantules de
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25 dies de les linies silvestre, copt5-2 1 mutant complementat, crescudes en
condicions de deficit sever de Cu (Y2 MS suplementat amb sacarosa 1% i
BCS 100 pM) amb la finalitat d’abordar possibles defectes en el
funcionament de I’aparell fotosintetic. Les mesures de la fluoresceéncia de
les clorofil-les s’efectuen un cop les plantules han sigut adaptades a
condicions de foscor. En aquest punt, s’efectua un pols amb Ilum actinica
saturant que permeten obtenir la fluorescéncia maxima (Fm’), minima (Fo’)
1 estacionaria (Ft). Tot seguit, es duu a terme una cinctica de 15 minuts en
qué a cada minut s’efectua un pols amb una radiaci6 fotosintéticament
activa (PAR) de 120-125 pmols fotons/m”'s per fer un seguiment dels tres
parametres anteriors al llarg del temps. En base als valors determinats, es
poden calcular tota una série de parametres relacionats amb 1’activitat

fotosintetica de les mostres (Materials 1 Metodes; apartat 4.3.3).

El rendiment maxim del PSII (Fv/Fm) és un parametre que estima la
fraccié de la llum incident que arriba al PSII respecte del total. En els medis
que representen 1’estat nutricional de suficiencia de Cu la linia silvestre,
copt5-2 1 el mutant complementat assoleixen valors similars entre ells, sense
que s’hi aprecie cap variacié en aquest parametre (Figura R4.18). En canvi,
en els medis deficients en Cu, s’observa una disminuci6 en comparaci6 als
valors obtesos en medis suficients, en totes les linies. Mentre que en la linia
silvestre i en el mutant complementat aquesta disminucio és de vora el 25%,
en el mutant copt5-2 el decreixement d’aquest parametre és del 75% (Figura

R4.18).
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Figura R4.18: Determinacié del parametre de Fv/Fm. Relacio Fv/Fm per a les linies
silvestre (WT), copt5-2 (C52) i mutant complementat (COMP) en medi %2 MS suplementat
amb sacarosa 1% i BCS 100 uM i Cu 1 uM. Els errors indiquen la desviacid estandard

d’almenys tres reépliques biologiques i els asteriscs les diferéncies significatives per a
p<0.005.

Addicionalment, es va calcular el rendiment maxim del PSII (Ypsp), el
qual és un sensor de I’estrés que sofreix el PSII i ens indica quina fraccid
dels fotons que arriben al centre de reaccid del PSII soén fotoconvertits. En
els medis que comporten la condici6 de suficiéncia de Cu, en totes 3 linies
assajades assolia un valor estandard (Ypsy = 0.6), mentre que en condicions
de deficit sever de Cu en la linia silvestre 1 el mutant complementat, aquest
parametre minva entre un 30-40%, i en el Ypsy del mutant copt3-2 és
practicament nul. El producte del Yps; pel PAR de cada mesura ens permet
obtindre un parametre proporcional al Ypsy que estima el flux d’electrons
(ETR) a través del PSII. A partir dels valors obtesos en les cinétiques a
temps 15 min, es va calcular ’ETR de cada mostra i es va relativitzar el
valor maxim al 100%. En els medis suplementats amb Cu 1 puM, totes tres
linies presenten entre un 90 1 un 100% de flux electronic a través del PSII.

En canvi, en suplementar el medi amb BCS 100 uM, en les linies silvestre 1
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mutant complementat aquest parametre minva fins a un 30-40%, i en el
mutant copt5-2 és inferior al 10% (Figura R4.19). Conseqiientment, en base
al descens observat en els valors de Fv/Fm 1 del Ypsi1 ETR en déficit sever
de Cu podem extraure dues conclusions. En primer lloc, el Cu és necessari
per a mantenir 1’estructura i garantir el correcte funcionament del PSII i; en
segon lloc, la manca d’expressi6 de COPTS5 exacerba I’estrés i1 la
desestructuracid del PSII, aixi com la reduccio del flux d’electrons a través

del PSII sota condicions de déficit sever de Cu.

A partir dels valors de fluoresceéncia obtesos també podem calcular
I’estat d’oxidacié de la quinona A (Q4) associada al PSII, qP. La Q4 és una
proteina que rep els electrons del centre de reaccio del PSII i, a continuacio
s’oxida rapidament per iniciar la cadena de transport d’electrons associada a
la fotosintesi. La definici6 de qP fa que els valors que tendeixen a 0
representen formes majoritariament reduides i, per contra, els valors que
tendeixen a 1, indiquen formes majoritariament oxidades. Per a les variants
silvestres, s’ha documentat que a mesura que el PAR augmenta, el
parametre qP sofreix un rapid increment cap a valors de la unitat. Els valors
de gP obtesos a temps 15 min per a les linies silvestre, copt5-2 1 mutant
complementat, en condicions de suficiéncia de Cu, indiquen que la Qa es
troba completament, oxidada (qP= 0.99). En el medis deficients en Cu, les
plantules silvestres i el mutant complementat també presenten valors de qP
que tendeixen a formes plenament oxidades. Nogensmenys, el mutant
copt5-2 es caracteritza per mostrar un estat de la Q4 majoritariament reduida
(qP= 0.2) (Figura R4.19). Convé¢ destacar que els parametres calculats per a

la linia silvestre crescuda en plaques amb medis suficients en Cu es
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correlacionen amb les dades obteses préviament amb plantes adultes
crescudes en tests a un PAR similar. Aquest fet valida el sistema i les

condicions de creixement del material biologic utilitzat.

A 1,2
1 B
0,8
qP 0,6
0,4 »
0,2
0
WT C52 COMP WT C52 COMP
BCS 100puM Cu1pM
B 120 1
100 H
80
ETR 60
40 1 : :
0
WT €52 COMP WT C52 COMP
BCS 100uM Cu 1uM

Figura R4.19: Representacié dels valors qP i ETR. Estat oxidatiu de la Q, associada
al PSII (qP) (panell A) i ETR (panell B) en plantules de les linies silvestre (WT), mutant
copt5-2 (C52) i mutant complementat (COMP) crescudes durant 25 dies en medis 2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i BCS 100 pM o Cu 1 pM a temps 15 minuts. Els errors
representen la desviacio estandard d’almenys 3 experiments independents i els asteriscs les
diferéncies estadisiticament significatives amb un p<0.005.

Tot plegat, els experiments de fluorescéncia ens suggereixen que els
mutants copt5-2 crescuts en condicions de déficit extrem de Cu manifesten
tota una scrie de desajusts pel que fa a la funcionalitat del PSII.
Concretament, hem descrit un descens en la taxa de transport d’electrons a

través del PSII i una alteracid en ’estat oxidatiu de la Q. El fet que la Qga
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estiga en forma reduida implica que el mutant copt5-2 no pot mantindre el

flux d’electrons de la cadena fotosintética.

Malauradament, el fet que els mutants coptd tan sols presenten fenotips
en condicions in vitro en deficit sever de Cu ens limita a I’hora d’escometre
I’aillament de cloroplasts per mesurar el Cu endogen. Tanmateix, vam
procedir a quantificar el Cu acumulat en cloroplasts aillats de fulles de
plantules crescudes en test. Amb aquesta finalitat, un extracte fresc de fulles
de plantes de 30 dies crescudes en substrat va ser fraccionat en gradient de
Percoll. La fase corresponent als cloroplasts fou recuperada i concentrada
per mesurar el contingut de Cu endogen per absorcio atomica (Materials i
Meétodes; apartat 4.3.4). Sota aquestes condicions, la concentracié de Cu en
els organuls purificats del mutant copt5-2 no difereix significativament dels

valors obtesos per al silvestre (Figura R4.20).
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Figura R4.20: Contingut de Cu endogen en cloroplasts. Cu endogen en fraccions
enriquides en cloroplasts de fulles de plantes silvestres (WT), mutant copt5-2 (C52) i
mutant complementat (COMP) crescudes en tests. Les barres d’error corresponen a la
desviaci6 estandard de la mitjana de 3 répliques técniques d’un experiment representatiu.
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4.2.5. Avaluacio de processos dependents de coure

Amb la finalitat d’estudiar processos dependents de Cu en els mutants
copt) crescuts sota condicions de déficit sever de Cu, es va decidir avaluar,
I’activitat CAT, Iactivitat APX i el patr6 de lignificacio. Les activitats CAT
1 APX son components de la barrera antioxidant de tipus enzimatic de la
cel-lula que participen en I’eliminacié de les ROS que s’hi produeixen. En
aquest cas, la mesura de les activitats enzimatiques no mostrava diferéncies

significatives entre les linies assajades en cap de les condicions.

b P

WT

copt5-2

Figura R4.21: Patré de lignificacié de la linia silvestre i copt5. Tinci6 amb de
plantules de la linia silvestre (WT) i copt5-2 de 25 dies crescudes en medi 2 MS
suplementat amb sacarosa 1% i1 BCS 100 puM. Els patrons de lignificacié mostrats soén
representatius de diferents experiments.

Per altra banda, en les plantes la lignificacié és un procés que es dona
preferencialment a la paret cel-lular, en les cel-lules que perden viabilitat i a
nivell dels vasos conductors, més concretament al xilema. La lignificaci6 es
pot observar de forma qualitativa a partir de la tincié de les plantules amb

una solucié de fluoroglucinol saturada amb acid clorhidric. El patr6 de
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lignificacid en els mutants crescuts durant 7 o 25 dies en medis 2 MS
suplementats amb sacarosa i Cu 1 pM no difereix de la que presenta la linia
silvestre 1 complementada. Ara bé, en plantules de 25 dies crescudes
condicions de deficit extrem de Cu (2 MS suplementat amb sacarosa 1% 1
BCS 100 puM) la lignificacié observada varia respecte de la que hem
determinat per a la linia silvestre i complementada. En les plantules
silvestres la lignificaci6 es limita discretament als vasos conductors de
I’arrel 1 de la part acria (Figura R4.21). Aquest patrd €s identic a I’observat
en plantules crescudes en medis suficients en Cu. En canvi, el mutant copt3-
2 presenta una increment en la lignificacié a nivell de les arrels, en els
feixos conductors de la part aéria i a les nervadures dels cotiledons (Figura
R4.21). Per tant, tot i tractar-se d’un assaig de tipus qualitatiu 1 malgrat les
diferéncies fenotipiques existents entre el mutant i la linia silvestre, d’aquest
experiment es desprén que el mutant coptd sofreix un increment en la

lignificacio en condicions de déeficit extrem de Cu.
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DISCUSSIO

En el present capitol, hem caracteritzat el transportador COPTS com el
primer membre de la familia COPT d’ubicaci6 intracel-lular. La proteina de
fusié6 COPT5::GFP complementa parcialment la soca de llevat ctridctr3A,
de la mateixa manera que COPTS, i es localitza majoritariament a algun
compartiment citosolic del llevat (Figura R4.4B). Per tant, Ia
complementacio parcial de COPTS s’explicaria en base a qué part de la

proteina deu deslocalitzar-se envers la membrana plasmatica del llevat.

COPTS ha sigut identificat com una proteina del tonoplast en un intent
d’establir el proteoma de la membrana del vacuol en cultius cel-lulars d’A.
thaliana (Jaquinod et al. 2007). Les estratégies bioquimiques i cel-lulars que
hem dut a terme demostren que COPTS5 és una proteina de distribuciod
intracel-lular. Ara bé, el fraccionament en gradient de sacarosa indica que
COPTS5::HA es distribueix al PVC i/o al vacuol (Figura R4.3), mentre que la
localitzacid subcel-lular de COPTS::GFP en protoplasts d’A. thaliana
mostra un puntejat que colocalitza amb el marcador de PVC, p24™"!::RFP
(Figura R4.5). Atesa la localitzaci6 intracel-lular de COPTS i la topologia
dels transportadors CTR, es postula que COPTS5 estiga involucrat en la
mobilitzaci6 del Cu emmagatzemat en reservoris intracel-lulars, de la
mateixa manera que ho fan Ctr2 i Ctr6 de S. cerevisiae i S. pombe
(Bellemare et al. 2002; Rees et al. 2004). A més, la ubiqiiitat del patrd
d’expressio tissular de COPTS5 suggereix que aquest transportador puga
estar involucrat en la mobilitzacié del micronutrient. De fet, la tincid

histoquimica en plantes transgeéniques pCOPTS::GUS::NOS revela que
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COPTS5 ¢és un gen altament expressat a nivell d’arrels, on es concentra la
major part del Cu de la planta, i especificament, a la proximitat dels feixos
vasculars, des d’on facilitaria la mobilitzaci6 i1 distribucié del Cu quan ho

requerira la planta (Figura R4.7).

Per tal d’aprofundir en la caracteritzaci6 de la funci6 de COPTS es va
obtindre dues linies mutants per inserci6 de T-DNA incapaces d’expressar
COPT5S: copt5-2 1 copt5-3 (Figura R4.9). Mentre que el mutant coptl
antisentit exhibeix una reduccié del 50% del Cu endogen en fulles, els
mutants copt5 no mostren diferéncies significatives en els nivells de Cu
respecte de la linia silvestre, tant en condicions de deficit sever de Cu com
en suficiencia del metall (Figura R4.16). Aquests resultats suggereixen que
COPTS5 participe més aviat en la mobilitzacié del Cu intracel-lular que no
pas en el procés d’adquisicié del metall. Per altra banda, els mutants copt5
no mostren cap fenotip en créixer en substrat o en plaques amb medis
suficients o amb excés de Cu. Ara bé, els mutants copt5 exhibeixen alta
sensibilitat al déficit sever de Cu (BCS 100 uM), de manera que COPTS5 deu
estar involucrat en el correcte creixement de 1’arrel principal en 4. thaliana
(Figura R4.10). Préviament, s’havia descrit que els mutants copt/ antisentit
eren sensibles a la limitaci6 de Cu, tot i que aquesta resposta es produia en
medis suplementats amb BCS 10 uM (Sancenéon et al. 2004).
Conseqiientment, proposem que la funci6 de COPT1 és clau per a
I’adquisici6 de Cu en medis lleugerament deficients en Cu, mentre que
COPTS5 és necessari perque A. thaliana puga respondre adequadament a la
limitacio severa de Cu, probablement, a través de la mobilitzacio del Cu

emmagatzemat a un compartiment intracel-lular de les arrels. En S.
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cerevisiae, els transportadors de Cu d’alta afinitat Crtl i Ctr3 constitueixen
la principal via d’entrada del metall en condicions de deficiéncia de Cu.
Comsevulla que el complex per al transport de Fe d’alta afinitat, Ftr1-Fet3,
¢és dependent de Cu, en cas que la limitaci6 de Cu es perllongue els llevats
esdevenen deficients en Fe. En aquesta situacid, s’indueix 1’expressio de les
proteines del vacuol Ctr2 i de la reductasa Fro6 amb la finalitat de
mobilitzar les reserves de Cu (Rees et al. 2004; Rees i Thiele, 2007). EI fet
que els fenotips dels mutants copt5 es manifesten unicament sota condicions
de deficit sever implica I’existéncia d’un sistema similar en A. thaliana.
Tanmateix, els nivells d’mRNA de COPTS5 no es veuen alterats en funcid
del Cu present al medi (Figura R4.8), tot i que no podem descartar que la

regulaci6 es produesca a nivell post-transcripcional.

Els mutants copt5 crescuts en placa amb medis deficients en Cu
exhibeixen una inhibici6 del creixement de 1’arrel principal, una pérdua de
pes fresc 1 una disminucié en el contingut en clorofil-les (Figura R4.11;
R4.17). Degut a la clorosi presentada pels mutants copt5 en assolir 25 dies
en medis amb déficit sever de Cu, es va avaluar ’estat de la cadena de
transport d’electrons de la fotosintesi. Els parametres de fluorescencia de la
clorofil-la indiquen que el Fv/Fm i Ypgy de les plantules copt5 presenten una
major alteracido que les linies silvestres i que el mutant complementat, en
condicions de déficit sever (Figura R4.18). Fem palés que [D’estat
majoritariament reduit de la Q en els mutants copt5 crescuts en condicions
de deéficit sever implica una alteraci6 en la cadena de transport d’electrons
posterior al PSII (Figura R4.19). Aquestes observacions, junt amb el patrd

d’expressié de COPT)S, suggereix que sota condicions de deficit extrem de
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Cu, el Cu mobilitzat per COPT5 podria ser distribuit envers el cloroplast
dels teixits fotosintéticament actius. Cal destacar que els mutants d’A.
thaliana involucrats en la distribuci6 del Cu a la PC, com ara paal 1 paa2,
manifesten fenotips similars als de copt5 pel que fa als nivells de clorofil-les
1 alteracions en la cadena de transport d’electrons (Shikanai et al. 2003;
Abdel-Ghany et al. 2005). Ara bé, els fenotips de paal i paa? sén més
severs que els descrits per a copty, probablement com a conseqiiencia de
que PAA1 1 PAA2 tinguen una funcié més directa en el transport del Cu al
cloroplast, mentre que COPTS intervindria d’'una manera més general en el
procés de distribucid. Els defectes en la distribucié del Cu al cloroplast dels
mutants paal 1 paa? causen una reduccié en el contingut en Cu dels
tilacoides 1 en els nivells de PC (Shikanai et al. 2003; Abdel-Ghany et al.
2005). La determinacié dels nivells de PC 1 el contingut de Cu en el
cloroplast en els mutants copt5 no mostra variacions respecte de les linies
silvestres (Figura R4.20). Probablement A. thaliana requeresca de PAA1 i1
PAA2, perd no de COPTS per a la distribuci6 al cloroplast, en condicions de
suficiéncia o déficit moderat de Cu. Malauradament, el fet que tan sols
obtinguem fenotips per a copt5 en sota condicions de déficit extrem ens
impedeix aillar suficients cloroplasts per mesurar-ne el Cu endogen i

escometre el nivells de PC a partir de plantules.
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Déficit lleu de Cu || Déficit sever de Cu |

/ reductasa. .COPT \

COPTS

Figura R4.22: Model per a la distribucié del Cu en funcié de I’estat nutricional de
Cu. En condicions de déficit lleu de Cu, el Cu és adquirit a través dels transportadors
COPT i distribuit a través d’intermediaris, entre d’altres, al cloroplast. Aquesta via esdevé
la principal per a la mobilitzacié del Cu, tot i que, paral-lelament, COPT5 mobilitza el
reservori de Cu emmagatzemat dins el PVC o vacuol i constitueix una ruta secundaria
(panell esquerre). En condicions de deficit extrem de Cu, la baixa disponibilitat de Cu
extracel-lular impedeix que la via dependent dels COPT de membrana plasmatica abastesca
el Cu, de manera que la via de COPTS5 esdevé la prioritaria per a la distribucié del Cu
(panell dret).

L’adquisicid 1 distribuci6 de Cu a través de la planta pot dur-se a terme a
través de diferents vies en funci6é de 1’estat nutricional de la planta. Si els
nivells de Cu son suficients, els transportadors de Cu no s’expressen i el
metall s’adquireix a través de transportadors de baixa afinitat i
posteriorment ¢€s distribuit. En condicions de deficit de Cu, I’expressié dels
transportadors COPT en arrels permet incorporar el Cu present al medi i la

posterior distribuci6 a través d’algun intermediari (Figura R4.22).
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Tanmateix, en cas de perllongar el deficit de Cu, la distribucié del Cu depén
de la mobilitzacié dels reservoris. COPTS podria participar decisivament en
la resposta d’A4. thaliana al deficit sever de Cu, probablement facilitant el
Cu emmagatzemat cap a les c¢l-lules amb requeriment del metall, com ara

els teixits fotosintétics (Figura R4.22).

Els resultats presentats en aquest capitol s’esquematitzen a I’atles 3 (p. 205).
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ATLES 1

COPT2 (At3g46900)

Tamany gen: 474 pb (no presenta introns)

Tamany proteina: 17057.8 Da (158 aa)

Trets estructurals:

—  Met conservades

— 3 segments transmembrana

— 2 motius Met en aminoterminal

Localitzacié subcel-lular: membrana plasmatica

Patro d’expressio.

— Plantula: arrel primaria i secundaria (excepte apex terminal)
en un patrd no solapant amb el de COPT1; cotiledons i
nervadures, meristema apical, fulles vertaderes, tricomes

—  Cos vegetatiu: fulles emergents i tricomes

—  Part reproductora: anteres (gra de pol-len)

-  Embri6

Regulacié. Cu, Fe i ritme circadia

Mutants copt2. cap fenotip ni diferéncia en Cu endogen

Consideracions de futur treball:
— Encreuar copt2 amb coptl

— Estudiar la regulacié de COPT?2 i el comportament dels
mutants copt2 en deficiéncia d’altres metalls (Fe)

— Seguiment de 1’oscil-lacio circadiana de pCOPT2::LUC+




ATLES 2

COPT6 (At2926975)

Tamany gen: 435 pb (no presenta introns)

Tamany proteina: 15805.5 Da (145 aa)

Trets estructurals:

—  Met conservades

- 3 segments transmembrana

— 2 motius Met en aminoterminal

— Manca del motiu CxC en carboxiterminal

Localitzacié subcel-lular: membrana plasmatica

Patro6 d’expressio:

— Plantula: cotiledons i nervadures, meristema apical, fulles
vertaderes, tricomes

- Cos vegetatiu: fulles i nervadures

—  Part reproductora: flors en pre i postantesi: pistil (odcits) i
anteres (gra de pol-len)

- Embrid

Regulacié: no es detecta regulaci6 per Cu

Mutants copt6. cap fenotip ni diferéncia en Cu endogen

Consideracions de futur treball:

— Encreuar copt6 amb coptl, copt2 i copts

— Estudi de copt6 en cultius hidroponics: produccié de llavors
— Resposta de copt6 al déficit altres metalls




ATLES 3

COPTS (At5g20650)

Tamany gen: 438 pb (no presenta introns)

Tamany proteina: 15784.1 Da (146 aa)

Trets estructurals:

—  Met conservades

— 3 segments transmembrana

— 1 motiu Met en aminoterminal

Localitzacié subcel-lular: intracel-lular

Patro d’expressio.

— Plantula: arrel primaria i secundaria, cotiledons i nervadures,
meristema apical, fulles vertaderes, tricomes

- Cos vegetatiu: fulles, tiges, fulles caulinars i tricomes

- Part reproductora: flors en pre i postantesi excepte pol-len

—  Embrid

Regulacié: no es detecta regulacié per Cu

Mutants copt5'

— Sensibilitat al deficit extrem de Cu: reduccid arrel primaria,
perdua de pes fresc, reduccié tamany hipocdtils, increment
lignificacio, clorosi, peérdua d’eficiencia en parametres
fotosintetics

— Cap diferéncia en Cu endogen

Consideracions de futur treball:
— Encreuar copt5 amb coptl
— Estudi de copt) al déficit d’altres metalls
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CONCLUSIONS

L’estat nutricional de suficiéncia de Cu (5-20 ug/g pes sec) per a
plantules de 7 dies crescudes en placa s’assoleix en medis 2 MS

suplementats amb un rang de concentracié de CuSOj, entre 0.3 1 3 uM.

El gen COPT2 esdevé un marcador molecular sensible per a detectar el
contingut minim en Cu, ja que presenta el 50% d’induccié per a

concentracions de 0.06 uM CuSOy en el medi de cultiu.

El medi 2 MS comercial Sigma és deficient en Cu, ja que el contingut
en Cu endogen de les plantules que hi creixen és inferior a 5 ug/g pes
sec 1 I’expressié de gens marcadors de deficiéncia de Cu, com ara

COPT2, és alta.

El gen COPT6 és un nou membre de la familia COPT, ja que
complementa els problemes de creixement de la soca mutant de S.
cerevisiae ctrlA ctr3A en medis amb fonts de carboni no fermentables

de la mateixa manera que COPTI i COPT2.

Les proteines de fusio6 COPT2::GFP 1 COPT6::GFP es localitzen a la
membrana plasmatica en protoplasts d’A. thaliana, mentre que
COPTS5::GFP presenta un patrd6 de localitzacié intracel-lular que
coincideix amb un marcador del compartiment prevacuolar. De la
mateixa manera, el fraccionament d’un extracte de proteines totals de

fulles de plantes COPTS5::HA en gradient de sacarosa detecta
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COPTS5::HA en la mateixa fraccid que els marcadors de tonoplast i del
compartiment prevacuolar. Per tant, COPT2 i COPT6 constitueixen, junt
amb COPTI, els transportadors de membrana plasmatica i COPTS5

forma part dels transportadors intracel-lulars.

6. El gen COPT2 s’expressa a la major part de 1’arrel principal a excepcid
de I’apex, amb un patré diferent i no solapant al de COPTI. Tanmateix,
COPT2 també s’expressa a nivell de cotiledons, fulles emergents,
meristema apical caulinar, tricomes, embrid i gra de pol-len. Els nivells
d’'mRNA de COPT?2 s’incrementen en condicions de deficiéncia de Cu

en tots els teixits on s’expressa.

7. El gen COPT6 és un gen d’expressid exclusiva a la part acria.
Concretament, COPT6 s’expressa a nivell de cotiledons, fulles
vertaderes, nervadures, tricomes, meristema apical caulinar, estomes i
embrid. A nivell de teixits reproductius, COPT6 s’expressa tant en el gra
de pol-len, com en els oocits. Els nivells de 'mRNA de COPT6 no
varien en funcidé dels nivells de Cu al medi en cap dels teixits on

s’expressa.

8. El gen COPTY5 s’expressa per tot el cos d’A4. thaliana, a excepci6 del gra
de pol-len, i de manera més palesa a nivell d’arrels, feixos conductors i
nervadures. A més, COPTS s’expressa en cotiledons, fulles vertaderes,
tricomes, meristema apical caulinar, tija, filaments de les anteres, oocits,

siliqlies, furuncles, embrid i1 plantules etiolades. Nogensmenys, els
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10.

nivells d’mRNA 1 proteina no es veuen afectats pels nivells de Cu

presents al medi.

L’expressio de COPT2 1 COPT6 en els mutants copt2-3 1 copt6-2 és
indetectable pero no es tradueix en diferéncies fenotipiques observables,
fisiologiques, moleculars, o en I’acumulacié de Cu endogen, respecte de

les linies silvestres.

La manca d’expressio de COPTS en els mutants copt5-2 1 copt5-3 causa
una major sensibilitat al déficit sever de Cu que implica la inhibicié del
creixement de ’arrel principal i la pérdua de pes fresc. Amb el temps
s’hi aprecia un estat avancat de clorosi amb una pérdua del 50% del
contingut en clorofil-les 1 una disminucid del rendiment dels principals
parametres involucrats en el manteniment de la cadena de transport

d’electrons de la fotosintesi.
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