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INTRODUCCION

La citocromo ¢ oxidasa (CcO) constituye la enzima terminal de la cadena de transporte de
electrones en eucariotas y algunos procariotas. La CcO estd compuesta por 12 a 14
subunidades en el caso de plantas (Millar y col., 2004). El nlcleo enziméatico esta formado por
tres subunidades grandes y altamente hidrofébicas (Cox1, Cox2 y Cox3) codificadas en el
genoma mitocondrial. Ademas de estas subunidades, la CcO contiene dos centros de cobre y
dos grupos hemo que son necesarios para el transporte de electrones y la reduccién de
oxigeno por parte de la enzima. El corazon catalitico de CcO esta rodeado de pequefias
proteinas codificadas en el genoma nuclear, sintetizadas en el citoplasma y luego importadas a
la mitocondria.

El ensamblado de la CcO es un proceso secuencial que involucra un gran nimero de proteinas
accesorias (Nijtmans y col., 1998). La proteina SCO1, que esta localizada en la membrana
interna mitocondrial, y es necesaria para la insercién del centro Cua dentro de COX2. SCO1 es
capaz de unir cobre a través de dos cisteinas que conforman un motivo CxxxC y una histidina
ubicada en la region C-terminal (Horng y col., 2004). Proteinas similares a SCO1 han sido
identificadas en numerosos organismos, tanto eucariotas como procariotas. En nuestro
laboratorio se han identificado genes que codifican homélogos de proteinas SCO en los
genomas de plantas. Las proteinas SCO de plantas han sido llamadas HCC1 y HCC2, por
Homologue of Copper Chaperone (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2011). En el caso
del gen HCC1, se observé que la anulacion de la expresion de este gen en Arabidopsis thaliana
es letal, produciéndose una detencién del crecimiento en estadios tempranos del desarrollo
embrionario (Attallah y col., 2011; Steinebrunner y col., 2011). Notoriamente, la proteina HCC2
carece de los aminoacidos involucrados en la union de cobre, que son esenciales para las
funciones conocidas de este tipo de proteinas. Sin embargo, se observa una conservacion
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evolutiva importante en otras Angiospermas y Gimnospermas, lo que sugiere que las proteinas
HCC2 tienen algun tipo de funcién en vegetales. En el caso del gen HCC2, las mutantes
homaocigotas que no expresan el gen (knockout) presentan leves alteraciones.

Recientemente hemos realizado una construccion para silenciar el gen HCC1 en plantas. Se
realizd un andlisis del perfil transcripcional de las plantas silenciadas en HCC1 (AS-HCC1) y de
mutantes en HCC2 (hcc2). Se observdé un enriquecimiento en genes vinculados con la
respuesta a estrés en ambos tipos de plantas (Mansilla y col., en preparacién). Notoriamente,
muchos de estos genes presentan cambios de expresidn opuestos, ya que se encuentran
reprimidos en plantas AS-HCC1 e inducidos en plantas hcc2. De acuerdo con esto, se ha
enfrentado a ambos genotipos de plantas (AS-HCC1 y hcc2) a condiciones de estrés salino,
observandose que las plantas hcc2 son mas tolerantes al estrés, mientras que las plantas AS-
HCC1 presentan mayor sensibilidad que las plantas salvajes (Mansilla y col., en preparacion).
Asimismo, se han transformado plantas con construcciones para sobreexpresar HCC1 y HCC2
y se prevé realizar una caracterizacion de estas plantas similar a la hecha con las mutantes.

OBJETIVOS

Realizar la caracterizacion funcional de proteinas involucradas en el ensamblado de la
Citocromo ¢ Oxidasa (CcO). Evaluar la conexion existente entre la regulacion del ensamblado,
el estado energético celular y la respuesta a diferentes situaciones de estrés. Para eso
proponemos los siguientes objetivos especificos:

(1). Realizar ensayos de complementacién de plantas mutantes en la proteina HCCL1.

(2). Caracterizar a nivel fenotipico y molecular las plantas obtenidas en el punto anterior.

(3). Seleccionar lineas de plantas que sobreexpresen los genes HCC1 y HCC2.

(4). Caracterizar a nivel fenotipico y molecular las plantas obtenidas en el punto anterior.

(5). Evaluar el crecimiento y la respuesta fisiolégica frente a situaciones de estrés por NaCl en
las plantas sobreexpresantes seleccionadas y caracterizadas en los puntos 3y 4.

(6). Caracterizar la respuesta molecular a estrés por NaCl en las plantas obtenidas.

METODOLOGIA

Complementacion de plantas Mutantes en HCC1

Se transformaran plantas HCC1/hccl con una construccion para sobreexpresar HCC1, en la
segunda generacion de plantas transformantes se intentara identificar plantas hccl/hccl.
Seleccién de lineas de trabajo de plantas sobreexpresantes de HCC1 y HCC2.

Se analizaran diversas lineas transformantes mediante RT-qPCR para la cuantificacion de los
niveles de sobreexpresion. Se seleccionaran lineas con niveles intermedios y niveles altos de
expresion del transgén.

Caracterizacion fenotipica de las plantas sobreexpresantes de HCC1 y HCC2.

Se creceran plantas de Arabidopsis thaliana sobreexpresantes de HCC1l y HCC2 en un
fotoperiodo de dia Largo y se analizaran los parametros de crecimiento establecidos por Boyes
y col. (2001) con respecto a los de plantas WT.

Evaluacién fenotipica y molecular de plantas que sobreexpresan HCC1 y HCC2 frente a
situaciones de estrés: se cultivaran las plantas en condiciones normales durante 15 dias y
luego se regaran con soluciones de concentracion creciente de NaCl (iniciando con 25 mM y
hasta llegar a 130 mM). Durante el tratamiento se tomaran muestras para la cuantificacion de
clorofila y la extraccion de ARN para cuantificacion de transcriptos de interés.

z il




Py ENCUENTRO
DE JOVENES
INVESTIGADORES

Caracterizacion molecular de larespuesta a estrés por NaCl: se cultivaran plantas durante 7
dias en medio MS 0,5X. Luego, se realizar4 un tratamiento con 250 mM NaCl. Se tomaran
muestras a distintos tiempos (0 a 180 minutos) para realizar extracciones de ARN y cuantificar
la expresion de genes de interés.

Cuantificacion de transcriptos por RT-qPCR en tiempo real: sobre el ARN total se realizara
una retrotranscripcion utilizando como cebador un oligo dT. Los ADNc obtenidos en ese
proceso seran sometidos a una qPCR en tiempo real y se utilizara el método AACt para la
cuantificacion de los transcriptos.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

La Sobreexpresion de HCC1 no es capaz de rescatar la letalidad embrionaria de la
mutante hccl/hccl:

Se seleccionaron 6 lineas independientes de la segunda filial para su analisis.
Aproximadamente un cuarto de estas plantas deberian presentar ambos alelos genémicos de
HCC1 mutados. Sin embargo luego de analizar 40 plantas (6-7 individuos de cada linea) no se
encontraron plantas con ambos alelos de HCC1 mutados, y a su vez todas las plantas
evidenciaron la presencia de la construccion para sobreexpresar HCC1. Al analizar las silicuas
de estas plantas, se encontré una gran proporcion de 6vulos no fecundados (Figura 1). Esto
probablemente sea debido a algun problema en el desarrollo del polen o en la elongacion del
tubo polinico.

Figura 1. Vaina representativa de una planta HCCl/hccl transformada con la construccién
35S::HCC1. Se observan semillas en desarrollo normal, asi como évulos no fecundados (flechas rojas).

Seleccidn de lineas de trabajo de plantas sobreexpresantes de HCC1y HCC2

Se seleccionaron 6 lineas independientes de cada construccion, a partir de las cuales, se
extrajo ARN total. A partir del mismo, se realizé una retrotranscripcion para obtener el ADNc.
Finalmente se realizé6 una PCR cuantitativa en tiempo real para la cuantificacion de los niveles
de transcriptos de los genes de interés.

Como se observa en la Figura 2, se obtuvieron plantas que mostraron entre 3 y 16 veces mas
niveles de transcripto de HCC1 que las plantas salvajes (WT). Por su parte, las plantas que
sobreexpresaron HCC2 evidenciaron niveles de transcriptos entre 10 y 45 veces mayores que
los de las plantas salvajes.

Evaluacién fenotipica y molecular de plantas sobreexpresantes de HCC1 y HCC2 frente a
situaciones de estrés.

Debido a que las plantas con niveles reducidos de HCC1 y HCC2 presentan alteraciones en su
tolerancia al NaCl, se procedio a evaluar cudl era la respuesta de las plantas sobreexpresantes
a esta condicion. Luego de realizar una caracterizacion fenotipica exhaustiva, tanto en
condicion de crecimiento control como con presencia de NaCl, no se pudieron evidenciar
diferencias significativas en los distintos pardmetros evaluados en ambas condiciones. Ademas
se realizé un ensayo de respuesta al NaCl para evaluar la respuesta transcripcional de las
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plantas sobreexpresantes. En linea con el resultado anterior, tampoco se observé una
respuesta diferencial de transcriptos que son regulados en presencia de NacCl.

Las evidencias obtenidas en el presente trabajo nos llevan a preguntarnos si las construcciones
utilizadas son capaces de generar proteinas funcionales las cuales se importen en las
mitocondrias de plantas. Esto se debe al hecho de que a pesar de observar niveles de
sobreexpresion elevada, no se pudo observar ninguna alteracion fenotipica/transcripcional en
condiciones de crecimiento control o en presencia de NaCl. Asi mismo, la sobreexpresion de
HCC1 en la mutante HCC1/hccl, no fue capaz de rescatar la letalidad embrionaria generada
por la falta de HCC1. Una posibilidad es que el promotor utilizado no genere un patrén de
expresion correcto. La segunda posibilidad es que la etiqueta presente en el C-terminal de la
construccion impida la correcta importacion e insercién en la membrana interna mitocondria y/o
gue impida las interacciones proteina-proteina necesaria para el ensamblado de la CcO.
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Figura 2. Cuantificacion de los niveles de transcriptos de genes de interés mediante RT-gPCR en
tiempo real. Del lado izquierdo y derecho se muestra los niveles relativos de los transcriptos de HCC1 y
HCC2 en las distintas plantas sobreexpresantes.
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