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Resumen

Resumen

Los grupos Fe-S son pequefias moléculas inorganmascapacidad redox que se
cuentan entre los cofactores mas antiguos de laat@ta. Las proteinas con centros Fe-S
estan involucradas en las principales rutas metasoly se encuentran ampliamente
distribuidas en los tres reinos de la vida. La ibiesis de estas moléculas inorganicas
requiere de un proceso controlado debido a quies F& y S? en sus formas libres son
toxicos para la célula. En organismos eucariotgsrocariotas existen varios complejos
proteicos encargados de la biosintesis de los grpes en diferentes situaciones fisioldgicas
denominados sistemas SUF, ISC y CIA. El mecanisasicb para el ensamblado de los
grupos Fe-S en todos estos sistemas se pueder dimidios etapas: la union del hierro y el
azufre a una proteina molde y la transferenciacdatro Fe-S a las apoproteinas blanco
mediado por chaperonas con especificidad varighdepropone que los grupos Fe-S son
liberados de Isul, la proteina molde del sisten@, i8ediante la interaccion de ésta con
HscA, una chaperona de tipo Hsp70, en colaboraména co-chaperona HscB, que estimula
la funcidbn ATPasa de HscA. Dicha interaccién prarge un cambio conformacional de la
proteina Isul y en consecuencia el centro Fe-tBemtia de la proteina molde.

Diversos estudios realizados, han mostrado queptateinas que componen la
maquinaria de la biogénesis de los centros FeHarseonservado en todos los eucariotas. Sin
embargo, la chaperona mitocondrial HscA especiddizzn la formacion de centros Fe-S, no
fue transferida o no fue mantenida en las eucariat@estrales. Los analisis realizados sobre
las chaperonas involucradas en la formacién dedosros Fe-S han sugerido que la funciéon
de HscA fue adoptada por las chaperonas mitocdedrde los diferentes organismos, que
ademas de cumplir su rol en el plegamiento de ppra$e actian también en la biogénesis de
los centros Fe-S.

En Arabidopsis thalianala proteina molde Atlsul y la co-chaperona de Ji\tHscB
han sido halladas y estudiadas. La proteina Atlseilexpresa en todos los tejidos de
Arabidopsis y puede reemplazar funcionalmente a la proteinandlmga Isul de
Saccharomyces cerevisia@lantas dérabidopsisdeficientes en AtHscB tienen disminuida
la actividad aconitasa y succinato deshidrogenadsiando que ésta proteina podria estar
involucrada en la formacion de los centros Fe-Ss&®e relativamente de las chaperonas

mitocondriales deArabidopsis Los genesAtHscAly AtHscA2surgieron por duplicacion

Xl



Resumen

génica y codifican para dos chaperonas mitocoradrigbe podrian estar involucradas en la
biogénesis de centros Fe-S. Previamente, se hastiaho que AtHscAl puede reemplazar
funcionalmente a Ssql, la chaperona homolog&.ecerevisiaesugiriendo que AtHscAl
estaria involucrada en la biosintesis de los cerfi®S. Sin embargo, AtHscA2 no ha sido
estudiada, y ésta Ultima también podria partiaipala via de formacion de los centros Fe-S.

Con el fin de avanzar en la caracterizacion de{ahaperona de tipo J deabidopsis
thaliana, los genes AtHscB, Atlsul y AtHsScA2 se expresaranue sistema heterélogo
bacteriano. La posterior expresion y purificacid@s permitid analizar la interaccion entre
estas proteinas. Ademas, pudimos determinar leicendi ATPasa de la proteina AtHscA2 y
analizar si AtHscB y Atlsul eran capaces de modiilgta actividad. De esta primera parte
de la tesis, se desprende que AtHscA2 interaccomma AtHscB y Atlsul y que dicha
interaccion modula la actividad ATPasa de la chameer Estos resultados indican que, al
igual que AtHscA1, AtHscA2 también podria estaoierada en la biogénesis de los centros
Fe-S.

Con la intencién de avanzar en la caracterizace&miHscBin vivo, en el segundo
capitulo de esta tesis, se estudiaron plantas aoangia y pérdida de funcion de dicho gen.
Los resultados indican que ambos tipos de plameseptan clorosis y menores areas foliares
qgue las plantas de tipo de salvaje. Ademas, lastgsdasobreexpresantes desarrollan raices
anomalas, con disminucién significativa del numgrtargo de las raices secundarias. La
actividad de enzimas con centros [Fe-S] como agsaity succinato deshidrogenasa (SDH)
es la esperable en raices: ligeramente aumentattes glantas sobreexpresant@sHscB-
myqg Yy notoriamente disminuida en las mutantes defte® athscl). Sin embargo, en las
hojas, tanto las plantagHscB-myacomo lasathscbpresentan actividades aconitasa y SDH
disminuidas. Por otra parte, el analisis de loglew de los transcriptos de aconitasa y SDH
mostréo un aumento en las hojas de las lirghscby una reduccion de los mismos en las
lineasAtHscB-myg¢con respecto a las hojas de las lineas salvajes.

Estos resultados, junto con evidencias previasimgiean que la sintesis de los centros
Fe-S afecta al metabolismo del Fe, nos llevarostider, en el tercer capitulo de la presente
tesis, la relacion entre AtHscB vy la incorporacitandistribucion y la regulacion del Fe. Se
pudo confirmar que la sobreexpresion de AtHscB yeredactivacion del sistema de
incorporacion de hierro, acumulacién del metal &maliz y reduccion en las partes aéreas,

mientras que las plantas deficientes presentan waaidn de hierro en las partes aéreas, a
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pesar de tener niveles normales de captacion d®hfaemas las tinciones de Perls parecen
indicar que en las raices de plard#tsschtodo el hierro pasa a los haces vasculares, ragentr
que en las raices de plantaigiscB-mycel metal estaria atrapado en el espacio simpdastic
por fuera de las bandas casparianas. Teniendoegmniaclas anomalias en la distribucion del
hierro, se realizaron diversos experimentos pangpcobar el correcto funcionamiento de los
mecanismos de homeostasis del Fe. Asi, se pudficaerque la via de respuesta a la
deficiencia de hierro controlada por las partegag@ppera correctamente, en todas las lineas
en estudio. En consecuencia, finalmente, se prop@nipotesis y se aporta evidencia
experimental, de que podria existir otro mecanisegulatorio a nivel del transporte de Fe
desde la raiz hacia las hojas, donde podria estatucrado un sensor conteniendo centros
Fe-S, que responderia al Fe acumulado dentro idézlaCon estos resultados, hipotetizamos
que AtHscB podria estar regulando, directa o ictimente el transporte del Fe desde las

raices hacia las hojas.

XV
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1.1. Importancia bioldgica de los grupos Fe-S

Los grupos hierro azufre (Fe-S) son pequefias mlagdénorganicas que se cuentan
entre los cofactores mas antiguos y ubicuos enataraleza (Beinert et al., 1997). Su
importancia radica en la capacidad de oxido-reduncfiedox) que reside en su composicion

guimica, una propiedad que ha sido extensamentetadp por todos los organismos vivos.

La “Teoria del mundo de hierro-azufréormulada por Gilnter Wachtershauser,
propone que la vida temprana tuvo origen sobreufgerficie de minerales de sulfuro de
hierro, poniendo en evidencia el rol clave de esf@snentos en el origen de la vida
(Wachtershauser, 1992). Sin lugar a duda, el higrrel azufre representan dos de los
elementos mas importantes y versatiles de nuesameta, teniendo una gran relevancia
biologica ya que forman parte de las enzimas FevBlucradas en las rutas metabdlicas
claves para mantener la vida en la tierra: la ijacde nitrégeno, la fotosintesis y la
respiracion (Frazzon and Dean, 2003; Xu and MoRef,1).

Los centros Fe-S comUnmente encontrados en laafe#ar presentan estructuras
rombicas [2Fe-2S] o cubicas [Fe4-4S] (Balk and kabix, 2005) y aunque son los mas
frecuentes, se han encontrado también formas derroaynplejidad estequiométrica como el
grupo [8Fe-7S] en la enzima nitrogenasa (GerberLdhd002). Estos cofactores se unen a
las cadenas polipeptidicas por medio de enlacesajestablecen entre los grupos sulfhidrilo
de los residuos de cisteinas de las proteinas gttwsos de hierro del cofactor (Figura 1).
Existen algunas excepciones como las proteinasg3Heieske que coordinan los atomos de

hierro del cofactor con dos residuos de cisteidasyde histidina (Rieske et al., 1964).

Figura 1. Estequiometrias mas frecuentes de los grupos Fe{®) Centro rémbico [2Fe-2S]B) Centro
cubico [4Fe-4S]. Tomada de Principios de Bioquin(iegzhninger et al., 1993).
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1.2. Las proteinas con centros Fe-S

Las proteinas que utilizan como cofactor grupos SFe-denominadas
ferrosulfoproteinas, estan involucradas en divepsosesos celulares de importancia como la
transferencia de electrones, la catalisis, la acibn de sustratos, la regulacion génica, el
sensado del estado redox celular y la respuestagés, entre otros (Raulfs et al., 2008). En
plantas superiores, las ferrosulfoproteinas son ai@sndantes en las mitocondrias y
cloroplastos, pero también se las encuentra entadot y el nucleo (Tabla 1). En los
cloroplastos, las principales proteinas Fe-S soffieteedoxina, las proteinaRieske del
complejo citocromdosf y las subunidadeBsaA, PsaB y PsaC dfdtosistema | (PSI) que
juntas forman parte de la cadena de transferemcigattrones fotosintético. En el estroma,
las principales proteinas Fe-S son la glutamatmasan(GOGAT), la nitrito reductasa y las
enzimas de la asimilacion de azufre: sulfito redsaty adenosina 5 fosfosulfato reductasa.
Otras ferrosulfoprorteinas abundantes son las tas@s citosdlicas y mitocondriales, y varias
subunidades de los Complejos I, Il y Ill en la meanla interna mitocondrial (Tabla 1).
Basado en la prevalencia de proteinas Fe-S entabolsmo de la planta, es probable que
este cofactor sea uno de los mayores sumiderosed® len estos organismos (Balk and
Pilon).

1.3. Biogénesis de los grupos Fe-S

Debido a que el F&*3y S? en sus formas libres son téxicos para la céluda, e
necesario que la biosintesis de los grupos Felewea cabo bajo un proceso controlado,
mediado por proteinas especificas. En base a ldeneias bioguimicas y genéticas en
bacterias y organismos eucariotas, se han deseapitms complejos proteicos asociados a la
biosintesis de grupos Fe-S. Estos incluyen losmis$ NIF, SUF, ISC y CIA (Balk and Pilon,
2011).

El sistema NIF Nitrogen Fixatior) fue el primero en ser descripto en la bacteria
fijadora de nitrdgenoAzotobacter vinelandiiy estd exclusivamente relacionado a la
maduracion de la enzima nitrogenasa, bajo un angbiestrictamente anaerdbico (Zheng et
al., 1993). El sistema SUFS(lfur Utilization Facto), designado asi por su rol en la
movilizacion de sulfuro, se encuentra en numerdsagerias arqueas y cloroplastos de

plantas pero estd ausente en hongos y metadeopostula que este sistema se encuentra
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estrechamente relacionado con la formacion de grdgeS bajo condiciones de estrés
oxidativo y/o deficiencia de hierro que dafian sawemte a estos cofactores en el interior de
las células (Takahashi and Tokumoto, 2002; Loisdaal., 2003; Fontecave et al., 2005). El
sistema ISC Ifon-Sulfur Clustey representa el mecanismo ubicumifsekeepingpara la
maduracién de las proteinas Fe-S en la mayoriasdeélulas. Ha sido descripto en bacterias,
hongos, insectos, plantas y animales. En eucaratasquinaria ISC esté localizada en las
mitocondrias, posiblemente debido al ambiente reduprovisto por estas organelas,
condiciones que favorecen el ensamblado de estastores (Kispal et al., 1999; Muhlenhoff
and Lill, 2000). Finalmente, el sistema Cl8ytosolic_Iron-sulfur protein Assemblybicado

en el citosol de las células eucariotas, se en@uanmicargado de la maduracion de las
proteinas Fe-S citosodlicas y nucleares. Este sistkm descripto por primera vez en
levaduras pero también esta presente en humanosanjagp Hasta el momento el
conocimiento acerca del CIA es relativamente esgasm se cree que no seria un sistema
completo y dependeria de algunos componentes métdaondria y del sistema ISC (Kispal
et al., 1999; Balk and Pilon, 2011).
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Tabla 1: Localizacion subcelular y funcién de Proteias Fe-S en plantas superiores

Proteina Funcion Centro Fe-S Localizacior?
AAO Aldehido oxidasa. Sintesis acido abscis [2Fe-2S] Citosol
ACO Aconitasa [4Fe-4S] Mitocondria, Citosol
ADN glicosilasa Metabolismo del ADN [4Fe-4S] Nucleo
ADN helicasa Metabolismo del ADN [4Fe-4S] Ncleo
ADN primasa Metabolismo del ADN [4Fe-4S] Nucleo
ADX Adrenodoxina. Ferredoxina mitocondrial [2Fe-2S] Mitocondria
APS reductasa Ad_en_osw_]’a 5 fosfos_ulfato reductasa. [4Fe-4S] Plastido
Asimilacion de sulfito.
ATASE Am!dofosforlboIsHtransferasa. Sintesis de[4Fe-4S] Plastido
purinas
BIO2 Biotina sintasa [2Fe-2S], [4Fe-4S] Mitocondria
CAO Clorofila a oxigenasa [2Fe-2S] (tipo Rieske) st
CMO colina monooxigenasa. Sintesis de ore 95 (tipo Rieske)  Plastido
Cnx2 Sintesis de molibdeno [4Fe-4S] Mitocondria
DRE2 Transferencia de electrones [2Fe-2S], [4Fe-4S] Citosol
FD Ferredoxina [2Fe-2S] Plastido
FTR Ferredoxina-tioredoxina reductasa [4Fe-4S] Plastido
GLT1 Glutamato sintasa, NADH-GOGAT [BFe-4S], [4Fe}4 Plastido
HCF101 Ensamblado del Fotosistema | [4Fe-4S] Plastido
LIP1 Lipoato sintasa [4Fe-4S] Mitocondria, plastido
NAR1 Fe-Fe hidrogenasa [4Fe-4S] Citosol
NBP35 P-loop NTPasa [4Fe-4S] Citosol
Ndhl, NdhK Subunidades NAD(P)H-deshidrogenasa [4Fe-4S] Plastido
NIR1 Nitrito reductasa [4Fe-4S] Plastido
NTH1 Endonucleasa I [4Fe-4S] Nucleo
PAO Eli‘r’;?irlg'do a oxigenasa. Degradacion de ., o1 (1ino Rieske)  Plastido
PetC Subunidad complejo citocromafb [2Fe-2S] (tipo Rieske) Plastido

Subunidad ubiquinol-citocromo C

Proteina Rieske reductasa, ClI|

[2Fe-2S] (tipo Rieske) Mitocondria

PsaA, PsaB, PsaC Subunidades Fotosistema | [4Fe-4S] Plastido
PSST, TYKY, 24 Subunidades NADH-ubiquinona [2Fe-2S], Mitocondria
kDa, 51kDa, 75kDa oxidoreductasa, ClI [4Fe-4S]
RAD3 Helicasa. Reparacién ADN [4Fe-4S] Nucleo
RNAP ARN polimerasa | y Ill, subunidad D [4Fe-4S] Nucleo
Subunidad 2 Succinato deshidrogenasa [2Fe-2S], [3Fe-4S], . .
SDH cli [4Fe-4S] Mitocondria
SIR1 Sulfito reductasa [4Fe-4S] Plastido
SIRB Slrohldroclorln ferroquelatasa. Sintesis [2Fe-2S] Plastido
sirohemo

@ Proteinas Fe-S encontradas en diversas vias meth@n plantas, incluidas fotosintesis, respirgcio
asimilacion de nitrégeno y azufre, reparacion aNAYpcofactores de biosintesis. La mayoria de latefmas
Fe-S se encuentran en cloroplastos (plastidos)tgconidria. Adaptado de (05Balk and Lobreaux, 2G05)
(11Balk and Pilon, 2011).
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1.3.1. Origen y evolucion

La evolucién en los mecanismos de biosintesis slgriapos Fe-S refleja el cambio en
la composicion quimica de la atmosfera desde wennprimitivo andxico a la produccion de
oxigeno con la aparicibn de las cianobacterias. eBe contexto, la maquinaria NIF,
estrictamente andxica, habria sido la primera egirsseguida por los sistemas ISC y SUF.
Aunque es dificil establecer cudl fue el segundeamsmo en aparecer, existen evidencias
que apoyan la idea de que el sistema ISC, porresra@bico aunque tolerante al oxigeno,
habria surgido antes que el SUF que es aerobicemAsl en base a la similitud y
caracteristicas de secuencias, las proteinas qaporen el ISC tienen mayor relacién con
las del NIF que las del SUF. Sin embargo, si elsdg sistema se origind a partir de las

cianobacterias, deberia ser tolerante al oxigemmwdo es el SUF (Xu and Moller, 2011).

Los componentes de los sistemas de biosintesigugesyFe-S eucaridticos derivan de
sus homologos bacterianos. BEgnechocystita biogénesis de estos cofactores es realizada
por el sistema SUF, como consecuencia el cloraplast plantas y el apicoplasto en
Plasmodium que derivaron de estas cianobacterias por entasig, presentan un sistema
SUF funcional. Del mismo modo, las mitocondriasagiatas heredaron un sistema ISC de
las protobacterias. En la actualidad, es difiaghl@zar el sistema de la CIA en este contexto
evolutivo (Xu and Moller, 2011).

1.3.2. Mecanismo general para el ensamblado de lgsipos Fe-S

El mecanismo basico de biosintesis de los grupeS paede dividirse en dos etapas:
(i) el ensamblado de los grupos Fe-S sobre unaipetque actia como moldscéffold
seguido por (i) la transferencia a las apoproteinanco (Figura 2). En la primer etapa, el
azufre es movilizado desde una cisteina por lanenzisteina desulfurasa dependiente de
piridoxal 5 fosfato (PLP) denominadas NifS, SufSIstS, segun el sistema al cual
pertenezcan. Esta reaccion genera un persulfur8HjSunido a un residuo de cisteina
presente en el sitio activo de la enzima. El pérsules transferido luego a una proteina que
actia como molde scaffold (NifU, SufU, IscU), reduciéndolo a a2y posteriormente se
combina con el Fé para formar el grupo Fe-S. Algunos pasos redoxiauites son
necesarios para permitir la formacién de grupo$ leen diferentes estequiometrias (2Fe-2S

0 4Fe-4S). En la segunda etapa, el centro Fe1aresfdrido a la apoproteina blanco donde se
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une a residuos de cisteina. El proceso de tramsiareademas requiere de chaperonas y/o
proteinas de transferencia que confieren espefificiBalk and Pilon, 2011). Si bien el
mecanismo descripto anteriormente es un esquenjaifgtado que se aplica a todos los
sistemas de ensamblado conocidos (NIF, SUF e E@ten una gran cantidad de proteinas

implicadas en este proceso (Tabla 2).

Cabe mencionar que un organismo puede contenerdmasn sistema para el
ensamblado de los grupos Fe-S a la vez. Por ejedpilonelandiipresenta los sistemas NIF
e ISC;Escherichia coli los sistemas ISC y SUPJasmodiumy Chlamydomonasitilizan el
sistema SUF en cloroplastos e ISC en mitocondi@sduras y humanos presentan los
sistemas ISC en mitocondrias y CIA en citosol, m&nque las plantas, utilizan los sistemas
SUF en cloroplastos, ISC en mitocondrias y CIA kcitesol (Balk and Pilon, 2011; Xu and
Moller, 2011).

Desulfurase

Cys

Ala
[

Scaffold  (fFe-Sj

L [Fe-S]

holo

Figura 2. Representacién esquematica de los pasassitos de la biosintesis de los grupos FeT®mado de
(Balk and Lobreaux, 2005)
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Tabla 2. Proteinas implicadas en la biogé nesis deupos Fe S

Bacteria Plasmodium Arabidopsis Levadura Humanos
S S XS &
5 g o § o g o 8
g 8 T £ s £ 3 E E
> o o o o o (o] o o
LL 3 — Pz 3 P4 — P4 —
SUF Transferencia de Fe-S SufA PFE1135w Api AtSufA Clo
Molde SufB SufB Api AtSufB Clo
Molde SufC PF14_0133 Api AtSufC Clo
Molde SufD PF11_0044 Api AtSufD Clo
Cisteina Desulfura Sufs PF07_006 Api AtSufS Clo
Activador de SufS SufE PFB0270w Api AtSufEl Clo, Mit
Activador de Suf: AtSufE2 Clo
Activador de SufS AtSUfE3 Clo
Molde NfuA  PF11050c Api AtNful Clo
Molde AtNfu2 Clo
Molde AtNfu3  Clo
Insercion de 4Fe-4S HCF10: Clo
Transferencia de 2I-2S GrxS1l: Clo
Transferencia de 2Fe-2S GrxS1l: Clo
Transferencia de 2Fe-2S GrxS1l¢ Clo
Transferencia de 2Fe-2S GrxC5 Clo
ISC Regulador IscR
Molde lscU  PF14_0518 Mit AtlscU1 Mit, Cit Isul Mit ISCU Mit, Cit
Molde AtlscU2 Mit Isu2  Mit
Molde AtlscU3 Mit
Cisteina Desulfurasa IscS MAL7P1 Mit AtlscS Mit Nfsl Mit, Cit ISCS Mit, Cit
Tranferencia de Fe-S IscA PFB0320c Mit AtlscAl Mit Isal Mit ISCAL Mit, Cit
Tranferencia de Fe-S PFC1005¢c Mit AtlscA2 Mit Isa2  Mit ISCALL Mit
Tranferencia de Fe-S AtlscA3 Mit ISCA2 Mit
Chaperona HSP: HscA  PF11_0351 Mit AtHscAl Mit, Cit Ssql Mit HSPAS  Mit
Chaperona HSP70 AtHscA2 Mit
Co-chaperona HscB  PF10985¢c Mit AtHscB Mit, Cit Jacl Mit HSCB Mit
Posible dador de F CyaY AtFH Mit Yfhl Mit FXN Mit, Cit
Transferencia de electrones Fdx PFLO705¢c Mit AtFdx Mit Yahl Mit FDX1 Mit
Transferencia de electror FNR PF11_0407 Mit AtFdr Mit Arhl  Mit FDXR Mit
Molde NfuA  PF11835c Mit AtNfu4  Mit Nful Mit NFU1 Mit, Cit
Molde AtNfu5  Mit
Transferencia de Fe-S Grx4 PFF0340 Mit AtGrx4 Mit Grx5 Mit GLRX5 Mit
Interaccion con IscS MAL13p1 Mit Atlsdll Mit Isd1l Mit ISD11 Mit, Cit
Intercambio de nucletida PF11_0258 Mit AtMgele Mit Mgel Mit GrpE! Mit
Intercambio de nucle 6tido AtMgelb Mit GrpE2 Mit
Aminometiltransferas Atlba57 Mit Iba57 Mit Clorf6¢ Mit
Transferencia/insercién de Fe Atindl Mit Indl  Mit Ind1 Mit
Activador de IscS AtSufE  Mit, Clo
CIA Molde PF11_0296 Cit Cfdl Cit NUBP2 Cit
Molde PF10525w Cit AtNbp35 Cit Nbp35 Cit NUBP1 Cit
Transferencia de Fe-S AtNarl Cit Narl Cit NARF Cit
Transferencia de I-S AtCiale Cit Cial Cit CIAO1 Cit
Transferencia de Fe-S AtCialb Cit
Transferencia de electrones MAL8SP1  Cit AtDre2 Cit Dre2 Cit, Mit CIAPIN1 Cit, Mit

Ref: SUF (sulfur utilization facto), sintesis de grupos Fe-S en plastid&€ (iron-sulfur clustejf, biogénesis
mitocondrial de grupos Fe-SIA (cytosolic _iron-sulfur_assembly complejo citosoélico para la sintesis de
proteinas Fe-S. Mit, mitocondria; Cit, citosol; Cldoroplasto; Api, apicoplastBateria, Escherichia coli
Plasmodium P. falciparum Arabidopsis A. thaliang Levadura Saccharomyces cerevisjgdumanos Homo
sapiens Adaptado de (Xu and Moller, 2011).
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1.4. Biogénesis de grupos Fe-S en plantas

Las ferrosulfoproteinas vegetales se encuentrare das primeras proteinas con
centros Fe-S identificadas. EI ensamblado postcaolial de estas proteinas se estudio
incluso antes de que se describieran los mecanipar@sla biosintesis de estos cofactores
(Pagani et al., 1984; Takahashi et al., 1986; Martland Dreyfuss, 1998). En la actualidad
esta claro que la biogénesis de los grupos Fefaatas es un proceso complicado, no solo
porque la sintesis esta separada espacialmentdeeentes compartimentos celulares sino
también porque los mecanismos involucran mas coemies que en las bacterias. Ademas,
la regulacién y la comunicacién entre los sistepmecen ser complejas y en su gran mayoria
desconocidos (Xu and Moller, 2011). Como se merciamteriormente, de acuerdo con la
teoria endosimbiotica, las mitocondrias se originaa partir de las proteobacterias (en
particular,Rickettsialep y los cloroplastos de las cianobacterias, hemaldos sistemas de
produccion de grupos Fe-S de sus antepasados. deababto, cada organela contiene su
propia maquinaria para la biosintesis de grupo$ Balk and Lobreaux, 2005; Pilon et al.,
2006; Balk and Pilon, 2011; Xu and Moller, 2011dslcloroplastos tienen un sistema SUF
completo similar al bacteriano, mientras que lasoooindrias presentan un sistema ISC
(Figura 3) (Balk and Pilon, 2011; Xu and Moller,120. Ademas, como los cofactores Fe-S
también son requeridos en el citosol y el ndclas,dlantas presentan un sistema citosélico
similar al de levaduras denominado CIA (Figura @)l @nd Muhlenhoff, 2008; Xu and
Moller, 2011).

1.4.1. Biosintesis de grupos Fe-S en el cloroplasBistema SUF

El ensamblado de los grupos Fe-S en cloroplastoplalg#as es realizado por el
sistema SUF (Figura 3). El primer componente idieatio de esta via fue la cisteina
desulfurasa cloroplastica AtNfs2/CpNifS (Leon et &002; Pilon-Smits et al., 2002). En
lineas de plantas donde el gAtNfs2 fue silenciado se encontraron sintomas de clorosis
severa, cloroplastos con estructura desorganizéefactos en el transporte de electrones
fotosintéticos y una reduccién en la abundancidodas las ferrosulfoproteinas analizadas.
Sin embargo, las funciones mitocondriales no ser@raron afectadas sugiriendo que la
sintesis de grupos Fe-S mitocondrial y cloroplassierian independientes (Van Hoewyk et
al., 2007).
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Figura 3. Modelos propuestos para la sintesis de gypos Fe-S en plantasEl proceso puede ser dividido en
dos etapas: 1) movilizacion del azufre (S) y urédana proteina molde y 2) transferencia del Fel& apo-
proteina. Los circulos amarillos representan lasefmas involucradas en la movilizacion del S yafaa (FH),

un posible dador de hierro, en rosa. Las proteimalde se muestran como rectangulos naranja, losrésde
electrones como rectangulos verdes, las chapemglastes y ATM3 en violeta. En blanco se indican la
proteinas con otras funciones y en marrén las imade Fe-S maduras. Los grupos Fe-S con distinta
estequiometria estan indicados como modelo boldéo—salfuro amarillo y hierro rojo). La transfereaae
electrones esta indicada como lineas punteadas.f®8¢istema |; Fd ferredoxina. Mediante estudios
mutantes dérabidopsisse determiné la importancia fisiolégica del coweensamble de grupos Fe-S con sus
apoproteinas. El rol de SUFA, ISD11, INDL, IBA53BA, GRXS15 y CIAl se adjudic6 a partir de modelos p
homologia con ADRR y ADX de bacterias y levaduiiaamada de (Balk and Pilon, 2011)
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Como se mencion0 anteriormente, las proteinas mmlsleaffold cumplen un rol
fundamental dentro del primer paso hacia la fororade los grupos Fe-S. Pmabidopsisse
han descripto varias proteinas localizadas eroebglasto, que presentan la capacidad de unir
grupos Fe-3n vitro y podrian cumplir este rol: el complejo SUFBCDOagy proteinas NFU1-
3 (Figura 3 y Tabla 3) (Balk and Pilon, 2011). lmsteinas SUFBCD forman el complejo
BC2D con homologia estructural a la familia de pradsino integrales ABC, propuesto como
el principalscaffoldde la maquinaria cloroplastica SUF (Takahashi.etl891). El otro tipo
de scaffold en plantaslas proteinas NFU, presentan similitud de secaecan la region C
terminal de NifU deAzotobacter vinelandiuna proteina molde requerida para la maduracion
de la enzima nitrogenasa. De las cinco isoformabliéd presentes eArabidopsis Nful,
Nfu2 y Nfu3 son dirigidas hacia los cloroplastosiemras que Nfu4 y Nfu5 tienen
localizacion mitocondrial (Leon et al., 2003). Latacion en el geNfu2 que codifica para la
isoforma plastidica mas abundante, produce plapéagiefias con sintomas de clorosis,
disminucién en la actividad del fotosistema | yued6n en la abundancia de algunas
proteinas Fe-S cloroplasticas, como la enzima copog[4Fe-4S] sulfito reductasa. Ademas,
se ha demostrado que AtNfu2 recombinante es capanidun grupo [2Fe-2S] y transferirlo

in vitro a una apo-ferredoxina (Touraine et al., 2004; Yetkad., 2004).

Tabla 3. Proteinas involucradas en la sintesis deupos Fe-S en cloroplastos darabidopsis.

Nombre Locus Funcion
NFS2/CpNifS/CpSufsb At1g08490 Cisteina desulfurasa
SUFE12P At4g26500 Activador de NFS2, NFS1
SUFE2 Atlg67810 Activador de NFS2
SUFE®P At5g50210 Activador de NFS2
SUFB/NAP22 At4g04770 Molde (Scaffold
SUFC/NAP 7P At3g10670 Molde (Scaffolg
SUFD/NAPG° At1g32500 Molde (Scaffold

NFU1 At4g01940 Molde (Scaffold
NFU2/Cnfu2 At5g49940 Molde (Scaffold

NFU3 At4925910 Molde (Scaffold
SUFA/CplscA? At1g10500 Transferencia del grupo Fe-S
HCF1012 At3924430 Insercién de 4Fe-4S
GRXS14 At3g54900 Transferencia de 2Fe-2S
GRXS16 At2g38270 Transferencia de 2Fe-2S

#Proteinas cuya funcién se asigno a partir del sisdknotipico de mutantes con pérdida de funcion.
bProteinas escenciales para el desarrollo embrmriEsimada de (11Balk and Pilon, 2011).
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El segundo paso en la formacién de los grupos ireeducra proteinas que ayudan en
la transferencia de los grupos Fe-S desde la peotsiaffold a las apoproteinas. En
Arabidopsisse han identificado los genekCF101, SufA, GRXS14 o GRXS{ue podrian
cumplir este rol en el sistema SUF cloroplasticabl@ 3). Todas estas proteinas son capaces
de unir grupos Fe-S y transferirlos a apoproteinasyitro, sugiriendo que estarian
involucradas en la liberacién de los grupos Fe-Sl@mplasto (Lezhneva et al., 2004; Abdel-
Ghany et al., 2005; Bandyopadhyay et al., 2008nsaokert et al., 2009).

A pesar de los avances hasta el momento se desconakseria la fuente de Fe para
el sistema SUF en el cloroplasto. Originalmentswgmnia que ferritina, por su capacidad de
unir hierro, era la encargada de cumplir esta imdun trabajo realizado recientemente con
plantas deArabidopsistriple mutante para las isoformas de ferritina dsimd que estas
proteinas no cumplirian dicho rol en la biogéndsifos grupos Fe-S (Ravet et al., 2009; Balk
and Pilon, 2011). Hasta el momento no se sabeseui@ el componente involucrado en ceder
los atomos de Fe en este sistema.

1.4.2. Produccién mitocondrial de grupos Fe-S: Sisina ISC

La biogénesis de los grupos Fe-S en mitocondrigdatdas es llevada a cabo por el
sistema ISC (Figura 3). El primer paso de estabigtsintética errabidopsisesta catalizado
por la cisteina desulfurasa AtNfsl/AtlscS. La ctaazacion bioquimica de AtNfsl
recombinante revel6 que esta proteina presentaplacad de ceder atomos de azufre para
ensamblar un grupo [2Fe-2S] sobre la protstafoldAtisul (Kushnir et al., 2001; Frazzon
et al., 2007). En levaduras y en humanos, la oatdésulfurasa del sistema ISC se encuentra
asociada a una pequefia proteina denominada Isglldrida para la estabilidad y la actividad
de Nfsl siendo esencial para el ensamblado de Hogog Fe-S (Adam et al., 2006;
Wiedemann et al., 2006; Pandey et al., 2012). Bllggll estd muy conservado entre los
eucariotas y no se encuentra en bacterias (Ricladisan der Giezen, 2006). El genoma de
Arabidopsiscodifica para un posible homologolsalll, pero hasta el momento no ha sido
caracterizado (Richards and van der Giezen, 208#; &d Pilon, 2011).

Las cisteina desulfurasas pueden catalizar la fwémade grupos Fe-$ vitro en

presencia de hierro en forma ferrosa pero se cueeen las mitocondrias de levaduras,
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humanos y plantas es frataxina quien cede los &atadierro (Balk and Pilon, 2011; Busi
and Gomez-Casati, 2012). Bmabidopsisla proteina homologa a la frataxina de humanos,
AtFH (Figura 3 y Tabla 4), se expresa en raicemshy flores, con mayores niveles en este
altimo organo (Busi et al., 2006). Las plantas mtga homocigotas pawtFH (knock-ou}
presentan un fenotipo letal y las plantas con es/eéducidos de esta proteikadck-dowiy
muestran una marcada disminucion en la actividadageproteinas Fe-S mitocondriales,
indicando una importante funcion para AtFH en lanfacion de los grupos Fe-S (Busi et al.,
2006; Vazzola et al., 2007).

Los genes que codifican para las proteinas molllsisiema ISC deéArabidopsis
(AtlscU1-3 estan relacionados con sus contrapartes bawsrigeucariotas (Tabla 2). Estas
proteinas pueden unir hienmo vitro y tienen un rol clave en la formacion de los gripe-S
(Leon et al., 2005; Frazzon et al., 2007). Ambidopsis,Atlsul se expresa en todos los
organos y es la isoforma mas abundaftésu2 se encuentra en hojas y flores mientras que
Atlsu3 se expresa mayoritariamente en el érgano reprodceon et al., 2005). Las tres
proteinas Atlsul-3 se localizan en las mitocondsiasdo Atlsul capaz de ensamblar grupos
[2Fe-2S] en presencia de AtNfsivitro (Tabla 4) (Kushnir et al., 2001; Frazzon et 8002).

En Escherichia coli se demostrd que la proteina IscU, la cisteinalfilgasa (IscS) y
el homologo a frataxina (CyaY), formam vitro un complejo capaz de ensamblar [2Fe-2S]
sobre IscU, asi como también se informé la fornmracié un complejo similar en humanos
compuesto por Nfsl-lsd11-FXN-IscU2 (Layer et aDP@, Tsai and Barondeau, 2010). En
Arabidopsis existen evidencias de la interaccion directaceAtNfs1 con AtFH (Turowski et
al., 2012), sugiriendo que en plantas, también ipoftrmarse un complejo similar al de

humanos.

La liberacion de los grupos Fe-S desde las pragedcaffoldy su transferencia e
incorporacion a las apoproteinas es facilitadal@®iiltimos componentes de la maquinaria
de ensamblado ISC (Figura 3 y Tabla 4). Los grigm$s son liberados de la proteina molde
mediante la interaccion de Isul-2 con la chapekspr 0 Ssql (HscA) y la co-chaperona tipo
Dnaj, Jacl (HscB) que estimula la funcion ATPasaHdeA (Vickery and Cupp-Vickery,
2007; Xu et al., 2009; Balk and Pilon, 2011). Ambidopsis AtHscB se expresa de forma
ubicua en toda la planta, pero los mayores nivelggesion se encuentran en anteras y

tricomas. En plantas mutantes homocigotas para gestela produccion de semillas se
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encuentra afectada y hay menor actividad cataliiéickas enzimas mitocondriales con grupos
Fe-S (Xu et al., 2009). Otro componente involucradoel uUltimo paso de la biogénesis de
grupos Fe-S en mitocondrias son las monotiol ghdiaxinas (Grxs), pequefas
oxidoreductasas que reducen puentes disulfuro dblEn el genoma derabidopsisexiste

un gen homologo &rx5 de levaduras denominaddGrx15 (Balk and Pilon, 2011). Grx5
tiene un rol central en el proceso de ensambladosdgrupos Fe-S a través de la interaccién
con las proteinascaffoldisal e Isa2 (Kim et al., 2010). En levaduras nmtetata delecion de
Grx5 provoca estrés oxidativo, acumulacion de hierdefyciencia en la biogénesis de grupos

Fe-S (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002).

Tabla 4. Proteinas involucradas en la sintesis deugyos Fe-S en mitocondrias

Nombre Locus Funcién

NFS1/NifSBP At5965720 Cisteina desulfurasa

ISD11° At5g61220 Interaccion con NFS1?

SUFER® At4g26500 Activador de NFS1?

ADXR/MFDR At4g32360 Transferencia de electrones

ADX1/MDFX2 At4g21090 Transferencia de electrones

ADX2/MDFX1 At4g05450 Transferencia de electrones

ISU1/IscURP At4922220 Molde (Scaffold

ISU2/IscU2 At3g01020 Molde (Scaffold

ISU3/IscU3 At4g04080 Molde (Scaffold

FHab At4g03240 Homologo a frataxina, dador de hierro

NFU4/NFU-1II At3g20970 Posible moldegcaffold

NFUS5/NFU-I At1g51390 Posible moldegcaffold

HSCA1/mtHSC70-1 At4g37910 Tipo chaperona HSP7®at shock protein

HSCA2/mtHSC70-5 At5g09590 Tipo chaperona HSP70

HSCBP At5906410 Co-chaperona

INDL2b At4g19540 Transferencia/insercion del grupo Fe-S
At2g16710 Transferencia del grupo Fe-S

ISA® At2g36260 Transferencia del grupo Fe-S
At5g03905 Transferencia del grupo Fe-S

IBAS7 At4g12130 Aminometiltransferasa

GRXS15 At3915660 Glutaredoxina

#Proteinas cuya funcién se asigno a partir del sisdnotipico de mutantes con pérdida de funcion.
bProteinas escenciales para el desarrollo embrimiard caracterizada en plantas/algas. Tomada
(14Balk and Schaedler, 2014).
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1.4.3. Biogénesis de grupos Fe-S en el citosolt&isa CIA

El sistema para la biosintesis de grupos hierrér@zn el citosol CIA fue descripto
por primera vez en levaduras (Tabla 2). Este megames esencial para la maduracion de las
proteinas Fe-S citosolicas y nucleares y se caizatgor depender del sistema ISC
mitocondrial (Xu and Moller, 2008). EI modelo maseptado sugiere que la mitocondria
exporta hacia el citosol un compuesto aun no ifleatio, sintetizado por el sistema ISC, que
es utilizado por la maquinaria de ensamblado ditts&IA (Figura 3). La exportacion esta
mediada por componentes de la maquinaria de ISCirmpducra a la proteina Atml, al
transportador ABC de la membrana interna mitocahdyi a la sulfidril oxidasa Erv1l,
localizada en el espacio intermembrana. Posteriiendos grupos Fe-S son ensamblados
sobre las NTPasas P-loop, Cfd1l y Nbp35 que fornmacomplejo con funcidn decaffolden
el citosol donde las proteinas Tah18 y Dre2 prow@oder reductor (Bych et al., 2008; Netz
et al., 2010). Finalmente los grupos Fe-S son fieaidss a las apoproteinas por accion del
complejo de transferencia CIA compuesto por Narlasyproteinas Cial, Cia2 y Met 18.
Narl es una [FeFe] hidrogenasa capaz de unir grepe3 y Cial es una proteina del tipo
WD40 que favoreceria las interacciones proteingepra (Balk and Pilon, 2011; Xu and
Moller, 2011; Luo et al.,, 2012). El genoma deabidospis codifica para todos los
componentes homodlogos al sistema CIA de levadutaspéo por Cfdl (Tabla 5), aunque
solo unos pocos han sido caracterizados (Balk dad,2011).Arabidopsisposee tres genes
que codifican para proteinas pertenecientes altamilia B de transportadores tipo ABC
(ATP-binding _cassette transporjedenominadas ATM1, ATM2 y ATM3 con ubicacion
mitocondrial (Chen et al., 2007). El analisis fépizo de plantas mutantes demostr6 que sélo
AtATM3 es importante para el desarrollo Al@bidopsis En efecto, plantastm3(knock-ouy
presentaron menores niveles de actividad paranlesmas Fe-S citosolicas como la aconitasa
[4Fe-4S], aldehido oxidasa y xantino deshidrogef2Ba-2S- MoCo-FAD). Se ha propuesto
que AtATM3 (STA1/ABCB25) formaria un homodimero dizado en la membrana
mitocondrial interna y que translocaria un compuegufrado del sistema ISC (X-S, Figura
3) requerido para el ensamblado de los grupos fFeeScofactor molibdeno en el citosol
(Bernard et al., 2009). Notablemente las mutantaadtigotas ePATM1 de levaduras o
ATMS3 de Arabidopsisno son letales, sugiriendo que el/los componeméegsarios para la
sintesis de los grupos Fe-S en el citosol puedentraesportados, aunque con menor
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eficiencia, por otras proteinas o atravesar la mengen pequefas cantidades por difusion
(Balk and Pilon, 2011).

Tabla 5. Proteinas responsables de la biogénesisiblica de grupos Fe-S eArabidopsis

Nombre Locus Funcion
ATM3/STA1/ABCB25b At5g58270 Transportador tipo ABC mitocondrial
ERV1 At1g49880 Sulthidril oxidasa, esencial pareelspiracion.
TAH18/ATR3?P At3g02280 Transferencia de electrones
DRE2/CIAPIN1 At5g18400 Transferencia de electrones
NBP35P At5g50960 Molde $caffold
NAR1/GOLLUM?aP At4g16440 Tipo hidrogenasa [FeFe]
ClIA1/emb1345P At2g26060 Armado de grupos Fe-S en el citosol
CIA2/AE7 At1g68310

At3g50845
HSCA1 At4g37910 Tipo chaperona HSP70
HSCB At5g06410 Co-chaperona

®Proteinas cuya funcion se asignd a partir del sisdénotipico de mutantes con pérdida de funcion.
bProteinas escenciales para el desarrollo embrmriBsimada de (11Balk and Pilon, 2011).

1.5. Relacion del ensamblado de los grupos Fe-Slymetabolismo del Fe

La demanda del cofactor Fe-S en las células fflude@pendiendo de los niveles de la
expresion las proteinas que unen Fe, las cualéanvan los diferentes tejidos y estados
desarrollo. Cuando el Fe se vuelve limitante ded&da célula, las proteinas esenciales que
contienen Fe son priorizadas y sus niveles mardaenigientras que disminuyen los niveles
de las hemo y ferrosulfoproteinas no esencialelk @al Schaedler, 2014). Por ejemplo, en
plantas superiores sometidas a deficiencia de Eeg®adan los grupos hemos y los centros
Fe-S, con el fin de liberar y reutilizar el Fe pkrsarequerimientos esenciales (Darbani et al.,
2013).

El aumento de las especies reactivas del oxigenelaciona con el desbalance del Fe
dentro de las células, el cual podria ser debidefectos de la formacién de los centros Fe-S
como a la deficiencia de Fe dentro de las mismatk(8nd Pilon, 2011; Vigani, 2012). El
estado redox de las organelas puede ser monitopgada produccién de ROS, el cual a su

vez, esta asociado a con cambios en la expresitinagguclear (Apel and Hirt, 2004). La
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funcién de ROS en la sefalizacion retrégrada ha @igstionada debido a su inespecificidad
para actuar como molécula sefal. Sin embargo, stellpaque ROS actuaria indirectamente
generando péptidos especificos, que podrian aciwao sefalizadores en la regulacion
retrograda. Dichos péptidos derivarian en la r@ptoroteolitica y el dafio oxidativo de
proteinas mitocondriales (Moller and Sweetlove,@0La degradacion de estos compuestos,
por el aumento de ROS en la célula, podria gen@éptidos que contengan centros Fe-S
oxidados, que podrian funcionar como moléculas |sdéadesbalance de Fe en plantas
(Vigani, 2012).

En mamiferos y en levaduras, la regulacion celighiFe ocurre predominantemente a
nivel post-transcripcional e implica proteinas quentienen centros Fe-S oxidados. En
mamiferos, las maquinarias CIA e ISC son criticas fja regulacion de la incorporacion del
Fe. Sin embargo en plantas, el mecanismo del sertd-e permanece desconocido (Balk
and Schaedler, 2014).

1.5.1. Incorporacion del Fe en plantas

El hierro es un metal esencial para el crecimigletdas plantas, sin embargo, puede
ser altamente toxico dentro de la célula. Debidest, las plantas deben controlar la
homeostasis del hierro, regulando asi, la defieemomo la sobrecarga de este metal
(Morrissey and Guerinot, 2009). En un medio oxidamé concentracion de Fe soluble es
baja; y el hierro presente en los suelos se eneutrmando quelatos férricos (Buckhout et
al., 2009). Las plantas han desarrollado dos egiest diferentes para captar el Fe de los
suelos e incorporarlo a las células epidérmicaladaiz. Las plantas gramineas utilizan la
estrategia Il para la incorporacion del Fe. Dicstrategia, se basa en el quelado de los
metales del suelo para luego incorporarlos en éadas epidérmicas de la raiz. El Fe es
quelado por fotosideroforos solubles con una ditadad a Fé'. Los fotosiderdforos estan
formados por la familia de acido mugineico (MA) qaom sintetizados a partir de metionina y
liberados desde la epidermis la raiz, quizas wialea anidnicos o vesiculas. El complejo Fe-
PS es transportado dentro de la planta via unpoatagioryellow stripel(YS1). Las plantas
dicotiledoneas y las monocotiledoneas no gramind#zan la estrategia | para la
incorporacion del Fe. Dicha estrategia incluyeilbe@racion de protones al medio por una

proteina AHA que tiene actividad"FATPasa. La disminucién del pH del suelo produce la
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solubilizacién del hierro. La reduccion delPFa Fé* es llevada a cabo por una ferroquelato
reductasa dependiente de NADPH (FRO2). Los eleesr@on transferidos desde NADPH a
través de cuatro grupos hemo, para asi reducire¥l que se encuentra en el suelo. La
reduccion del Fe, parece ser el paso limitanteaendorporacion del Fe eirabidopsis.La
sobreexpresion de FRO2 en plantag\cibidopsis arroz y soja, ha aumentado su tolerancia a
suelos deficientes de Fe (Connolly et al.,, 2003scdgacelos et al., 2006; Ishimaru et al.,
2007). El Fé' resultante, es transportado dentro de las céyia€rmicas de la raiz mediante
el transportador de metales divalentes (IRT1) (Msey and Guerinot, 2009). IRT1 no es un
transportador especifico de Fe, ya que tambiéneptradsportar metales, como Zn, Mn, Cd,
Co y Ni (Morrissey and Guerinot, 2009).

Strategy |

ATP
H* H*
ADP

FRO2

Fe3*-chelate NADH* + H*
Fe2 NAD*
IRT1
Fe? +> Fe?*

Strategy Il (vesicle
transport?)

PS PS

i

Fe3*-PS Fe3*-PS

*

Outside Plant cell

Figura 4. Representacion esquematica de la incorpacion del Fe en raicesLas plantas dicotiled6neas
utilizan la_estrategia |, caracterizada por la oaidn de FRO2, IRT1 y la HATPasa a nivel de la membrana
plasmatica. Las plantas monocotiledoneas presegitanecanismo de la_estrategia Il, caracterizado lgor
produccién y la liberacion de fotosideroforos enit@sfera y la incorporacién FePS. Tomado de (Hell and
Stephan, 2003)
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1.5.2. Transporte del Fe desde la raiz hacia lasjas

Una vez que el Fe entra de las células epidérndieda raiz, el Fe es complejado por
compuestos organicos y de esta forma, dicho compejmoviliza a través de las conexiones
intercelulares probablemente por difusion (Kim &derinot, 2007). La liberacion del Fe
dentro del xilema, requiere que el Fe sea tranasportiesde el simplasto hacia el espacio
apoplastico, sin embargo, el mecanismo de la sdifld&e desde las células hacia el xilema
no esta claramente entendido. Se ha reportadomles €élulas del duodeno de mamiferos,
una proteina codificada por el gen IRON REGULATEDRREGY) cumpliria el rol de
transportador de Fe, desde las células epitelinksa la circulacion sanguinea. En
Arabidopsis hay dos proteinas predichas por ser homélogas @1Réeichas proteinas fueron
llamadas Ferroportinas (FPN1 y FPN2), y se encaentocalizadas en la membrana
plasmatica de la vasculatura de la raiz, sugiriamtgosible rol en la liberacion del Fe al
interior del xilema (Morrissey and Guerinot, 200Bentro del xilema, el Fe se encuentra
como un complejo Fe-citrato, formando las espefffieCitratoOH]* y [FeCitratd]?3. La
mutante dé\rabidopsis frd3ha provisto la evidencia molecular que el citegta involucrado
en el transporte del Fe desde las raices a la parea de la planta (Roschzttardtz et al.,
2011). El gerFRD3 codifica para una proteina transmembrana pertemecéela familia de
liberacion de multidrogas y toxinas (MATE), que esgresa Unicamente en la raiz de la
planta. La mutantérd3 presenta clorosis y una induccion constitutivalate genes de la
captacion de Fe, provocando una mayor acumula@drecen las raices de las mutarfite3.
Ademaés, en exudados del xilema de la muténd® se ha encontrado reducido a la mitad el
contenido de Fe, mientras que el contenido deteitige reducido significativamente en
relacion a la planta de tipo salvaje. (Rogers angeri@ot, 2002). Por lo expuesto
anteriormente, ha sido propuesto que el citrata semnsportado hacia el xilema mediante el
transportador FRD3 (Rogers and Guerinot, 2002; Ratdtz et al., 2011). En el
mecanismo del transporte de Fe desde el xilemaahlas hojas, se han encontrado
componentes de la estrategia |. Varios genes FRGspresados en tallos y también se ha
observado que IRT1 es expresado en la parte basksdflores, sugiriendo su rol en la
incorporacion de Fe en tejidos aéreos (Vert eR@D2). El transporte de Fe hacia los 6rganos
reproductivos se produce a través del floema. Lailimacion del Fe que se produce desde las

hojas en senescencia hacia las hojas jovenesméstavia floema. El pH en el floema es
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mayor a 7, por este motivo el Fe necesita ser uaidwléculas organicas que actien como
guelantes para mantenerlo en forma soluble (KimGuekinot, 2007).

La nicotianamina (NA) es una molécula organicazual es sintetizada a partir de S-
adenosyl L-metionina mediante la enzima nicotiamasintasa (NAS). La molécula NA
tiene alta afinidad por metales, incluyendo higBadat et al., 2007) Se ha informado que
plantas con niveles deficientes de NA, presentandisminucion del contenido de Fe en su
parte aérea y las hojas jovenes en crecimientcemas clorosis. Debido a que las hojas
jovenes son alimentadas esencialmente por el floemafecto fenotipico que provoca la
ausencia de NA sugiere que el NA sirve como umdbgapara el transporte de hierro en el
floema (Hell and Stephan, 2003). Se ha reportade,lg familia de transportadorgsliow
stripe like (YSL), que muestran similitud de secuencia condéSnaiz, estarian implicados
en el transporte del complejo NAF @ través del floema (DiDonato et al., 2004) (T aishi
et al., 2003; Le Jean et al., 2005; Chu et al.0201

1.5.3. Regulacién de la respuesta a deficiencia Be

La respuesta de las plantas a la deficiencia dedhes controlada a través de una
coordinada activacion mitocondrial. Estudios deatss mutantes en el gér llevaron a la
identificacién de LeFER, un factor de transcripca@m estructura basica hélice-loop-hélice
(bHLH), el cual controla la transcripciéon de losgs de incorporacion de Fe (Ling et al.,
2002). EnArabidopsis su homoélogo funcional es un factor de transadipcienominado FIT1
(Colangelo and Guerinot, 2004; Jakoby et al., 20B#)genFIT1 se expresa en la zona de
diferenciacion de la epidermis de la raiz y suidadt se regula mediante protedlisis. Bajo
condiciones normales de Fe FIT estaria inactivaerjasubiquitinada y degradada via
proteosoma. Bajo deficiencia de Fe, FIT1 se e&tabih para dar lugar a una proteina activa.
La estabilizacion y la activacion de FIT1, podser dada por cambios covalentes en la
estructura de la proteina o por interaccion de ralgproteina, que se exprese so6lo bajo
deficiencia de Fe. Recientemente, se ha reportadd-{'1 interacciona con otras proteinas,
bHLH38 y bHLH39 probablemente formando heterodimeerque contribuirian con la
estabilizacion de FIT1 y mediarian los cambios anekpresion de diversos genes
dependientes de Fe (Yuan et al., 2008). PlantasArddidopsis mutantes enfitl, no
incrementan los niveles de expresionFRO2y la actividad ferroquelato reductasa también
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se encuentra disminuida (Colangelo and Guerin@4208akoby et al., 2004). Sin embargo, la
expresion déRT1no es afectada en plantas mutafités mientras que la proteina IRT1 no es
detectable (Colangelo and Guerinot, 2004; Jakolal.e2004). Estos resultados indican que
el genFRO2es regulado directamente por FIT1, mientras qumecanismo dependiente de
FIT controlaria la regulacién post-transcripcioragg IRT1 (Connolly et al., 2003; Colangelo
and Guerinot, 2004). Se ha observado que plantéanibes deArabidopsisque sobreexpresan

FRO2 so6lo incrementan los niveles de expresion deodigen cuando las plantas son
sometidas a deficiencia de Fe; indicando que FRaD@bién podria ser regulada por un
mecanismo post-transcripcional (Connolly et al.030 ElI hecho que existan importantes
genes inducidos bajo deficiencia de hierro, cdiR®l que sean independientes de FIT,

sugiere la presencia de un mecanismo regulatoretoadl! (Puig et al., 2007).
1.5.4. Respuesta sistémica de las plantas a la difincia de Fe

Debido al rol esencial que cumple el hierro demkeolas células de las plantas, los
niveles del hierro dentro de las mismas, debe samtenido a un nivel 6ptimo para su
funcionamiento. EI mecanismo de incorporacién deirb en las plantas, debe alcanzar un
equilibrio entre, incorporar hierro bajo condiciende deficiencia de hierro y frenar la
incorporacion del mismo, en condiciones de excesadhigrro. Esto ha resultado en un

mecanismo complejo de regulacion del metabolismhé&elen plantas (Darbani et al., 2013).

Como mencionamos anteriormente, la incorporacaébri-d en plantas es regulada por
mecanismos transcripcionales y post-transcripcemaljue provocan un incremento en su
incorporacion en condiciones de deficiencia (Gaktima et al., 2013). Evidencias
experimentales sugieren la existencia de un sistemdatorio hoja-raiz. El cual dependeria
de la disponibilidad del Fe en las hojas para sasgsos metabdlicos (Grusak and Pezeshgi,
1996; Vert et al., 2003). Las sefales implicadaslgmoceso de regulacion hoja-raiz, no han
sido claramente elucidadas. Probablemente, dichala@dn afecte la produccion y/o
translocacion de sefiales activadoras o represivaadas desde la parte aérea de las plantas
hacia la raiz (Schmidt, 2003).

Se han postulado dos modelos para la regulacidla defial sistémica. EI modelo
inductivo y el modelo represivo. EI modelo induotise basa en que la sefal es producida en

las hojas en respuesta a la deficiencia de Fey migjavés del floema hacia la raiz resultando
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en la activacién de los genes de la incorporac#&ri-d. En este esquema, un alto contenido
de Fe en las hojas podria prevenir la liberaciéiadsefal y dichos genes podrian no ser
expresados. Lo contrario sucede en el modelo riepremn el los genes de incorporacion del
Fe de la raiz se expresan constitutivamente, exapm el contenido de Fe en las hojas sea
alto. En este caso, si los niveles de Fe en lastsgn suficientes, la sefial podria prenderse y
regular negativamente los genes de incorporacibfralde la raiz; la ausencia de esta sefial,
se daria bajo deficiencia de Fe y podria desreptareéxpresion de los genes. Figura 5. Sin
embargo, hasta el momento no se han dilucidadodmids dos modelos es funcional en
plantas (Takahashi and Tokumoto, 2002).

Modelo inductivo Modclo represivo
Alto. Bajo Alto. . Bajo
contenido contenido contenido contenido
de Fe : de Fe de Fe : de Fe

Alto Fe Bajo Fe Alto Fe ’ Bajo Fe

Figura 5. Representacion esquematica de los modelosluctivo y represivo.En el modelo inductivo, la sefial
se dispara bajo deficiencia de Fe y activa los gjeleeincorporacion del Fe de la raiz. En el modgpoesivo, la
sefial se dispara en las hojas bajo condicionesatesrde Fe reprimiendo I68R02e IRTL Tomado de (Vert et
al., 2003)

1.6. Chaperonas y proteinas del tipo-J

Las proteinas J, por definicion, contienen unaodmegacidica conservada de 70
aminodacidos, denominada dominio J; en el cual sslgo@encontrar un motivo conservado,

constituido por los aminoacidos, histidina, prolinaspartico (HPD). EI motivo HPD se sitla
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en un loop entre dos hélices alfa y es critico fmfancion de la proteina. El dominio J tiene
un rol crucial en la estimulacién de la actividaiiPasa de las Hsp70s (Kampinga and Craig,
2010). Figura 6.

Figura 6. Estructura de la proteina J.La proteina J contienen cuatro alfa hélices fodnamn motivo super
enrrollado alrededor de un core hidrofébico. Elaiante tripéptido His, Pro, Asp (HPD) se encuentra
localizado entre la hélice 1l y la hélice lll. Dizhripéptido es crucial para la estimulacion deaddividad
ATPasain vivo. Tomado de (Kampinga and Craig, 2010).

Las chaperonas Hsp70 tienen un rol en la respueststrés. Se las ha encontrado
involucradas en procesos como plegamiento de peoshtetizadas deovqg trafico celular,
translocacion de proteinas a través de la membpdematica y control de proteinas
regulatorarias (Mayer and Bukau, 2005). La veigatil de la funcion de las chaperonas
Hsp70 no esta dada por la diversificacion de lagegale Hsp70, sino por la diversificacion
que se ha producido en las co-chaperonas de tipdeinas, a diferencia de las Hsp70s, las
proteinas de tipo J muestran diferencias en sueseiay divergencia estructural, lo que
condice con la hipétesis de que ellas son las giged la funcién de la maquinaria de las
Hsp70s (Craig et al., 2006; Hageman and Kampin@@9R

Las chaperonas Hsp70 han sido muy conservadasteuervolucion. Diferentes
isoformas exhiben un alto grado de conservaciosabeiencia, sugiriendo que todas ellas
tienen caracteristicas estructurales similaresrelggdon N-terminal, 45 kDa, comprende un
dominio de union a nucleétido (NBD), el cual tieadividad ATPasa. Una corta region une el
dominio N-terminal con el segmento C-terminal, 2Z3ak el cual contiene un dominio de

unioén a péptido (PBD). Figura 7.
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Motivo de union Motivo de

a nucledtido X unién a péptido

L L
T T
Dominio de union a nucledtido (NBD) Dominio de union a péptido (PBD)

Figura 7. Estructura de la proteina Hsp70EI dominio ATPasa (NDB) y el dominio de unén a p (PBD)
se encuentran conectados por un péptido cortablteg hidrofébico. Tomado de (Kampinga and Crai0).

Las chaperonas son capaces de interactuar con phoarango de proteinas. El
reconocimiento de éstas, es determinado por leciisp#ad intrinseca de la Hsp70 y por la
co-chaperona de tipo J. La unién del sustratohsfarO es también nucleétido dependiente.
El complejo Hsp7@TP tiene baja afinidad por la proteina sustratar, @ste motivo, la
proteina J interacciona con la proteina no natikeego se une a la Hsp70, estimulando la
actividad ATPasa y estabilizando la formacion aehplejo (Hsp70-proteina sustrato). En la
disociacion de la proteina sustrato de la Hsp7@ruigne una proteina denominada NEF
(factor de liberacion del nucleétido) que permitecambio en la conformacion de la Hsp70
hacia una forma de baja afinidad por la proteirstrato. Figura 8 (Vickery and Cupp-
Vickery, 2007; Kampinga and Craig, 2010). La adth ATPasa basal de las chaperonas
Hsp70, usualmente es muy baja, pero podria aumeréarde 1000 veces en presencia del
sustrato y de la co-chaperona. Esta regulaciénigme\ciclos futiles de la actividad ATPasa
(Vickery and Cupp-Vickery, 2007).
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Figura 8. Modo de accion de la proteina Hsp7Q.) La proteina J interacciona con la proteinaratesh través
del dominio de unidn al péptido (regién C-termin&l) La proteina sustrato se une transitoriamensgtia de
unién al péptido de la Hsp70. La hidrélisis de Ad®Rimulada por ella misma y por la proteina J, @aum
cambio conformacional en la Hsp70 que estabilizéntaraccion con la proteina sustrato. 3) La pnatel
abandona el complejo. 4) Un factor de interacardbioucle6tido (NEF) el cual tiene alta afinidad feorlsp70-
ADP une la Hsp70. 5 y 6) Se intercambia ATP por ADR.a proteina sustrato es liberada debido a ja ba
afinidad por la Hsp70-ATP. Si la proteina sustiqiiedé mal plegada la proteina J la volvera a um giclo
comenzara de nuevo. Tomado de (Kampinga and Q@id)).

1.6.1. Sistema especializado de chaperonas paraiatesis de centros Fe-S

Muchas Hsp70 presentan un amplio rango de espdaifi@decuado con la necesidad
de reconocer una variedad de proteinas diferedteésialmente, se pensaba que las
procariotas contenian una Hsp70, denominada DnaikK@yl, 1993). Sin embargo, luego, fue
identificado un gen que codifica para una nuevarAgpmologa a DnaK ef. coli (Seaton
and Vickery, 1994). Se encontré que el dé¢sp70se expresaba constitutivamente en las
células y no se producia su induccién por tratarnigdrmico. El gen fue denominattscA
(heat shock cognate La proteina predicha HscA, exhibe solo el 40%idintidad de
secuencia con la proteina DnaK y otras Hsp70seklqye se encuentra localizado corriente
abajo del gemdscA se lo denominéiscB y codifica para una proteina de tipo J (Vickang a
Cupp-Vickery, 2007).
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La proteina HscB contiene un N-terminal contenierti@dominio J (incluyendo el
tripéptido HPD) y un dominio C-terminal que es mégo que los que se encuentran en otra
co-chaperonas del dominio J (Urbina et al., 20@2)C-terminal de la proteina HscB ha
perdido el dominio involucrado en interaccionar das diferentes proteinas sustrato. Sin
embargo, HscB presenta las propiedades bioquirsicaitares a las proteinas J: unen una
proteina sustrato y mediante la estimulacion decfevidad ATPasa de las Hsp70, facilitan la
unidn entre ambas proteinas (Vickery and Cupp-Vick2007). Debido a la pérdida de dicho
dominio en el C-terminal, HscB sdlo interacciona ama Unica proteina sustrato denominada
IscU (Figura 9). Asi, HscB no estaria involucradakplegamiento de proteinas, si no que en
este caso, estaria involucrada en la biogénesasaentros Fe-S (Craig et al., 2006).

i
W Ciclode la

chaperona
HscA

Figura 9. Ciclo de HscA La chaperona HscA se puede encontrar uniendo (&$fado T) o ADP (estado R).
IscU une indistintamente al estado R o T de Hscientras que HscB solo interacciona con el estadie T
HscA. Cuando HscB e IscU estan presentes sinaristinte estimulan la hidrélisis de ATP y en consecia,
la conversién de HscA del estado T al estado R.abonde (Vickery and Cupp-Vickery, 2007).

Estudios de las propiedades bioquimicas de HscAoBHNE. coli han revelado que
HscA presenta una actividad ATPasa tipica de Ias ¢isp70s (Vickery et al., 1997; Silberg
et al., 1998). La actividad ATPasa es estimuladadde 6 veces por HscB, hecho que
concuerda con la hipotesis del rol de HscB comohaperona regulatoria de HscA (Vickery
et al., 1997). Células de. coli mutantes etdscAo HscB presentan una disminucién en la

actividad de las enzimas glutamato sintasa y satximleshidrogenasa. Estos estudios
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sugirieron que las proteinas HscA y HscB son neesspara la eficiente formaciéon y/o
reparto de los centros hierro azufre a las proseameptoras (Takahashi and Nakamura,
1999).

Diversos estudios realizados han mostrado, queptaginas que componen la
maquinaria de la biogénesis de los centros Fe-8aseconservado en todas las eucariotas.
Sin embargo, la chaperona mitocondrial (HscA) esfizada en la formacién de centros Fe-
S, no fue transferida o no fue mantenida en laareias ancestrales (Schilke et al., 2006).
Los andlisis realizados sobre las chaperonas iokadas en la formacion de los centros Fe-S
han sugerido, que la funcién de HscA fue adoptaddgs chaperonas mitocondriales de los
diferentes organismos, que ademas de cumplir senr@l plegamiento de proteinas, actdan
también en la biogénesis de los centros Fe-S (shmauglt et al., 2010; Lill et al., 2012).

En plantas, la co-chaperona de tipo J (HscB) ha gidntificada y parcialmente
caracterizada La secuencia de HscB de plantasawem un N-terminal que contiene el
dominio J caracteristico de todas las co-chaperope adyacente a este dominio se
encuentra un dominio extra, conservado en caasttm$ eucariotas y en algunas bacterias, el
cual contiene dos médulos CXXC (Figura 10). En humsa se ha observado que estos
mabdulos son capaces de unir el zimwitro, resultando en una estructura tipo dedos de zinc
(Bitto et al., 2008). La alta conservacion de loédolos CXXC en la mayoria de los
eucariotas, sugiere que estos moédulos poseen ymartante funcién (Uhrigshardt et al.,
2010). Se ha sugerido que este motivo podria regoladiante la union a zinc u otros
metales, la distribucion de esta proteina ent@teol y la mitocondria. EArabidopsis se
ha reportado que AtHscB tiene doble localizacidtogol-mitocondria) (Xu et al., 2009),
hecho que apoya ésta teoria. Sin embargo, sonangsesas estudios para determinar la

funcidn especifica de estos modulos.

26



Introducelon

Homo sapiens 39 PRCWN CGGPWGPGRE D-======~ RF FCPQCRALQA PDPTR 71

Mus musculus 38 PQCW GHAREAGCG D--====-~ EF FCSHCRALQP PDPTR 70

Rattus norvegicus 38 PQCW "GRAMGAGRG D FC 'RALQP PDPTR 70
Monodelphis domestica 34 PSCW ‘GSQGAPLGG - F CRALQP PSPEP 66
Xenopus laevis 28 RLCW ‘QAQ---LSR 'TTLQP PDESK 57

Aedes aegypti 32 KFC» "SKP--LVKK ‘GSLQR VEEVD 62
Anopheles gambiae 29 KQCW 'SSS--DIN- CGVLRE TAEKE 58
Nematostella vectensis 57 RTCW "HSN--LFGH 'DVIQP PEGDA 87
Tribolium castaneum 47 IKCW "GIE--RKNL CNYIQS PPEKD 77
Tetrahymena thermophila 61 SECW 'NSR--NFQS 'QHLOD PSESI 91
Vitis vinifera 77 VRCW 'KAA--AQTT "RSVQP VDPSV 107

Oryza_ sativa 73 __GECW ‘GAS--G- -~ ‘GSVOP_VDPAV 100
Arabidopsis thaliana 65 AGCW "GEK--A--- "RSIOP VDDSV 92
Dictyostelium discoideum 106 SPCW 'NEH- -IEK- 'NKVQQ MDDSI 135

Ostreococcus tauri 38 DACW 'GDLSPTNPA ASSL----DF FCVACGMIQP PLVDG 73

BRZDDDREZARZZOZNZ B EZZORRD0Z D2

Ostreococcus lucimarinus 37 TPCW. 'DARTTALND DASA----NF FCDACGAIQP P-VAA 70
Strongylocentrotus purpuratus 15 GVCW 'SAELSRSAT SSGGPRVGAL FCASCNMIQP LEDGL 54
Trichomonas vaginalis 23 SACWN CNHRL-NTAR E PTCEN 54
Caenorhabditis briggsae 20 PSCW "KKD- - -VKD QP VTSGQ 47
Giardia lamblia 24 HACW ‘GTK----QP )P ISRPT 52
Paramecium tetraurelia 18 VTCW "KSN--EFIN PSIQL 47
Tetraodon nigroviridis 1 MNCW "KQP- - -LEN F P PGEGT 31
Magnetospirillum gryphiswaldense 20 VPCW 'KGP---VAT R FCSVC PGAID 49
Magnetospirillum magneticum 10 VSCW 'KGP---VAT R FCSVC PGNID 39
Magnetococcus sp. MC-1 4 HACW "KGP---VEA S-==--=-=-- A- FC , QP PQRDQ 32
Leptospirillum ferrooxidans 15 SLCW 'KGT---LEE A ‘GTC QP FKEDR 43
Anaeromyxobacter sp. Fwl09-5 4 PICW "ELE---LES G FC ) VARTE 33
Anaeromyxobacter dehalogenans 2 AHCWS CKAQ---EEQ Q F VGRTE 31
Consensus 0 olWe. Covococsce sosesseses £CeeCoooQD Povoe

Figura 10. Alineamiento de la secuencia aminoacidicde HscB en eucariotas y procariotas.os
alineamientos fueron realizados con el programaadWnl Los residuos idénticos se indican en azoky
residuos altamente conservados en rojo. El alirmamisugiere una secuencia consenso CWeXCX
13FCXXCXXXQ. Tomado de (Bitto et al., 2008).

Estudios realizados han demostrado que HscBAdbidopsis (AtHscB) puede
reemplazar funcionalmente a su homélogaSdecerevisiaelacl y que ademas AtHscB
interacciona con la proteina sustrato Atlsul (hag@la Isul de .Scerevisiag (Xu et al.,
2009). Ademas, se ha demostrado que Atlsul pued®mlementar cepas de levaduras
mutantes en Isul (Tone et al., 2004; Leon et @D5® sugiriendo que AtHscB y Atlsul han
sido conservadas en plantas y que estarian inaalasren la biogénesis de los centros Fe-S
(Tone et al., 2004, Leon et al., 2005; Xu et &0D).

Se describié que plantas deabidopsisdeficientes en AtHscB tienen disminuida la
actividad aconitasa y succinato deshidrogenasacando que ésta proteina podria estar
involucrada en la formacion de los centros Fe-S€Xal., 2009); sin embargo se conoce muy
poco sobre la presencia y caracteristicas de Esecbnas mitocondriales d@abidopsis Se
postuld que los genegstHscAly AtHscA2surgieron por duplicacion génica y codifican para
dos chaperonas mitocondriales que podrian estalucnadas en la biogénesis de centros Fe-
S (Huynen et al., 2001). Previamente, se ha deadmstque AtHSCAl puede reemplazar
funcionalmente a Ssql (chaperona homoélogaSerterevisiag sugiriendo que AtHscAl
estaria involucrada en la biosintesis de los cenfi®S (Xu et al., 2009). Sin embargo,
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AtHscA2 no ha sido estudiada, y ésta ultima tamipiédria tener implicancias en la via de
formacion de los centros Fe-S.
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Objetivos

2. 1. Objetivo General

Contribuir al conocimiento general sobre la formacide los grupos Fe-S en plantas

superiores y avanzar en la caracterizacion biogaifuincional de las proteinas involucradas.
2.2. Objetivos especificos

Expresar y purificar la co-chaperona de tipo J @B, la proteinascaffold (Atlsul)
mitocondriales y la chaperona mitocondrial AtHsa®Arabidopsisen sistemas heter6logos

(Escherichia coli. Caracterizar sus propiedades bioquimicas.

Analizar las posibles interacciones entre AtHscAf#lsul y AtHscB. Evaluar el efecto de
AtHscB y Atlsul sobre la actividad catalitica ddHAEA2.

Evaluar el rol de AtHscB en la biogénesis de lagros Fe-Sn vivoy su participacion en el

metabolismo del Fe en plantas.
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Materiales Y Métodos

3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

* E. coli XL1-BLUE MRF : A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-myt73 endAl supE44 thi-1
recA1gyrA96 relAl lac[F ' proAB lachkZ4M15 Tnl0 (Tet)]. Stratagene

* E. coli DH10: F- endAl recAl galE15 galK16 nupG rpgllacX74 ¢80lacziM15ara
D1394(ara,leu)7697 mcrA(mrrhsdRMS-mcrBC)- Invitrogere.

* E. coli DB3.1: F- gyrA462 endAl gInV44(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-)aral4d
galK2 lacY1l proA2 rpsL20(Smr) xyleu mtll (Bernard and Couturier, 1992; Miki et al.,
1992). Utilizadas para propagar vectores Gatewayit(bger») conteniendo el gen toxico
ccdB

* E. coli BL21 (DE3) [E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr gal (BEendA Hte
[argU ileY leuw Camr]]. Utilizadas para la expreside las proteinas.

» Agrobacterium tumefaciensGV3101 plasmido Ti: pTiC58; chromo C58; opines:
Nopalina.Resitencia a rifampicina (genoma) y gentamicinagmiido).

Los cultivos deE. colise incubaron a 30 6 37°C (segun se indique) naiemfue los dA.
tumefaciense crecieron a 28°C. Los cultivos en medio liguedanantuvieron con agitacion
continua (150 rpm) y los medios solidos se obtuwvigyor adicion de agar 1,5% (P/V). Todas
las cepas bacterianas fueron crecidas en medioa LBartani (LB) conteniendo los
antibiéticos requeridos. El crecimiento celular datermind por medicion de la densidad
Optica a 600 nm (Dé3o).

3.2. Material vegetal y condiciones de crecimiento
3.2.1. Lineas de plantas

» Arabidopsis thalianaecotipo Columbia (Col-0) plantas del tipo salvaje (Col-0).

Utilizadas como control y para generar lineas gédngas. Sin marcador de seleccion.

» AtHscB-myc lineas deA. thaliana transgénicas que expresan el gatHscB
fusionado a untag de purificacibn compuesto por 9 epitopes myc, Sduws de
histidina, un sitio de clivaje para la proteasay3Zsitios de unién a IgG. Marcador de
seleccién: gentamicina (50 pg/ml) (Rubio et alQ20
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> athsch Las lineas con expresion reducidéHscB (knock dowip se obtuvieron de
“Arabidopsis Biological Resourse CentefABRC) dos lineas de plantas mutantes
insercionales en el gextHscB(SALK 099684 y SALK 020271). Ambas lineas tienen
la insercion del ADN-T en la region no traduciddJ(BR) por delante del codon ATG
de inicio de la traduccion.

3.2.2. Condiciones de crecimiento

Las semillas se esterilizaron con una soluciénagtaridina comercial al 5% (V/V) y
Tween 20 al 0,05% (V/V) durante 15 min. Luego s&tan 3 veces con agua destilada estéril
y se sembraron en tierra, en medio M3 TS agar (ver punto 3.3) suplementado con los
antibioticos adecuados, segun se indica en caday@n$inalmente se mantuvieron en
oscuridad a 4°C por 48 h y se transfirieron a inadero a 25°C con humedad variable (40-
70%). Las condiciones de iluminacion se lograrordiar@e la combinacién de lamparas
fluorescentes blancas frias (Cool White, Philipg)eytipo Grolux (Sylvania, Vinhedo, SP,
Brasil) con una intensidad de 1Q& nm? s! utilizando un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h

oscuridad (dia largo).

Las plantas transgénicas se seleccionaron durard&éag en placas dreti con medio
MS agar utilizando el antibiético adecuado. Luegoedte periodo las plantas resistentes al
antibiotico se trasplantaron a macetas con tiegerkta.

3.3. Medios de cultivo

Medio LB (Luria Bertani): Tripteina 10 g; Extracto de leveal® g; NaCl 10 g; Agua c.s.p 1
litro; pH 7,0.

Medio LB agar: medio LB con el agregado de 15 g/l de agar.

Medio MS (Murashige & Skoog): N° catalogo: M0404 (Sigma-+dt) (Murashige and
Skoog, 1962).

Medio ATS: KNOsz 5mM; MgSQ. 7H0 2 mM; KHPQs 2,5 mM; Ca(NQ).4HO 2mM,;
CoCh.6HO 0,01 pM; MnSO4.H20 14 uM; BOs 70 pM; ZnSQ.7H.O0 1 uM;
CuSQ.5H0 0,5 pM; NaMo0O4.2H0 0,2 uM; NaCl 10 uM; y distintas concentraciones d
Fe-EDTA 20, 50, 200 6 500 uM Fe. El medio se llayiH 5,8 con NaOH.
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Medio MS agar oATS-agar. medio MS 0ATScon el agregado de agar 0,7% (P/V).

3.4. Soluciones buffer

TBE 10X: TRIZMA base 108 g; acido bérico §803) 55 g; EDTA 0,5 M; agua c.s.p. 1litro;
pH 8.0.

TE Buffer: TRIZMA base 10 mM; EDTA 1 mM; agua c.s.p. 800 miséar a pH 8 con HCI;
agua c.s.p. 1 litro.

PBS 10X NaCl 80 g; KCI 2 g; NeHPQ..7H0 26.8 g; KHPQy 2.4 g; HCI hasta pH 7.4,
agua c.s.p. 1 litro.

3.5. Antibidticos y otros compuestos relacionados

Los antibidticos usados en la seleccion de clomsgipos y plantas transgénicas asi

como algunos compuestos relacionados se detallEnTeabla 6.

Tabla 6. Antibioticos y compuestos relacionados.

Compuesto Concentracion (stock)] Concentracion final
Bacterias Plantas

Ampicilina 100 mg/ml 100 pg/ml

Espectinomicina 50 mg/ml 100 pg/m
Gentamicina 50 mg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml
Kanamicina 50 mg/ml 50 mg/ml
Rifampicina 20 mg/ml 100 pg/ml

Isopropil B-D-tiogalacto pirandsido (IPTG) 1M 1mM

3.6. Vectores y oligonucledtidos cebadores

Tabla 7. Vectores comerciales y derivados de estai®

Vector Especificidades Fuente
Kanamicin® Vector de clonado. Sistema Gateway. Sitios  de .
™
PDONR™221 recombinaciénattP1(bases 570-801)attP2 (bases 2754-2985) dlnvnrogen
AmpicilinaR. Vector de expresion en bacterias. Sistema Gateway
pDEST™17 Sitios de recombinacionattR1(bases 140-264) attR2 (bases 1720 Invitrogen

1844). Secuencia codificante para 6xtdig (bases 113-130)
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pGW-LLAtHscB

pPpGEM-T Easy

pGEM-T-Atlsul
pGEM-T-

AtHscA2

pET32c (+)

pET32-
LLAtIsul

pET32-
LAtHsScA2

pC-TAPa
(pLY436)

pAtHscB-myc

Ampicilina®. Contiene486 pb correspondientes al gatHscBentre los
sitios AttR1 y AttR2 del vectorpDEST 17 Vector de expresién en

bacterias. Fusiéntag de histidinas. Esta tesis

bla*, 3015 pb,ori f1, lacZ (SMC), derivado de pGEM-5Zf(+), vectc
linealizado por corte con EcoRV y con timidinas eggrdas en lo:

extremos 3'. Promega

bla*, pGEM-T Easy::ADNAAtIsulArabidopsis thaliana. _
Esta tesis

bla*, pGEM-T Easy::ADNAtHscA2Arabidopsis thaliana .
Esta tesis

bla*, 5899-5901 phori f1, lacl, SMC, ori ColE1. Vector de expresion ¢
proteinas recombinantes bajo el control del promptie las sefiales d
iniciacion de la traduccion del bacteriéfago T&ifun a tiorredoxina y ¢
hexa-Histidina (6xHis) para aumentar la solubiliddel la proteina d¢
interés y permitir su facil purificacion.

Novagen

Ampicilina®. Contiene 426 pb correspondientes al g#lisul entre los
sitios Ndel y Xho del vector pET-32c (+). Con codfmterminaciéon que
interrumpe la traduccion del 6xHisg en la region C-terminal de la
proteina.

Esta tesis

Ampicilina®. Contiene 1515 pb correspondientes al gédscA2entre
los sitios Ndel y Xho del vector pET32c (+). Cordéan de terminacion
que interrumpe la traduccion del 6xHiagy en la regién C-terminal de la
proteina.

Esta tesis

Espectinomicind (bacterias) gentamicifigplantas). Sistema Gatewa

Promotor 2XCaMV35S. Terminador NOS. Fusiétag de 2xlgG-BD, Rubioy
3C, 6xHis y 9xmyc en la regién C-terminal de latpfoa. Expresién el col. (2005)
plantas

Espectinomicin (bacterias) gentamiciiigplantas). Contiene 759 pb
correspondientes al gen completaAdelscBrecombinado por los sitios
AttR1 yAttR2 del vectopC-TAPa Expresién en plantas. Fusioteg
de 9xmyc y 6xHis en la regién C-terminal de la phoa. Expresion en
plantas.

Esta tesis
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Tabla 8. Oligonucleétidos cebadores utilizados entastesis

Nombre Secuencia del oligonucleétido cebador Uso e
Clonado de
AtHscBb-gtw-fw 5 AtHscB madura | At5g0641
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGTCGACTATTTTCAGATTT 0
3
Clonado de
AtHscBb-gtw-rv 5- AtHscB madura| At5g0641
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGTGTTGAGACCA[TTGAA 0
3
Clonado de
Atlsulb-fw 5" AAACATATGCGAACCTACCATGAG 3’ Atlsulmadura | At4g2222
0
Clonado de
Atlsulb-rv 5 TTTCTCGAGAGCCTGTGTGG 3’ Atlsulmadura | At4g22220
Clonado de
AtHsp70-2b-fw 5" CATATGAAAGAGACGGCCGAAGC 3 AtHscA2 At5g09590
Clonado de
AtHsp70-2b-rv 5 CTTCAGCTTTTTCACTTCCTCGTACTC 3 AtHscA2m At5g09590
Clonado
AtHscB-myc-fw | 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTATGAAGAAAACGRAGARHSCB-myc | At5g06410
3
Clonado
AtHscB-myc-rv 5 AtHscB-myc | At5g06410
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTAGCTTCTTCAAAATTTCTT
3
Amplificacién
HscBtransgfw 5 TCGAAGCGTTTGAAAGCCAGAA 3’ AtHscB-myc
Amplificacién Vector
RtCtapa-rv 5 ACCACTAGTTCTAGAGCGGCCC 3 AtHscB-myc pC-TAPa
Amplificacién
*RtHscBfw 5" CGAGCAGTCTGCAAAGGTGACT 3’ QPCRAtHscBy
AtHscB-myc
Amplificacién
*RtHscBrv 5 TGCTTCTGATATGGCCTCTCTGAGT 3 QPCRAtHscBYy
AtHscB-myc
Andlisisathsch
Uphscb prom 5 TGTTCTCCTTAACAACGAAT 3 homocigotas
Andlisisathsch
Rvhsch-prom 5 TGCTGGAATCCACGAGACAACCTA 3 homocigotas
Andlisisathscb | Borde
Lbal 5 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 3’ homocigotas | izquierdo
ADN-T
Amplificacion
*act2F1 5 TGCTGAGGGAAGCAAGAATGGAAC 3 QPCRACT2 | At3618780
Amplificacion
*act2R1 5 TGCTGGAATCCACGAGACAACCTA 3 QPCRACT2 | At3618780
Amplificacion
*AtFH fw 5 TTAGCCAACTTCACAATTAATCACC 3 QPCRAtFH At4G03240
Amplificacion
*AtFH Rv 5" CACGGTCCCAGTCAAATCTAG 3 QPCRAtFH At4G03240
Amplificacion
*Nfs1fw 5 GGTGTGGTGCTTTGTATGTG 3 QPCRAtNfs1 At5G65720

34




Materiales Y Métodos

Amplificacion

*Nfs1 Rv 5 TCTCTACCCCATTCAGCAAC 3 QPCRAINfSL | At5G65720
Amplificacion

*Atlsul fw 5 TTGTGGTTCAGCCATCGCTTCTT 3 QPCRAtIsul At4922220
Amplificacion

*Atlsul Rv 5 GTCCTCCGCCAACATACTGCAG 3 QPCRAtIsul At4922220
Amplificacion

*AtHsp70-2-fw 5 CAGATCACAATCCGATCCTCTG 3' QPCRAtHsCA2 | At5g09590
Amplificacién

*AtHsp70-2-rv 5 CTGCCACAGCATCTTCAATCTC 3' QPCRAtHsCA2 | At5g09590
Amplificacién

*ERO2-Fw 5" CCGCACATGACGAATCTTTGTGG 3’ QPCRFRO2 At1g01580
Amplificacién

*EFRO2-Rv 5 CGAGGTTAATCCCATTGCCGGT 3’ QPCRFRO2 At1g01580
Amplificacién

*EFRD3-Fw 5 GCTACTATTGCTGGCGAGGACC 3’ QPCRFRD3 | At3g08040
Amplificacién

*EFRD3-RV 5" CGAACAAGCCAGAATCGCCTGA 3 QPCRFRD3 | At3g08040
Amplificacién

*NAS4-Ew 5 GGCTTCGACGTTGTGTTCTT 3’ QPCRNAS4 | At1G56430
Amplificacién

*NAS4-Rv 5" AGCAAAGCACCAGGAGACAT 3’ QPCRNAS4 | At1G56430

@ Las secuencias subrayadas indican los siguieitites de restriccion: Ndel (CATATG) y Xho (CTCGAG).
* Oligonucleotidos utilizados para la técnica pertiempo real.

3.7. Preparacion y analisis de ADN plasmidico

3.7.1. Obtencién de células competentes

Células deE. colide la cepa de interés (ver punto 3.1) se obtuviarpartir de una

colonia aislada en medio LB agar suplementado tamtéiotico adecuado y se inocularon
en 3 ml de medio LB liquido. Se crecieron a 37°@ agitacion durante 16 h y 1 ml de este
cultivo saturado se utilizd para inocular 100 mingedio LB fresco que se crecio a 37°C con
agitacion hasta llegar a la densidad 6ptica der88qOD600). Posteriormente el cultivo se

centrifugd a 4°C y 3000 g durante 10 min y el precipitado resultante se o en 50
ml de la solucion Tfbl [AcOK 30 mM; KCI 100mM; CaZilOmM; MnCI2 50mM; Glicerol

15% (V/V); pH 5,8 ajustado con HAc 0,2M; filtraddlirante 20 min en hielo. Luego de este

periodo se volvié a centrifugar a 4°C y 210 durante 10 min. Finalmente el precipitado se
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resuspendié en 1 ml de solucion Tfbll [MOPS 10mMQE 75mM; KCI 10mM; Glicerol
15% (V/IV); pH 6,5 ajustado con AcONa filtrado] y sscogieron alicuotas de 1140 que

fueron guardadas-80°C hasta su uso.

Células deA. tumefaciens GV31Misladas a partir de una colonia se inocularof en
ml de medio LB con los antibiéticos adecuados ifrgacina 100 pg/ml, gentamicina 25
png/ml) y se crecieron a 28°C con agitacion dur@dtén. Posteriormente se utilizo 2 ml de
este cultivo liquido saturado para inocular 200 dal medio LB, suplementado con los
antibioticos antes indicados, y se crecié durante & 28°C con agitacion. Las células se
centrifugaron a 4200 rpm durante 20 min a 4°C yprecipitado pellet de células) se
resuspendio en buffer TE frio. Finalmente, laslaélse centrifugaron, se resuspendieron en

LB, se alicuotaron de a 500 ul y se guardare80aC hasta su uso.

3.7.2. Transformacion de células competentes

Las células dé&. coli competentes (110 ul), (ver punto 3.7.1.), se foam&aron por
choque térmico con los plasmidos correspondientelizamdo protocolos de rutina
(Sambrook and Russell, 2001). Brevemente, las aglabmpetentes fueron incubadas en
presencia del plasmido correspondiente duranteiB@mbhielo, posteriormente se colocaron
a 45°C durante 45 s y se llevaron nuevamente kil tigante 15 min. Luego de este periodo
se agregd 1ml de LB liquido y se incubaron a 376 agitacion durante 45 min. Finalmente,
las bacterias se centrifugaron (5 min a 7000 r.pse)esuspendieron en 100 ul de LB y se
sembraron en placas de medio LB agar conteniensloatibioticos adecuados para la

seleccion de las colonias transformadas. Las peeasubaron 16 h a 37°C.

La transformacion dé\. tumefaciense realiz6 con una alicuota de 5U0células
competentes (ver punto 3.7.1.) que se incubaronlcpog de ADN plasmidico de modo
sucesivo: 5 min en hielo, 5 min en Niquido) y 5 min a 37°C. La suspension se dilayh
ml con medio LB y se incubd con agitacion a 28°€adte 2 h. Posteriormente las células se
centrifugaron a 2000 x g y se resuspendieron evolumen de 20@l que se sembraron en
medio LB agar suplementados con los antibioticacaados. Las bacterias se incubaron a
28°C durante 48 h.
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3.7.3 Anélisis de transformantes

El analisis de las colonias crecidas luego de dasformacion se realiz6 mediante
PCR de colonias. En este caso, se coloco directanuera colonia dentro de cada tubo de
reaccion junto al resto de los componentes del onetiprograma de temperaturas utilizado y

el analisis de los productos fueron similares ayéodescritos.

Aquellas colonias en las que se pudo observar odupto de PCR del tamafo
esperado, se utilizaron para inocular entre 3 ynlL@le medio LB conteniendo el antibiotico
adecuado. Luego de la incubacion a 37°C durantd,16e extrajo el ADN plasmidico.
Posteriormente, se analiz6 este ADN digiriéndole emdonucleasas de restriccibn que
produjeran un patrén distintivo de fragmentos deNA#) correr el producto del corte en un
gel de agarosa 0,8% (P/V).

3.7.4. Aislamiento de ADN plasmidico

Para la obtencion de ADN plasmidico se utiliz&iecomerciallllustra plasmid Prep
Mini Spin (GE Healthcare Bio-Sciences) segun las instruesiatel fabricante, obteniéndose
ADN libre de ARN. Este método se utilizO para olkteADN plasmidico con el que se

llevaron a cabo procesos de secuenciacion, clonaligestion con enzimas de restriccion.

3.7.5. Electroforésis de ADN en geles de agarosa

Las moléculas de ADN con un tamafio comprendidedh y 10 Kb se separaron en
geles de agarosa 0,8% (P/V) con SYBR® Safe 0,0@ml(lhvitrogen). Los geles fueron
sometidos a electroforesis horizontal en un canipareco de direccion constante, utilizando
el buffer TBE 1 X. Los fragmentos fueron visualiaacen un transiluminador de luz azul y
sus tamafios fueron determinados por comparaciémencadores comerciales (400 bp, 100
bp, Productos bio-LAgicos, UNQ).

3.7.6. Purificacion de ADN a partir de geles de agasa

Los fragmentos de ADN de interés se aislaron dgébss de agarosa y se purificaron
utilizando elkit comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification k{{GE Healthcare
Bio-Sciences). EI ADN se purificé siguiendo lastinsciones del fabricante.
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3.8. Manipulacién enzimatica de ADN

3.8.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR realizadas se llewaoao utilizando buffer de PCR
1X (Promega), dNTPs 0.4 mM, OiM de cada oligonucleétido, MgCI2 2 mMaq ADN
Polimerasa 1 U, D c.s.p. 25ul y ADNg (ADN gendmico) o ADNc (ADN copia) como
molde. El protocolo general de amplificacion cordéun ciclo de desnaturalizacion inicial a
94°C durante 4 min y un numero determinado de €idip fase de desnaturalizacion a 94°C
40 seq., (ii) fase de hibridacion a la temperatiptima para cada juego de oligonucleoétidos
(determinado por gradiente de temperatura), ésgfde elongacion 1 min por cada 1000 pb a
amplificar a 72°C, mas una extension final de 16 anla misma temperatura (iv). El nUmero

de ciclos se establecio en funcion del objetivachde en cada experimento.

3.8.2. Reacciones de digestion empleando enzimas

Las digestiones de ADN se llevaron a cabo a 37ui@rde 1 a 3 h, utilizando enzimas
comerciales (Promega) y siguiendo las indicacioseesmendadas por los proveedores de las
enzimas de restriccion. El resultado de las digess se verificd mediante electroforesis de

los productos en geles de agarosa 0,8% (p/v).

3.8.3. Reacciodn de ligacion

Las reacciones de unién de los fragmentos aisldeldsDN al vector pGEM-T-Easy,
se llevd a cabo utilizando una relacién molar ittseector igual a 3:1. Se utiliz6 1 U de T4
ADN ligasa (Promega), el buffer de reaccion pravigor el fabricante de la enzima y agua

destilada c.s.p 10l. La reaccion se incubo a 16°C durante 18 h.

3.9. Extraccion de ARN total y obtencién de ADNc

3.9.1. Extraccion de ARN total

El ARN total de diferentes tejidos fue extraidonggael reactivo Trizol (Invitrogen),
compuesto por una mezcla de fenol y tiocianatoudmigina. Cada muestra se homogeneizo

con nitrogeno liquido, segun la relacién 50-100dudejido: 1 ml de Trizol. Se agrego6 240
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de cloroformo y se agité vigorosamente de formauahdurante 15 seg. La mezcla se dejo
reposar durante 3 min a temperatura ambiente ylgegcentrifugé 15 min a 12000gxa
4°C. Luego de esta etapa se observa una sepaeti@nhmezcla de dos fases, una inferior
organica de color rojo y otra superior, acuosacelora, que contiene al ARN. Se transfirio la
fase superior a otro tubo y se agregd gb@e alcohol isopropilico. Luego de agitar, se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 10 minefRosbtente se centrifugd a 12000gx
durante 10 min a 4°C y se descarto el sobrenadehfeRN precipita en el fondo del tubo).
Se lavé exhaustivamente el precipitado con etaféb TV/V) y se agitdo durante 2 min.
Finalmente se centrifugé a 7000g>durante 5 min a 4°C y se descart6 el sobrenadghte.
ARN se resuspendié en agua tratada con DEPC fiietiarbonato, para la inactivacion de
ARNasas).

3.9.2. Cuantificacion de ARN total

La cantidad de ARN total se determiné espectrofétacamente a 260 nm (1 unidad
de absorbancia equivale a 49 de ARN). La pureza de las muestras obtenidagteenlind

mediante la relacion de absorbancia 260 nm/280 nm.

3.9.3. Obtencion de ADN copia

El ADNc se obtuvo por transcripcion reversa a padi 5ug de ARN. La mezcla de
reaccion estaba compuesta por: 200 U de la enziamscriptasa reversa M-MLV RT
(Promega); 1mg de hexdmeroRandonmpd(N) (Amersham Biosciences); 500 uM de dNTPs;
1X buffer 5X M-MLV (Promega); 25 U Inhibidor de ARdsas (Promega);® DEPC c.s.p.

50 pul. La reaccion se incub6 a 42°C durante 1h.

3.10. Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico

El ADN gendmico (ADNg) se extrajo a partir de 109 oe hojas dé. thalianaque
se tritur6 en presencia de. n microtubos. Posteriormente se agrego 300 plbudier
bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB), se trituréhasta lograr la completa
homogeneizacion del tejido y se incubd a 60°C dara@ min. Posteriormente se centrifugo a
13400 rpm durante 5 min, se traspaso el sobreradamh nuevo tubo y se agregd 300 pl de

cloroformo. Después de agitar, se centrifugd nuevaena 13400 rpm por 5 min. La fase
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acuosa (superior) fue transferida a otro tubo & ga le agregd un volumen igual de
isopropanol y se precipitd el ADN por 20 min a temgtura ambiente. El precipitado
obtenido luego de centrifugar a 700@ por 10 min se lavé en etanol 70% (V/V) y se seco a
temperatura ambiente. Finalmente, el precipitad@saespendio en 20 pl de agua destilada y
se conservo a -20°C. La cantidad de ADN total seraend espectrofotométricamente a 260
nm (1 unidad de absorbancia equivale apgul de ADN). La pureza de las muestras

obtenidas se determind mediante la relacion derlbdsocia 260 nm/280 nm.

3.11. Clonados

Las secuencias de ADN de interés se amplificanparér de ADNc mediante ensayos
de PCR con oligonucleéticos especificos (Tabla i8efthdos a partir de las secuencias
disponibles en las base de datos TAIRttp://www.arabidopsis.ojg El fragmento

amplificado fue aislado y purificado segun se dbgcen los puntos anteriores.

3.11.1. Clonados dependientes de ligasa

Para los clonados tradicionales, los fragmentagliicados y los vectores de
interés, fueron digeridos con las enzimas de oeshri adecuadas, purificados y ligados como
se indica en los puntos 3.8.1, 3.8.2, 3.7.6 y 3Ba3teriormente, con las ligaciones obtenidas
se transformaron bacterias competentes XL1Bluesgkszcionaron en medio de LB agar con
los antibioticos adecuados. Las colonias resisest analizaron por medio de PCR
utilizando como molde 1 pl de una colonia resusplendn 10 pl de agua destilada estéril.
Aquellos clones que resultaron positivos, se irexoun en medio LB liquido suplementado
con los antibiéticos adecuados para obtener ADEhpidico (ver punto 3.7.4). Los plasmidos
se analizaron por ensayos de PCR vy restriccion lasnenzimas correspondientes. Las
construcciones obtenidas se secuenciaron paraanialifidelidad de las secuencias.

3.11.2. Clonados por recombinacion (sistema Gateway

Para los clonados por el sistema de recombinaciédiante la tecnologia Gateway
(Invitrogen), los fragmentos de ADN de interés isplficaron mediante ensayos de PCR con
oligonucledticos especificos (ver punto 3.6) quepiporaron los sitioattB1 y attB2 en los
extremos 5° y 3" de las secuencias. Los fragmeatgo8DN conteniendo estas regiones (15-
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150 ng) se recombinaron con los sitai#1 yattP2 del vector de entrada pDONR221 (150
ng) en buffer TE utilizando la clonasa BP Il (1(ivitroger?) en un volumen final de 5 pl.
La reaccion se incub6 durante 1 h a temperaturaeateby luego se tratdé con 1 pl de
proteinasa K durante 10 min a 37°C. Posteriormeartr, el producto de recombinacion, se
transformaron bacterias competentes DH§0as colonias se seleccionaron por resistencia a
kanamicina en placas de medio LB agar. Luego deoloorar la presencia del inserto por
PCR de colonias, los clones positivos se inocul@mmedio LB liquido suplementado con
kanamicina y se obtuvieron cultivos a partir de doales se realizé la extraccion de ADN
plasmidico. Los plasmidos fueron analizados mediansayos de PCR y restriccion con las
enzimas correspondientes. Una vez obtenido el vpBI®NR221 con el inserto de interés se
realizd un nuevo evento de recombinacion con dovete destino (pbDEST17 para expresion
en bacterias y pC-TAPa para expresion en plantdgdando la clonasa LRIl (Invitrogen),
siguiendo los mismos pasos Yy concentraciones quedetallaron para la primera
recombinacion. Nuevamente, se transformaron bast@@mpetentek. coli DH103 con el
producto de recombinacion y las colonias transfdamase seleccionaron por resistencia al
antibiotico adecuado y PCR de colonia. Se obtuvAldN plasmidico de aquellas colonias

gue resultaron positivas y se secuencio para coraoka fidelidad de las secuencias.

3.11.3. Secuenciacion del ADN

La secuenciacion de las construcciones de ADN a#snfue realizada por la
compafia “Macrogen” (Corea) empleando secuenciasidieotidos especificas del vector y

del gen como cebadores

3.12. Construccién de vectores para expresion degieinas en bacterias

El inserto correspondiente a la version madurdtiiscB sin la region que codifica
para el péptido transito, se obtuvo mediante PQbaréir de ADNc utilizando el par de
oligonucleotidos AtHscBb-gtw-fw y AtHscBb-gtw-rv ¢Tabla 8). El clonado se realizo
mediante el sistema de recombinacion (Gateway). chastruccion obtenida (pGW-
LLAtHscB) codifica para la proteina madura AtHsaBteniendo unag de 6 histidinas en la

region N-terminal.
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Los fragmentos correspondiente a la versiones madigAtisul y AtHscAZ2 sin la
region que codifica para el péptido transito, sendbron mediante PCR a partir de ADNc de
flores deArabidopsis utilizando los oligonucleétidos Atlsulb-fw-Atlsiktv y AtHsp70-2b-
fw-AtHsp70-2b-rw (Tabla 8). El clonado se realiz@diante el sistema tradicional en el
vector de entrada pGEM-T Easy con el posterior dabado en el vector de expresion
pET32c(+). Las construcciones obtenidas denominadg332-LLAtlsul y pET32-
LLAtHscAZ2 codifican para las proteinas maduras étly AtHscA2 conteniendo uag de 6

histidinas en la region C-terminal.

3.13. Construccion de vectores binarios para expriés de proteinas en plantas.

La construccion pAtHscB-myc se cloné mediante altesna de recombinacion
(Gateway) en el vector binario pC-TAPa. La secuencie codifica para la proteina AtHscB
se amplifico por PCR a partir de ADNc con los ofigoleodtidos AtHscB-myc-fw y AtHscB-
myc-rv (Tabla 8). El vector obtenido (pAtHscB-mymgrmitié expresar la proteina AtHscB
con péptido transito fusionada en su region catbotérminal al tag de purificacion
compuesto por dos copias del dominio de unién aunuglobulina de la proteina A de
Staphylococcus aureu@xIgG-BD), un sitio de clivaje para la proteasa 8e rinovirus

humano (3C), seis histidinas (6xHis) y nueve egsomyc (9xmyc).

3.14. Expresién vy purificacion de proteinas recombantes

Para la produccion de proteinas recombinanteE.ecoli se transformé la cepa de
expresion BL21 (DE3) con los plasmidos correspartd®e (pGW-LLAtHscB, pET32-
LLAtIsul o pET32-LLAtHscA2) y las colonias portadar de la construccion de interés se
obtuvieron por seleccién en medio LB agar con logbadticos adecuados (ampicilina 100
png/ml). Posteriormente, a partir una colonia asslsel crecieron cultivos en medio LB liquido
suplementado con los antibidticos correspondiedtesnte 16 h y se tomd una alicuota
(dilucidon 1/100) que se inoculé en 500 ml de metB® fresco en presencia de los
antibioticos. Los cultivos se crecieron a 37°C aasta DQ@oo de 0,5 y se indujo la expresion
de la proteina de interés con el agregado de IP®durante 18 h a 30°C con agitacion. A
diferentes tiempos de induccion alicuotas de cglgk cosecharon por centrifugacion y

conservaron a -20°C para su posterior analisis. &xigactos celulares se obtuvieron
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resuspendiendo las células en 10 ml de Tris-HChi&0 pH 7,4 con el agregado de un
inhibidor de proteasas (PMSF 1mM), se sonicaromielo, se centrifugaron nuevamente a
7000 xg durante 15 min a 4°C; y dependiendo de la protesi@aprocedié a su purificacion a

partir de la fraccion soluble.

Las diferentes proteinas (AtHscB, Atlsul y AtHscA®) obtuvieron a partir de la
fraccion soluble de los extractos celularesEdeoli transformadas con los plasmidos pGW-
LLAtHscB, pET32-LLAtIsul y pET32-LLAtHsCcAZ2. Las fcziones solubles, obtenidas luego
del sonicado, se sembraron en una cromatografeinidad en columna de 1 ml cargadas
con Ni*2 como ligando (Hi Trap chelating HP, GE HealthcBie-Sciences. La columna se
lavé con 20 ml de buffer A (Tris-HCI 20 mM, NaQ® mM; imidazol 20 mM, pH 7,4) y la
proteina recombinante se eluy6é por gradiente ddamol (20-500 mM) en buffer A. La
presencia de la proteina recombinante de interemakzd mediante SDS-PAGE al 15% vy
ensayos dewestern blat Las enzimas recombinantes purificadas se coragentry

conservaron a -80°C hasta su utilizacion.

3.15. Ensayo de interaccion entre AtHscB, Atlsul sxtHScA2

200 pgde proteina purificada (AtHscB, Atlsul o AtHscABJas o en combinacion),
fueron incubadas en buffer G conteniendo (10 mMddep00mM KCI, 2mM MgCI2 y 0.5
mM dithiothreitol (DTT), 2 mM ATP, pH 8.0) por 10ima 25°C. La mezcla resultante fue
centrifugada usando concentrador de corte de leso molecular (30 kDa Centrico) para
remover las proteinas no interactuantes. La fraccincentrada y la fraccidn que pasoé a
través de la membrana fueron colectadas y lasipest&ontenidas en ellas fueron analizadas
por SDS-PAGE seguida por tincion @eomasie Blugver punto 3.18.3).

3.16. Medidas de Actividad ATPasa

Las medidas de actividad ATPasa se realizaron etacdion del fosfato inorganico
liberado en la mezcla de reaccién por un métodoricoétrico (Lanzetta et al., 1979) con
modificaciones (Boshoff et al.,, 2004). Las reace®momenzaron con el agregado de las
proteinas y se incubaron 1 hora a 37°C en el bGffdra liberacion del fosfato inorganico fue
detectada espectrofotométricamente mediante efjadpedel reactivo de color (0,04 % P/V
Verde Malaquita, 1,5% P/V molibdato de amonio, %2V/V Tween-20 y 9% P/V acido
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ascorbico) y se incubd 1h a 25°C. Posteriormeséecuantifico el incremento de la
absorbancia a 630 nm y los valores fueron comparamm una curva de calibracion

utilizando KHPQ.. Los ensayos fueron corregidos haciendo los clastroorrespondientes

de la degradacion espontanea de ATP y estos fuesiados a los valores obtenidos de
actividad. La actividad especifica fue determineol@o pmol por minuto por microgramo de
proteina. Una unidad de actividad es definida ctenoantidad de enzima que cataliza la
produccion de 1 umol de ADP por minuto a 378@s valores de actividad informados, son

el promedio de al menos tres repeticiones.

3.16.1. Determinacién de los parametros cinéticos.

La determinacion de los parametros cinéticos se&éegariando la concentracion de
ATP, manteniendo constantes y saturantes las coaca&mes de los demas sustratos. Bajo
estas condiciones, las velocidades iniciales ohsgewss dependen de la concentracion del

sustrato variable de acuerdo a lo expresado esukcen de Michaelis-Menten.

Los datos obtenidos experimentalmente fueron ajosta la ecuacion de Michaelis-
Menten mediante regresion no lineal por minimosd@dos (Brooks, 1992). Para la
estimacion de todos los parametros cinéticos epredente trabajo de Tesis se utilizaron
simultdneamente los programas de ajuste y calctdptGPad Prism 5 (Graph Pad Software,
Inc.), SigmaPlot (Systat Software, Inc.) y Kinetierooks, 1992). Los valores de actividad
informados son el promedio de al menos tres detacrones que difieren en menos del 20%.
Los cambios en la absorbancia fueron lineales deirehtiempo del ensayo y la actividad

proporcional a la cantidad de enzima utilizada.

Los parametros cinéticé s, que se define como la concentracion de sustracadl
se alcanza la mitad de la velocidad maxiNaaf VY la Vmax Se determinaron utilizando
concentraciones (saturantes) del sustrato (ATR) gafcularon utilizando las velocidades en
estado estacionari®¥/{y (Brooks, 1992).

Para determinar el efecto de las proteinas AtlsuAtiyscB sobre la actividad
AtHscA2, en primer lugar se realizaron medidas clevidad de la enzima en ausencia de
éstas. Posteriormente, se analizaron los efectmhipidos en la actividad por el agregado al
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medio de reaccion de diferentes concentracionégldel y AtHscB, mientras que el sustrato
ATP se agreg6 a concentracion saturante, en tadasdcciones realizadas.

3.17. Transformacion de plantas dérabidopsisutilizando el método de infiltracion por

floral dip

La transformacion de plantas édeabidopsisse realizé mediante la técnica fiteral
dip (Clough and Bent, 1998RBrevemente, se utilizaron plantas Aebidopsis tipo salvaje
en estadio de floracién (aprox. 6 semanas). Paex teh buen nimero de brotes florales, las
inflorescencias primarias fueron cortadas aproxanahte 4 dias antes de la transformacion
para eliminar la dominancia apical y posibilitarelmergencia de multiples botones florales
secundarios. Dos dias antes de la transformaciancs& un cultivo de 3 ml de células de
tumefaciens GV310Qiransformadas con la construccion correspondiéiteultivo se realizé
a 28°C en medio LB suplementado con los antibistambecuados. Con estos pre-cultivos se
inocularon 250 ml de medio LB mas antibidticoseycrecieron en agitacion a 30°C por 6 h.
Las bacterias se cosecharon por centrifugacior0@ ¥@ por 10 min y se resuspendieron en
250 ml de medio de infiltracién [(sacarosa 5% (PM&tergente SILWET L-77-Ag 0,005%
(V/V)]. El medio de infiltracion se colocé en vasies precipitado y se sumergieron los brotes
florales durante 15 seg. Las macetas se colocardorma horizontal en bandejas de plastico
y cubiertas con plastico transparente, de formaleéamantener la humedad y posibilitar el
paso de luz. Luego un dia, las plantas se coloadecimrma vertical y se retir6 la cubierta
plastica. Luego de 3 a 5 semanas se cosecharsartailas y fueron mantenidas a 4°C hasta

ser seleccionadas con el antibiético adecuado.
3.18. Preparacion y andlisis de proteinas
3.18.1. Extraccion de proteinas de material vegetal

Los diferentes tejidos d&rabidopsisse cortaron en pequefos trozos, se congelaron en
nitrogeno liquido y se trituraron con un émbolotadegrar un fino polvo. Luego se agrego
un buffer de extraccion (Tris-HClI 20 mM; EDTA 1 mNPMSF 1 mM, pH 7,4) y se
homogeneiz6 con ayuda del émbolo. Finalmente lasstras se centrifugaron a 1000@ x
durante 10 min a 4°C y se conservo la fracciénbdelu

45



Materiales Y Métodos

3.18.2. Determinacién del contenido proteico

La concentracion de proteina total se determinéepanétodo de Bradford utilizando
BSA como proteina testigo (Bradford, 1976).

3.18.3. Electroforesis de proteinas

Las muestras provenientes de extractos bacteridedsjido u érganos vegetales o de
proteinas recombinantes purificadas se sometieraman electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970),aaido un equipo Mini Protean Il Cell
(BioRad). La concentraciéon de acrilamida en eldgekeparacion fue del 15% (P/V) segun la
muestra a analizar y de 5% (P/V) en el gel de aureeién. Las muestras se incubaron a
100°C durante 5 min en presencia del siguienteebdi# muestra: Tris-HCI 12 mM; glicerol
5% (V/V); SDS 0,4% (P/V); 2-mercaptoetanol 2,88 mMzul de bromofenol 0,02 % (P/V),
pH 6,8. La electroforesis se realizd a 120 V (yelteonstante). Las bandas de proteina se
revelaron por tincién con azul brillante de Coone$s250, seguido del destefiido con una
solucion de etanol: acido acético: agua (3:1:6 V/@mo marcador de masa molecular

estandar se utilizo el MW Page Ruler Prestaineth{Eetas).
3.18.4. Andlisis por inmunodeteccion

Los extractos proteicos o proteinas purificadas seeetieron primero a una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y luagma electrotransferencia utilizando la
celda Bio-Rad Mini-Trans-Blot transfer (BioRad) (Bg and Edelstein, 1991). Los geles se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (AmersBaosciences) durante 16 h a 4°C y a
30 V (voltaje constante) en presencia del siguibnféer de transferencia: Tris-HCI 20 mM;
glicina 150 mM; metanol 20 % (V/V), pH 8,0. Parakar la calidad de la transferencia las
membranas de nitrocelulosa se tifieron con unaiéalwe Rojo Ponceau (0,5 g de Rojo
Ponceau; 1ml de acido acético glacial; c.s.p. 100ymse lavaron posteriormente con agua
destilada. Las membranas se incubaron en una @oldei bloqueo compuesta por BSA 3 %
(P/V) en PBS 1X durante 1 h. Luego, se realizardavados de 15 min en PBS 1X y se
incubaron 1 h con el anticuerpo primario corresjpemte. Los anticuerpos primarios que se
utilizaron fueron: anticuerpos monoclonales a-Hanta Cruz) o anticuerpos monoclonales

a-myc (Santa Cruz). Luego de la incubacion comataerpo primario correspondiente, las
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membranas se lavaron 3 veces con una solucién 8e2B% (P/V) en PBS 1X durante 15
min y se incubaron 1 h con anti-IgG de raton o mrenjugada con la enzima fosfatasa
alcalina (Sigma). Finalmente, las membranas ssdav2 veces con PBS 1X durante 10 min
y se incubaron 5 min con buffer sustrato contatverris-HCI 100 mM; NaCl 100 mM;
MgCI2 5 mM, pH 9,5. La presencia de las bandasjmas se revel6 mediante el agregado de
66 ul de azul de nitrotetrazolio (NBT 50 mg/ml) y g8de 5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato
(BCIP 50 mg/ml) en 10 ml de buffer sustrato (Proa)ed.a reaccion se desarrollo al
resguardo de la luz hasta la aparicion de bandaslde purpura y se detuvo con lavados en
PBS 1X.

3.19. Aislamiento de plantas homocigotas

3.19.1. Aislamiento de plantas mutantes inserciored homocigotas

A fin de aislar plantas homocigotas de las mutainssrcionalesiscbly hscb2 se
comprobé en primer lugar, la ubicacion del inseroel gen AtHscB mediante una reaccion
de PCR sobre ADNg y utilizando oligonucleétido Lb@fue se une especificamente al
extremo izquierdo del ADN-T) y el oligonucleétidoifiscb-prom que se une especificamente
a la secuencia del geAtHscB Las plantas mutantes homocigotas fueron ideatis
mediante PCR utilizando como molde ADNg y los atigoleétidos, Uphscb prom y Rvhscb
prom, disefladosspecificamente para los sitios flanqueantes arldg insercién del ADN-T.

El ADNg fue extraido a partir de hojas utilizandometodo modificado de extraccion con
CTAB (Sambrook and Russell, 2001) (ver seccion)3.10

3.19.2. Aislamiento de plantas mutantes sobreexpreses homocigotas

Las plantas Arabidopsis que sobre-expresan constitutivamente AtHscB fueron
generadas a partir de la secuencia de ADN gueicadifira la proteina AtHscB precursora
(con péptido transito) que se clond en el vectaatid pC-TAPa (que contiene el sistema
TAP Tandem affinity purification (Rubio et al., 2005). El plasmido obtenido denweamxio
pAtHscB-myc se utilizé para transformar plantasidebidopsismediante la técnica doral
dip. La presencia de la construccidiHscB-mycen las diferentes lineas de plantas se
confirmé mediante PCR utilizando como molde ADNpy oligonucleétidos HscBtransgfw
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y RtCtapa-rv, disefiados especificamente para eldtamplificacion de la secuencia de
AtHscBenddgena.

3.20. Amplificaciones por PCR en tiempo real (QPCR)

La PCR en tiempo real se realiz6 utilizando conmopiedo ADNc obtenido de lineas
Col-0, AtHscB-myco athscb segun se describié en el punto 3.9.3. Las reaesiale
amplificacion se realizaron en placas de 96 pxitiada una de las cuales contenial2fe
medio de reaccion [10 ng de ADNc; 500 nM de oligdedtidos; 1X buffer Go Taq incoloro
(Promega); 1,5 mM de MgCI2; 200M dNTPs; 1X de Syber Green; 0,8 U de ADN
polimerasa Go Taq (Promega); agua destilada cOsyb].2Las reacciones se llevaron a cabo
en un termociclador Mx3000P (QPCR Systems, Straggdtilizando como controles interno
el gen def-ACTINA2 Para la cuantificacion relativa se empled el ahétde 2AACt (Pfaffl,
2001). Todas las determinaciones se realizarotripticado.

3. 21 Caracterizacion fenotipica de las lineastHscB-mycy athscb
3.21.1. Medidas del area foliar de las hojas.

El estudio de crecimiento de las lineas CohHscB-mycy athsch se llevé a cabo
utilizando las concentraciones de hierro 20 y 50 pita ello se utilizaron un n > 30 de cada
linea, crecidas medidTSagar. A los 15 dias post-germinacion, las plastaafotografiaron
y se les midi6 el area de la roseta con el progriamage-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Inc.). Se considerd la concentraciéon 50 uM Fe copralicion normal para la comparacion

con las concentraciones de hierro elegidas.
3.21.2. Medidas de la longitud de las raices seclar@s.

La longitud de las raices laterales de las lif&als0, AtHscB-mycgy athsch se midio
en 15 plantulas de 15 dias post-germinacion en §#8-das plantulas se fotografiaron y se

les midid la longitud de las raices laterales dgr@grama Image-Pro Plus 6.0.
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3.21.3.Cuantificaciéon de clorofilas

Las clorofilas fueron extraidas a partir de hojaslas lineas Col-0AtHscB-mycy
athsch El tejido se disgregdé en 1 ml de acetona 80% wyejé en oscuridad y agitacion
durante 16 h. Luego se centrifugé a 10000g porrbyrse midio la absobancia a 645 y 663
nm. El contenido de clorofila totae estim6 con las siguientes ecuacion: ClorofiltalTo
(ng/ml) = 20.2 (A645) + 8.02 (A663) (Lichtenthal@B87).

3.22. Andlisis de ferrosulfoproteinas en las lineagHscB-mycy athscb

Las diferentes lineas fueron crecidas durante 48 eli medio MS-agar y luego fueron
pasadas a placas de Petri conteniendo n&EO®(sin el agregado de Fe). Las plantas fueron
sometidas a la ausencia de Fe durante 48h y pmstente se separaron las raices de las
hojas y se realizo la extraccion de proteinasdstdlomo control, se utilizaron raices y hojas
de plantas\tHscB-myqy athscby Col-0 crecidas durante 15 dias en condiciones@oiMS-

agar).

3.22.1. Medida de la actividad enzimatica de acomia, succinato deshidrogenasa y

malato deshidrogenasa

La actividad aconitasa fue determinada utilizanaginas totales de raices y hojas de
plantulas Col-0,AtHscB-mycy athscb crecidas durante 15 dias en MS-agar o sometidas
durante 48 h a deficiencia de Fe. El medio de réaamntenia: D-Isocitrato 20 mM y Tris-
HCI 100 mM, pH 8, en un volumen final de 500 Las determinaciones se llevaron a cabo
mediante el aumento de la absorbancia a 240 nnfiG @%rante 2 min., a intervalos de 30 s.
(Li et al.,, 1999). Los valores de actividad infodaason el promedio, de al menos, tres

repeticiones.

La actividad succinato deshidrogenasa fue deteduindlizando proteinas totales de
raices y hojas de plantulas ColMAHscB-myqy athscbcrecidas durante 15 dias en MS-agar o
sometidas durante 48 h a deficiencia de Fe. Laidat catalitica se determind mediante el
descenso de la absorbancia a 600 nm. El medioagdeioa fue el siguiente: succinato 100
mM, diclorofenol indofenol (DCPIP) 0.5 mM, azida #0M, buffer fosfato 10 mM, CaCl2 10

mM y BSA 0.5 mg/ml y mitocondria solubilizadas.{flul de proteina total), en un volumen
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final de 500ul. Las determinaciones se llevaron a cabo a 25%@nde 2 min., a intervalos de
30 s (Schirawski and Unden, 1998).

La actividad malato deshidrogenasa fue determinditizando proteinas totales de
raices y hojas de plantulas ColMAHscB-mycqy athscbcrecidas durante 15 dias en MS-agar o
sometidas durante 48 h a deficiencia de Fe. Laidatl catalitica fue cuantificada por el
descenso de la absorbancia a 340 nm. El medicadeio@ contenia: imidazol 50 mM pH 6.9,
NADH 0.15 mM vy acido oxalico 1 mM en un volumendi de 50Qul. Las determinaciones
se llevaron a cabo a 25°C durante 1 min., a intesvde 30 s (Tripodi and Podest4, 2003).

3.22.2. Medidas de respiracion

El consumo de oxigeno fue medido a 25°C usandac@meara de aire cerrada unida a
un electrodo tipo Clark (Hansatech Leaf Disc Eleadr Unit, Hansatech, UK). Entre 50 a 100
mg de plantulas Col-OAtHscB-mycy athscb de 15 dias (crecidas en MS-agar) fueron
colocadas en la cdmara en presencia del electredoxifjeno. La calibracion se realizé
mediante 2 puntos: para el limite superior sezatiél pasaje de aire ambiental (21% Qel
limite inferior se logré con el pasaje de (d) (0% Q) a través de la camara. El consumo de
oxigeno fue monitoreado durante 15 min. Los valolesonsumo de LQnformados son el

promedio, de al menos, tres repeticiones.

3.23. Deteccion del contenido del Fe

3.23.1. Deteccion histoquimica del contenido de Ea raices

Para la tincion se utilizaron plantulas ColAdHscB-mycqy athscbcrecidas durante 15
dias en placas MS-agar. Las plantulas fueron sudaergn una solucion 2% HCI V/V y 2%
P/V ferrocianuro de potasio, aplicando vacio dwdhtmin, y luego se las incubd durante
media hora en esta solucion. Posteriormente, lastgd se lavaron con agua destilada y
después se las decoloré con 100% metanol (Meguab, &007; Roschzttardtz et al., 2009).

Las fotos se tomaron con el microscopio (Nikon Tah& C-0.45x, Japan).
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3.23.2 Deteccién espectrofotométrica del contenidie Fe total en raices y hojas

La cuantificacion del Fe total se realizo en ldsea y las partes aéreas de las lineas
Col-0 AtHscB-mygy athscbcerecidas durante 15 dias en medlicGagar con el agregado 20 6
50 uM Fe. Las raices de las diferentes lineas fuseparadas de la parte aérea se secaron
durante dos dias a 60°C (hasta peso constantgh las plantas se mineralizaron con 500 pl
HNO3 65% a 100°C durante tres horas lograndosdaadiegradacion total del tejido y la
liberacion total del Fe heminico. Se tomaron 250dg@l sobrenadante y se agreg6é 0,1M
acetato de sodio, 100 pl hidroxilamina 10% P/V, 3dQacetato de sodio 0,1M y 300 pl
fenantrolina 5 mM. Se incubd durante 10 min a 26&Sta desarrollo de color y se midio
absorbancia a 510 nm. La curva de calibraciéonaeéecon el reactivo Fe (NH{SQu)2 (0,5
UM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 puM, 10 uM y 20 uM) (Tant et al., 2006). Los valores del
contenido de Fe informados son el promedio, deegla®, cuatro repeticiones independientes.

3.24. Andlisis de la actividad ferroquelato reductsa (FRO2)

La actividad ferroquelato reductasa se ensayo edigones control o con diferentes

tratamientos en plantulas Col&tHscB-myoy athsch

Tratamientos:

1) Para verificar que la actividad FRO2 se actiag leficiencia de Fe y estudiar
como respondian las lineAtHscB-myqy athsch las plantulas fueron crecidas duraméel5
dias de edad crecidas en meflicSagar con el agregado de 20 6 50 uM Fe. Se utlizar8

plantas por ensayo, en tres repeticiones indepaiedie

2) La actividad FRO2 responderia a los niveles @eircontrado en las hojas. Para
analizar la sefializacion hoja raiz, se midi6 lavatad FROZ2 las hojas de las lineas Col-0,
AtHscB-mycy athscbde 14 dias de edad creciendo en medio MS-agargcseon con una
solucion 50 uM Fe-EDTA. Luego de 24 h, se midi@dsividad FRO2. Para este ensayo se

utilizaron n=6 plantas por ensayo, en tres repetas independientes.

3) Para analizar el transporte del Fe desde lahadia las hojas, las diferentes lineas
fueron crecidas durante 13 dias en medio MS-adaego fueron pasadas a placas de Petri

conteniendo mediATS(sin el agregado de Fe). Las plantas fueron sdaset la ausencia de
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Fe durante 48 h y posteriormente se realiz6 la daede la actividad FRO2, utilizando el
método explicado anteriormente. PlangdbkiscB-mycy athscby Col-0 crecidas durante 15

dias en condiciones control (MS-agam@ron utilizadas como control.

Ensayo de actividad FRO2: Las raices de las pldméssn sumergidas durante 2 h en
una solucion conteniendo (200 uM CaS@00 uM FeNa-EDTA, 1mM fenantrolina, 5mM
MES pH5,5). Luego la absorbancia fue medida a 5i) atilizandose el reactivo
Fe(NH)(SQyw)2 (0,5 puM, 1 pM, 2,5 pM, 5 pM, 7,5 uM, 10 uM y 20 pphkra la curva de
calibracion (Yuan et al., 2008).
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4.1. Capitulo I: Caracterizacion Bioquimica de
AtHscB, Atlsul y AtHsScA2



Resulta dos»GﬁpituLo |

4.1.1. Expresion y purificacion de las proteinas mmbinantes AtHscB, AtHSCA2 y
Atlsul.

Con el fin de avanzar en la caracterizacion lat@perona de tipo J (AtHscRle
Arabidopsis los genesAtHscB Atlsuly AtHscA2se expresaron en un sistema heterélogo
bacteriano. La secuencia de ADN que codifica pafdteina madura AtHscB se cloné en el
vector de expresion pDestl7 (Sistema Gateway,rbgen) incorporando un hexamero de
histidinas en la regibn amino terminal de la enzirmaombinante. Por otro lado, las
secuencias de ADN que codifican para la proteiredunas (AtHscA2 y Atlsul) se clonaron
en el vector de expresion pET32c (Novagen) incemdo en este caso un hexamero de
histidinas en el extremo carboxilo terminal.

Los plasmidos obtenidos se introdujeron en la ap&. coli BL21 (DE3), y la
expresion de las proteinas recombinantes se ingjcel agregado de IPTG. Se tomaron
muestras de células antes de la induccion y luegdidel agregado del inductor. El analisis
mediante SDS-PAGE, mostré la acumulacion de lasossp proteicas del tamafio esperado
en las muestras de células inducidas (Figura 1PWsteriormente, se analizaron las
fracciones solubles e insolubles, en los tres cgeaio observarse que las proteinas
recombinantes se acumulaban en la fraccion sol(Figura 11B). La naturaleza de las
proteinas de interés fueron confirmadas mediantay®s dewestern blotutilizando

anticuerpos comerciales a-histidinas (Figura 12A).
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Figura 11. Analisis por SDS-PAGE de la expresion de AtHscA2,thsul y AtHscB en células deE. coli. A)

Los extractos totales de célulasklecoli BL21 (DE3) fueron analizados en un SDS-PAGE al 18fitdo con
Coomasie blueCalle 1, 3 y 5: proteinas totales sin inducirllé€3a2, 4 y 6: proteinas totales correspondientes a
Atlsul, AtHscA2 y AtHscB luego de 6 h de induccidon IPTG 1 mM. B) Las fracciones solubles e inskdsib
fueron analizadas. Calles 1, 3 y 5: proteinas dérdecion soluble y Calle 2, 4 y 6 fraccién insdkib
correspondientes a AtHscA2, AtHscB y Atlsul.

53



Resulta dos»GﬁpituLo |

Para obtener una 6ptima relacion rendimiento/ gudez las proteinas en estudio, se
realizo el siguiente protocolo: se equilibr6 lawrnoha de Ni* de 1 ml con 10 volimenes del
buffer de union; la fraccion soluble se sembroaeacdlumna y realizamos lavados con 10 ml
de buffer union. Para eluir la proteina se utilimbgradiente de 0-100% del buffer de elucion.
El analisis por SDS-PAGE de las proteinas purifisagtvelo la presencia de bandas proteicas
Unicas de la masa molecular esperada en cadaldg8dkDa (Atlsul), 20,1 kDa (AtHscB) y
55 kDa (AtHscA2) (Figura 12B).

72— - 72—

55— . — AtHscA2 55— — AtHscA2
45— 45—

35— 35—

25— 25—

— AtHscB — AtHscB

15— s — Atlsu1 15— - — Atlsu1

Figura 12. Andlisis mediante SDS-PAGE wvestern blotde la purificacion de las proteinas AtHscB, Atlsul
y AtHscA2. A) SDS-PAGE al 15% de las fracciones purificadssdiante cromatografia de afinidad &*Ni
calle 1: Atlsul, calle2: AtHscB y calle 3: AtHscAB) Ensayo dewestern blotde las fracciones solubles
correspondientes a calle 1: Atlsul, calle2: AtHscBalle 3: AtHscA2 utilizando anticuerpos primariagdiis
(Santa Cruz Biotechnology, Inc) y anticuerpos sdetins a-lgG de conejo (Sigma), conjugados a faséat
alcalina. Calle 4, 5y 6: Atlsul, AtHscB y AtHscA2

4.1.2. Interaccion entre AtHscA2, Atlsul y AtHscB

Estudios recientes, han demostrado mediante endaydsble hibrido que la proteina
AtHscB interacciona con Atlsul (Xu et al.,, 2009prCel objetivo de evaluar la posible
interaccion entre las tres proteinas en estudiosédd, Atlsul y AtHscB, se realizé un
ensayoin vitro utilizando concentradores de corte 30 kDa comdeseribe en Materiales y

Métodos seccién 3.15.

Como control, las proteinas AtHscA2, Atlsul o AtBstueron colocadas en un
concentrador de corte de bajo peso molecular (3@ Kzntricom™). Luego de la

centrifugacion, las muestras contenidas en la psuggerior de la membrana (fraccion
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concentrada) y las muestras que pasaron a través dembrana fueron analizadas. El
analisis mediante SDS-PAGE reveld, como esperahagnesAtHscA2 no paso a través de la
membrana, mientras que AtHscB y Atlsul fueron etredas en la fraccion que paso a través
de la membrana del concentrador (Figura 13A). CogtéiscB fue incubado con AtHsScA2

en presencia de ATP, so6lo una pequefia cantidadxfapgdamente 10%) de AtHscB pasé a
través de la membrana, mientras que el 90% deodiipa fue encontrada en la fraccion

concentrada junto con AtHscA2 (Figura 13B), sugiie la interaccion fisica entre ellas.

Por otra parte, también evaluamos si AtHscB yWtlpodrian interactuar con
AtHscA2. Después de incubar las tres proteinas Iiomin a 25°C, y la subsecuente
centrifugacion en el concentrador Centrictnde corte 30 kDa, encontramos que mas del
90% de Atlsul permanece con AtHscA2 y AtHscB (Fagur3D). Nuestros resultados

sugieren que las tres proteinas podrian interatduaando un complejo multiproteico.

A B C
M 1 2 3 4 5 6 DM 1 2 3 4

%- - - > 55 — AtHscA2
T -
- - 45— -

35— # 35— . .

%= R | 25— W8

. R — AtHscB

- - i 15— . L

Figura 13. Andlisis por SDS-PAGE 15% de la interaccién entre &dscA2, Atlsul y AtHscB. A) Fraccién
concentrada (calle 1) y fraccion que atravesoé lembmana (calle 2) de Atlsul. B) Fraccién concentr@ddle 3)

y fraccién que atravesé la membrana (calle 4) d¢s@B. Fraccion concentrada (calle 5) y fraccion gnavesé

la membrana (calle 6) de AtHscA2. D) La interaccéntre AtHscB y AtHscA2 fue sembrada en Calle 1:
fraccion que paso a través de la membrana y cdla@cion concentrada. Las calles 3 y 4 corresporadéa
fraccion que pasé a través de la membrana y aalecifm concentrada, respectivamente, del ensayo de
interaccion entre AtHscB Atlsul y AtHscA2. M: mador de peso molecular (PageRuler Prestained Rrotei
Ladder, Fermentas).
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4.1.3. Efecto de Atlsul y AtHscB sobre la cinéticde AtHsCA2

Para evaluar si la interaccion observada entreuAtlatHscB y AtHscA2 provoca un
efecto sobre la actividad ATPasa de AtHscA2, sdadria hidrolisis de ATP en presencia y
ausencia de AtHscB y Atlsul. Las medidas de aco/idTPasa se realizaron por deteccion
del fosfato inorgénico liberado en la mezcla deccien por un método colorimétrico
(Lanzetta et al., 1979).

Para analizar el efecto de AtHscB sobre la actidalPasa de AtHscA2, se
realizaron medidas de la hidrolisis de ATP en preisede diferentes concentraciones de
AtHscB (Figura 14A). Los resultados mostraron cueadtividad ATPasa no es activada por
AtHscB cuando la relacién estequiométrica AtHsédldscB fue 1:1 y 1:5. Sin embargo,
cuando la relacion estequiométrica entre ambaseipad fue 1:15, la activacion de la
actividad ATPasa fue de aproximadamente 1,6 veces.

Luego, decidimos evaluar si la actividad ATPasa laleproteina recombinante
AtHscA2 era afectada por Atlsul y AtHscB. Cuandaleamos los efectos de las diferentes
concentraciones de AtHscB cuando Atlsul permarmami§tante (relacion 1:1 con respecto a
AtHscA2). La actividad ATPasa de AtHscA2 fue incemtada alrededor de 2.7 y 3.0 veces
cuando la relacibn molar de AtHscABsulAtHscB fue 1:1:0.2 y 1:1:1, respectivamente
(Figura 14B). Cuando la concentracion de AtHscBZu& o 8 veces mayor, la actividad de
AtHscA2 fue incrementada 5, 6,1 y 6 veces, respattente (Figura 14B)

Cuando la concentracion de AtHscB permanecié cotestérelacion molar 1:1
respecto a AtHscA2), observamos que la activaceittHscA2 fue de 3,1, 5,5y 5,4 veces
cuando las relaciones molares de AtHscA2.AtHscButl fueron 1:1:1, 1:1:5 y 1:1:10,
respectivamente (Figura 14C). Estos resultadosemarg que Atlsul y AtHscB podrian

modular cooperativamente la actividad catalitic@\ti¢scA2.
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Figura 14. Efecto de AtHscB y Atlsul sobre la actividad ATPasae AtHscA2. A)La actividad de AtHScA2
se determind en ausencia o presencia de diferegitasones molares de AtHscB) La actividad de AtHScA2
se determin6 en presencia de relaciones equimolatede AtHscB y AtHscA2 y en presencia de difezent
relaciones molares de Atlsul) La actividad de AtHscA2 se determind en preseneialiferentes relaciones
molares de AtHscB, Atlsul y AtHscA2. Para todasmaslidas de actividad ATPasa se realizaron utitiag,5
UM AtHscA2) yempleando concentraciones saturantes de sust@iou(@ ATP). Letras diferentes dentro de
cada parametro indican diferencias estadisticansggméficativas. (P<0,05)

Para analizar en mayor detalle el efecto de AtHgcBtlsul sobre la actividad
ATPasa de AtHscA2 y avanzar en la caracterizaciogubmica de la enzima, se estudio el
comportamiento cinético de la chaperona y se d@teron sus parametros cinétic&s y
Vmax En ausencia de AtHscB y Atlsul, la actividad litta de AtHsScA2 presentdé una
cinética tipo Michaelis-Menten y el valor &5 y Vmax obtenidos fueron de 380,3 uM y
7,3 £ 0,8 mU/mg, respectivamente. (Figura 15). tes@ncia de concentraciones equimolares
de AtHscB y Atlsul, no produjo variaciones en liaidad aparente por ATP, mientras que la
Vmax Se incrementd de 3,2 veces y la eficiencia caealimostro un incremento de

aproximadamente 28 veces. (Figura 15) Cuando l@srros cinéticos fueron analizados en
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presencia de la relacibn molar 1:5:5 de AtHsé#2scBAtlsul la afinidad aparente de
AtHscA2 por ATP disminuy6 3,2 veces, peroMaax sufri6 un aumento de 8,8 veces con
respecto a la obtenida con sélo AtHscA2. (Figur@ $415). Ademas los resultados muestran

que la eficiencia de la actividad catalitica serententd 28 veces bajo estas condiciones.

Figura 15, tabla 9.
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Figura 15: Efecto de AtHscB y Atlsul sobre la actividad ATPasale AtHscA2. La Hidrolisis de ATP se
determiné utilizando 0,5 pM AtHscA2 en ausenciaAdElscB y Atlsul (circulos negros) o en presencia de
Atlsul y AtHscB en una relacion molar 1:1:1 (triaf@) o una relacién molar 1:5:5 (cuadrados) de

AtHscA2 AtHscBAtIsul.

Tabla 9. Parametros cinéticos de AtHscA2 en presemco ausencia de AtHscB y Atlsul

So.5(UM) nH Vmax(mu/mg) VmatSo.5
AtHscA2 38+0,3 0,9+0,2 7,3£0,8 0,190,04
AtHscA2.Atlsul.AtHscB (1:1:1)* 42+ 4 1,1+ 0,2 21,3t1,6 0,50+ 0,08
AtHscA2.Atlsul.AtHscB (1:5:5)* 12+ 2 1+0,1 64,2+4,3 5,33 1,25

*Relacion molar
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4.1.4. Discusion del capitulo |

Al presente, el sistema de biogénesis de los ceReS y su transferencia hacia apo-
proteinas es poco conocido. Este es un procesolgompcomprende diferentes proteinas
encargadas de su correcta formacion (Lill et abl22 Balk and Schaedler, 2014). El
ensamble de los grupos Fe-S se produce sobre oteinarscaffoldy luego los mismos
transferidos a una apo-proteina (Balk and Schaezlddd). En este ultimo paso participarian,
una chaperona y co-chaperona mitocondriales, queursean a la proteinascaffold
(Dutkiewicz et al., 2003; Andrew et al., 2006). barolisis de ATP por parte de la
chaperona, produciria un cambio estructural de rlateha scaffold que facilitaria la
disociacion y la transferencia del centro Fe-Saacia apo-proteina (Andrew et al., 2006;
Chandramouli and Johnson, 2006; Bonomi et al., 20@8kley et al., 2013).

Los estudios que se han realizado hasta el momiewiican que todas las proteinas
gue componen la maquinaria de la biogénesis dedlogos Fe-S en la bacteria ancestral, se
han conservado en todos los eucariotas. Estudaizados erArabidopsisindican que la co-
chaperona (AtHscB) y la proteisa&affold (Atlsul), han sido conservadas en plantas. Xu y
col., 2009 han demostrado que AtHscB puede reerpfancionalmente a Jacl (Xu et al.,
2009). Ademas, se ha demostrado que Atlsul pued®lementar cepas de levaduras
mutantes en Isul (Tone et al., 2004; Leon et @D5%, sugiriendo que AtHscB y Atlsul han
sido conservadas en plantas y que estarian inaalasren la biogénesis de los centros Fe-S
(Tone et al., 2004; Leon et al., 2005; Xu et &)09D).

Sin embargo, se postulé que la chaperona mitocn(iscA) especializada en la
formacion de centros Fe-S, no fue transferida tueanantenida en las eucariotas ancestrales
(Schilke et al., 2006). Distintos analisis realizadobre las chaperonas involucradas en la
formacion de los centros Fe-S han sugerido, guaneién de HscA fue adoptada por las
chaperonas mitocondriales de los diferentes orgassque ademas de cumplir su rol en el
plegamiento de proteinas, actian también en l&b&xis de los centros Fe-S (Uhrigshardt et
al., 2010; Lill et al., 2012).

A pesar de lo mencionado, diversos trabajos haortegio que en el ancestro comun
deS. cerevisiag C. albicans la duplicacion del gen que codifica para la Hspiitdcondrial

generd una nueva chaperona especializada en langisg de los centros Fe-S, que no es
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ortéloga al gen que codifica para la chaperonaebacta HscA. Las dos chaperonas
descriptas els. cerevisiason Sscl y su paraloga Ssql (Voisine et al., 286kilke et al.,
2006). Como mencionamos, Ssgl es una Hsp70 mitdebedpecializada en la biogénesis
de los centros Fe-S, mientras que Sscles una Hmsplfiduncional que esta involucrada en
procesos como translocacion de proteinas a tragé adnembrana interna mitocondrial,
plegamiento de proteinas y reactivacion o degradadie proteinas expuestas a estrés
(Schilke et al., 2006). A Pesar de que Sscl esifomdional, se ha reportado que esta
proteina también ha retenido la capacidad pareidoar en la biogénesis de centros Fe-S
(Voisine et al., 2001). Células d& cerevisiaemutantesAssgl presentan defectos en el
crecimiento y reduccién en la actividad de ferrfiarbteinas, mientras que la sobreexpresion
de Sscl parcialmente suprime este fenotipo (Vomsira., 2001). Ademas, se ha comprobado
que la actividad ATPasa de Sscl también es estilaydar Jacl, pero dicha estimulacion es
mucho menos eficiente que la estimulacién obseread&sql, indicando que la interaccién
de Sscl con Jacl es menos especifica (Schilke 20@b6; Pukszta et al., 2010).

Como mencionamos anteriormente, las secuenciasaaidicas de todas las Hsp70 se
encuentran conservadas en la naturaleza. Las m#srésoformas exhiben un alto grado de
conservacion de secuencia, sugiriendo que todas pibsentan caracteristicas estructurales
similares. La regién N-terminal, comprende un damde unién a nucleétido (NBD), el cual
tiene actividad ATPasa. Una corta region une el idimmN-terminal con el segmento C-
terminal, el cual contiene un dominio de union éptio (PBD). Este Gltimo dominio les
permite interactuar con una dada proteina. Scleklal (2006) han demostrado que los
dominios PBD de Ssql d& cerevisiag/ C. albicansinicamente interacciona con el motivo
PPVK de Isul. Dicha interaccion, es requerida ferfancionalidad de estas chaperonas en
las células (Hoff et al., 2002; Dutkiewicz et @&004; Schilke et al., 2006), mientras que los
dominios PBD de las proteinas Sscl@ealbicansy S. cerevisiagreconocen el motivo
PPVK de la proteinacaffold Isul, pero ademas interacciona con motivos pearentes a
diversas proteinas (Schilke et al., 2006). El asttaimbién fue realizado con dominios PBD
de chaperonas provenientes de especies, que neérmntuna chaperona mitocondrial
especifica en la formacion de los centros Fe-&stabmoY. lipolyticay humanos, los
resultados mostraron que, dicho dominio se compmao el dominio PBD de Sscl &
cerevisiae es decir, interacciona el motivo PPVK, y adenr&sonoce los motivos de

diferentes proteinas. Estos resultados coincidenladipotesis de que, en especies que han
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perdido Ssql, Sscl estaria implicada en la bioggemeslos centros Fe-S (Schilke et al.,
2006).

Arabidopsis tienen dos potenciales chaperonas mitocondriales mpdrian estar
involucradas en la biogénesis de centros F&tH3scAly AtHscA2 surgieron por duplicacion
génica y codifican para dos chaperonas mitocordriguynen et al., 2001). Los transcriptos
de AtHscAlfueron detectados a altos niveles en raices,lpsnoiveles de los transcriptos de
AtHscA2fueron muy bajos para resolver la expresion orgapecifica, indicando que los
niveles de los transcriptos d¢HscA2son menos abundantes que los de AtHscAl (Sung et
al., 2001).

Previamente se ha reportado que AtHscAl puede eongpitar la cepas mutantes
Assqlde S. cerevisiagXu et al., 2009). Ademas, Xu et al (2009) tamtiwé@nreportado que
AtHscB puede interactuar con Atlsul. Estos resokadoinciden con la interaccion
encontrada con las proteinas Jacl/lsul de levadlica®s estos datos, sugieren que las
interacciones Jacl/lsul y AtHscB/Atlsul juegan ahimportante en la biogénesis de los

centros Fe-S.

Con el objetivo de caracterizar la segunda Hsp#0awmindrial, AtHscA2, evaluamos
en el laboratorio la posible interaccién con AtlsuAtHscB. Nuestros resultados muestran
gue AtHscB y AtHscA2 interactian fisicamelievitro. Ademas, encontramos que Atlsul
también podria interactuar fisicamente con AtHsoBhscA2. Estos resultados concuerdan
con el modelo para levaduras, en donde Jacl sa lam@roteinacaffoldIsul mediante el
dominio conservado, y luego, este complejo, redta chaperona (Dutkiewicz et al., 2003;
Ciesielski et al., 2012).

Con el objetivo de investigar si la interaccionrenftHscA2, AtHscB y Atlsul
modula la actividad catalitica de AtHscA2. Se llewvaa cabo las medidas de actividad
ATPasa de AtHsSCA2 en presencia 0 ausencia de Atiys&Bsul. En presencia de AtHscB
mostré que dicha proteina es capaz de activar d¢@svla hidrolisis de ATP cuando la
relacion molar entre AtHscARtHscB es 1:15, indicando que AtHscB por si soladata
levemente la actividad catalitica de AtHscA2. Bstsultado coincide con lo informado por
Dutkiewicz y col. (2003), en dénde mostraron que Becesarias altas concentraciones de
Jacl (relacion molar 1:50 de Sskgtl) para aumentar la actividad catalitica de 3s§1

veces. Cuando se evalud la hidrélisis de ATP esemaa de relaciones equimolares de
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AtHscB y Atlsul, se observé un aumento de 3,5 veeek actividad ATPasa de AtHscA2,
sugiriendo que AtHscB y Atlsul podrian modular @ivadad catalitica de AtHscA2. Es
importante destacar que la hidrdlisis de ATP fuévada 2,9 veces cuando la relacion molar
entre AtHscA2AtlsulAtHscB fue 1:1:0,2, sugiriendo la importancia delsALl en la
modulacién de la actividad catalitica de AtHscA2.nkayor aumento de la actividad de
AtHscA2 fue de 10 veces, el cual fue logrado cudadeelacion molar de Atlsul fue 5 veces
mayor en relacion a AtHscA2 y AtHscB (1:1:5 AtHscAHscBAtIsul). Estos resultados
sugieren que AtHscB y Atlsul son proteinas clavels enodulacion de la actividad catalitica

de AtHscA2 y que, ademas, AtHscB y Atlsul actUarpeoativamente.

Como mencionamos anteriormente, las chaperonasvdduras interaccionan con el
péptido LPPVK de Isul (Cupp-Vickery et al., 2004jtkewicz et al., 2004; Schilke et al.,
2006). Ademas, La hidrdlisis de ATP de Ssql depearsiiectamente de dicha interaccion
(Dutkiewicz et al., 2004). Nosotros encontramos gjumotivo LPPVK se encuentra entre los
aminoacidos 130 y 136 de la secuencia de Atlsudicando que este motivo se encuentra
conservado en plantas. De estos datos podemosraguemel mecanismo de interaccion entre
Atlsul y AtHscA2 podria ser similar al encontraddre Isul/Ssql y que el aumento en la
actividad de AtHscA2 observado en este trabajo ipodepender de la interaccion con el
motivo LPPVK de Atlsul.

Todos estos resultados sugieren que AtHscA2 itt&maaria con AtHscB y
Atlsul y que dicha interaccion modularia la actndcatalitica de AtHscA2. Los resultados
obtenidos en este capitulo de la tesis, coincidenlos obtenidos para sus homodlogas en
levaduras (Dutkiewicz et al., 2003; Andrew et 2006). Ademas, el modelo propuesto, en el
cual Jacl interaccionaria con Isul para luego lgutzcia Ssql (Dutkiewicz et al., 2003;

Ciesielski et al., 2012), parece haber sido comskren plantas.

Se ha planteado, que este modelo podria ser ctaadgformacion de los centros Fe-
S en las especies que no contengan chaperonasfieapeen la formacion de dichos grupos
(Andrew et al., 2006). Las Hsp70s multifuncionalelgben interactuar con diferentes
proteinas substratos, asi como con diferentesipaste). La interaccion con las diferentes
proteinas, les permite funcionar en diversos puas;esles como importe y plegamiento de
proteinas, y ademas, en la biogénesis de los seRtreS (Schilke et al., 2006). Por este

motivo, la seleccion de un determinado substratdripodepender especificamente del
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mecanismo de reclutamiento, en donde, la interacd® la proteina J con un substrato,

induciria el reclutamiento de la Hsp70 (Andrewlet2006).

Como mencionamos anteriormente, AtHscB y Atlsulp ls&do descriptas como
proteinas involucradas en la biogénesis de logazie-S (Tone et al., 2004; Leon et al.,
2005; Xu et al., 2009). Estudios previos, han naoltirque AtHscB y Atlsul modulan la
actividad ATPasa de AtHscAl y que ademas, estmadlltes capaz de complementar a Ssql,
sugiriendo que AtHscA1l podria intervenir en el emsi@ de los centros Fe-S (Xu et al.,
2009). Sin embargo, este dato no es concluyenteidalea que, como mencionamos
anteriormente, las chaperonas mitocondriales, arps no ser especificas son capaces de
cumplir el rol de Ssql (Schilke et al., 2006). Hnpeesente capitulo, observamos que
AtHscA2, también es capaz de interactuar con AtisAiHscB y que su actividad también es

modulada por dicha interaccion.

Posiblemente eArabidopsis como en la mayoria de los organismos, no exista u
chaperona especifica para la biogénesis de lososelré-S. Sin embargo, en conjunto, estos
resultados, nos permiten proponer que el rol dekemsia chaperona/ co-chaperona en la
maduracién de los centros Fe-S en mitocondrias ldetgs Arabidopsis se encuentra

conservado.
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4.2.1. Obtencion de lineas sobreexpresantes y dafitesAtHscB

Para identificar el rol que cumple AtHsa@Bvivo, nos propusimos realizar pruebas de
ganancia y pérdida de funcién de dicha proteinplamtas deArabidopsis Para las pruebas
de pérdida de funcion contdbamos con plantas naegatdficientes por insercion de ADN-T
en el promotor d&tHscB(At5g06410) y para las pruebas de ganancia dediurmgeneramos

plantas que sobreexpresatiHscBconstitutivamente.

Las lineas con expresion reducidéHscB (knock dowlh denominadasthsch se
obtuvieron de“Arabidopsis Biological Resourse CenterlABRC). Ambas lineas son
mutantes por insercion de ADN-T, llamadas SALK 39 scb) y SALK 020271 fscb3.
Dichas lineas tienen la insercion del ADN-T endgidn no traducida (5’'UTR) por delante
del codén ATG de inicio de la traduccion (FiguréAL6Para confirmar si estas dos lineas
efectivamente contenian la insercion del ADN-T @igesnoma, se realizé un analisis por PCR
utilizando el oligonucleétido Lbal (que se une efff|amente al extremo izquierdo del
ADN-T) y un oligonucleétido que se une especificateea la secuencia del gétHscB La
amplificacion de la secuencia de ADN de 1108 plasrineashscbly 1117 pb en las lineas
hscb2 confirma que el ADN-T se encuentra insertado addéammente en el geAtHscB
(Figura 16C). Las plantas mutantes homocigotasofueidentificadas mediante PCR
utilizando como molde ADNg y oligonucleétidos edfieos para los sitios flanqueantes al
lugar de insercién del ADN-T. En este caso, la bathel ADN de 941 pb se obtuvo para la

linea Col-0, mientras que no hubo amplificacionasrniineasthscb (Figura 16B).

64



Resuttaotosfcapimto 1

Lbal
A) ba
—m ATG
= —1 H H H H |
Uphscb Rv hscb
prom p‘r'o,:c
Lbal
B) C)
Up hscb prom  Rv hscb prom Lba1 Rv hscb prom Lbat  Rv hsch prom
- € -> < -> <«
N
€ 91pb . <€ 1108pb . €& 117pb
- » - %
hscb1 hsch2 Col-0 Col-0  hschl Col-0 hsch2

Figura 16. Analisis de lineas SALK 099684hscb] y 020271 liscb? A) Diagrama de la insercién del ADN-T

en las plantas mutantashsch Analisis de la insercion del ADN-T mediante el delagarosa al 1% P/V en las
lineas SALKhscbly hscb2 B) utilizando los oligonucle6tidos Uphscbh pronRyhsch prom C) utilizando los

oligonucleodtidos Lbal y Rvhscbh prom. El tamafioAl2N amplificado esta indicado en cada figura.

Las plantas Arabidopsis que sobreexpresan constitutivamente AtHscB fueron
generadas a partir de la secuencia de ADN queicadtifira la proteina AtHscB (conteniendo
la secuencia del péptido transito). Esta secuequase clono en el vector binario pCTAPa
(que contiene el sistema TARandem affinity purification (Rubio et al., 2005). Biag de
purificaciébn estad compuesto por dos copias del dmmde unidon a inmunoglobulina de la
proteina A deStaphylococcus aurey&xlgG-BD), un sitio de clivaje para la proteasa &
rinovirus humano (3C), seis histidinas (6xHis) yewel epitopes myc (9xmyc) (Figura 17A)
(Rubio et al., 2005).El plasmido obtenido (pAtHstie) se utilizd para transformar plantas
de Arabidopsismediante la técnica d#oral dip (Clough and Bent, 1998). Las semillas
portadoras de la construcciditHscB-mycse seleccionaron con gentamicina, obteniéndose 10
lineas independientes. La presencia de la congiruétHscB-mycen las diferentes lineas se
confirmé mediante PCR utilizando como molde ADNgoligonucledtidos disefiados
especificamente para evitar la amplificacion deeleuencia dAtHscBenddogena.

Una vez obtenidas las lineas homocigos#iscB-mycy también las lineas
homocigotasthsch se procedio a realizar la extraccion de ARN dasdas lineas en estudio
y de plantas de tipo salvaje (Col-0) y posterioteesl ARN total fue sometido a

transcripcion reversa. El andlisis de los nivelesedpresion del gen enddgeAtHscB se
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llevd a cabo mediante PCR en tiempo real (QPCR)zando la amplificacion del gep-
Actina2 (At1g01750) como control interno. De las plamddldscB-mycse eligieron dos lineas
que presentaron diferentes niveles de expresiotratedgén, y se las denominaild8CB1y
HSCB2 Mientras que, las lineas deficientes en AtHseBas denominfiscbly hscb2,como
se describié mas arrilfgigura 17B).

La presencia de la proteina AtHscB-myc en las pfasbbreexpresantes se analizo
mediante ensayos aeestern bloutilizando anticuerpos comerciales a-myc. En larigl7C
se observa que las lineASCB1ly HSCB2presentaron una banda inmunoreactiva de masa
molecular aproximada de 64 kDa, que es el tamgierado para la proteina AtHscB unida al
TAP de purificacion. Esta banda no se encontré eptes en plantas control (Col-0),
confirmando que el geAtHscB-mycse expresa y traduce correctamente en las doss linea

sobreexpresantes elegidas.

A) 6xhis Noster
— W ZmE T -
9xmyc 3¢ 2xigG-BD
2355:TMVULO
B) C)
06
g CoHo HSCB1 HSCB2 kDa
e -
© 041 - 72
5 AtHscB-myc - o 55
8 02 d
a
L
w d

o
&

N N3 N S
‘\gc? ‘\gc?’ & &

Figura 17. Analisis de expresion deAtHscB. A) Diagrama de la construccidktHscB-myc B) Expresion del
gen enddgenétHscBrelativa al gen controAct2 en las lineas Col-GhiISCB1 HSCB2 hscbly hscb2 Letras
diferentes indican diferencias estadisticamentgifggtivas (P<0,01), Tedfstudent C) Analisis porwestern
blot de los niveles proteicos de AtHscB-myc en extmc® plantulasiSCB1 HSCB2y Col-0 crecidas durante
15d

4.2.2. Estudio del fenotipo de las lineastHscB-mycy athscb

Con el objetivo de estudiar los efectos que pathissar la variacion de los niveles de

AtHscB, se decidié analizar el fenotipo de las dsmatHscB-mycy athscb La figura 18A
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muestra que luego de 15 dias de crecimiento, headAtHscB-mycy athsch presentaron
clorosis y una disminucién en el crecimiento foliasis medidas de clorofila total, mostraron
una reduccion del 43% y 59% en las linel@&CB1ly HSCBZ2 respectivamente, mientras que
la disminucion observada en las linéasbly hscb2fue del 66% y 22%, respectivamente,
respecto a los niveles encontrados en la lineaBlgura 18B). El area foliar de las lineas
AtHscB-mycy athscbtambién mostré una disminucion del 20% en relaeidm linea salvaje
(Figura 18C). Al estudiar el crecimiento de lasceaide las linea8tHscB-mycy athsch
observamos que la longitud de la raiz primariasiaselineas no varié significativamente con
respecto a la Col-0. Sin embargo, las linA#ldscB-mycpresentaron una reduccion en el
namero y la longitud de sus raices laterales, masrjue el nimero y la longitud de las raices

laterales de las lineashscbfueron similares a las de la linea Col-0 (Figus® ¥ 18E).
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Figura 18. Caracterizacién fenotipica de las linea8tHscB-mycy athsch Las plantulas crecidas durante 15
dias en medio MS fueron A) fotografiadas B) medidakcontenido de clorofilas, C) medidas del aredad
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hojas de la roseta, D) promedio de la longitud yeEhumero de las raices laterales fue determinkagimas
diferentes indican diferencias estadisticamentafsigtivas (P<0,05), test student

4.2.3. Estudio de la expresion de los genes invalados en la sintesis de centros Fe-S

Para estudiar si la expresion de los genes quiipan en la sintesis de los
centros Fe-S muestran alteraciones en sus nivaldaselineasAtHscB-mycy athsch se
realizaron ensayos de QPCR para los géibds] AtFH, Atlsuly AtHscA2 La figura 19
muestra que la expresion de los geA#sfsly AtFH en las lineag\tHscB-myqHSCB1ly
HSCB2 no vario significativamente con respecto a la@ahientras que en las lineathscb
(hscbly hscb3, se observé la disminucion de alrededor de 6vgdes de los niveles de los
transcriptos deAtNfsly AtFH, respectivamente. El andlisis de los geAdsuly AtHscA2
mostrd una disminucion en ambas lineas estuditalagpresion détlsulse redujo 4 y un 8
veces en las linea$SCB1ly HSCB2 mientras que en las linelascbly hscb2la disminucion
observada fue del 6 y 4 veces, respectivamente.dabgs revelaron que el patron de
expresion deAtHscA2 fue similar al encontrado eftlsul (Figura 19). Estos resultados
sugieren que la disminucién de AtHscB en plantasiyce una disminucién en la expresion
de los genes que participan en la via de sintesigsdcentros Fe-S. Sin embargo, el aumento

de AtHscB, solo altera los niveles de los transespleAtisuly AtHSCA2
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Figura 19. Analisis mediante PCR en tiempo real de los nivelaede expresion deAtNfsl, AtFH, Atlsul y
AtHscA2 en las lineas Col-B5iISCB1 HSCB2 hscbly hsch2 Para todos los genes estudiados, se tomo como
valor 1 (uno) su expresion en la linea Col-0. Lettderentes indican diferencias estadisticamegteficativas
(P<0,01), test student

4.2.4. Efecto de AtHscB sobre la actividad de laggieinas Fe-S mitocondriales.

Las proteinas que usan los centros Fe-S como oofain necesarias en diversos
procesos cruciales para las células. Una de |a$ofiugs mas importantes esta relacionada con
la transferencia de electrones en los complejgsregsrios mitocondriales y en el aparato
fotosintético de cloroplastos (Balk and Lobreau@0%, Lill and Muhlenhoff, 2008). Las
ferrosulfoproteinas, pueden participar en estosgsws debido al amplio rango de potencial
redox que presentan, ya que varia de -0.65 V h&@td45 V. Durante el proceso de
transferencia de electrones, un atomo de Fe deeatroc Fe-S es oxidado o reducido
dependiendo del microambiente en que se encuemrépo de proteina a la cual esté unido
(Beinert, 2000). Algunos ejemplos de proteinas FeeB los complejos respiratorios
mitocondriales CI, Cll y CIlI; la aconitasa, preseen la matriz mitocondrial y relacionada

con el ciclo de Krebs (Beinert et al., 1997), laagenasa, relacionada con la fijacion de N
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(Peters et al., 1995) la aldehido oxidasa, invald&ren la biosintesis de acido indolacético y
acido absicico (Andrade et al., 2000) y la ferrédaxjue participa en el proceso fotosintético
(Palmer and Sands, 1966).

El complejo respiratorio II, Cll, cataliza la redu@n de ubiquinona a ubiquinol. Este
complejo multiproteico, también llamado succinatestidrogenasa, estd asociado a la
membrana interna mitocondrial y ademas es un coemendel ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA), catalizando la oxidacion deiccinato a fumarato (Lemire and
Oyedotun, 2002; Yankovskaya et al., 2003).

El CIl ha sido caracterizado en bacterias, protezbngos y animales y en todos
ellos se ha encontrado que esta compuesto pooaudiunidades: una flavoproteina (SDH1),
una subunidad Fe-S (SDH2), y dos subunidades dejara&c membrana (SDH3 y SDH4)
(Horsefield et al., 2004; Millar et al., 2004). &lio de union al succinato esta formado por el
polipéptido SDH1, el cual se une covalentementeAd), actuando como aceptor de protones
en el paso inicial de la oxidacién del succinatstacsubunidad flavoproteica, interactia con
la subunidad Fe-S que contiene tres centros Fefemdnicos, [2Fe-2S], [4Fe-4S] and [3Fe-
4S], que actuan como conductores de electrones dasithvoproteina hacia la membrana
(Scheffler, 1998; Ackrell, 2000; Huttemann et &Q08). Otra de las ferrosulfoproteinas
encontrada en mitocondrias es la aconitasa, la padicipa en el TCA catalizando la
conversion de citrato a isocitrato en la matrizogoindrial. Esta proteina contiene un centro
Fe-S del tipo [4Fe-4S] y la actividad de esta eazdepende exclusivamente de que dicho
centro se encuentre en la forma cubica [4Fe-4%)] gmotras formas como por ejemplo [3Fe-
4S] (Beinert et al.,, 1996; Gardner, 2002). Se hscrijgto que aconitasa interactia con
frataxina, y ésta ultima disminuye los nivelesost@lacion que ocasionan la inactivacion de
la enzima. De esta forma, frataxina convierte fanfbinactiva [3Fe-4S] de la aconitasa en la
forma activa [4Fe-4S] de la proteina proveyendocuarto atomo de Fe para completar el
cluster Asi, frataxina funcionaria como una chaperon&@eprotegiendo el desensamblado
del grupo [4Fe-4S] y promoviendo la reactivaciériadenzima (Bulteau et al., 2004).

La disminucion de los niveles de proteinas quégi@an en la sintesis de los
centros Fe-S, ha sido asociada, a la reduccioradectividad de las ferrosulfoproteinas,
aconitasa y SDH (Busi et al., 2006; Xu et al.,, 20@on la intenciébn de analizar si la

actividad de estas enzimas variaba en las liagessby AtHscB-mycse decidio realizar los
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ensayos de las medidas de actividad de aconit&&Hyen raices y hojas de plantulas Col-0,
HSCB1 HSCB2 hschly hscb2de 15 dias de edad, tal como se describe en [latery
Métodos (Seccion 3.22.1). La figura 20A muestra goelas hojas de las lineaksSCB1
HSCB2y hscb] la actividad aconitasa disminuyd aproximadamenté0%, mientras que en
la lineahscb2se redujo un 72%, con respecto a la linea Coll@nalizar la actividad SDH
en las hojas de las lineathscby AtHscB-myg¢ se encontré una reduccién de la misma de

alrededor del 60% en las hojas de ambas lineasréF2B).

Cuando la actividad de las enzimas aconitasa y S®Hhhidieron en las raices de las
lineasathscbse encontrd una disminucion del 60% respecto raralo(Figura 20D y E). Sin
embargo, en las raices de la litd8CB1 se observo un aumento del 20% en la actividad
aconitasa y SDH, mientras que en las raices dadaHiISCB2el incremento de la actividad
de estas enzimas fue aproximadamente de un 40%espeacto a la actividad encontrada en
la linea Col-0 (Figura 20D y E). La actividad MDtefmedida en hojas y raices como control

de actividad de una proteina que no contiene cefieS (Figura 20C y F).

La disminucion de la actividad aconitasa y SDHanHojas y las raices de las lineas
athscbpodria indicar una alteracion en la biogénesitodecentros Fe-S de dichas enzimas.
Estos resultados sugieren que AtHscB podria estaitucrada en la sintesis de los centros
Fe-S. Por el contrario, la actividad aconitasa YD las raices de las line&t#iscB-mydue
diferente a la actividad de estas enzimas en gas,lsugiriendo que la sintesis de los centros
Fe-S en las hojas de estas lineas podria estardahimientras que en las raices la velocidad

de ensamble de dicho cofactor se encontraria irerEmda.
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Figura 20. Andlisis de la actividad de las enzimaaconitasa, SDH y MDH en las lineag&\tHscB-mycy
athsch Determinacion de la actividad enzimatica de A)rétesa, B) SDH y C) MDH en las hojas y en las
raices D) aconitasa, E) SDH y F) MDH de las linéas0, HSCB1 HSCB2 hscby hscb2 Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significat{i®s0,01), teststudent

A patrtir de estos resultados nos propusimos amatdizéa actividad obtenida de las
enzimas aconitasa y SDH medidas en hojas de l&asliAtHscB-mycy Athscb se
correspondia con los niveles de expresion. Se parteelo que en plantulas, la isoforma
mitocondrial de aconitasa representa la actividawhidante (Arnaud et al., 2007), por este
motivo, analizamos la expresion del g&oo2 (isoforma mitocondrial) y también del gen
SDH2-1 Para esto, se realizaron ensayos de QPCR ag@aDNc obtenido de las plantulas
Col-0, athscby AtHscB-myg¢ crecidas durante 15 dias. La figura 21A muestra en las
lineas AtHscB-mycla expresiéon deAco2 disminuyé aproximadamente unas 2 veces,
mientras que en las lineathsch los niveles de transcriptos @&o02 aumentaron unas 2,5
veces aproximadamente. El analisis del §8&H2-1no mostrd variaciones significativas en
las lineasAtHscB-mygmientras que en las lineathscbse observé una induccion de mas de

10 veces. Figura 21B.

Mientras la actividad aconitasa y SDH en las hajaslas lineasAtHscB-mycse

condice con la expresion de sus genes, lo contsadede en las hojas de las linaidisch en
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las cudles, a pesar de la disminucion de la aefivide dichas proteinas, se observo un
aumento en los niveles de expresionAm?2 y SDH2-1 Estos resultados indican que la
reduccion de la actividad aconitasa y SDH obsenawdas lineasAtHscB-my¢ podria
deberse a una disminucion en la expresion de loesggue codifican para dichas proteinas,
mientras que en las lineathsch la sintesis de los centros Fe-S posiblementesteatuosa

y se refleje en la disminucién de la actividadfasosulfoproteinas estudiadas.
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Figura 21. Andlisis de los niveles de expresion de los genA) Aco2 y B) SDH2-1 en las lineas Col-0,
HSCB1, HSCB2 hscbly hscb2 ParaAcoy SDH2-1se tomé como valor 1 (uno) la expresion de laali@el-0.
Letras diferentes indican diferencias estadisticaensignificativas (P<0,01), te$tudent

4.2.5. Efecto de AtHscB sobre el consumo de oxigeslas lineasAtHscB-mycy athsch

En las mitocondrias se llevan a cabo procesos fuadtales para la vida celular,
como la respiracion a través de la cadena de toaiesge electrones de la membrana interna,
gue genera el gradiente electroquimico necesar® lpaproduccion de ATP (fosforilacion
oxidativa) y la oxidacion de los acidos tricarb@ds.

La cadena de transporte de electrones respiratuia,cataliza la transferencia de
electrones desde NADH o FARHa &, comprende el complejo | (NADH:ubiguinona
oxidoreductasa), el complejo Il (succinato dehiergp), el complejo Il (citocromo c
reductasa) y el complejo IV (citocromo ¢ oxidad@gtérs et al., 2012). Debido a las hemo y
ferrosulfoproteinas que componen los diferentespbejos respiratorios, dichos complejos
requieren, al menos, 40 atomos de Fe para su bhnermhamiento (Vigani, 2012).

Los dafios producidos en los centros Fe-S, afdataferrosulfoproteinas que
integran los complejos respiratorios y, en consedia¢ la respiracion de las plantas. Con el
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objetivo de analizar si el aumento o la disminucdin los niveles de AtHscB causaban
cambios en la tasa de respiracion, se decidié neddionsumo de Oen plantulas Col-0,
AtHscB-mycy athscb En todas las lineas, observamos una reducciératelumo de ©
alrededor de un 70% en relacion a las plantas @Biguira 22). Estos resultados sugieren que
athscb y AtHscB-myc presentan una alteracion en la cadena de trdaspespiratoria
mitocondrial que podria ser producida por la disroidn en la formacion de centros Fe-S.

2.0+

Consumo de O , (mmol O ,.min 1.g PF)

Figura 22. Determinacion del consumo de £en plantulas Col-0,AtHscB-mycy athscb El consumo de
oxigeno (umol @ g PF) fue medido en plantulas crecidas duran@ids Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,01), testident
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4.2.6. Discusion del capitulo Il

Es conocido, que genes, cuyos productos proteadigipan en una misma funcion o
via metabdlica, en general presentan elementodategas comunes. El hecho de que
muestren un patrén de expresion similar en vamjisiads y Organos, principalmente en
aquellos relacionados con altos requerimientosgétiens, permite postular la existencia de
una regulacién conjunta. Con el objetivo de anakizda variacion en los niveles de AtHscB
afectaba la expresion de los geadhifs] AtFH, Atisul, AtHscA, se realizaron ensayos de
QPCR en las linea&tHscB-mycgy athsch Los resultados mostraron que los niveles de todos
los transcriptos de los genes estudiados dismipayaproximadamente un 50% en las lineas
athsch sugiriendo que la reduccion de los niveles peotete AtHscB en las células, provoca
una disminucién en la expresion de los genes gueipan en la formacion de los centros
Fe-S.

Como mencionamos anteriormente, AtHscB participarida disociacién del centro
Fe-S de la proteinscaffoldAtisul (Xu et al., 2009; Lill et al., 2012). Podp&antearse, que
probablemente, en las plantathscblos centros Fe-S formados no puedan disociarse, 0
quizas la velocidad de disociacion sea muy lengainhibicién de la sintesis de los centros
Fe-S en estas plantas, podria provocar la disntinwdg la transcripcion de los gedlfs],
AtFH, Atlsul, AtHscA. Los resultados observados, sugieren que, erca&sbe los genes de la
via de la sintesis de centros Fe-S podrian tergeragulacion conjunta.

En las lineag\tHscB-myctanto la proteina AtHscB-myc, como la AtHscB epelta,
podrian estar actuando en la disociacion de losashRe-S. Este hecho, podria provocar que
la sintesis de los centros Fe-S fuera normal, go@secuencia, la expresion de los genes que
participan en su sintesis podria ser similar dadglantas Col-0. Sin embargo, los resultados
obtenidos muestran que los niveles de expresion Atldfsl y AtFH no varian
significativamente, mientras los niveles ddsul y AtHscA2 disminuyen en relacion al
control. Indicando que, en este caso, sélo los gepe codifican para las proteinas que
interaccionan con AtHscB reducirian su expresioientfas que los genestFH y AtNfsl

serian regulados de manera diferente al observatis éineasthsch

En levaduras mutantes la delecién de los ggaek (homdloga aAtHscB, ssql
(homologa aAtHscA2 y yfh (homdloga a frataxina derabidopsi3 provoca estrés oxidativo,
acumulacion de hierro en mitocondrias y deficieraida biogénesis de grupos Fe-S, que se
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refleja en la reduccién de la actividad las enzia@mitasa y succinato deshidrogenasa (Kim
et al.,, 2001; Busi et al., 2006; Xu et al., 200@®riard et al., 2013). Por este motivo, la
disminucién en los niveles de proteinas involucsaela la formacion de los centros Fe-S ha

sido asociada a la reduccion de la actividad déelassulforproteinas.

Previamente, en nuestro laboratorio, se ha ideatlb y caracterizado a frataxina, una
chaperona de Fe, involucrada en la sintesis deoseRé-S y grupos hemo (Busi et al., 2006;
Maliandi et al., 2011). Las plantas deficientesfrataxina presentan una disminuciéon de la
actividad de las ferrosulfoproteinas, aconitasacgigato deshidrogenasa (Busi et al., 2006).
Resultados similares obtuvimos en las lirethsch observandose una disminucion del 60%
de la actividad biologica de las enzimas aconijaS®H. Cuando analizamos los niveles de
expresion de los genesco2y SDH2-1 en las hojas de las lineathsch se observo un
aumento de 2,5 y mas de 10 veces, respectivamantes niveles de los transcriptos. Estos
resultados indican, que las lineghscbpodrian estar tratando de compensar la disminucién
de la actividad aconitasa y SDH, sin embargo, estesmas podrian tener afectada la

estabilidad de su centro Fe-S, el cual es muyalrpaira llevar a cabo su actividad bioldgica.

Los dafos producidos en los centros Fe-S afectafeteosulfoproteinas que integran
los complejos respiratorios y, en consecuenciapserva la disminucion de la respiracién en
las plantas (Vigani, 2012; Balk and Schaedler, 20Nbsotros hemos demostrado que
plantas deficientes en frataxina presentan una ntesa respiratoria (Maliandi, 2009, Tesis
Doctoral). En las lineaathscbtambién pudimos observar una disminucion del 80%ele
consumo de ® El cudl podria estar relacionado con la dismibwae la actividad de los
complejos respiratorios debido a una reducciéradddrrosulfoproteinas que integran dichos

complejos.

Al igual que la reduccion en la actividad cataditde aconitasa y SDH, la disminucion
en la tasa respiratoria observada en las liadasch podria deberse a la deficiencia de la
sintesis de los centros Fe-S. En conjunto, todios essultados sugieren que AtHscB estaria

involucrada en la biosintesis de dichos grupos.

A diferencia de las lineaghsch las lineasAtHscB-my¢presentan un aumento en los
niveles de proteina AtHscB. Este aumento, podnierge un incremento en la velocidad del
ensamblado de los centros Fe-S, que podria afiectactividad de las ferrosulfoproteinas.
Con el objetivo de evaluar la actividad de lasdsutfoproteinas en las lineAtHscB-mycse
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decidié analizar la actividad biol6gica de acoritgsSDH en raices y hojas. Los resultados
mostraron que en las hojas de estas plantulastilédad de estas enzimas disminuy6 un 70%
con respecto a la Col-0. Cuando analizamos lodesde expresion del géco2 se observo
una disminucién de un 20% en las hojas de las diA¢idscB-myc La reduccion de los
niveles de los transcriptosco2 podria reflejar la reduccion de la actividad de énzimas
aconitasa, observada en las hojas de estas plantasiveles de los transcriptos 8®H2-1

en las lineag®\tHscB-mymo variaron significativamente con respecto a |&@;ondicando
qgue en hojas, la baja actividad SDH observada,ipathberse exclusivamente a dafos en la
mantencion de su centro Fe-S. Lo contrario fuervbs® en las raices de las linddklscB-
myc Un aumento del 20% fue observado en la activilaths enzimas aconitasa y SDH en
las raices de la linddSCB1 mientras que el incremento para ambas enzimisenices de
las lineadHSCB2fue de aproximadamente del 40% con respecto all®.(Estos resultados
sugieren que en las raices de las lingatscB-mycla formacién de los centros Fe-S no se
encuentra dafiada, y probablemente, el ensamblesdmihtros Fe-S podria ser mas eficiente

que en las lineas Col-0.

La disminucién de la actividad aconitasa y SDH eja$ de las linea&tHscB-my¢
podria deberse al aumento de los niveles de AtHdoBncremento en los niveles proteicos
de AtHscB podria provocar que el complejo formadtieeAtHscB, Atlsul y la chaperona,
no logre transferir el centro Fe-S, debido a un pkedamiento de la proteina AtHscB-myc.
Sin embargo, podemos objetar, que en estas linegeneque codifica para la proteina
AtHscB endogena, es funcional. Ademas, el aumantteda actividad de las enzimas SDH y
aconitasa en las raices de estas lineas, sugigedia groteina AtHscB-myc podria funcionar
junto con la proteina AtHscB enddgena.

Trabajos previos han mostrado que bajo deficietheike, la expresion del géco2y
en consecuencia la actividad aconitasa, disminoyelacion a la condicion control (Arnaud
et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que laidadi SDH se reduce drasticamente en
plantas deArabidopsis sometidas a deficiencia de Fe (Vigani et al., 20®odriamos
hipotetizar que la disminucion de la actividad derstasa y SDH en las hojas de las lineas
AtHscB-mycpodria ser debida a una reduccion en el contetedBe en las hojas de estas

lineas.
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La disminucion de la tasa respiratoria en plantelateras de las linedgHscB-myg¢
indicaria que los complejos respiratorios podriatoatrarse alterados en éstas lineas.
Diferentes trabajos han mostrado que las ferrogrdteinas que componen los complejos |y
Il de la cadena respiratoria disminuyen en condesode deficiencia de Fe (Vigani et al.,
2009; Rodriguez-Celma et al., 2011). En el presgat®jo, pudimos observar la disminucion
de la actividad del CIl. En este caso, podria stggemque la disminucion de los niveles
respiratorios observados en estas lineas, se debali detrimento de los complejos
respiratorios, posiblemente producido por una reidacen el ensamblaje de los centros Fe-S

en las hojas de las lineAtHscB-myc

Se ha demostrado, que la disminucion de la activilgalas ferrosulfoproteinas, podria
provocar alteraciones en el metabolismo celular gigetarian el crecimiento vegetativo
(Arnaud et al., 2007; Bernard et al., 2009; Balkl &chaedler, 2014). Nuestros resultados
indican una reduccion del 20% en el area foliarlam lineasAtHscB-mycy athscb en
comparacion a la linea salvaje. Este resultadoip@dribuirse a la disminucién la actividad

aconitasa y succinato deshidrogenasa observadaanlimeas.
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4.3.1. Analisis de tolerancia a la deficiencia deeFen las lineasAtHscB-mycy
athsch

En diferentes organismos, tales como levaduras¢ands la fruta y animales, existen
evidencias de una intima relacion entre la formad@ centros Fe-S y el metabolismo del Fe
(Lill et al., 1999; Kim et al., 2001; Anderson &t 2005; Lill and Muhlenhoff, 2008; Kaplan
and Kaplan, 2009). Sin embargo, en plantas, no ase dncontrado ferrosulfoproteinas
involucradas en la regulacion de tal metabolisrif&rnaud et al., 2007; Darbani et al., 2013;
Balk and Schaedler, 2014).

En el capitulo anterior planteamos que la disminucle las actividades aconitasa y
SDH observada en las hojas de las linstk$scB-myg¢ podria deberse a la disminucion del
contenido de Fe en este 6rgano. Para investidas sineasathscby AtHscB-mygresentan
una alteraciéon en el metabolismo del Fe, decidiesiadiar la tolerancia, el transporte, la
incorporacion y el contenido de Fe en las raides yojas de estas lineas.

Para comenzar, estudiamos la tolerancia a la deti@ de Fe en las lineAsHscB-
myc (HSCB1y HSCB3J vy lineasathscb (hscbly hscb3. En el capitulo 2 seccion 4.2.2,
observamos que las plantulasHscB-mycy athscb crecidas durante 15 dias en MS-agar
presentaban una disminucién de aproximadamented208a area foliar en relacion a la linea
Col-0. Para investigar la tolerancia al estrésfmen estas lineas, se procedio a realizar las
medidas del area foliar de plantulas crecidas derbh dias en condiciones de deficiencia (20
UM Fe) o en la condicion control (50 uM Fe) de tmeiLa Figura 23 muestra que el area
foliar de las plantas Col-0, disminuyé un 35% cuardds plantas fueron sometidas a
deficiencia de Fe, con respecto a la condiciénrobnt

El analisis del crecimiento del area foliar en dimesobreexpresanteatidscB-myg
mostro un aumento del 30% en la liBCB1ly del 20% en la linelSCB2con respecto a la
condicion control, mientras que el area foliar ieleds con expresion disminuida de AtHscB
(athscb) no vario significativamente cuando fueron sometidadeficiencia de Fe. Este
resultado indica que tanto las linedkscbcomo las linea&\tHscB-mycson tolerantes a la

deficiencia de Fe.

El dato que el area foliar de las linggsiscB-mydajo condiciones de deficiencia de

Fe sea similar al del area foliar de la linea Ca&rOcondiciones normales de crecimiento
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(Figura 23), y que en condiciones normales se campacomo las plantas tipo salvaje
creciendo en déficit sugieren que las lineas sapresantes estan sufriendo estrés por exceso
de Fe cuando son crecidas bajo condiciones norrdal€®. Las lineaathscben condiciones

de crecimiento con contenido normal de Fe també&oosnportan como las Col-0 crecidas

déficit del metal.

El Control(50 pM Fe)
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Figura 23. Andlisis del area foliar de las linea®\tHScB-mycy athsch Las plantulas fueron fotografiadas
luego de 15 dias de crecimiento en placas de M&umdiciones de deficiencia (20 uM Fe) y contro&® (M
Fe) de hierro. Letras diferentes dentro de cadanpairo indican diferencias estadisticamente sitifias

(P<0,05).

4.3.2. Acumulacion de Fe en las raices de las lisggHscB-mycy athscb

Para evaluar si las lineas que expre8#idiscB-mycy las lineas mutanteathscb
presentaban una alteracion en la distribucion delsé decidié ensayar la tincion de Perl’s.
Dicha tincion permite identificar los depositosFkeen las plantas, donde el ior¥*HAéerado
reacciona con el ferricianuro de potasio formando puecipitado insoluble denominado
prussian blueFe;(CN)1g(H20) (x de 14 a 16)(Meguro et al., 2007). Las plantulas de las
lineas Col-OHSCB1 HSCB2 hscbly hscb2 crecidas durante 15 dias, fueron cosechadas y
tefiidas. Los resultados indican que las lineasAjbscB-mycpresentan un aumento en el

contenido de Fe en raices, en relacién a la limnagantesathscby las lineas Col-0 como

puede observarse en laFigura 24A.
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El Fe de las raices también fue cuantificado pométodo espectrofotométrico como
se indica en Materiales y Métodos (secciéon 3.23.@ggo de 15 dias de crecimiento, las
raices de las plantulas ColHASCB1 HSCB2 hscbly hscb2fueron separadas de la parte
aérea y el contenido de Fe de las raices fue adalizLa Figura 24B muestra que el
contenido de Fe en las raices de las lim¢a€B1ly HSCB2se encuentra incrementado en
relacion a la Col-0 entre 5 y 4 veces respectivaeanientras que el contenido de Fe en las
plantas mutantdsscbly hscb2es similar al de las plantas Col-O0.

A)

HSCB2

Mg Fe/ g PS

0\,0 OQ;» OQ;L e’o'\r 60"1/

@) Q\@ ~2~6 & &

Figura 24. Determinacion del contenido de Fe en lamices de las lineas Col-GHSCB1, HSCB2 hscbly
hscb2 Las distintas lineas fueron crecidas en medio M&rda 15 dias y luego las raices fueron analizadas
mediante A) tincién Perl's y B) cuantificacion deé mediante un analisis espectrofotométrico. Laabar
corresponde a 0,1 mm. Letras diferentes indicardaliicias estadisticamente significativas (P<0,01).

En los resultados presentados puede observarseobnecarga de hierro en la raices
de las plantas sobreexpresantes y si bien la im@@édantincion indicaria idéntica situacion en
las plantas mutantes, la determinacién del conted@Fe por métodos quimicos arroja otro
resultado.

Resta analizar entonces si el aumento del cordatetlFe en las raices de las plantas
gueAtHscB-mycse debe a una sobrecarga de Fe en sus semillasypoa captacion desde el
medio de crecimiento. Se realizo la tincién de 'BPezh plantulas Col-O0HSCB1 HSCB2

hscbly hscb2crecidas durante 3 dias en placas de MS-agar agrefjado de Fe. En ninguna
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de las lineas estudiadas se observaron diferesigiai§icativas, indicando que el aumento del
contenido de Fe en las raices de las plantd&€Bly HSCB2no es producido por una
sobrecarga de Fe proveniente de las semillasr@Rf).

Para analizar si las raices #SCB1y HSCB2 presentan un aumento en la
incorporacion del Fe, se realizé la tincion de 'Benh plantulas germinadas en condiciones de
exceso de Fe (500 uM). A los tres dias post-geritinase observo que las linddSCB1
HSCB2y Col-0 presentaban una mayor acumulacion de Feusrraices en relacion a las
lineashscbly hscbh2 Sin embargo, a los 11 dias post-germinacionguanalacion del Fe en
las raices de las lineddsSCB1y HSCB2era mucho mayor al observado en la linea Col-0,
mientras que las linedscbly hscbh2no presentaban una acumulacion detectable en raices
(Figura 25). Estos resultados indican que las safleelas lineas\tHscB-mycpodrian tener
una mayor incorporacion de Fe, mientras que lasainmutantesathscb tendrian
incorporacion disminuida. Otra posibilidad, no exente con la hipétesis anterior, es que la
velocidad de transporte del hierro desde la ralasahojas este aumentada en las plantas
mutanteshscby disminuida en las lineas sobreexpresantes, indica&aciamiento de la raiz

en las mutantes e hiperacumulacion en las sobresxues.

Figura 25. Tincidn de Perl's en raices de plantulas Col;81SCB1, HSCB2, hschly hscb2 Las raices de las
plantulas fueron cosechadas luego de 3 dias dendeato en medidATSsin el agregado de Fe y luego de 3 y
11 dias de crecimiento en medi®Scon el agregado de 500 uM Fe. Las barras correspmoa 0,1 mm.

4.3.3. Transporte de hierro en la planta
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Para explorar si el aumento del contenido de Feaimes de las lineastHscB-myc
podria deberse a un defecto en el transporte deesde la raiz hacia las hojas, decidimos
estudiar la expresion del g&RD3, que pertenece a la familia de genes transpodadie
multidrogas y compuestos toxicos (MATHultidrug And Toxin Effluy como asi también el
genNAS4 que codifica para nicotianamina sintasa 4 (NA84§ transportadores conocidos
de Fe en plantas (Roschzttardtz et al., 2011). Wratransportado dentro de las células
epidérmicas de la raiz, el #epuede ser unido por moléculas organicas presamdss
células. La nicotianamina (NA) es una molécula oigg la cual es sintetizada a partir de S-
adenosyl L-metionina mediante la enzima nicotiamasintasa (NAS). La molécula NA
tiene alta afinidad por metales, incluyendo hi€Boat et al., 2007). Se asume que, desde la
epidermis de la raiz hacia el xilema, el hierrajsséransportado como complejo NAZFe
Cuando el hierro es liberado dentro del xilemaddanlo a F& y éste es complejado con
citrato formando las especies [Fe Citrato OK][Fe Citrate]® (Lopez-Millan et al., 2000).
El citrato seria transportado hacia el xilema madi@| transportador FRD3 (Roschzttardtz et
al., 2011). Los genes que codifican para las erziRRD3 y NAS4 se expresan en raiz y
aumentan su expresion cuando la planta se encuemcgendo en deficiencia de hierro
(Klatte et al., 2009; Roschzttardtz et al., 2011).

Para analizar si las lineas estudiadas mostrabanvaracion en los niveles de
expresion de los gen®$AS4y FRD3 se determinaron sus niveles de transcriptos media
QPCR con oligonucledtidos especificos. Los resaadhostraron que en condiciones
normales de crecimiento los niveles de expresion NS4 y FRD3 aumentaron
aproximadamente 50 y 6 veces, respectivamenteaelinéaHSCB1ly 40 y 3 veces,
respectivamente, en la lineesCB2con respecto a la Col-0, mientras que los nivetetos
transcriptos de ambos genes en las litsably hscb2no variaron significativamente en

relacion a la linea Col-0, como se muestra endarki26.
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Figura 26. Analisis mediante PCR en tiempo real di®s niveles de expresiéon dERD3 y NAS4 en las lineas
Col-0, HSCB1, HSCB2, hscbly hsch2 ParaFRD3y NAS 4se tom6 como valor 1 (uno), la expresion del gen
en la linea Col-0. Letras diferentes indican difiefas estadisticamente significativas (P<0,01).

Tanto el citrato como la NA, son moléculas orgasigae estarian involucradas en el
transporte de hierro en plantas (Hell and StepB@63; Morrissey and Guerinot, 2009). A
pesar del aumento de los niveles de los transerip&54y FRD3 las lineas quétHscB-
myG presentan un aumento en el contenido de Fe emsraindicando que estas lineas

tendrian dificultades en transportar el Fe dedé&ses a las hojas.

4.3.4. Efecto de AtHscB sobre los genes de incorpoion del Fe en plantas.

El mecanismo de captacién del Fe en plantas calestana bomba de protones que
acidifica el medio para solubilizar al Fe de lo®les, una proteina llamada ferroquelato
reductasa (FRO2) que reduce el'FeFé&*, y un transportador de metales divalentes (IRT1).
Dicho sistema de captaciéon es regulado a nivelse¢rgptional y post-transcripcional
respondiendo a la deficiencia de Fe. Para analetalladamente si existen alteraciones en la
de incorporacion del Fe medimos mediante PCR empbereal los niveles de los trascriptos
delRT1y FRO2 en condiciones normales y de deficiencia de Haslineas Col-GHHSCB1
HSCB2 hscbly hscb2 Como esperdbamos, cuando la linea Col-0 se somedtficiencia de
Fe, los niveles de los transcriptoskiRO2 e IRTumentaron 2,5 y 2 veces, respectivamente,
en relacion a la condicion control, demostrandolqaeniveles de expresion &R02eIRT1

responden a condiciones de deficiencia de Fe. &QRirA 'y 27B.
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Bajo condiciones normales de Fe, los niveles detrisscriptos ddRT1y FRO2
mostraron un aumento significativo para ambas $irsgdreexpresantes (superior a 5 veces)
en relaciéon a la linea Col-0. Cuando se realizgnélisis de los niveles de los transcriptos de
IRT1 en las lineatischly hscb2se encontr6 un aumento de aproximadamente 4 veces,
respectivamente, en comparacién a la linea Coli@uf& 27B) y por el contrario, no se
observaron cambios (0o una ligera disminucion rdspec Col-0) n los niveles de los
transcriptos dERO2en las lineas mutantes (ver Figura 27A).

Cuando los niveles de los transcripig802 e IRT1 fueron analizados en plantulas de
15 dias crecidas en condiciones de deficiencia de e se observaron diferencias
significativas en los niveles de de expresién degened-RO2e IRT1 para ninguna de las
lineas en relacion a la condicion control. El autbede la expresion de los genes de
incorporacion del Fe en las line#dHscB-myg¢ sugieren que estas lineas registrarian
deficiencia de Fe a pesar de que las mismas semtnen en condiciones normales de Fe. Por
el contrario, las lineas mutantescbly hscb2no serian capaces de detectar la deficiencia de

Fe del medio, cuando el metal es insuficiente.
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Figura 27. Andlisis mediante PCR en tiempo real dibs niveles de expresion de AJRO2y B) IRTL. Las
plantulas Col-OHSCB1 HSCB2 hscbly hscbh2fueron crecidas durante 15 dias en condicionesales 50 uM
Fe (barras negras) y de deficiencia 20 uM Fe (bdiancas). PafaRO2e IRT1 se tomd como valor 1 (uno) la
expresion del gen en la linea Col-0 en la condicidmtrol. Letras diferentes dentro de cada paranietfican
diferencias estadisticamente significativas (P<0,01
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4.3.5. Efecto de AtHscB sobre la actividad FRO2

Para analizar si el aumento de los niveles dedostriptos d&ERO2se correlacionan
también con un aumento en los niveles de su aatlyide decidi6 medir la actividad
ferroquelato reductasa, como se indica en la seddaieriales y Métodos (seccién 3.24). Los
resultados obtenidos mostraron que las plantasOCaleciendo en deficiencia de Fe,
exhibieron un aumento de 3 veces de la actividaOZ&n relacion al escenario control. Esto
demuestra que en condiciones de deficiencia ded-gcrementa la actividad FRO2 de las
plantas Col-0.

Cuando las diferentes lineas fueron crecidas emicones normales de Fe, la
actividad FRO2 mostré un aumento de entre 3 y 4dewveparaHSCBl1y HSCB2
respectivamente, mientras que, en las lineas nesathisch la actividad FRO2 se redujo a la
mitad con respecto a la linea Col-0. d&mdiciones de deficiencia de Fe la actividad FR®2
duplico en las raices de la lindSCBZn relacion a la condicion control. Sin embargolasn
lineasHSCB2 hscbly hscb2la actividad FRO2 no varié significativamente. dsstesultados
concuerdan con los niveles de los transcriptoERI®2y sugieren que, tanto las lineas que
sobre-expresan AtHscB como las mutargdscbpresentan alteraciones en el metabolismo
del Fe (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis de la actividad ferroquelato reluctasa La actividad se midié en raices de plantulas@ol-
HSCB1 HSCB2 hscbly hscb2crecidas durante 15 dias en medibScon 50 (barras negras) o 20 pM Fe
(barras blancas). La actividad Ferroquelato rexbaces expresada en pmol/g peso fresco (pf)/ heteas
diferentes dentro de cada pardmetro indican difémerestadisticamente significativas (P<0,01).
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4.3.6. Efecto de AtHscB sobre la sefializacion defidéencia de Fe

Debido a que el sistema de captacion y el de hilwision del Fe se encuentran
alterados en las lineas estudiadas, se decidizanal contenido de Fe en las partes aéreas
de las lineag\tHscB-mycy athsch Las medidas del contenido de Fe se realizaronamied
un método espectrofotométrico, como se indica etehgdes y Métodos (seccion 3.23.2). La
Figura 29 muestra que en condiciones normales efeohiel contenido de este metal en la
parte aérea de las linddSCB1ly HSCB2se redujo aproximadamente 2 veces, mientras en las
mutanteshscbly hscb2se incrementé entre 2 y 3 veces en relacion al® (barras negras).
También se analizo el contenido de Fe en las ttaadineas estudiadas creciendo en
deficiencia del metal. La Figura 29 muestra queocgitenido de Fe en la parte aérea de la
linea Col-0 disminuyd 9 veces en relacion a la mda control mientras que en la parte
aérea de las lineag\tHscB-myc, athsckel contenido de Fe se redujo a la mitad
(aproximadamente) con respecto a su condiciotraoddemas, el contenido de Fe en las
plantas sobreexpresantes es similar al de lasasl&l-0 cuando son crecidas en deficiencia,
mientras que las mutantes presentaron diez vecesenque las Col-0 (barras blancas, Figura
29).
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Figura 29. Determinacion espectrofotométrica de Faotal de las partes aéreas de las linedsSCB1,
HSCB2, hschly hscbh2 Las plantulas crecidas en medidScon 50 uM Fe (barras negras) o deficiencia 20 uM
Fe (barras blancas) fueron cosechadas a los 1paagierminacion. Letras diferentes dentro de padametro
indican diferencias estadisticamente significat{i®s0,01).
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Se ha postulado que émabidopsisel sistema de captacién del Fe en raices depende
de la demanda de este micronutriente en la pareaate la planta (Vert et al., 2003). La
reduccion del contenido de Fe en las hojas, produgcna sefial que incrementa la actividad
FRO2 en las raices derabidopsis(Takahashi and Tokumoto, 2002; Lucena et al., 2006
Con el objetivo de analizar si las lineaHscB-mycy athscbpresentan alteraciones en la
sefalizacion hoja-raiz, se realizaron ensayos tidderl FRO2 en plantas, en las cuales sus
hojas habian sido rociadas con Fe (ver Materiale®tpdos seccion 3.24). Para realizar este
ensayo las lineas Colf8SCB1 HSCB2 hscbly hscb2se crecieron en MS-agar y a los 14
dias post-germinacion las plantas se dividieroda@ngrupos: las hojas del primer grupo de
plantas fueron rociadas con agua y las hojas dglnsl® grupo, con una solucién de Fe-
EDTA 50 uM, y luego de 24 h, se realizaron las miaslide actividad FRO2 en raiz. Los
resultados mostraron una disminuciéon del 50% eciwidad FRO2 en las line&SCB1ly
HSCB2 mientras que las lineas Colfxcbly hscb2no mostraron variaciones significativas
con respecto a las hojas rociadas con agua. Fsfura

Todos estos resultados sugieren que la activamddistitutiva del mecanismo de
incorporacion del Fe observado en las linsih$scB-mygces consecuencia del bajo contenido
de Fe en las hojas de estas plantas. La dismindeda actividad FRO2 en las raices de la
linea AtHscB-myccuando sus hojas fueron rociadas con Fe, sugiszelajcomunicacion
hoja-raiz funciona en estas lineas de plantas. G#&sperabamos, la actividad FRO2 en las

lineas Col-0 yathscbno vario en ninguna de las dos condiciones (vgurk 30).
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Figura 30. Andlisis de la actividad ferroquelato réluctasa en raices de plantulas Col-04SCB1, HSCB2
hscbly hscb2 Las plantulas fueron crecidas durante 14 diamedio MS y luego, sus hojas fueron rociadas
con agua (barras negras) o con una solucion 50 pNMDTA (barras blancas). La actividad Ferroquelato
reductasa es expresada en pumol/g peso frescoh(pB/ Letras diferentes dentro de cada parametfican
diferencias estadisticamente significativas (P<0,01

4.3.7. Efecto de AtHscB en el transporte del Fe dieslas raices hacia las hojas

El hecho de que las lineashscb mostraran altos contenidos de Fe en las hojas,
mientras que las line#dHscB-my@resentaran altos contenidos de Fe en la raiayecto,
ademas, el aumento de la sintesis de los centr8sdreeste tejido, hizo que plantearamos la
posibilidad de la existencia de un sensor, queledgudistribucién del Fe desde la raiz hacia
las hojas. Dicho sensor contendria, al menos, ninacEe-S como cofactor.

La hipotesis se basa en que si las plantas ser@rauen condiciones normales de Fe,
el cofactor Fe-S de este sensor se va a encontequelibrio entre su forma “completa”, que
regularia negativamente el Fe que se transporta leechojas, y su forma “incompleta”, que
regularia positivamente el transporte de hierraahias partes aéreas. En el caso de las lineas
AtHscB-mycel sensor se encontraria siempre en su formapiatai y, en consecuencia el
Fe no puede ser transportado hacia la parte a€eando las plantas se someten a
condiciones de deficiencia de Fe, el cofactor dialisensor, perderia un Fe, y por este

motivo, se encontraria en su forma “incompleta’tliyecta o indirectamente, permitiria el
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aumento del flujo del Fe desde la raiz hacia Igashd&ste seria el caso de las linghsch
en donde la sintesis de los centros Fe-S se emawksininuida, y todo el Fe que se incorpora
en las raices es transportado hacia las hojas.

Para probar nuestra hipotesis, nos propusimosiiraiformacion de los centros Fe-S
en las lineagtHscB-my¢planteando que si la formacion de los centroS Eésminuye, el Fe
acumulado en las raices de estas lineas podria @a&ss hojas. Decidimos entonces crecer
las diferentes lineas durante 13 dias en condigiopatrol y luego la mitad de las plantas
fueron sometidas a condiciones de ausencia derfel @gregado de Fe al medio) durante 48
h. Luego de este ensayo, tomamos 8 plantas delice@aen las diferentes condiciones y
medimos actividad FRO2. Las plantas restantes fiusgparadas en raices y partes aéreas y a
cada muestra se les midio el contenido de Fe wad#sidades de las enzimas aconitasa y
SDH, en condiciones normales y sometidas a ausdadt@ durante 48 h.

La linea Col-0 mostré una disminucién del 40% eraritenido de Fe en las hojas
luego de 48 hs en condiciones 0 Fe. Las liatlascbse comportaron de manera similar a la
Col-0, en donde la reduccion del Fe en sus hojagé&iun 45% parhscbly un 50% para
hscb2con respecto a la condicidon control. Sin embala® hojas de las line#gHscB-myc
presentaron un aumento del contenido del Fe delB0#1SCB1ly del 40% par&lSCB2 en
relacion a la condicion control (Figura 31A).

Las raices de todas las lineas estudiadas dismoruyd contenido de Fe cuando
fueron sometidas a deficiencia de Fe durante 4& tinea Col-0, present6 una reduccion del
40%, mientras que la reduccion en las lineECB1 HSCB2 hscbly hscb2 fue de
aproximadamente un 60%, 70%, 30 y 50% respectivea{Eigura 31B).
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Figura 31. Analisis del contenido de Fe en las line AtHscB-mycy athschen condiciones normales y luego
de 48 hs de ausencia de F&ledida espectrofotométrica del contenido de F&ehojas y B) raices de las
lineas Col-OHSCB1 HSCB2 hscbl y hscb2 Letras diferentes dentro de cada parametro indii&@rencias
estadisticamente significativas (P<0,01).

En las raices de todas las lineas ensayadas tildaes de las enzimas aconitasa y
SDH se redujeron cuando dichas lineas fueron sdaset ausencia de Fe durante 48 h. La
actividad aconitasa disminuyé un 60% en todas ilesas (Figura 32A), mientras que la
actividad SDH se redujo un 50% en las raices di@méa Col-0, y aproximadamente un 35%
en las raices de las linedHscB-mycLa lineahscblno varié significativamente la actividad
de esta enzima con respecto a la condicion comtiehtras que en la lindescb2se observé
una disminucién de la actividad de esta enzimapidexanadamente un 50% (Figura 32B).
Estos resultados sugieren que todas las raicesasddineas estudiadas, estan sufriendo
deficiencia de Fe y el reflejo de esto, es la remunc de las actividades de las enzimas
aconitasa y SDH.
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Figura 32. Determinacion de la actividad de las emnas aconitasa y SDH y MDH en las raices de las déas
AtHscB-mycy athsch Medidas de la actividad enzimatica de A) aconitag SDH y como control C) MDH

en las raices de las lineas CoHECB1 HSCB2 hschly hscb2crecidas bajo condiciones normales y sometidas
a 48 h de ausencia de Fe. Letras diferentes deietroada parametro indican diferencias estadisticame
significativas (P<0,01).

Cuando analizamos la actividad FRO2, observam@siorento de esta actividad en la
linea Col-0 de 4 veces en comparacion con la camdwontrol. En las planta&tHscB-myc
dicha actividad se redujo aproximadamente a ladv@taambas lineas, mientras que en las
dos lineasathsch se observdé un aumento de aproximadamente 2 veegsecto a la
condicion control. Estos resultados indicarian @ueambio de las linea&tHscB-myca
condiciones de ausencia de Fe, permitiria el tatsple este ion desde la raiz hacia las
hojas, y en consecuencia se produciria la desaiiivale la actividad FRO2. Estas mismas
condiciones, también permitirian que el Fe de lgjmshde las lineaathscbdisminuya y

active el sistema de captacion del Fe en sus réifaasa 33).
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Figura 33. Analisis de la actividad de la enzima FQ2, en las raices de las lineastHscB-mycy athsch
crecidas bajo condiciones normales y sometidas a #8 de ausencia de Fd.etras diferentes dentro de cada
parametro indican diferencias estadisticamentefwigtivas (P<0,01).

Cuando medimos las actividades de las enzimastasary SDH, encontramos que en
las hojas de la linea Col-0 dichas enzimas redujsto actividad en un 30% y un 70%
respectivamente, cuando fueron sometidas a 48 hauslencia de Fe con respecto a la
condicion control. Las lineathscbse comportaron de manera similar a la Col-0, randty
una disminuciéon de un 50% de ambas actividades fg dos enzimas en las dos lineas. Sin
embargo, en las lineastHscB-mycse obtuvo el resultado contrario: la actividadn#esa
aumentd entre un 20% y un 40% en las hojas deraad sobreexpresantes, (Figura 34A)
mientras quela actividad SDH presentd resultadepadgés. En la line&dlSCB1 dicha
actividad no vario significativamente, mientras gunela lineadHSCB2se produjo un aumento
del 20% de la actividad de esta enzima (Figura 3483 medidas de MDH fueron realizadas

como control debido a que esta enzima no contiengas Fe-S (Figura 34C).
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Figura 34. Andlisis de la actividad de las enzima#)) aconitasa, B) SDH y C) MDH en las hojas de las
lineas AtHscB-mycy athscbcrecidas bajo condiciones normales y sometidas & 4s de ausencia de Fe.
Letras diferentes dentro de cada parametro indlfarencias estadisticamente significativas (P<0,01

El analisis del fenotipo de las lineAsHscB-mycy athsch se llevo a cabo en las
plantas que fueron crecidas en condiciones deisnfi@ de hierro durante 13 dias, y luego
sometidas a 5 dias de ausencia del metal. La FigdiBamuestra que luego de 5 dias de
crecimiento en déficit de Fe, las line&giscB-mycy athsch presentaron un aumento del
crecimiento del 20 y del 50% en relacion a la li@ed-0, respectivamente, cuantificado a
través de la medida del area foliar. También se mldervar un aumento en el numero y la
longitud de las raices laterales de las lifg&tscB-myg mostrando un fenotipo mas similar
al de las lineas Col-0 gthsch Estos resultados indicarian que tanto las lingbscB-myc
como lasathsch se desarrollan deficientemente en condicionesufieiencia de hierro como
consecuencias del exceso del metal en raices ys,hoggpectivamente. Cuando son
transplantadas a condiciones de ausencia de hpereden revertir esos defectos haciendo uso
de sus elevadas reservas, mejorando asi en penfoenaalas Col 0, que no disponen de las
mismas. Asimismo, se demuestra que el fenotipo alwde las raices de las lingstsiscB-
myces debido al exceso de hierro radicular, ya qa@dwn se logra transportar el metal a las
partes aéreas, éstas muestran una morfologiaa#majla de las plantas de tipo salvaje.
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Figura 35. Andlisis de crecimiento foliar de las lieasAtHscB-mycy athscbsometidas a 5 dias de ausencia
de Fe.A) fenotipo del crecimiento luego 13 dias en coiwies normales de Fe y de 5 dias en ausencia.de Fe
B) medidas del area foliar de las lineas cél®CB1 HSCB2 hscbl y hscb2 Letras diferentes dentro de cada

parametro indican diferencias estadisticamentdfwigtivas (P<0,01).
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4.3.8. Discusion del capitulo 11l

La variacion de los niveles de AtHscB en plantas Adabidopsis provoca un
desbalance en la distribucion del Fe en las raidas partes aéreas. Tanto las lingtd$scB-
myc como las lineasthsch presentaron un aumento del area foliar bajo coouks de
deficiencia de Fe, sugiriendo que este metal padriadxico para estas plantas.

Mediante la tincion de Perl’s y la cuantificaciée Be, se observé que las lineas que
sobre-expresan AtHscB presentan altos niveles denFsis raices, sugiriendo que las lineas
AtHscB-myctienen alterada la distribucion del Fe. Por elti@oio, las lineasathsch no
presentan diferencias en el contenido de Fe eddala las raices de la Col-0.

Para comprobar si el mayor contenido de Fe erinaadAtHscB-my@rovenia de un
aumento en el contenido de Fe en las semillagaizd la tincion de Perl’s en plantas de 3
dias crecidas en mediTSsin el agregado de Fe. Los resultados mostraremiiguna de
las dos lineas contenia un visible exceso de Fee®bargo, cuando crecimos las plantas
durante 3 y 11 dias, en condiciones de excesotdaresal, pudimos observar, que las raices
de las lineag\tHscB-mycaumentaron el contenido de Fe, mientras qudraadathsch no
variaron significativamente en relacion a la comaiacontrol. Estos resultados sugieren, que
las lineasAtHscB-my@resentan una mayor de captacion del Fe en ralacias plantas Col-

0, mientras que las lineathsch podrian estar captando Fe del medio a menorideldc

Para analizar si el aumento del contenido de Haseraices de las lineAsHscB-myg¢
podria ser debido a un dafio en el transporte deleBde la raiz hacia las hojas, decidimos,
estudiar los gendsRD3y NAS4 Ambos genes participan en el transporte del fravaés del
floema y del xilema, respectivamente. El g&D3 codifica para una proteina que transporta
citrato desde las células de la raiz hacia el »dlénopez-Millan et al., 2000; Roschzttardtz et
al., 2011). ElI gerNAS4codifica para nicotianamina sintasa (NAS), la qoalticipa en la
sintesis de nicotianamina (NA). Tanto el citratonoola NA, son moléculas organicas que
estarian involucradas en el transporte de hierqglartas (Hell and Stephan, 2003; Morrissey
and Guerinot, 2009). A pesar del aumento de loslesvde los transcriptd$éAS4y FRD3,
observado en las lineAsHscB-myg¢sus raices, presentan un aumento en el contdeiée,
indicando que estas lineas tendrian dificultadesrarsportar el Fe de las raices hacia las
hojas. En las lineaathsch tanto los niveles de Fe en raices como los trgatgs deFRD3y

NAS4 fueron similares a los de las plantas Col-0, reergilo que el transporte de Fe en las
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raices deathscbno se encontraria afectado. Diversos trabajosdkarostrado que los genes
NAS4y FRD3 aumentan su expresion cuando las plantagrdbidopsisson sometidas a
deficiencia de Fe (Rogers and Guerinot, 2002; Camgk Briat, 2003; Klatte et al., 2009). El
marcado aumento en los niveles de expresiomNAB84y FRD3 observado en las lineas
AtHscB-my¢ podria indicar que estas plantas podrian estpongliendo a sefiales de
deficiencia de Fe, a pesar de que estén creciandongliciones normales de Fe.

Debido al aumento del contenido de Fe en las radeetas lineasAtHscB-myg¢
decidimos estudiar los genes involucrados en larparacion del Fe en las lineAtHscB-
myc y athscb Como mencionamos anteriormente, el mecanismoagéacion del Fe en
dicotiledbneas, consta de una bomba de protoneadidiéica el medio para solubilizar al Fe
de los suelos, una proteina llamada ferroquelaloctasa (FRO2), que reduce efFe Fé'y
un transportador de metales divalentes (IRT1).

Se ha reportado que plantasAtabidopsisque sobre-expresan FRGB56-FRO2 no
presentan un incremento del contenido Fe cuandmemrren condiciones normales de Fe,
debido a que la estabilizacion de los transcripiERO2 sélo sucede bajo condiciones de
deficiencia de Fe, indicando que los niveles derkrsscriptos dERO2son regulados a nivel
post-transcripcional (Connolly et al., 2003). Bapndiciones normales de Fe, se produce un
aumento en los niveles de los transcriptosB©2en las lineag®\tHscB-myc mientras que
las lineasathscbno presentaron diferencias en la expresioirl©2 en relacion a la linea
Col-0. Estos resultados indicarian que, bajo adodés normales de Fe, los transcriptos de
FRO2 podrian estar estabilizados en las linktkéscB-myc mientras que en la linedhsch
se comportarian de manera similar a la linea C&8a)o condiciones de deficiencia de Fe,
observamos un aumento en los niveles de los tiptserde FRO2 en la linea Col-0,
confirmando que el ARNm dERO2 aumenta bajo estas condiciones. Sin embargo,sen la
lineas AtHscB-mycy en las lineasithscbno se observaron cambios significativos de los
niveles de de los transcriptos BRO2 en relacién a la condicion control.

Para analizar si los niveles de los transcriptB®2 se relacionaban con la actividad
de la proteina, se realizaron medidas de la aeatividRO2 en condiciones normales y de
deficiencia de Fe. Los resultados mostraron qug tandiciones normales de Fe, en las
raices de las linea#&tHscB-mygdicha actividad aumenté 2,9 y 4,3 veces, miergtesen la
lineaathscbdisminuy6 a la mitadgn relacion a la Col-0.
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Bajo condiciones de deficiencia de Fe, la activid@D2 aumenté 3 veces en las
raices de la linea Col-0, indicando que ésta raelpa@ndeficiencia de Fe en plantas. Sin
embargo, en las linedSCB2 hscbly hscb2la actividad FRO2 no vari6 significativamente
en relacion a la condicion control, mientras quelandineaHSCB1 aumentd 1,4 veces,
equiparandose a la lind4SCB2 Todos estos resultados indican que las lineassgbee-
expresan AtHscB, registran deficiencia de Fe, swlcuando crecen en condiciones normales
de hierro, mientras que las lineshscbno registran deficiencia de Fe a pesar de enasatra
bajo condiciones de baja concentracion de Fe.

Previamente, se ha informado que la reducciorigeto férrico a ferroso es el paso
limitante de la incorporacion del Fe en las raibes$as plantas (Grusak et al., 1990; Connolly
et al., 2003). Por este motivo, podriamos asodiaumento de la actividad FRO2 con el
incremento del contenido de Fe en las raiceAtHiscB-myc Lo contrario sucederia con las
lineas mutanteathsch dado que estas plantas no aumentan la activiglatica proteina, el
Fe se incorporaria lentamente en sus raices, agasaumento de la concentracion del Fe en
el medio de crecimiento.

Bajo condiciones normales de Fe, los niveles deesiin ddRT1en la lineaAtHscB-
myc se comportaron de manera similar al 02 Sin embargo, en las lineathsch los
niveles de los transcriptos del g&T1aumentaron 3,8 y 4,5 veces en relacion a la [Gwa
0. Se ha demostrado que el nivel de expresiolRd@& aumenta por deficiencia Fe, pero la
regulacion de este gen, es en parte desconociddalemente, exista algun algun
mecanismo que provoque el aumento de la expresibgehIRT1 en las lineasthsch Un
segundo mecanismo, regula de manera post-transcrg@ IRT1. Se ha descripto, que bajo
condiciones normales de Fe, la proteina IRT1 esadaga mediante ubiquitinacion (Shin et
al., 2013). Podria suceder que en las li¢lascblos niveles de expresidRT1se encuentren
aumentados, mientras que la proteina IRT1 se etreudisminuida por degradacion o
degradacion. Bajo condiciones de deficiencia de |6®, niveles de expresion d&®T1
aumentaron 2 veces en la linea Col-0, demostrand@ste gen aumenta bajo condiciones de
deficiencia de Fe. Sin embargo, en las linsihtscB-mycy athsch no se observaron cambios
significativos en la expresion de este gen.

Varias lineas mutantes derabidopsis muestran un fenotipo similar a las lineas
AtHscB-mycPor ejemplo, lineas derabidopsiscon expresion reducida en el géRD3 que

codifica para la ya mencionada proteina que tratempa el citrato hacia el xilema (el
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complejo citrato-F& se transportaria a través del xilema) (RogersGuerinot, 2002), la
linea deArabidopsis mutante en el ge\topt3-2 que presentan expresion reducida de
AtOPT3 perteneciente a la familia de los transplomes de oligopeptidos (OPT), y que
estaria involucrado en unir el Fe para asi fac#itatransporte via floema (Stacey et al., 2008)
y la linea déArabidopsismutante en el gemas4x-1 la cual no produce cantidades detectables
de nicotianamina (dicho compuesto uniria al Fe ymp@ia su transporte a través del
floema)(Klatte et al., 2009). Todas estas lineassgmtan activacion constitutiva en la
transcripcion de los genes de incorporacion ddddje condiciones normales de crecimiento.
Ademas, sus raices acumulan grandes cantidades, daigiriendo que el contenido de Fe
total en raices no es un factor importante endalaeion de los genes de incorporacion de
dicho metal (Rogers and Guerinot, 2002; Stacey.,e2@08; Klatte et al., 2009; Garcia et al.,
2013).

En plantas vasculares, es necesaria la comunicaoida los diferentes 6érganos de la
planta para evitar desbalances en el transponmeitiientes. Muchos trabajos publicados, han
sugerido un rol clave de la parte aérea de lastgdaen la respuesta a la deficiencia de
Fe(Grusak and Pezeshgi, 1996; Schmidt et al., ZD&xrhashi and Tokumoto, 2002; Lucena
et al., 2006; Garcia-Mina et al., 2013; Garcialet2013). EI modelo que ha sido propuesto,
integra, sefales represivas o sefiales inductiagakte aérea de las plantas podria enviar
sefales de induccién o represion a través del #ipelependiendo de su contenido de Fe y de
esta manera regular la respuesta de deficiencikeden raices (Schmidt et al., 2000;
Takahashi and Tokumoto, 2002). La hipdtesis estadamen investigaciones en mutantes de
arveja en los gendsz (bronze) adgl (hojas degeneradas) que exhiben expresion adnsdit
de la estrategia | y sobre acumulacién de Fe aesay en hojas (Grusak et al.,, 1990).
Estudios con injertos, en los cuales las partesaaédile plantas salvajes fueron injertados en
raices mutantedgl y viceversa, indican que existen sefales deriveldda parte aérea de la
planta que controlarian la respuesta de la incagiam del Fe en las raices (Grusak and
Pezeshgi, 1996). Cuando las partes aéreas dealamplsalvaje fueron injertadas en raices
mutantedorz, las raices recuperaron el fenotipo salvaje e$puesta de incorporacion de Fe
s6lo se expreso bajo condiciones de deficienci&kad¢Grusak and Pezeshgi, 1996). Por el
contrario, cuando las partes aéreas de las mutar#teslgl fueron injertadas sobre raices de
la linea salvaje, las raices expresaron deficiemt®a hierro constitutivamente. Estos

99



Discusiévvcapituto (

resultados, son consistentes con la idea de gparia aérea de las plantas podria generar y
controlar las sefales de deficiencia de Fe (Veat.eP003; Lucena et al., 2006).

Con todos estos antecedentes, se decidié ansliles lineas estudiadas, presentaban
diferencias en el contenido de Fe en su parte .aéwmmsresultados mostraron, que bajo
condiciones normales de Fe, la parte aérea de itesmslAtHscB-myc presenté una
disminucién de aproximadamente de 4 veces en dtcolo de Fe, mientras que la parte
aérea de las lineathscbmostré un aumento de 2 veces, en relacion a l&0CGliando las
plantas fueron sometidas a deficiencia de Fe, sentmd una reduccion de 9 veces del
contenido de Fe de la parte aérea de la Col-0,traieque en las lineaédHscB-myoy athsch
la reduccion fue de la 2 y 3,5 veces, respectivéaem comparacion a la condicion control.
Es importante notar, que el contenido de Fe eiie @érea de las plantas Col-0 sometidas a
deficiencia de Fe, es similar al de las lind#dscB-myg¢ crecidas en una u otra condicion,
sugiriendo que el contenido de Fe en la parte afgdas lineag\tHscB-myg¢ siempre seria
deficiente. Con estos resultados podriamos propguerla respuesta de deficiencia de Fe
constitutiva observada en las lindggiscB-my@odria deberse al bajo contenido de Fe en su
parte aérea. Esta hipotesis puede ser confirmatis éineasthsch ya que ellas presentan un
alto contenido de Fe en su parte aérea y han pelalidapacidad de registrar deficiencia de
Fe a pesar de crecer en muy bajas concentraciehessimo.

Se ha publicado que el tratamiento foliar con wiacgn de Fe en diferentes lineas
con expresion constitutiva del geRO2provoca la represion de dicho gen. Cuando lashoja
de las lineas d&d3-3 y brz fueron tratadas con Fe, se observo una represita elgresion
de FRO2 y en consecuencia, una disminucion de su activi@zatcia et al., 2013). Sin
embargo, en las lineas mutantgs3-2y dgl no se observo la represion de los niveles de los
transcriptos ni de la actividad FRO2 ya que, prtdabnte, en estas plantas se encuentre
afectado el transporte de la sefial represiva a&srdel floema (Garcia et al., 2013). Para
analizar si FRO2 respondia a sefiales proveniept&smhrte aérea de las linédblscB-my¢
se realizaron medidas de actividad de dicha pratemraices de plantulas ColHSCB1
HSCB2 hscbly hscb2 cuyas hojas habian sido rociadas con 50 uM Fegd.ule 24 h del
tratamiento, se observd una disminucion de la idetivFRO2 en la lineSCBly HSCB2
mientras que en las lineas Col-tiscbly hscb2no se observaron diferencias significativas
con respecto al control. Este resultado sugiereejaamento constitutivo de la expresiéon del

genFRO2y en consecuencia, el incremento de su actividlservada en las lineAsHscB-
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myc podria ser debida a los bajos niveles de Fe enhejas. Asimismo, confirma la
integridad de la respuesta de sefalizacion deielefia de hierro desde las hojas hacia la raiz
en las plantastHscB-myc.

Para poder explicar lo que sucedia en las lidgldscB-mycy athsch planteamos la
hipotesis de la existencia de un sensor contenjeigoenos, un centro Fe-S en la raiz. Dicho
sensor regularia el flujo de Fe desde la raiz Hasidojas. Cuando el hierro dentro de la raiz
es excesivo, el cofactor Fe-S de este sensorastagu forma “completa” (4Fe-4S o 2Fe-2S)
inhibiendo el transporte del Fe desde la raiz hasidojas, el cual quedaria acumulado en la
raiz, mientras que bajo deficiencia de Fe el cofaée-S del sensor perderia un hierro
guedando en su forma “incompleta” (3Fe-4S o Feya®rmitiria el paso del Fe desde la raiz
hacia las hojas. Para probar esta hipétesis, cosclas plantas en condiciones normales de
Fe, y luego de 13 dias las sometimos ausencia @48 h. Bajo estas condiciones de
estudio, todas las lineas estudiadas mostraromegli@cion de aproximadamente un 50% en
el contenido de sus raices y una disminucién eactividad de las enzimas aconitasa y
SDH.Las lineas Col-0 yathsch mostraron resultados similares: disminuyeron 46Pb6
contenido de Fe en la parte aérea de las hojasgraaran aproximadamente 2,5 veces la
actividad FRO2 en sus raices y redujeron aproximadée un 50% las actividades aconitasa
y SDH. Estos resultados indican que la liatlasch es capaz de activar el mecanismo de
incorporacion del Fe en raices, cuando es deplatadal contenido de hierro de la parte
aérea. Por el contrario, el Fe de las hojas de afit@asAtHscB-myaumento un 35% y un
65%, respectivamente, la actividad FRO2 disminuyje raitad y la actividades aconitasa y
SDH se increment6 un 20% y un 40% en la lIHS£B2 mientras que en la linea HSCBL, la
actividad aconitasa no varié significativamente gespecto a la condicion control y la
actividad de SDH aumentd un 20% en condiciones wkereia de Fe. Estos resultados
sugieren que el Fe que se encontraba acumulads eaites de las lineAtHscB-myquede
haber sido transportado hacia la parte aéreagyagshento en el contenido de Fe en la parte
aérea, se tradujo en un aumento en la actividddsdenzimas con centros Fe-S, ya que se
acrecento la disponibilidad del sustrato metalico.

El hecho que tanto las lineastHscB-myc como athsch crezcan mejor bajo
condiciones de ausencia de Fe en relacién a la @o¢0, indicaria que para ambas lineas, el

Fe que se encuentra en los medios normales denieetd podria resultarles toxico.
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En conjunto, todos estos resultados indican quenaslede la regulacion de la
incorporacion del Fe en las raices controlada @qrarte aérea de las plantas, podria existir
otra regulacion a nivel del transporte de Fe ddadeiz hacia las hojas. En este nuevo
mecanismo regulatorio, podria estar involucradosensor conteniendo centros Fe-S que

responderia al Fe acumulado dentro de la raiz.
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5.1. AtHscB afecta el metabolismo de Fe érabidopsis

5.1.1. Efecto de la modificacién de los niveles é¢HscB en Arabidopsis

Hasta el momento, pocos trabajos han informadaesalgenAtHscBY la funcién que
cumple en la formacién de los centros Fe-S. Entrudsbajo, planteamos estudiar la
funcidn de esta proteina vivo, utilizando plantas con ganancia y pérdida de imce
AtHscB. Los resultados mostrados en la presenis, tesvelaron que la variacion en los
niveles de esta proteina, ademas de afectar lant#ses de los centros Fe-S, también produce
una alteracién en la distribucion del Fe en planbigersos trabajos han reportado que en
diferentes organismos, proteinas con centros BerSutilizadas como proteinas sensoras de
deficiencia de Fe, (Rutherford et al., 2005; Arnaticl., 2007; Lill, 2009) sin embargo, en
plantas, la regulacion del metabolismo del Fe e pmnocida y, hasta el momento, no
existen estudios que indiquen que las ferrosultefmas participen en dicha regulacién (Balk
and Schaedler, 2014). Con los resultados obtemdaste trabajo, se podria postular que en
plantas, al igual que en mamiferos y levadurasripakistir una estrecha relacion entre la

regulacion del metabolismo del Fe y el ensambladiosl centros Fe-S.

5.1.2. Efecto de AtHscB sobre la actividad de lasrfosulfoproteinas

Con el objetivo de estudiar la funcion AlitHscBin vivo, se caracterizaron dos lineas
con expresion disminuida AtHscB, denominatiasbly hscb2 Debido a que ambas lineas
mostraron el mismo comportamiento y con intenci@ simplificar la discusion las
denominaremoathsch

Las lineas deficienteathsch presentan disminuida la expresion del gen qudicad
para AtHscB. Dicha proteina estaria involucradaleemiogénesis de centros Fe-S vy, en
consecuencia, estas lineas de plantas tendriagaddde via de formacion de dichos grupos.
En las raices y hojas de estas lineas se obsergduacion del 60 % de la actividad aconitasa
y de la succinato deshidrogenasa. Para determiles siveles de expresion de los genes que
codifican para aconitasa y la succinato deshidraggense correspondian con la actividad de
dichas proteinas, realizamos medidas de QPCR éwjas de las lineaghsch
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Se ha descripto que en plantulas la isoforma mitthéal de aconitasa representa la
actividad dominante (Arnaud et al., 2007), y pde @sotivo, analizamos la expresion del gen
Aco2 (isoforma mitocondrial), mientras que para la suaii deshidrogenasa, analizamos el
gen que codifica para la subunid@®H2-1que es la que contiene tres centros Fe-S. Los
datos mostrados indican un aumento de 2,5 y md® deeces en los niveles de ARNm de
Aco2y SDH2-1, respectivamenten las hojas de las plantas deficierstgsch sin embargo,
no se corresponde con un aumento en la actividadnatica de aconitasa y succinato
deshidrogenasa. A partir de estos datos se puedelgnroque AtHscB podria tener un rol en
ensamblado de los centros Fe-S a las apoproteénalantas.

Con el objetivo de fortalecer los datos obtenidws las lineas con pérdida de funcion,
generamos lineas con ganancia de funcion. Dossliseareexpresantes AtHscB fueron
analizadasHSCB1ly HSCB2 Como ambas lineas tienen el mismo patron de cdermpnto
y con intencion de simplificar la discusién las demnaremogAtHscB-myc

Las lineasAtHscB-myctienen un exceso de AtHscB, que pensamos, padnfentar
la velocidad de sintesis de centros Fe-S y asienmentar la actividad de las
ferrosulfoproteinas. Al analizar la actividad caieh de las enzimas aconitasa y succinato
deshidrogenasa en las raices de estas lineasvamssr un aumento de 30 % en las
actividades de dichas enzimas. Este resultado reugiee el incremento en los niveles de
AtHscB, podria estabilizar los centros Fe-S deféaosulfoproteinas aconitasa y succinato
deshidrogenasa, permitiendo un aumento en sudeiatalitica.

Por el contrario, en las hojas de las linads$scB-my¢ observamos una disminucion
de 60% en la actividad de las enzimas aconitaselg succinato deshidrogenasa. El andlisis
de los niveles de expresion del geeo2 en las hojas de las lineas sobreexpresantesémostr
una disminucion de 2 veces, mientras que los reve& los transcriptos del g&DH2-1
fueron similares a los de la linea Col-0. Esteltada indica que la reduccion de la actividad
aconitasa podria ser un reflejo de la disminuciénla$ niveles de los transcriptdso?2
mientras que la disminucion observada en la aetiVide la succinato deshidrogenasa, no se
deberia a una diferencia de expresion deljeH2-1

El resultado observado en las hojas de las liAddscB-my@odria estar relacionado
con el contenido de Fe en este tejido. Trabajogagsdran mostrado que bajo deficiencia de
Fe, la expresion del gefxco2 disminuye en relacion a la condicion control (#ud et al.,

2007). También se ha observado que, bajo estascomrebs, la enzima aconitasa y las
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ferrosulfoproteinas que conforman el complejo | gamplejo 1l de la cadena respiratoria, se
degradan para reutilizar el Fe para otras funcigviggmni et al., 2013).

La deficiencia de Fe afecta la cadena respiralionitando las enzimas que contienen
Fe e induciendo las enzimas alternativas (Vigadi,2? Se ha demostrado que la cadena de
electrones de las plantas, involucra oxidoredustaliernativas, ademas de los complejos |,
I, 1l y IV. Como consecuencia, el transporte @lectrones de la cadena respiratoria puede
bifurcarse en plantas. Las enzimas que catalizanrigas alternativas son NADP(H)
deshidrogenasas tipo Il y la oxidasa alternativ®X} las primeras pueden sobrepasar el
complejo | y AOX puede sobrepasar el complejo IlIVy (Rasmusson et al., 2008). La
disminucién de la actividad del complejo | y conjpld en ausencia de Fe, es compensada
por la activacion de la NADPH deshidrogenasa altéra. Esta regulacion permite satisfacer
parcialmente la demanda de energia de la célugm(iand Zocchi, 2010).

En la presente tesis, pudimos determinar una digi@in de, aproximadamente, 4,5
veces en los niveles de Fe en la parte aérea tie¢asAtHscB-mygindicando que las hojas
de estas plantas presentan deficiencia de esté @etaestos datos, podriamos sugerir que la
deficiencia de Fe en la parte aérea de las liAdidscB-myg provocaria la reduccion de la
actividad aconitasa y de las ferrosulfoproteinas gonforman los complejos | y Il que
integran la cadena respiratoria, limitando su &tdy en la cadena de transporte de electrones
y, en consecuencia, disminuyendo el consumoxte@stas lineas.

5.1.3. Efecto de AtHscB sobre la distribucion y ntabolismo del Fe

El contenido de Fe de las hojas y las raices déifaasathscby AtHscB-mycfue
medido cualitativamente mediante tincion de Pertaigntitativamente mediante un método
espectrofotométrico. Pudimos observar que el catdede Fe de las raices de las lineas
athscbera similar al de la linea Col-0, sin embargo,fi®les de este metal en sus hojas se
encontré incrementado 2 veces en relacion lasgdadol-0. Al analizar las line#gHscB-
mycobservamos un aumento de 5 veces en los nivelEs da raices, mientras que sus hojas
presentaron una reduccion de 4,5 veces, en confpar@das plantas Col-0. Estos resultados
muestran claramente, que tanto la limghscb como la lineaAtHscB-mycpresentan un
desbalance en la distribucion del Fe.
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El aumento del contenido de Fe en la parte agdadlineasthscbindicaria que
todo el Fe incorporado en las células de las rgioelsia ser movilizado hacia las hojas,
indicando que estas lineas tendrian aumentadddeided del transporte hacia la parte aérea
de la planta. El Fe de la parte aérea presentasplantasathscbpodria ser almacenado
como reserva en las vacuolas, o también ser watdizm vias metabdlicas que necesiten este
metal para cumplir su funcion (Kim et al., 2001 d et al., 2009). El exceso de Fe de las
hojas de estas plantas también podria estar refgulas genes de incorporacion del Fe en las
raices. Previamente, se ha reportado que la egprdsilos genes de incorporacion del Fe es
afectada por el contenido de dicho metal en leepaétea de las plantas (Schmidt, 2003; Vert
et al., 2003). Se han postulado dos modelos pamgldacién de la incorporacion del Fe en
raices. EI modelo inductivo se basa en que la ssfijptoducida en las hojas en respuesta a la
deficiencia de Fe de las mismas, la sefal se raavidi a través del floema hacia la raiz
resultando en la activacion de los genes de laocacion del Fe. Lo contrario sucede en el
modelo represivo en el cual los genes de incorpimadel Fe de la raiz se expresan
constitutivamente, excepto que el contenido denHashojas sea alto (Vert et al., 2003).

El mecanismo de incorporacion del Fe en plantastitidoneas, consta de una bomba
de protones, que acidifica el medio para solubildda=e del suelo, una proteina FRO2, que
reduce el F& a Fé" y un transportador de metales divalentes (IRT1yeiBos trabajos han
descripto que la actividad FRO2 se incrementa bajadiciones de deficiencia de Fe en
plantas (Connolly et al., 2003; Yuan et al., 200879 et al., 2010). Al analizar la actividad
FROZ2 en las raices de las lineas Col-0 sometidiigencia de Fe, observamos que dicha
actividad se increment6 3 veces, indicando quetiefanente, FRO2 aumenta su actividad
bajo estas condiciones.

Cuando la actividad FRO2 fue ensayada en las radeedas plantasathsch
encontramos que dicha actividad disminuy6é a ladnéa relacion a la linea Col-0. Bajo
deficiencia de Fe, la actividad FRO2 en las raides las lineasathscb no varié
significativamente con respecto a la condicion ntEste resultado se condice con los
diferentes trabajos que han descripto que el cadae Fe de la parte aérea de las plantas
podria regular la incorporaciéon de dicho metal aa mices. Asi, la disminucién de la
actividad FRO2 encontrada en las linattsscbpodria ser consecuencia de los altos niveles
de Fe observados en sus hojas (Figura 36).
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La disminucion de la actividad FRO2 en las célapislérmicas de la raiz dghsch
estaria indicando que estas plantas tendrian digtaida velocidad de incorporacion del Fe
en sus raices. Sin embargo, estas plantas presenédes de Fe similar al de la linea Col-0
en raices y un exceso de Fe en sus hojas, indicpreleste metal estaria siendo incorporado
por algin otro mecanismbin posible escenario de la incorporacion del Feniz, implica
la movilizacién del Fe (lll) quelado por los comptas fendlicos (Barrett-Lennard et al.,
1983). Dichos compuestos, son exudados desdeitas en respuesta a deficiencia de Fe, en
plantas dicotiledoneas (Barrett-Lennard et al.,3198rusak et al., 1990). Se ha especulado
que el Fe (lll) quelado por los compuestos fenéliquodria ser reducido por FRO2, y su
subsecuente incorporacion mediante IRT1 a las agluépidérmicas de la raiz.
Alternativamente, en analogia a la estrategia lzasad los fitosideréforos, (estrategia Il de
incorporacion del hierro, introduccion seccién 1.pel hierro unido a compuestos fendlicos,
podria ser transportado por algun otro transportanfoprevia reduccién (Rodriguez-Celma
and Schmidt, 2013).

Las lineas AtHscB-myc tendrian dafiado el transporte del Fe raiz-hoja.
Lamentablemente, se sabe muy poco sobre éste dregnm plantas. Se ha reportado que el
complejo Fé'-citrato se moviliza hacia las hojas a través dima y el citrato seria
transportado desde las células de la raiz hacidlezha, por FRD3 (Durrett et al., 2007;
Roschzttardtz et al., 2011). La expresion de estesg incrementdé mas de un 100% en las
lineasAtHscB-myg¢ sin embargo, estas plantas no son capaces dpdréar el Fe hacia las
hojas, sugiriendo que quizas tendrian alteradaseipes hasta ahora desconocidas que
estarian involucradas en el transporte del Fehwjz-

El Fe que es incorporado en las linddldscB-mycquedaria atrapado en las
raices, provocando la reduccion del contenido ddeFsus hojas. Cuando las plantas fueron
crecidas bajo condiciones normales de Fe, la deativi FRO2 se incremento
significativamente en las raices de las linktkéscB-mycy bajo condiciones de deficiencia
de Fe la actividad FRO2 permaneciéo aumentada aoidel a las plantas salvajes. Figura 36.
Este resultado se condice con los modelos plandgaai@ la regulacion del contenido de Fe.
La disminucién del Fe en las hojas, provocariauatento de la actividad FRO2 en las raices

de estas lineas.
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5.1.4. Efecto de AtHscB en el transporte del Fe disslas raices hacia las hojas

Como mencionamos anteriormente, la incorporacidf-een plantas estaria regulada
por los niveles de Fe en las hojas (Vert et aD320Estudios Previos, han demostrado que el
tratamiento foliar con una solucién de Fe, en difégs lineas con expresion constitutiva del
gen FRO2, mostraron la represion de dicho genefeonplo, cuando las hojas de la linea de
frd3-3 (FRD3-3codifica para una proteina que transportariategdtoi hacia el xilema), fueron
tratadas con Fe, se observé una represion de iladadt FRO2 (Garcia et al., 2013). Sin
embargo, en la linea mutardpt3-2 (AtOPT3 pertenece a la familia de los transponteside
oligopeptidos (OPT), y estaria involucrado en whiFe para asi facilitar su transporte via
floema), no se observo la represion de la activiBB@2. Posiblemente en estas plantas se
encuentre afectado el transporte de la sefial ieprasraves del floema (Garcia et al., 2013).

El agregado exdégeno de Fe en las hojas de lassliddéscB-mycproduce la
disminucién de la actividad FRO2, sugiriendo gue Hajas de estas lineas son capaces de
generar sefales represivas que regulen de margativaelos genes de incorporacion del Fe
en sus raices. Las lineathsch que siempre presentan altos contenidos de Fesshagas,
tienen disminuida la actividad FROZ2, indicando astas plantas tampoco presentarian
alteraciones en la sefalizacion hoja-raiz paradaetpcaptacion del Fe en sus raices.

Estos resultados sugieren que la disminucion detiidad FRO2 observada en las
plantasAtHscB-myces debida a la disminucidn del contenido de Fehsjas, Este fenotipo
fue revertido cuando a las hojas de estas linedésss®cidé con una solucién de Fe 50 uM,
indicando que las mismas son capaces de genereseafue regulen la captacion del Fe en
sus raices. Las lineashsch presentan altos niveles de este metal en sus hd@actividad
FRO2 siempre se encontré disminuida en relaciéasaplantas Col-0, sugiriendo que la
incorporacion del Fe estaria disminuida en estast@é. Estos resultados indican que al igual
que la linedrd3-3, tanto las hojas de las lineathscbcomo de las linea&tHscB-mycson
capaces de enviar sefales a través del floemagqmarkr la incorporaciéon del Fe en la raiz.

Diferentes organismos, tales como, levaduras,casosle la fruta y células
animales, que presentan alterada la biosintediesdeentros Fe-S exhiben alteraciones en la
distribucion intracelular del Fe y una desregulacén los genes involucrados en la
incorporacion de este metal, indicando la existend® una intima conexion entre el

metabolismo del Fe y la sintesis de los centro$ Kigispal et al., 1999; Kim et al., 2001,
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Anderson et al., 2005; Lill and Muhlenhoff, 2008;apdan and Kaplan, 2009). Los
mecanismos de las vias regulatorias en levadunaanyiferos han sido dilucidados y aunque
ellas son muy diferentes entre si, ambas vias ucvah la biogénesis de los centros Fe-S
(Lill, 2009).

En mamiferos, una aconitasa citosdlica funcioneoit@o sensor del Fe. Cuando los
niveles de Fe son altos, el centro Fe-S de la im@tee encuentra en su forma [4Fe-4S] y
dicha proteina tiene efectivamente actividad aesaitCuando los niveles de Fe en la célula
son bajos, el centro Fe-S pierde un Fe y la acmit@ambia su conformacion. Esta nueva
conformacion, es conocida como proteina regulati#id-e (IRP1) que es capaz de reconocer
y unir diferentes moléculas de ARN conocidos corgmentos de respuesta al Fe. Se ha
demostrado que, si IRP1 se sitla en el extreme #ichos elementos, bloquea su traduccion,
mientras que si se sitla en el extremo 3’, el ARNSabiliza y se traduce. De esta manera,
IRP1 regularia el metabolismo del Fe a través thb#izar y/o desestabilizar los elementos
de respuesta al Fe (Anderson et al., 2012).

En levaduras, la incorporacion y la distribuciatracelular del Fe son reguladas por
un mecanismo que involucra los factores de tragmsiom Aftl y Aft2. Aftl contiene un
centro Fe-S, en su forma [2Fe-2S]. Cuando los @svde Fe son normales, Aftl se encuentra
en el citosol. Sin embargo, en ausencia de Fengta Fe-S de dicha proteina pierde un Fe y
Aftl se trasloca al nucleo y activa genes de larparacion y transportadores de Fe
(Rutherford et al., 2005). Ninguno de los dos me&raas mencionados han sido encontrados
en plantas y hasta el momento no se ha observagoima proteina que cumpla el rol de
sensor de Fe (Balk and Schaedler, 2014). Sin empacgpodemos descartar que en plantas
no exista alguna proteina con centros Fe-S que iestducrada en la regulacion del
metabolismo del Fe.

Nuestros resultados indican que las plardtsscb y AtHscB-mycpresentan una
distribucion anormal del Fe entre la raiz y la paaérea. Ademas, las raices de las lineas
athscbpresentaron una disminucion en la actividad acsaitaSDH, mientras que las raices
de las linea®\tHscB-mycmostraron un aumento en dicha actividad. Hechosggeere que
las raices de las lineas deficienth$ch presentarian una reduccion la sintesis de Iqsogru
Fe-S, mientras que las lineas sobreexpresantedaeralmentada dicha sintesis. Con todos
estos resultados y antecedentes, y ademas, tenmmdmuenta que la proteina AtHscB

cumpliria su funcién en la biosintesis de centresSFpropusimos que el transporte del Fe
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desde la raiz hacia las hojas podria ser reguladi® ®iz, por alguna proteina conteniendo al
menos un cofactor Fe-S.

El modelo planteado depende de las condicioneseéntento de las plantas. Si las
plantas se encuentran creciendo bajo condicionedefieiencia de Fe, dicho sensor se
encontraria en su forma “incompleta” [3Fe-4S] yediamente o indirectamente, regularia la
velocidad de transporte del Fe, aumentando su madildesde las raices hacia las hojas
(Figura 35). Este seria el caso de las plaathsch en las cudles, los niveles de Fe de sus
hojas es mucho mayor al de las lineas Col-0, ptelbante, debido a una mayor velocidad de
movilizacion raiz-hoja de dicho metal. Bajo condi@s normales de Fe, el centro Fe-S de
dicho sensor se encontraria en un equilibrio gdfre-4S] y [3Fe-4S], y en consecuencia la
velocidad del transporte del Fe seria normal. Rigds. Mientras que en condiciones de
exceso de Fe, dicho sensor registraria el exaes@ e&zncontrandose en su forma “completa”
[4Fe-4S] y limitaria la velocidad de transportedittho metal (Figura 35). El ejemplo de este
caso seria las lineAsHscB-myclas cuales bajo condiciones normales de Fe, paséajos
niveles de Fe en sus hojas y altos niveles de Frugrmraices. Este seria el caso de que el
centro Fe-S se encontraria en su forma siempreletanplimitaria el transporte del Fe hacia

las hojas.
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Figura 36. Representacion esquematica del modelo de la regui@c del transporte del Fe.La velocidad de
transporte del Fe desde las raices hacia la pémta ae las plantas, dependeria de una proteitenemdo, al
menos un centro Fe-S y del estado de oxidaciomieho. Asibajo condiciones de deficiencia de Fe, el centro
Fe-S del sensor se encontraria en su forma [3Fg-4&jularia la velocidad de transporte del Fepentando

su movilidad desde las raices hacia las hojas. @ajdiciones normales de Fe, el centro Fe-S dediehsor se
encontraria en un equilibrio entre las formas [4B¢y [3Fe-4S], y en consecuencia la velocidadimelsporte
del Fe seria normal. Mientras que en condicionesxdeso de Fe, dicho sensor registraria el exdesee
encontrandose en su forma [4Fe-4S] y limitarieelacidad de transporte de dicho metasde las raices hacia
las hojas.

Con la intencién de determinar si el modelo plashbesra posible, pensamos que si en
las raices de las lineAsHscB-myda sintesis de centros Fe-S se inhibia, el cafdateS del
hipotético sensor perderia un Fe y de esta formmaifiga que el Fe acumulado en la raiz se
transporte hacia las hojas. Para ello, decidimoseter las diferentes lineas de plantas
estudiadas a 48 h de ausencia de Fe, para asi tedteir la sintesis de centros Fe-S en las
lineasAtHscB-myc
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Cuando las plantas se sometieron a ausencia 8 ggrencontramos que en las hojas
de las lineasthsch los niveles de Fe y las actividades de las erzimtanitasa y succinato
deshidrogenasa disminuyeron; 45% 48% y 50%, réspatente mientras que la actividad
FRO2 se incremento 2 veces, alcanzando los nieglesntrados en plantas tipo salvaje en
ausencia de Fe. Estos resultados indican que ldegé8 h de ausencia de Fe, las plantas
athscblogran activar el mecanismo de incorporacion deefresus raices. El aumento de la
actividad FRO2 se condice con la disminucion denlesles de Fe en las hojas de las plantas
athsch sugiriendo que la parte aérea de estas lineasiaestontrolando los genes de
incorporacion de Fe en la raiz.

Luego de 48h en ausencia de Fe, en las hojas di@déasAtHscB-mycse incrementé
un 35% el contenido de Fe y se recuperé un 30%adectividad aconitasa y un 20% la
actividad succinato deshidrogenasa. Este resultadica que el Fe que se encontraba
atrapado en las raices de las lind$scB-my@udo transportarse desde sus raices hacia sus
hojas. Probablemente, el incremento de la activiglamhitasa y SDH en las hojas de las
plantas sobreexpresantes sea consecuencia deltawhedns niveles de Fe.

Cuando la actividad FRO2 fue medida en las raiedagllineas sobreexpresantes, se
observé una disminucion de un 50% en relacioncohalicion control. Como mencionamos
anteriormente, la incorporacion de Fe en raicda segulada por la parte aérea de las plantas.
Asi, la reduccion de la actividad FRO2 observadalasnraicesAtHscB-mycpodria ser
consecuencia del aumento del contenido de Fe emogas

En base a todos los resultados obtenidos, podeugesiis que tanto en las lineas
athscbcomo en las linea&tHscB-myg la incorporacion del Fe en raices seria regubaata
los niveles de Fe de sus hojas. Sin embargo, mépoate desde la raiz hacia las hojas seria
regulada de una manera diferente, que no deperdiréantenido de Fe de las hojas. Con la
intencion de explicar el fenotipo de las plantabresexpresantes y deficientes AtHscB,
planteamos la existencia de un sensor que podjidarela velocidad del transporte del Fe,
desde la raiz hacia las hojas. Dicho sensor coriteailmenos un centro Fe-S y dependiendo
de su estado de oxidacion regularia la movilizadéxicho metal.

Al someter las plantadtHscB-mya ausencia de Fe durante 48 h, el Fe atrapado en |
raiz fue transportado hacia la parte aérea de etasas. Ademas, pudimos observar la
recuperaciéon de la actividad aconitasa y succinkshidrogenasa y la reduccion de la

actividad FRO2. Con este resultado podriamos suges, al igual que en mamiferos y
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levaduras, podria existir un sensor que regulelecidad de transporte desde la raiz hacia las
hojas. Sugiriendo que en plantas existiria unaedsar relacion entre el ensamblado de los
centros Fe-S y la regulacién del metabolismo del Fe

En el capitulo 2, observamos que las lindltdscB-mycmuestran alteraciones en la
longitud de las raices laterales cuando crecenoedicones normales de Fe. Giehl et al
(2012), mostraron que el crecimiento de las rafatesales depende de la concentracion del
Fe y de la hormona auxina en las raices. Cuandddatas son sometidas a deficiencia de Fe,
las raices laterales incrementan su longitud, pemdo aumentar las posibilidades de
encontrar Fe en el suelo donde estan crecienddl(&tial., 2012). Las plantagHscB-my¢
presentan una reduccion en la longitud de las gdaterales, sugiriendo que las raices de
estas plantas podrian estar registrando la solyeckr Fe; sin embargo, el Fe no puede ser
transportado hacia la parte aérea. Estos resultadgeren que en estas plantas podria
producirse un desacople en la comunicacion entseraices y sus parte aéreas. Por el
contrario, las lineaathsch no presentan diferencias significativas en |aitol de las raices
laterales con respecto a la Col-0, hecho que codaw®n la similitud del contenido de Fe
encontrado en las raices de estas plantas.

Cuando las lineaathscbfueron sometidas a 5 dias de ausencia de Fe,seevobun
aumento en el area foliar del 50%, mientras quesi@es laterales fueron similares a las de la
linea Col-0. En las plantaHscB-mycse observé un incremento del 20% en el area fgliar
ademas las raices laterales se tornaron similares ae la linea Col-0. Este resultado
sugeriria que tanto las lineathscbcomo lasAtHscB-mycson mas tolerantes a crecer bajo

condiciones de deficiencia de Fe que las plantapdesalvaje.
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Figura 37. Representacion esquematica de los efestdle AtHscB en la regulacion de la distribucién defFe en plantas.

A) LineaAtHscB-mycEl aumento en los niveles de proteina AtHscB gefeeun dafio en el transporte del Fe raiz-hoja. La
deficiencia del Fe en hojas, produciria la sefiatieficiencia de Fe y la disminucion en la sintelslos centros Fe-S,
afectando la actividad aconitasa y tasa respieathé sefal enviada desde la parte aérea, indetiaiamento de la actividad
FRO2 provocando un incremento en el contenido denFices, que afectaria la longitud de las rd&termles. B) Lineas
athscb La disminucion de los niveles de AtHscB, conllewen disminucion en la sintesis de los centros Fde8fando la
actividad aconitasa y el consumo de @l aumento del contenido en la parte aérea, @a#i por un incremento en la
velocidad de transporte del Fe desde la raiz liagiaojas. El aumento del contenido en la parteaaénduciria la reduccion
de la actividad FRO2.

114



Dlscusion General

5.1.5. AtHscB vy la tolerancia a la deficiencia ded~

Finalmente, es importante destacar la tolerantaadeficiencia y al incremento de Fe
en las plantasthscby AtHscB-myc La baja bio-disponibilidad del Fe en los sueleslas
cultivos, limita el crecimiento y los valores natanales de muchas variedades de plantas.
Esto representa un serio problema en la agricjterala salud humana (Grotz and Guerinot,
2002; Puig et al., 2007). Mdltiples estrategias tado ensayadas para mejorar la
incorporacion y la acumulacion del Fe en plantash&demostrado que la sobre-expresion de
las ferroquelato reductasas de membrana plasm@REl y FRE2) deS. cerevisiaeen
plantas de tabaco, provoca un aumento de la taleram la clorosis inducida por la
deficiencia de Fe y un aumento del 50% en el casbethe Fe en las hojas de esta linea bajo
condiciones normales y de deficiencia de Fe (Saseuoett al., 1998). De manera similar, la
sobre-expresion de FRO2 éeabidopsismejora el crecimiento bajo condiciones limitantes
de Fe, pero en este caso, dichas lineas no aum&gtaficativamente el contenido de Fe
(Connolly et al., 2003). Ambas lineas estudiadassgntan tolerancia al crecimiento en
condiciones limitantes de Fe y un aumento en eleciaho de dicho metal en sus diferentes
tejidos, tanto en condiciones normales como endlgiencia de Fe. Estas caracteristicas
podrian ser Gtiles para mejorar la eficiencia del del Fe en la agricultura.
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Conclusiones

+ AtHscB participaria en la biogénesis de los cerfa®<sin vitro:

# AtHscB interactla fisicamente con Atlsul y AtHsc®2cha interaccion, modularia la
actividad ATPasa de la AtHscA2. Previamente, seortépque AtHsScAl también seria
modulada por Atlsul y AtHscB (Xu et al., 2009). dsstesultados sugieren gAeabidopsis
no poseeria una chaperona especifica de la sidesentros Fe-S.

+ AtHscB participaria en la biogénesis de los cerfg®sSin vivo.

# Las lineas deficientes en AtHscB, presentan la idisoion de la actividad
Aconitasa, SDH y el consumo de.O

# Las plantasAtHscB-my¢ también presentan una disminuciéon de la actividad
aconitasa, SDH vy la tasa respiratoria. Estos ebodt podrian deberse a la deficiencia de Fe
en las hojas de éstas lineas, mientras que eaitasa actividad de Aco y SDH se encuentra

aumentada.

+ Las lineaAtHscB-myqy athscbtienen alterada la distribucion del Fe en sudas;ji

# Las lineasathscbpresentaron un aumento en el contenido de Feshdgas,
tanto en condiciones normales como bajo deficiedeide. Indicando que todo el Fe que

entra a la raiz viaja hacia sus hojas.

# Las plantaf\tHscB-my@qresentaron alteracion en el transporte de Faedas
raices hacia las hojas, provocando un exceso éea Faces y una reduccion del contenido de

Fe en hojas, tanto en condiciones normales conwodediciencia de Fe.
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+ Las lineaAtHscB-myoy athscbno presentan alterado la comunicaciéon hoja raiz:

# La deficiencia de Fe en las hojas de las plaatllscB-mydnduce el incremento de la
actividad FRO2 bajo condiciones normales y de tafata de Fe. El agregado exdgeno de Fe
en las hojas de las plantatHscB-myg¢produce la disminucion de la actividad FRO2. &n |
lineasathsch el aumento del contenido de Fe en sus hojas,ienanteducido los niveles de
FROZ2 incluso cuando se encuentran bajo condicideedeficiencia de Fe, sugiriendo que
ninguna de las lineas estudiadas, tienen altemadseializacién hoja-raiz para regular la
incorporacion del Fe.

+ La lineaAtHscB-my@resenta un desacople de la comunicacion raiz-hoja

# Las raices de las plantééHscB-myg podrian estar registrando el exceso de Fe, y
reducir la longitud de sus raices laterales. Petoarsporte del Fe no se produce en estas

plantas, induciendo el incremento del acumulo derfFsus raices y los niveles de ROS.

+ Los resultados mostrados en la presente tesisranmstgue la variacion en los niveles
de AtHscB, ademas de afectar la biosintesis decérdros Fe-S, también produce un
desbalance en la distribucion del Fe en plantassEesultados sugieren que probablemente,
exista en las raices de las plantas una ferrosoligipa involucrada en la regulacién de la

transporte raiz-hoja de este metal.
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