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PRESENTACIO

En aquest treball s’estudia una metal-lotioneina (MT) aillada de fel-lema d’alzina surera utilitzant
diferents aproximacions. Per una banda s’estudia I'expressio del gen, i per altra les propietats

de coordinacié metal-lica de la proteina.

L’expressié del gen s’estudia mitjangant la hibridacié in situ, una técnica que permet la
localitzacié diferencial de I'expressido en determinats tipus cel-lulars i teixits. S’ha estudiat
'expressié del gen en planta jove i en embrions somatics d'alzina surera. El sistema
d’embriogénesi somatica ha permés estudiar I'expressié del gen en resposta a diferents tipus
d’estres de forma molt més rapida i repetitiva. Les propietats de coordinacié metal-lica de la
proteina s’han estudiat per técniques espectrométriques i espectroscopiques. També s’han
analitzat per aquestes técniques péptids mutants derivats de la MT d’alzina surera, amb un
enfoc destinat a entendre la interaccié entre les diferents parts de la proteina per a la formacié
de I'agregat metal-lic. Aquests estudis s’han realitzat en col-laboracié amb el grup de la Dra.
Silvia Atrian del Departament de Genética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona i de la
Dra. Mercé Capdevila del Departament de Quimica, Facultat de Ciéncies, Universitat Autbnoma
de Barcelona. Les dades han estat processades en gran part per Jordi Doménech. Els estudis
de coordianci6 metallica s’han complementat amb assajos de funcionalitat en llevat. En
general s’aporten dades rellevants desconegudes fins ara sobre I'estructura i la funcié de les

MTs de planta.
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AMBIT | ANTECEDENTS DEL TREBALL

El treball s'’emmarca dins un projecte més ampli que es du a terme en el Laboratori del Suro,
Universitat de Girona, centrat en I'estudi del fel-lema d’alzina surera (Quercus suber L.) a nivell
molecular. Amb aquest objectiu es va construir una llibreria de cDNA de cél-lules de fellema en
procés de suberitzacio i es van identificar diversos gens implicats en la resisténcia a I'estres.
Alguns d’aquests gens podrien tenir un paper important en la supervivéncia d’aquestes cél-lules
durant la sintesi i acumulacio de suberina. Entre aquests gens s’hi troba QsMT (Quercus suber

metallothionein), objecte d’estudi en aquesta memoria.

El fel-lema d’alzina surera

El fellema és la capa més externa de la peridermis, un complex de teixits que substitueix
funcionalment I'epidermis durant el creixement secundari de les plantes. El fel-lema esta format
per varies capes de cél-lules que durant la diferenciacié impregnen les parets de suberina i
ceres. Aquestes modificacions impermeabilitzen la paret cellular a l'aigua i als gasos i
confereixen propietats antimicrobianes, convertint al fel-lema en una barrera imprescindible que
protegeix els teixits més interns davant la radiacio, pérdua d’aigua i entrada de patdgens. A
més el fel-lema també es forma durant la cicatritzacié de ferides. La suberina té un component
polialifatic i un component polifenolic que se sintetitzen independentment i en forma de
monomers, es secreten a la paret cel-lular i polimeritzen per I'acci6é de lacases i peroxidases.
Tant la sintesi com la polimeritzacié dels components de la suberina estan associades a
especies reactives d’oxigen i estrés oxidatiu (Whetten i Sederoff, 1995). Per altra banda, les
cellules del fellema van quedant progressivament aillades del medi que les envolta, sense
aport d’aigua i nutrients a través de I'apoplast. Durant la diferenciacié i fins a la mort cel-lular
aquestes cél-lules estan sotmeses a un fort estrés metabodlic amb un important component

oxidatiu.

La capa generatriu del fellema és el fellogen, un meristema secundari que es forma per
desdiferenciacio de cél-lules del cortex o del floema secundari. El fel-logen genera externament
fel-lema i internament fel-loderma, en un procés assimeétric amb molta més formacié de fel-lema
que fel-loderma. El conjunt de fel-loderma, fel-logen i fel-lema és la peridermis. Com que el
fel-lema és impermeable, les cél-lules que queden a l'exterior moren, formant el ritidoma o
escorga externa. En la majoria d’espécies el fel-logen és temporal, després d’algunes divisions
totes les cellules es diferencien i el ritidoma es descama i cau. Llavors, algunes capes de
cél-lules més internes que formen part del cortex o del floema secundari es desdesdiferencien

per formar el nou fel-logen.

El fel-lema d’alzina surera, en canvi, presenta unes caracteristiques uniques respecte la resta

d’espécies llenyoses que el fan especialment interessant. Per una banda forma un anell



permanent i continu, que envolta tot el tronc o branca i no es desprén, i per altra banda té una
composicié molt rica i homogénia en suberina. Aquestes caracteristiques fan que en l'alzina
surera cada any s’acumulin vora 60 capes de cél-lules mortes amb una paret molt rica en

suberina, i es converteixen en el que comercialment es coneix com a suro.

La llibreria de cDNA de fel-lema

La naturalesa senescent de les cél-lules suberitzades i la dificultat d’aillar teixits en suberitzacio
fan que aquest procés sigui molt desconegut a nivell molecular. El nostre grup ha desenvolupat
una técnica que permet aillar fel-lema actiu d’alzina surera de forma facil i rapida, proporcionant
un model ideal per a I'estudi. A partir de fel-lema en maduracié es va construir una llibreria de
cDNA, on la major part dels clons aillats codifiquen per proteines que s’indueixen en resposta a
I'estrés (Taula 1). La nostra hipotesi de treball és que aquestes proteines formen part d'una
resposta de proteccié que permet a les cél-lules sobreviure i acumular suberina durant un cert
temps en les condicions d'estrés endogen fort, principalment de component oxidatiu, que es
donen en el fel-lema.

Taula 1. Clons de la llibreria de cDNA de fellema d’alzina surera
registrats als bancs de dades.

n:;mefo nom nom del gen

d’accés

AJO00691 | Qs_hsp17 small heat shock protein class | (sHSP)
AJ243825 | hsp17b small heat shock protein class | (sHSP)
AJ243826 | hsp17c small heat shock protein class | (sHSP)
AJ243827 | hsp17d small heat shock protein class | (sHSP)
AJ000692 | Qs _olp osmotin like protein (OLP)

AJ277599 | Qs_mt metallothionein (MT)

AJ001347 | Qs_rpl41 ribosomal protein L 41

AJ001346 | Qs_rpl15 ribosomal protein L 15

AJ277600 | Qs_rps ribosomal protein S 28

QsMT, una metal-lotioneina de planta de tipus 2

En aquest treball s’estudia QsMT, una metal-lotioneina aillada de la llibreria de cDNA de
fel-lema d’alzina surera. Les MTs sén proteines molt riques en cisteines que lliguen metalls per
enllagos metall-tiolat. Se’ls atribueix principalment les funcions dhomeostasi i
emmagatzematge de metalls essencials, i en animals s’ha demostrat que tenen una gran
capacitat antioxidant. Per altra banda, les MTs s’estan convertint en diana d’estudis de
bioremediacié molt importants per descontaminar sols, aigles i 'atmosfera. No obstant, les

MTs de planta sén molt desconegudes tant a nivell funcional com estructural.

L’estudi d’'una MT aillada en un teixit excepcional com el fel-lema d’alzina surera és interessant
per la informacio que pot aportar sobre els processos cel-lulars del fel-lema durant la maduracié

i sobre la funcié i mode d’accié de les MTs de planta en general.



ORGANITZACIO DE LA MEMORIA

Aquesta memoria s’organitza en vuit apartats: Introduccié, Objectius, Resultats, Discussid,
Conclusions, Material i métodes, Bibliografia i Annex.

I. INTRODUCCIO. S’introdueixen les metal-lotioneines a nivell estructural i funcional. S’ha
organitzat en tres apartats que fan referéncia a les caracteristiques estructurals de les MTs en
general, a les caracteristiques especifiques de les MTs de planta, i a les funcions generals de les
MTs.

Il. OBJECTIUS. S’expliquen els objectius generals i els objectius concrets del treball, encarat a
I'estudi de QsMT per aportar informacioé sobre alguns dels trets més desconeguts de les MTs de
planta: el seu paper davant I'estrés oxidatiu i les caracteristiques de coordinacié metal-lica.

lll. RESULTATS. Es presenten en forma de tres articles que en conjunt cobreixen els objectius
proposats.

Article 1. Fa referéncia a la localitzacié de I'expressio del gen QsMT en teixits d’alzina surera i
en resposta a l'estrés oxidatiu en embrions somatics, i a I'analisi dels trets basics de la
coordinacié metal-lica de QsMT envers Cu, Zn i Cd.

Article 2. S’estudien les caracteristiques espectroscopiques i espectrométriques de QsMT i de
tres péptids mutants generats a partir de la sequiéncia de QsMT envers els metalls fisiologics
Cu i Zn per entendre la participacio de les diferents regions de la proteina en la coordinacio
metal-lica i funcionalitat.

Article 3. S’analitza la complexitat de la coordinacié metal-lica a Cd de QsMT i els péptids
mutants derivats de QsMT amb implicacions sobre el plegament i funcié d’aquesta proteina
envers el Cd. Aquest article correspon als darrers resultats no publicats i es presenta en la
seva forma provisional en catala.

IV. DISCUSSIO GENERAL. Es discuteixen de forma conjunta les aportacions d’aquest treball.
V. CONCLUSIONS.

VI. MATERIAL | METODES. En aquest apartat es descriu de forma detallada i conjunta els
protocols utilitzats en el Laboratori del Suro. En cadascun dels articles es descriu de forma més
general la metodologia utilitzada.

VII. BIBLIOGRAFIA. Inclou la bibliografia citada en la Presentacid, Introduccid, Discussio general i
Material i métodes.

VIIl. ANNEX. Es presenten dos treballs realitzats en el decurs d'aquesta tesi que han servit per
posar a punt i mantenir el sistema d’embriogénesi somatica en alzina surera. S’organitza en una
petita introduccié i dos articles publicats.

Article 4. S’estudia I'origen unicel-lular o multicel-lular dels embrions somatics d’alzina surera
mitjangcant técniques de microscopia electronica.

Article 5. S’estudia el patr6é d’acumulacié d’'una proteina d’estrés aillada de la llibreria de cDNA
de fel-lema en els embrions somatics d’alzina surera.



. INTRODUCCIO






I. INTRODUCCIO

1.

2,

3.

LES METAL-LOTIONEINES (MTS) ...uuvuiiiiiiieeeeeeeeeeeaaaiiannnnnnns 9
1.1.Estructura general de les MTs
1.1.1. Preferéncia metal-lica
1.2. Caracter multigénic i especialitzacié funcional
1.3.Classificacié de les MTs

METAL-LOTIONEINES EN PLANTA ....iiiiiiiiiiiiiiiiiieeennnanaens 15
2.1.Estructura de les MTs de planta
2.1.1. Preferencia metal-lica
2.2.Caracter multigénic, classificacié de les MTs de planta
2.3.Especialitzacié funcional
2.4.Fitoquelatines

ASPECTES FUNCIONALSDELESMTS .....cccviiiiiiiirinainnannnns 21
3.1.Regulacio de metalls pesants i proteccio contra la toxicitat
3.1.1. Homeostasi de metalls essencials, les Zn-MTs i les Cu-MTs
3.1.2. Destoxicacié de metalls pesants, les Cd-MTs
3.1.3. MTs i metalls pesants en plantes
3.2.Balang redox i estrés oxidatiu
3.2.1. Estrés oxidatiu i MTs en plantes






Introduccié

1.LES METAL-LOTIONEINES

Les metal-lotioneines (MTs) son proteines de baix pes molecular (6-9 KDa) molt riques en
cisteines i amb capacitat de lligar metalls per enllacos metall-tiolat. EIl nombre de cisteines pot
representar una tercera part del total d’'aminoacids i el contingut en sofre i metalls fins el 20%
del seu pes. Les MTs van ser aillades i identificades al 1957 en cortex renal equi com a
proteines d’'unié a cadmi (Margoshes i Vallee, 1957), essent el primer lligand biologic de Cd
que es coneixia. Des d’aleshores s’han descrit en una gran varietat d’organismes eucariotes i

procariotes com a lligands de diferents ions metal-lics, principalment coure i zenc.

Les MTs més estudiades son les de mamifer, de les que se n’ha caracteritzat I'estructura, el
tipus d’'unié a metall i alguns aspectes de la regulacié génica. Malgrat el relatiu desconeixement
funcional, per la seva excepcional capacitat de lligar i intercanviar metalls es considera que les
MTs participen principalment en ’homeostasi dels elements traca Zn i Cu i en la proteccio
contra la toxicitat de metalls pesants, majoritariament Cd (Kagi, 1991). A més, com que els
residus cisteinics sén sensibles a I'oxidacié per espécies d’oxigen reactives, s’atribueix a les
MTs un possible paper en la regulacio i/o proteccio de I'estrés oxidatiu (Coyle et al., 2002). Per
la seva capacitat quelant de metalls i pels processos en els que intervenen, les MTs estan

rebent especial atencié en medicina i bioremediacid.

Les MTs de planta s6n més desconegudes, formen un grup molt més heterogeni que les de
mamifer i presenten diferéncies estructurals importants respecte d’aquestes. Es coneix que el
gen s’indueix per diversos metalls, especialment Cu i Zn, perd no s’ha pogut demostrar la
capacitat antioxidant de la proteina in vivo i es dubta de la seva participacié en la destoxicacio
del Cd. En planta, la funcié destoxicant de Cd la fan majoritariament les fitoquelatines (PCs),
petits péptids molt rics en cisteines de sintetitzats enzimaticament (Cobbett, 2000; Clemens et
al., 2002).



Introduccié

1.1. Estructura general de les MTs

Les MTs més ben conegudes son les de mamifer, codificades per una familia multigénica
estructuralment molt homogénia. Sén proteines monomériques de 60-68 aminoacids, 20 dels
quals son cisteines formant agrupacions del tipus CXC, CXXC i CC (on C representa una
cisteina i X un aminoacid diferent a C) (Figura 1). Totes les cisteines de la proteina es troben
en forma reduida i els grups tiol coordinats a ions metal-lics per enllagos metall-tiolat (Kagi,
1991). Cada molécula pot lligar fins a 7 equivalents de metall bivalent (Figura 1). Les MTs no
contenen histidina, aminoacids aromatics, ni elements d’estructura secundaria, i només

adopten l'estructura funcional quan estan associades a metalls (Kagi, 1991).
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Figura 1. Alineament ClustalW de tres sequiencies aminoacidiques de MTs de mamifer. En vermell
es senyalen les cisteines. S'indiquen els dos dominis rics en cisteines (domini B i domini o) i les
posicions de coordinacié metal-lica per a metalls bivalents (Zn).

La particularitat dels enllagos entre els grups tiol de les cisteines i els metalls confereix a
aquestes proteines unes caracteristiques espectroscopiques uniques propies dels complexos
metall-tiolat. Utilitzant técniques d’analisi espectroscopiques Otvos i col-laboradors resolen que
les MTs de mamifer es pleguen formant dues estructures discretes o agregats metal-lics (Otvos
i Armitage, 1980), i uns anys més tard es determina per primera vegada I'estructura d’'una MT
per cristal-lografia, la MT2 de fetge de rata (Furey et al., 1986, revisada per Robbins et al.,
1991). Es resol que les MTs es pleguen formant agregats metal-lics que segueixen un model de
coordinacié tetraédrica en unié a metall bivalent, on cada i6 metal-lic coordina amb quatre
atoms de sofre provinents de les cisteines. Els grups tiol de les cisteines poden participar en la
coordinacié d’'un sol metall (tiols terminals) o bé en la d’ions metal-lics adjacents (tiols pont).
Les MTs de mamifer formen dos agregats metal-lics independents, formats pel domini beta (p)

en posicié amino terminal i pel domini alfa (o) en posicié carboxil terminal (Figura 2):

10



Introduccié

- domini B, aminoacids 1-30 en MT2, té 9 cisteines en agrupacions del tipus CXC i
CXXC, pot unir fins a 3 equivalents d’ions bivalents.
- domini a, aminoacids 32-61 en MT2, té 11 cisteines en agrupacions del tipus CXC,

CXXC i CC, pot unir fins a 4 equivalents d’ions bivalents.

Enllagant els dos dominis queda una petita zona central formada per 2-3 aminoacids no

cisteinics, de manera que la proteina adopta forma d’halteri (Figura 2).

AGREGAT Zn; AGREGAT Zn,
(domini B) (domini o)

Figura 2. Esquema del plegament en agregats metal-lics de les MTs. Quatre ions
bivalents (Zn) estan coordinats en el domini B i tres en el domini o de la proteina.
Es senyala la zona central d’'unié entre els dos agregats metal-lics (fletxa).
Adaptat de Fischer et al.,1998.

L’estabilitat de la proteina ve determinada majoritariament pels enllagos intramoleculars entre
cisteines i metalls i per ponts d’hidrogen. Els dos agregats metal-lics mostren certa
independéncia estructural i funcional, ja que expressats separadament els dominis conserven

la capacitat de coordinacié metal-lica (Capdevila et al., 1997).

En els darrers anys s’estan descrivint i caracteritzant estructuralment noves MTs que difereixen
en alguns aspectes del model mamifer, el que ha portat a ampliar-ne la definicié. En general es
consideren MTs totes aquelles proteines de baix pes molecular (<9000 Da) i elevat contingut en
sofre i metalls (15-20% del total del seu pes) amb homologia estructural amb les MTs de

mamifer.

Una de les MTs més estudiades és la codificada pel gen CUP1 de Saccharomyces cerevisiae.
Aquesta MT consta de 53 aminoacids, 12 dels quals sén cisteines, i lliga 7 ions de Cu formant
un sol agregat metal-lic. Al plegar-se, els enllagos Cu-cisteina queden amagats en un nucli

hidrofdbic que impedeix la interaccié del Cu amb l'aigua i per tant la desastabilitzacié i pérdua

11



Introduccié

del Cu (Bertini ef al., 2000) i déna resisténcia a la digestio per proteases (Peterson et al., 1996).
En el fong Magnaporthe grisea s’ha descrit una MT de 22 aminoacids i 6 cisteines capag¢ d’unir
dos atoms de Zn formant un sol agregat metal-lic (Tucker et al., 2004) possiblement amb la
participacio d’'una histidina en I'enllag metal-lic. En el cianobacteri Synechocystis la MT SmtA té
56 aminoacids, 9 dels quals sén cisteines, i uneix 4 ions de Zn en un sol agregat en el qual tres
histidines participen en I'enlla¢g metal-lic (Daniels et al., 1998, Blindauer et al., 2001). També en
en I'quinoderm Strongylocentrotus purpuratus (ericd de mar) s’ha resolt per RMN I'estructura
d’'una MT de 64 aminoacids amb 20 cisteines que es plega formant dos agregats metal-lics

independents, en aquest cas de forma similar a les MTs de mamifer (Riek et al., 1999).

1.1.1. Preferéncia metal-lica

Les MTs tenen una estructura dinamica que els permet coordinar tant metalls monovalents (Cu)
com divalents (Zn, Cd, Hg, Ag,...), de manera que el seu contingut metal-lic és variable en
funcié de la composicié en metalls del medi. No obstant, es considera que les MTs tenen
preferéncia metal-lica per un metall o peruna composicié metal-lica determinada, amb els que la
proteina adopta I'estructura més estable. La preferéncia metal-lica s’ha considerat com un dels
parametres més importants per deduir-ne la funcio, i se sol determinar (i) in vivo, ja sigui
estudiant els metalls que n’indueixen la sintesi o per extraccié i caracteritzacié de la proteina
directament de teixit, o (ii) in vitro, produint la proteina heterdlogament en preséncia d’un o
diversos metalls i comparant I'estequiometria i estabilitat de les diferents formes (Palacios,
2003).

Les MTs de mamifer s’han trobat majoritariament associades a Zn, tot i que pot ser desplagat
per Cu o per Cd. La capacitat d’intercanvi de metalls depén dels grups tiol i de les espécies
metal-liques, perd en general és més rapida en el domini 3, més reactiu (genera 18 enllagos
cisteina-metall-cisteina), que en el domini o, més estable (genera 24 enllagos cisteina-metall-
cisteina) (Otvos i Armitage, 1980; Zangger et al., 2001). A més les MTs poden lligar metalls
diferents (formes heterometal-liques), i s’ha observat que els metalls bivalents tenen tendéncia
a unir-se al domini o, mentre que el domini B uneix preferentment metalls monovalents (Nielson
i Winge, 1984). Les MTs de sequencia similar que difereixen en la preferéncia metal-lica
s’anomenen isoformes metal-liques, i es desconeix quins parametres de la seqiéncia ho

determinen.

En MTs d’altres animals no mamifers la variabilitat augmenta molt i se n’han trobat amb

preferéncia pel Zn, pel Cu i pel Cd (Dallinger et al., 1997).
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1.2. Caracter multigénic i especialitzacié funcional

Les MTs formen una familia multigénica. En ratoli s’han descrit 4 gens que codifiquen per MTs,
tots dins d’'una regi6é de 50 kb en el cromosoma 8, mentre que en huma s’han descrit 17 gens
agrupats en el cromosoma 16 (Palmiter, 1998). Les MTs de mamifers s’han agrupat en quatre

subfamilies (MT1, MT2, MT3 i MT4), de composicid i propietats quimiques molt similars (Figura

PVG K@AocH1BrcA
GEAAEAEAE
- .

Figura 3. Alineament de les sequéncies aminoacidiques de les MTs funcionals d’huma conegudes.
S’indiquen els aminoacids que difereixen de MT2a. Les cisteines es senyalen en vermell. Adaptat de
Coyle, 2002.

3) pero diferent patré d’expressio.

MT2a :
MTla :
MT1lb :
MTle :
MT1f :
MT1lg :
MT1h :
MT1lx :
MT3

mra  : ... refivllvs. crEvBGond. BrriEx B

En mamifer, les MTs d’expressié més ubiqua sén les de les subfamilies MT1 i MT2, presents
en practicament tots els organs incloent fetge, ronyd, intesti, pancrees, timus, i cervell, i sén
induibles per diversos factors com glucocorticoides, citoquines, espeécies reactives d’oxigen i
ions metal-lics, especialment Zn i Cd (Vasak i Hasler 2000). La subfamilia MT3 és especifica de
cervell i la seva expressio no és induible per la majoria d’estimuls que indueixen les MT1 i MT2.
Finalment, la subfamilia MT4 s’ha trobat unicament durant la diferenciacié de teixits epitelials

estratificats del sistema digestiu (Quaife et al., 1994).

1.3. Classificacio de les MTs

La classificacio inicial de les MTs va ser proposada per Fowler i Kojima (Fowler et al., 1987,
Kojima, 1991) en relacié al nombre i distribucié de les cisteines. Segons aquesta classificacio
les MTs s’agrupen en tres classes. La classe | engloba totes les MTs de mamifer i aquelles
que no essent de mamifer tenen una sequéncia i distribucioé de cisteines similar. La classe Il
engloba la resta de MTs amb una sequéncia i distribucio de les cisteines diferent a les de

mamifer, on s’hi inclouen les MTs d’invertebrats, fongs, procariotes i MTs de planta codificades
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genéticament. La classe lll correspon a les fitoquelatines (PCs), polipéptids rics en cisteines

sintetitzats enzimaticament molt diferents en estructura i composicié a la resta de MTs.

Recentment el nombre de MTs descrites ha augmentat molt i ha calgut una classificacio més
amplia i acurada. Actualment es tendeix a utilitzar una classificacié que agrupa les MTs en 15
families, incloent-hi subfamilies i subgrups, que engloba la primera classificacié i a més té en
compte aspectes fil-logenétics (Kojima et al., 1999). La familia 1 correspon a les MTs de
vertebrats; les families 2, 3, 4, 5, 6 i 7 corresponen respectivament a mol-luscs, crustacis,
equinoderms, dipters, nematodes i ciliats; les families 8, 9, 10, 11, 12 i 13 corresponen a
diferents MTs de fongs; la familia 14 és la de procariotes i les MTs de plantes formen la familia
15. La classificacio inclou una setzena familia per agrupar les fitoquelatines i altres péptids de
sintesi enzimatica semblants a les MTs (informacio meés detallada:

www.unizh.ch/~mtpage/MT.html i http://www.expasy.org/cgi-bin/lists?metallo.txt).
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2. METAL-LOTIONEINES EN PLANTES

Amb l'objectiu de trobar MTs vegetals es va intentar aillar proteines associades a Cd amb
elevat contingut en cisteines en teixits de planta. No obstant, el que s’aillava eren petits péptids
rics en cisteines de sequiencia molt repetitiva i sintetitzats enzimaticament. Sense cap evidéncia
de MTs vegetals es va assumir que aquests péptids eren I'equivalent funcional de les MTs

animals en planta, i se’ls va anomenar fitoquelatines (PCs) (Cobbett i Goldsbrough 2002).

La primera indicacié d’'una MT de planta es déna a I'any 1987, quan Lane i col-laboradors van
aillar i seqUenciar parcialment una proteina de la llavor de blat que contenia grans quantitats de
Zn similar a les MTs animals, la van anomenar Ec protein (Early cysteine-labelled protein)
(Lane et al, 1987). Al 1990 dos grups descriuen gairebé simultaniament dos gens que
codifiquen per MTs en planta: Miranda i col-laboradors el descriuen en una orquidea (Mimulus
guttatus) en el cribratge d’una llibreria de cDNA per detectar gens relacionats amb la tolerancia
al Cu (Miranda et al., 1990), mentre que Evans i col-laboradors el descriuen en pésol (Pisum
sativum), aillat com a clo expressat de forma molt abundant en l'arrel (Evans et al., 1990). Des
d’aleshores s’han descrit un gran nombre de gens en diferents espécies, i s’han fet estudis
d’expressid que els relaciona principalment amb I'homeostasi del Cu, especialment en
processos de senescéncia d'organs i teixits. En general, perd, tant funcionalment com

estructural son proteines basicament desconegudes.

2.1. Estructura de les MTs de planta

Sén proteines petites (45-85 aminoacids), amb elevat contingut en cisteines (10-17) i amb
capacitat de lligar metalls. Les cisteines formen agrupacions del tipus CXC, CXXC i/o CC i
generalment estan distribuides en dues regions als extrems amino i carboxil terminal
(excepcionalment en tres regions). La zona central d’enllag entre les dues regions riques en
cisteines té aproximadament 40 aminoacids (excepcionalment 10-15 aminoacids) i no té
cisteines. La llargada de la zona d’enllag contrasta amb la de les MTs de mamifer, de 2-3
aminoacids, i presenta altres particularitats com la presencia d’alguns residus aromatics i/o
alguna histidina.
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L’estudi del plegament i de les caracteristiques de coordinacié metal-lica de les MTs de planta
s’ha vist molt limitat fins ara per la dificultat d'aillar la proteina intacta de teixit vegetal,
principalment degut a la proteolisi que es doéna en la zona central d’enllag (Cobbett i
Goldsbrough, 2002). De fet, tot i que la seqliencia parcial aillada per Lane al 1987 va poder ser
identificada com a MT, se sospita que molts dels complexes péptid-metall aillats anteriorment i
que es van identificar com a PCs eren en realitat petits fragments de MTs (Cobbett i
Goldsbrough, 2002).

Les primeres dades sobre I'estructura de les MTs de planta provenen dels treballs de Kille i
col'laboradors. Els autors van clonar una MT de pésol (PsMT,) en E. coli, la van
sobreexpressar en preséncia de Cd (Kille et al., 1991) i després de diversos passos de
purificacié van recuperar la fraccid proteica rica en Cd. Quan la van analitzar per sequenciacio
aminoacidica, esperant identificar PsMT,, van comprovar que no es tractava de la proteina
sencera sind de les dues regions riques en cisteines sense la zona central d’enllag. Amb
aquests resultats Kille i col-laboradors van proposar que les MTs planta es deuen plegar en un
sol agregat metal-lic format per la interaccié de les dues regions riques en cisteines, i en el que
la regi6 central no participa en la unié a metall (Figura 4). Des de llavors aquest és el model de
plegament que s’ha establert com a valid, sense cap més evidéncia experimental que el

corrobori o el contradigui.

Figura 4. Model de plegament de les MTs de planta proposat per Kille i
col-laboradors (Kille, 1991). En vermell es senyalen les cisteines. No es coneix
les posicions de coordinacié a ions metal-lics.

Recentment s’han fet dues aproximacions teoriques al plegament de MTs de planta. En un cas
s’estudia una MT de kiwi de 63 aminoacids, 10 dels quals sén cisteines situades en les regions
amino terminal (4 cisteines) i carboxil terminal (6 cisteines), i una zona central d’enllag de 32
aminoacids. Per a l'estudi del plegament s’utilitzen programes bioinformatics amb algoritmes

per calcular les distancies geomeétriques entre els atoms (Zhu et al., 2000). Contrariament al
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model proposat per Kille, els autors conclouen que aquesta proteina podria formar dos
agregats metal-lics independents sense intervencio de la zona central, que funcionaria d’enllag
de manera analoga a les MTs d’animal (Figura 2). En la segona aproximacio tedrica publicada,
s’ha comparat la sequiéncia de dues MTs de tipus 3 de Brassicacies (Arabidopsis thaliana i
Thlaspi carulescends) amb les sequeéncies i els motius estructurals presents als bancs de
dades utilitzant el servidor 3D-PSSM (Roosens et al., 2004). Els autors mostren una similitud
significativa entre la regié carboxil terminal de les MTs de planta i el domini B de les MTs
d’animal, perd no troben similituds per la regié amino terminal. A partir de similituds amb
estructures conegudes obtenen un model d’agregat metal-lic independent per a la zona carboxil
terminal. Els autors remarquen, pero, que el menor nombre de cisteines (6 i 7 enlloc de les 9 de

mamifer) i la diferent composicié aminoacidica, fan que aquest model sigui encara especulatiu.

2.1.1. Preferéncia metal-lica

Es coneix que les MTs de planta poden lligar Cu, Zn i Cd quan s’expressen heterdlogament en
E. coli (Foley et al., 1997). L’expressio de MTs d’Arabidopsis en diferents soques mutants de S.
cerevisiae incrementa la tolerancia d’'aquestes al Cu i al Cd (Zhou i Goldsbrough, 1994; Lee et
al., 2004), i en soques mutants de Synechococcus augmenten la tolerancia al Zn (Robinson et
al., 1996). Pero aixi com en animals s’han fet molts estudis que permeten comparar I'estructura
i afinitat de les MTs envers diversos metalls, les Uniques dades sobre preferéncia metal-lica en
MTs de plantes son en relacié a la resposta del gen a I'excés de metalls. En aquest sentit, en
general és acceptat que es dona una forta expressio del gen per excés de Cu, perd en canvi
els resultats son variables respecte el Zn i el Cd (Guo et al., 2003; Brkljacic et al., 2004).

Segurament la complexitat de MTs vegetals fa impossible generalitzar un sol comportament.

2.2. Caracter multigénic, classificacio de les MTs de planta

Les MTs de planta formen una familia més heterogénia que les MTs d’animal. S’han agrupat en
quatre tipus principals (MT1, MT2, MT3 i MT4) en funcié del nombre i distribucié de les
cisteines (Figura 5) (Cobbett i Goldsbrough, 2002).

- tipus 1: tenen 6 motius CXC distribuits de forma igual en les dues regions riques en
cisteines dels extrems amino i carboxil terminal, la zona central denllag és
d’aproximadament 40 aminoacids. Excepcionalment s’han descrit variants com les de
la familia de les Brassicacies, que inclou la planta model Arabidopsis thaliana, amb un
residu cisteina extra i la zona central molt més curta (6-10 aminoacids).

- tipus 2: sén estructuralment molt semblants a les anteriors perd amb agrupacions de

cisteines del tipus CXC, CC i CGGC en la regié amino terminal.
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- tipus 3: tenen la regi6é carboxil terminal molt similar a les anteriors, i 'amino terminal
conté quatre cisteines, tres amb una seqiéncia molt conservada (CGNCDC) i la quarta
més allunyada.

- tipus 4: tenen tres zones riques en cisteines amb 5-6 cisteines cadascuna,
majoritariament en agrupacions del tipus CXC, i separades per sequéncies de 10-15
aminoacids no cisteinics. La primera MT de planta que es va identificar (Ec protein) era
una MT del tipus 4 (Lane et al., 1987).

La seqlienciacié del genoma d’Arabidopsis (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) ha revelat
que en aquesta espécie hi ha 7 gens que codifiquen per MTs funcionals, amb representants
dels quatre tipus, i un pseudogen que no es transcriu. Els gens MT7a i MT1c es troben propers
en el cromosoma 1; MT2a i MT3 es troben en el cromosoma 3; MT4a i MT4b en el cromosoma
2i MT2ben el 5. MT1b és un pseudogen i també es troba en el cromosoma 5. La distribuci6 en
diversos cromosomes també ha estat observada en arrds i tomata, en canvi en coté s’han
descrit 3 gens que codifiquen per MTs agrupats en un fragment de menys de 10 kb dins el
mateix cromosoma (Hudspeth et al.,, 1996). Donat que s’han trobat gens que codifiquen pels
quatre tipus de MTs en espécies tan distants com l'arros (monocotiledonia) i Arabidopsis
(dicotiledonia), es considera que tots els vegetals deuen contenir un o més gens de cadascun

dels quatre tipus de MT.

AtMTla  --—------ GDSSPEKNYNKE————-————————————————— 27
AtMTlc  --—-----—- GSS K GDS s EKNYNKE——---——--———————————— 27
AtMT2a  --—------ GSG K GNGEGGEKMYPDLGFSGETTTTETFVLGVAPAMKN 51
AtMT2b  -—--—---- GNGEGGEKRYPDL----ENTATETLVLGVAPAMNS 47
AtMT3  ————---—- ADKTQ VK-KGTSYTFDIVET--QESYKEAMIMDVGAEENN 48
AtMT4a  MADTGKGSSVAGENDS PSP PGGNS RMR-EASAGD-QGHM GEH 58
AtMT4b  MADTGKGSASASEND PSP PGGES RMMSEASGGD—QEHM\TZIPIGEHIGINPIN 59

AtMTla === ———————- DNESEGSNESEBGSNENE--- 45
AtMTlc = —-mmmm—————— DNESEBGSNESE@GSSENE--—- 45
AtMT2a QYEASGESNNAENDABKEGSD@KEDP-@TEK-- 81
AtMT2b QYEASGETFVAENDAGKEGSDEKE@DP-@T@K—— 77
AtMT3 ~  mmmmm—————= ANIK KEGSSESEVN-BTEEPN 69
AtMT4a ---BPKTQTQTSAKGETEGEGEBTEBAS-BAT--- 84
AtMT4b ———IPKTQTQTSAKG TEGEGETE@AS-@AA-—-—- 85

Figura 5. Alineament ClustalW de les MTs funcionals d’Arabidopsis thaliana. Les cisteines estan
marcades en vermell.
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2.3. Especialitzacié funcional

Diversos estudis han intentat determinar un patré d’expressié diferencial entre els membres de
la familia de les MTs. Els resultats, perd, séon molt variables en funcié de I'espécie vegetal, el
teixit i la intensitat de I'estrés. Per exemple, pel que fa al tractament amb coure disminueix
I'expressio de les MTs de tipus 2 en Mimulus guttatus (Miranda et al., 1990) i soja (Kawashima
et al., 1991), 'augmenta en Arabidopsis (Zhou i Goldsbrough, 1994; Murphy i Taiz, 1995), pésol
(Evans et al.,, 1992) i arros (Hsieh et al., 1995), i no es veu afectada en Nicotiana glutinosa
(Choi et al., 1996).

En general les MTs de planta d’expressiéo més ubiqua soén les dels tipus 1 i 2. Entre els factors
que n’estimulen l'expressié s’hi troben metalls pesants, l'acid abscisic, I'estrés sali, la
senescéncia, ferides i atac per patdogens (Hsieh et al., 1995; Choi et al,, 1996; Buchanan-
Wollaston, 1994). Diversos autors han observat que les MTs del tipus 1 s6n més presents en
l'arrel que en organs aeris, mentre que les de tipus 2 seguirien justament el patrd contrari
(Cobbett i Goldsbrough, 2002). Les MTs del tipus 3 s’han trobat majoritariament en fruits
madurs (Ledger i Gardner, 1994; Clendennen i May, 1997), mentre que les de tipus 4 s’han

trobat de forma molt abundant en la llavor (Kawashima et al., 1992; Liu et al., 1995).

2.4. Fitoquelatines

Les fitoquelatines (PCs) son petits péptids sintetitzats enzimaticament molt rics en cisteines i
amb capacitat de lligar metalls pesants. Estan formats per diferents repeticions del dipéptid y-

GluCys, seguit d'una Gly terminal:

(y-GluCys),-Gly on ngeneralmentésde 2a5

El precursor de les PCs és el glutatio reduit (GSH: y-GluCysGly), i 'enzim que en catalitza la
biosintesi és la fitoquelatina sintasa (PCS), descrit per primera vegada per Grill i col-laboradors
al 1989 (Grill et al., 1989). Tot i que inicialment es va creure que les PCs eren exclusives de
planta i analogues funcionalment a les MTs de mamifer, actualment s’ha identificat 'enzim PC
sintasa en llevats (Clemens et al., 1999), en el nematode Caenorhabditis elegans (Clemens et
al., 2001; Vatamaniuk et al., 2001) i en procariotes (Tsuji et al., 2004).

Es considera que el paper principal de les PCs és la destoxicacié de Cd. En cultius de cél-lules
vegetals, la sintesi de PCs es dona pocs minuts després de I'exposicié a Cd i plantes deficients
en I'enzim PCS son més sensibles al Cd (Clemens, 2001). En menor mesura la sintesi de PCs

es veu induida per altres metalls (Ag, Bi, Pb, Zn, Cu, Hg i Au). Tot i que s’ha demostrat que té
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capacitat de lligar els metalls fisioldgics Zn i Cu, no hi ha evidéncies que les PCs puguin tenir

un paper rellevant en 'homeostasi i metabolisme d’aquests metalls (Cobbett, 2000).

—  Formacié de complexos metal-lics

Les PCs formen complexos multimérics en unié a metalls. Els primers complexos que es
formen en associacio al Cd son de baix pes molecular (LMW), es transporten activament a la
vacuola i es formen complexos d’elevat pes molecular (HMW) (Figura 6). S’ha vist que en els
complexos LMW, i especialment en els HMW, s’incorpora ¢ sulfur (S*) com a element
estructural en un nucli intern de Cd-S (en anglés cristallyte) envoltat per les PCs. Aparentment
la incorporacio del i6 S* augmenta la capacitat quelant de metalls i I'estabilitat de I'agregat
(Cobbett, 2000). En soques mutants de S. pombe la incapacitat de generar S partir de
molécules amb contingut en sofre impedeix la formacié dels complexos HMW i provoca una
major susceptibilitat de la cél-lula al Cd (Juang et al., 1993).

citoplasma

Molécules amb
contingut en S

H* Cd*
GSH
PCS l
PC
Cd2+4l
complexos complexos
LMW PC-Cd LMW PC-Cd

complexos
vacuola HMW PC-Cd

Figura 6. Gens i funcions que contribueixen en la destoxicacié del Cd en plantes i llevats per
part de les PCs. La figura és una composicié de dades provinents de diferents organismes.
Els detalls del metabolisme del sofre no sén ben coneguts. PCS, enzim fitoquelatina sintasa.
Adaptat de Cobbett, 2000.
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3. ASPECTES FUNCIONALS DE LES MTs

La conservacio dels dominis rics en cisteines i de I'estructura en agregats metal-lics de les MTs
en diferents organismes, la preséncia en practicament tots els teixits i organs estudiats i els
factors que les indueixen, han fet pensar que aquestes proteines tenen funcions bioldgiques

essencials per la vida.

En mamifers se les ha relacionat amb un gran nombre d’activitats cel-lulars. S’ha vist, per
exemple, que les MTs s’incrementen en processos de proliferacié cel-lular i cancer (Woo i Lazo,
1997), i que poden tenir efectes antiapoptotics (Vasak i Hasler, 2000). També s’ha vist que son
induides en la resposta inflamatoria, associant la seva expressido a la preséncia d’estrés
oxidatiu i degeneraci6 cel-lular (Penkowa et al., 2001), i les MTs de tipus 3 s’han descrit com a
factor inhibidor del creixement neuronal en cervell, present en pacients normals i absent en
malalts d’Alzheimer (Uchida et al., 1991).

Amb l'obtencié d’organismes i linees cel-lulars transgéniques que sobreexpressen o son
deficients en MTs es va pensar que es podria resoldre en gran part la funcié d’aquestes
proteines. Els organismes transgénics més utilitzats han estat ratolins que tenen anul-lats els
gens de la MT1 i la MT2, les dues formes més abundants de MTs en mamifers, i ratolins que
tenen anullat el gen per la MT3, més abundant en cervell. Sorprenentment, els resultats
mostren que aquests organismes no presenten anomalies importants durant el creixement i

desenvolupament en condicions normals (Coyle et al., 2002, Palmiter, 1998).

Per tant, tot i la rellevancia dels processos en els que s’expressen les MTs, encara es coneix
poc el seu paper fisiologic. Per la composicio i propietats de coordinacié metal-lica, les linees
d’estudi se centren en possibles funcions com (i) la regulacié de 'homeostasi d’elements traga,
principalment el Zn i el Cu, (ii) la destoxicacié de metalls pesants, especialment el Cd i (iii) la

proteccié contra I'estrés oxidatiu.
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3.1. Regulacié de metalls pesants i proteccio contra la toxicitat

Per al metabolisme de les cél-lules alguns ions metal-lics sén essencials o beneficiosos, perd
els mateixos metalls a concentracions inapropiadament altes o baixes, o la sola preséncia
d’altres elements, pot ser toxica i s’han de desenvolupar sistemes de regulacié molt estrictes.
Els metalls pesants tenen afinitat pels grups metall-sensitius d’enzims i proteines estructurals,
pels lipids de membrana i pels acids nucleics, i poden provocar l'alteracié i/o inhibicio de
determinats processos cel-lulars, la permeabilitat de cél-lules i organuls, i mutacions en els
acids nucleics modificant I'expressié génica (Clemens, 2001; Rea et al., 2004). La toxicitat dels
metalls també ve donada perqué poden desplagar el Ca®", afectant la funcio reguladora de gran

diversitat de processos metabolics i de I'adhesié cel-lular (Waisberg et al., 2003).

Per al control de la concentracié de metalls pesants dins els estrets marges fisioldgics cal una
funcié molt coordinada dels mecanismes de captacio, quelacid, translocacio i emmagatzematge
en diferents compartiments cel-lulars i teixits. A més, com que el control sovint és imperfecte, la
cél-lula es pot veure exposada a metalls pels quals no existeixen mecanismes especifics, com
el Cd (Clemens et al., 2002). Un aspecte basic en el control dels efectes dels metalls pesants
és que practicament mai es troben en forma d’ions lliures hidratats en la cél-lula, sin6é que estan
units a lligands i qualsevol moviment implica intercanvi entre aquests lligands. La concentracio
de Cu i Zn lliure en les cél-lules de mamifer s’ha estimat en menys d’'un atom per cél-lula (Rae
et al., 1999).

Els principals donadors d’electrons cel-lulars pels metalls sén els grups carboxil, els grups
amino i els grups tiol. Els ions de Cu, Cd, Hg, Pb i Zn tenen afinitat pels centres sulfur que
proporcionen les MTs i les PCs, formant complexes que resulten menys toxics pel metabolisme
de la cél-lula (Rea et al., 2004). Es postula que les MTs actuen com a lligands i reservori
d'aquests metalls, intercanviant-los amb les metal-loproteines i enzims segons els requeriments
de la cél-lula en cada moment, o senzillament retenint-los en forma no reactiva per evitar la

toxicitat.
3.1.1. Homeostasi de metalls essencials, les Zn-MTs i les Cu-MTs

- LesZn-MTs

El zenc és el segon metall més comu en les cél-lules de mamifer després del ferro (Suhy et al.,
1999). El Zn és essencial per la funcié i estabilitat d’'un gran nombre d'enzims i
metal-loproteines, dels que forma part com a cofactor o com a element estructural. Participa en
aspectes del metabolisme intermediari, regulacié de I'expressié de gens, emmagatzematge,
sintesi i acci6 d’hormones peptidiques i en el manteniment estructural de la cromatina i
biomembranes (Suhy et al., 1999; Vasak i Hasler, 2000;Tapiero i Tew, 2003). En els ultims

anys s’han identificat i estudiat proteines transportadores que regulen I'entrada de Zn en les
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cél-lules de mamifers (Kambe et al., 2004), perd en canvi es coneix poc la regulacié a nivell
intracel-lular. Les MTs de mamifer majoritariament contenen Zn i en son els principals lligands
intracel-lulars (Suhy et al., 1999). Es postula que actuen de reservori capa¢ de lligar aquest
metall en determinades condicions i d’alliberar-lo de forma estrictament regulada, possiblement
per variacions del potencial redox (Andrews, 2000). Oxidants débils molt comuns en les
cél-lules com el glutatié oxidat (GSSG), poden oxidar les cisteines de les MTs, cedint el Zn a
metal-loproteines que sovint tenen menys afinitat per aquest metall que les propies MTs (Jacob
et al., 1998; Jiang et al., 1998). En condicions fisioldgiques normals la taxa entre el glutatio
reduit i I'oxidat (GSH/GSSG) en la cél-lula impedeix la transferéncia de Zn de les MTs a les
metal-loproteines, perd en alteracions de l'estat redox, o en compartiments cellulars

determinats, s’afavoreix I'intercanvi (Andrews, 2000; Giles et al., 2002).

Les funcions especifiques de les MTs en ’homedstasi del Zn en la cél-lula i 'organisme soén
encara molt desconegudes. Ratolins transgénics deficients en MT1 i MT2 no presenten
anomalies en condicions normals de creixement, perd en canvi sébn més sensibles que els
ratolins control quan son tractats amb dietes tant pobres com amb un excés de Zn, suggerint
que les MT1 i MT2 protegeixen contra la deficiéncia i la toxicitat d’aquest metall (Dalton et al.,
1996; Kelly et al., 1996). Per tant, sense ser essencials, sembla que les MTs donarien alguna
mena d’avantatge evolutiu en moments d’estrés per déficit o excés de metalls fisiologics o de
canvis en l'estat redox de la cel-lula, i proporcionarien un reservori de metalls (Coyle et al.,
2002; Kelly et al., 1996).

- Les Cu-MTs

El coure és un element traga essencial per la funcié de molts enzims cel-lulars. Els ions de Cu
poden adoptar diferents estats redox: I'oxidat Cu(ll) o Cu®, i el reduit Cu(l) o Cu*, permetent-li
jugar un paper pivotal en la fisiologia de la cél-lula com a cofactor catalitic en la quimica redox
d’enzims, respiraci6 mitocondrial, absorci® de ferro, eliminaci6 de radicals lliures i
entrecreuament de I'elastina entre altres (Tapiero et al., 2003). Pero aquesta bivaléncia també i
doéna la capacitat de catalitzar la produccié de radicals hidroxil (-OH), la més perillosa de les

especies reactives d’oxigen, a partir de H,O, mitjangant la reacci6 de Fenton o Haber-Weiss:

Cu’ +H,0, » Cu® + OH + :OH"

L’activitat redox no controlada del Cu per déficit, excés o coordinacié aberrant poden ser letals
per la cél-lula, de manera que hi ha una xarxa molt important de proteines controlant
estrictament la incorporacio, I'eflux i la concentracié de Cu. Dins la cél-lula, el Cu esta coordinat
per varies proteines entre elles el glutatio, les metal-lotioneines, ATPases tipus P
transportadores de Cu, i altres transportadors i xaperones que asseguren [lalliberament

especific en determinats compartiments cel-lulars i proteines.
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Les MTs de mamifer, encara que majoritariament tenen preferéncia pel Zn, també poden lligar
Cu in vivo, i s’ha demostrat que cél-lules que sobreexpressen MTs sén més resistents a la
toxicitat per Cu (Klaassen et al., 1999). En aquest sentit la malaltia de Wilson, que afecta a
humans, esta provocada per una deficiéncia en I'eflux del Cu. La manca d’eflux fa que el Cu
s’acumuli en concentracions toxiques en el fetge. S’ha observat que el principal quelant de Cu
en el fetge d’aquests pacients sén les MTs, de manera que s’esta utilitzant 'administracié de Zn

en la dieta per induir 'expressio de MTs i afavorir la destoxicacié del Cu (Brewer, 2000).

Per altra banda, algunes MTs d’organismes no mamifers coordinen majoritariament Cu. En el
cas dels artropodes, la concentracié disponible de Cu és especialment important per la sintesi
de I'nemocianina, el transportador d’oxigen depenent de Cu. En Drosophila s’han caracteritzat
dues MTs (MTO i MTN) i les dues han resultat isoformes preferents de Cu (Domenech et al.,
2003).

En el llevat Saccharomyces cerevisiae la MT endogena CUP1T és essencial per al metabolisme
del Cu i la principal responsable de destoxicar la cél-lula a concentracions elevades de Cu. El
gen CUP1 es troba en diverses copies en soques salvatges (CUPT'), perd s’han generat
soques mutants amb una sola copia (CUP1°) o cap copia funcional del gen (cup7”). S’ha
demostrat que anul-lar o limitar I'expressié de CUP1 augmenta la sensibilitat al Cu (Karin et al.,
1984), mentre que la sobreexpressid del gen n’incrementa la resisténcia. Les soques mutants
deficients en CUP1 han estat molt utilitzades en estudis de complementacié funcional en llevat
per demostrar in vivo la capacitat quelant de Cu de metal-lotioneines i altres proteines de

diferents organismes (Zhou i Goldsbrough 1994).

3.1.2. Destoxicacié de metalls pesants, les Cd-MTs

Tant el Zn com el Cu de les MTs de mamifer poden ser rapidament desplagats pel cadmi quan
hi ha intoxicacié per aquest metall. Ratolins transgeénics i linees cel-lulars de mamifer deficients
en MTs sén més sensibles a la toxicitat per Cd (Masters et al.,, 1994; Palmiter, 1998) i la
sobreexpressié n’incrementa la resisténcia (Liu et al., 1995; Klaassen et al., 1999). De fet, a
partir de dades sobre Cd en sang i la seva toxicitat en diferents teixits se n’ha proposat un
model de cinética en l'organisme, en el qual les MTs hi tenen un paper cabdal (Nordberg i
Nordberg, 1987). Tot i aixd, sembla poc probable que les MTs s’hagin conservat evolutivament
com a mecanisme de proteccié contra el Cd, un metall rar i eminentment producte de l'activitat
humana. Es pensa que la manca de metodes d’eflux especifics pel Cd en la cél-lula situaria les
MTs en la primera linea de defensa contra la toxicitat, perd s’assumeix que no és aquest el seu
paper principal siné una propietat inherent a la seva capacitat quelant de metalls (Palmiter,
1998).

També en altres organismes s’han aillat MTs amb capacitat quelant i destoxicant de Cd. El cas

més conegut és el de la serp terrestre Helix pomatia, capa¢ de tolerar concentracions molt
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elevades de Cd per l'efecte quelant d’'una MT especifica per aquest metall (Dallinger et al.,
1997).

3.1.3. MTs i metalls pesants en plantes

Les plantes, com a organismes seéssils estan en contacte molt directe amb el medi que les
envolta. A través de les arrels absorbeixen I'aigua i els nutrients, que transportaran via xilema i
floema a parts en creixement (noves gemmes, flors i fruits) i a les fulles. Per altra banda les
fulles obren els seus estomes al CO, per sintetitzar matéria organica aprofitant I'energia del Sol,
amb pérdues d’aigua per evaporacié. Per tant les plantes son molt sensibles als canvis en el

medi i continuament s’han d’afrontar a diversos estressos de tipus fisic, quimic i biotic.

Amb la industrialitzacio, cada vegada més els sols i I'atmosfera tenen traces d’elements toxics i
elevades carregues de metalls pesants. La principal entrada de metalls en la planta és a través
de l'arrel, que disminueix el creixement quan les concentracions de metalls arriben a nivells
toxics. Precisament la taxa de creixement de I'arrel en preséncia de metalls pesants s’utilitza
molt en plantules de l'organisme model Arabidopsis thaliana per identificar individus
especialment tolerants o sensibles a metalls, d’interés en aplicacions biotecnologiques i de
fitoremediaci6. En un segient pas els metalls arriben a les fulles i afecten principalment
mitocondris i cloroplasts, generalment estimulant la produccié d‘espécies d’oxigen reactives
(ROS). Fisiologicament la planta presenta clorosi, disminucidé del creixement, estimul de la

senescéncia i finalment la mort (Clemens, 2001; Hall, 2002).

Com a mecanismes adaptatius de la planta a I'exposicié a metalls s’hi troben en primer lloc
sistemes d’impermeabilitzacié de les membranes, compartimentacié en la cel-lula, generalment
en el vacuol o paret cel-lular, i finalment la quelacié per lligands intracel-lulars (Clemens, 2001;
Hall, 2002). Els principals lligands intracel-lulars de metalls en les plantes sén les fitoquelatines

i les metal-lotioneines (Mejare i Bulow, 2001).

Pel que fa a I'expressio dels gens de MTs és majoritariament el Cu, més que el Zn o el Cd, el
metall que indueix la sintesi de MTs, i en diverses espécies s’ha relacionat la tolerancia al Cu
amb un elevat nivell de I'expressid del gen (Garcia-Hernandez et al., 1998; Cobbett i
Goldsbrough, 2002). Gens codificants per MTs sovint s’han trobat fortament expressats en
arrel, especialment en la punta i péls absorbents, i es creu que és per la necessitat de quelar
els metalls entrants del sol (Rauser, 2000). També és molt elevada la seva expressio en
floema, on es postula una funcié de transport (Guo et al, 2003). Un cas especialment
interessant és I'elevat nivell d’expressioé observat en tricomes de fulles d’Arabidopsis. Aquestes
cél-lules, molt més grans de mida que les seves companyes del parénquima o epidermis,
acumulen metalls i substancies toxiques (Kupper et al., 2000), actuant possiblement com a
zones d’abocament o de reserva en la planta. Es postula que les MTs estarien complexant

aquests metalls per fer-los menys toxics (Guo et al., 2003).

25



Introduccié

En teixits senescents i cél-lules sotmeses a mort cel-lular, processos estrictament regulats que
impliquen la remobilitzacié de nutrients per a la seva reutilitzacié, hi ha una induccié molt forta
de I'expressié de MTs. En aquests teixits la sola presencia del Cu i altres metalls alliberats com
a producte de degradacié de les proteines i components cel-lulars podria justificar la induccio
de MTs com a agents quelants de metalls, per evitar-ne la toxicitat fins al moment de la mort
cellular i reditrisbuir-los en zones en desenvolupament o d’acumulacié. La retranslocacié de
nutrients és un procés molt important per la planta llenyosa, es donara en molts moments del

seu cicle vital especialment durant la caiguda de les fulles, escorga i fruits.

Per altra banda les MTs de tipus 3, majoritariament presents en les cél-lules de fruits carnosos,
podrien tenir un paper en la proteccié d’aquestes cél-lules, sotmeses a condicions d’'osmosi i
pressié hidrica molt elevades, en I'estovament de la paret cel-lular, o en la proteccié contra
atacs per patogens (Davies i Robinson, 2000). Les MTs del tipus 4, molt abundants en llavor i
majoritariament unides a Zn, podrien emmagatzemar aquest metall per cedir-lo a les proteines i

enzims que intervenen en els primers estadis de la germinacié (Kawashima et al., 1992).

— Bioremediacié de metalls pesants, fitoremedicio

Per la seva capacitat quelant de metalls pesants, les MTs han rebut molt d’interés per
aplicacions en biotecnologia com la destoxicacié de sols i aiglies. La contaminacié de sols i
aiglies és un greu problema pel medi ambient i la salut humana, i actualment els metalls s’han
convertit en un dels agents de pol-luci6 més importants producte de la industrialitzacié global.
Existeixen grans arees de terres que contenen quantitats perilloses de metalls pesants com Cd,
Zn, Cu, Pb, Cr, Hg i Ni. Concretament el Cd és un dels metalls que més ha augmentat en els
ultims anys. Els metalls pesants poden passar per varis organismes en la cadena trofica fins

arribar a 'home, creant en cada pas greus problemes de salut.

La fitoremediacié és un dels métodes de destoxicacié que s’esta desenvolupant més, ja que
permet, a través de la planta, extreure metalls del sol, neutralitzar-los i transportar-los a la part
aéria, de facil recol-leccié i processat (Mejare i Bulow, 2001). Per a la fitoremediacié calen
plantes amb elevada tolerancia a metalls i amb capacitat d’acumular-los. Tot i que existeixen
hiperacumuladors naturals, generalment tenen poca biomassa, creixen lentament o sén dificils
de cultivar. La millora de les propietats quelants de metalls de les plantes per enginyeria
geneética requereix un bon coneixement dels processos biologics involucrats en I'absorcié del
metall del sol per les arrels, el transport de I'arrel a la tija, la tolerancia als metalls i 'acumulacié.
A més, aquests coneixements també s’estan utilitzant en altres aplicacions importants per a la
salut humana, com la de generar plantes amb elevat contingut de metalls essencials per
solventar deficiencies provocades per dietes pobres en aquests metalls, generalment en paisos
subdesenvolupats (Clemens et al., 2002). S’han identificat diversos gens que intervenen en la
tolerancia i acumulacié de metalls, perd malauradament se’n coneixen pocs implicats en els

passos d’absorcié i transport, de manera que actualment I'enginyeria genética de plantes

26



Introduccié

només pot intervenir en la tolerancia i acumulacié. La majoria de plantes generades fins ara per
fitoremediacié sobreexpressen gens implicats en la biosintesi de quelants de metall,
especialment el glutatio, la fitoquelatina sintasa i les MTs (Tong et al., 2004). En aquest sentit
PCs i MTs resulten molt interessants perqué acumulen els metalls de forma no toxica

(Dominguez-Solis et al., 2001).

3.2, Balang redox i estrés oxidatiu

Les espécies doxigen reactives (ROS, Reactive Oxigen Species) son derivats de I'O,
parcialment reduits o activats. Sén molt reactius i poden portar a la destruccié oxidativa de la
cél-lula. La formacié d’espécies d’oxigen reactives és inherent a un metabolisme energétic i a la
respiracid. En la céllula hi ha moltes fonts potencials de generar ROS, es formen o bé en
processos estrictament regulats com a missatgers per a la transduccié del senyal, o bé
inevitablement com a subproducte toxic de reaccions metaboliques en condicions normals i
especialment d’estrés. Petites variacions en el nivell basal de ROS intracel-lular modulen
I'expressié de gens, la modificacié postranscripcional de proteines i en general el metabolisme
de la cel-lula. L’estat redox de la cél-lula dependra del balang entre les vies de producci6 i de
neutralitzacié de ROS, i es manté relativament constant si no es sotmet a condicions oxidants
drastiques (Giles et al., 2002).

L’estrés oxidatiu es produeix quan les cél-lules no poden neutralitzar els efectes nocius de les
especies d’'oxigen reactives sobre les biomolécules. Algunes de les conseqiéncies sén la
peroxidacié de lipids, que determina la perdua de funcié de les membranes, la desnaturalitzacié
i inactivacio de proteines, i mutacions en els acids nucleics degudes a la desestabilitzaci6 i
trencament de les cadenes i a modificacions de les purines i pirimidines (Meneghini, 1997).
Totes aquestes reaccions sovint aboquen en la disfuncié i la mort cel-lular. L’accié dels radicals
lliures es considera la causa principal de I'acumulacié de mutacions lligades als processos
d’envelliment cel-lular i carcinogenesi, i s’ha associat a nombroses malalties com I’Alzheimer o
el Parkinson (Facheris et al., 2004).

Els processos de transduccié del senyal en respostes cel-lulars apropiades a través de ROS
requereixen la preséncia de proteines redox-sensitives que puguin tenir una oxidacio/reduccio
reversible i es puguin activar o desactivar depenent de I'estat redox cel-lular. El grup tiol (—SH)
de les cisteines pot oxidar-se formant grups sulfénic (-SOH), sulfinic (-SO,H) i sulfonic (-SO3H),
o pot formar enllagos dissofre intra o intermoleculars, provocant canvis de conformacié en les
proteines que afecten la seva estructura i funcié. S’ha vist que molts factors de transcripcié
tenen cisteines en llocs estratégics, de manera que 'estat redox determina la seva unié a DNA
i la transcripcio dels gens (Giles et al., 2002). Les ROS poden oxidar les proteines redox-

sensitives directament o indirectament a través de molécules tipus GSH o tioredoxines.
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En les MTs el grup —SH de les cisteines és redox-sensitiu, de manera que es poden oxidar en
determinades condicions, alliberant els metalls d’unié i constituint un potent neutralitzador de
radicals lliures (Thornalley i Vasak, 1985). Hi ha diverses evidéncies que impliquen a les MTs
amb la proteccié contra I'estrés oxidatiu: MTs de mamifer expressades en llevats mutants
deficients en I'enzim antioxidant superoxid dismutasa (SOD) el poden substituir funcionalment
en la proteccié contra I'estrés oxidatiu (Tamai et al., 1993); agents capacgos de generar radicals
lliures, com per exemple el paraquat o I'H,O,, indueixen la sintesi de MTs en el fetge de ratolins
i en céllules Hepa de rata de forma depenent de dosi (Andrews, 2000; Bauman et al., 1991);
en el promotor de diverses MTs de mamifers s’han trobat elements de resposta antioxidant
(ARE, Antioxidant Response Elements); cél-lules que sobreexpressen MTs sobreviuen més a
I'estrés oxidatiu, i cél-lules que no n’expressen i ratolins transgénics amb els gens de les MT1 i
MT2 anul-lats sén més sensibles (Lazo et al., 1995; Pitt et al., 1997; Liu et al., 1999); els
leucocits generen especies d’oxigen reactives citotoxiques per als patdgens durant el procés
d’'inflamacié, i a la vegada indueixen la sintesi de MTs possiblement per protegir I'hoste (De et
al., 1990). No obstant, es desconeix la regulacié de les MTs en la cél-lula en relacié a I'estrés

oxidatiu, i la seva participacié dins el complex sistema antioxidant.

L’estrés oxidatiu es pot generar tant per excés com per manca de metalls pesants. Per una
banda, I'excés de metalls essencials, o la sola preséncia de metalls citotdxics, estimula la
formacié d’espécies d’oxigen reactives per intervencié directe en la cadena d’electrons i/o per la
inactivacio d'enzims i metal-loproteines (Prasad, 1999). Per altra banda, molts enzims
antioxidants s6n metal-loenzims que necessiten metalls com a cofactors. Si aquests metalls no
soén presents 0 ho son en baixa concentracid, la maquinaria antioxidant sera insuficient i es
produira estreés. Les MTs podrien tenir un doble paper en la regulacié del potencial redox de la
cél-lula tant a través de les propietats antioxidants dels grups tiol com a través de la capacitat

de quelar i alliberar metalls pesants (Fabisiak et al., 2002).

3.2.1. Estrés oxidatiu i MTs en plantes

De la mateixa manera que en animals, hi ha molts processos en el desenvolupament normal de
la planta que estan associats a les espécies d’oxigen reactives i sén potencials generadors
d’estrés oxidatiu, com el metabolisme aerdbic que es déna en la fotosintesi i la respiracid, o
especialment les vies estimulades en situacions d’estrés com la fotorespiracié. En les plantes,
la preséncia de radicals lliures pot inhibir la fotosintesi per trencament oxidatiu de clorofil-les i
carotenoides, per dany oxidatiu de proteines i membranes i per la substitucid de cofactors en
metal-loenzims i metal-loproteines. Generalment es manifesta en forma d'inhibicid del

creixement, clorosi i/o lesions necrotiques (Prasad, 1999).

Entre les fonts productores de ROS més importants en les cél-lules vegetals s’hi troben les
NADPH oxidases, amino oxidases o peroxidases de la paret cellular. Aquests enzims
intervenen en la resposta a diferents tipus d’estres i defensa contra patdgens, i també en

processos com la lignificacio i suberitzacié (Whetten i Sederoff, 1995; Vranova et al., 2002), tots
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ells processos regulats per ROS que en ultim terme poden induir la senescéncia prematura i
mort cel-lular per estrés oxidatiu (Buchanan-Wollaston i Ainsworth, 1997; Miller et al., 1999;
Quirino et al., 2000; Navabpour ef al., 2003).

L’expressio de MTs en planta és especialment elevada en situacions de senescéncia, tant si es
tracta d’'un procés general lligat a I'envelliment (edat) (Buchanan-Wollaston, 1994; Butt et al.,
1998) com en determinades situacions com la maduracid de fruits o la caiguda de fulles i flors
(Davies i Robinson, 2000; Coupe et al., 1995). Es postula que en aquestes situacions soén les
especies d’oxigen reactives les que indueixen la sintesi de MTs, que podrien tenir un paper en
la proteccié contra l'oxidacié del DNA i estructures cel-lulars, evitant-ne l'alteracio i facilitant
I'expressid dels gens de resposta a l'estrés (Buchanan-Wollaston, 1994; Navabpour et al.,
2003; Coupe et al., 1995). En suport a aquestes hipotesis recentment s’ha demostrat que
algunes MTs vegetals tenen capacitat antioxidant: en meld, una MT de tipus 2 protegeix el DNA
gendmic del trencament per radicals hidroxil in vitro (Akashi et al, 2004), amb un efecte
depenent de la dosi de MT, i MTs de tipus 2 i 3 d’Arabidopsis tenen capacitat antioxidant in vivo

quan son sobreexpressades en fulles de favera (Lee et al., 2004).

Un cas especialment interessant és el que s’ha observat en arrds durant la resposta a patdgens
coneguda com a “oxidative burst”: I'increment sobtat de ROS en la cél-lula vegetal infectada per
provocar-ne la mort, evitant d’aquesta manera la dispersié del patogen. L’éxit de la resposta
recau en la rapidesa de la mort cel-lular, i en arrds s’ha observat que I'expressié de MTs
s’inhibeix durant aquest procés (Wong et al., 2004). A més la sobreexpressido de MTs en
plantes transgéniques alenteix la mort cel-lular per estrés oxidatiu, i fa la planta més sensible a
infeccions. Els autors postulen que possiblement és degut a una activitat antioxidant de les
MTs, activitat que convé inhibir quan I'objectiu és precisament la mort cel-lular per estrés
oxidatiu. Curiosament, en un altre treball es descriu una MT d’'un fong patogen d’arrds que
s’expressa majoritariament en la paret cel-lular del fong durant el procés d’infeccié (Tucker et
al., 2004). Els autors ho relacionen amb la proteccié tant de la céllula hoste com patogen
contra l'estrés oxidatiu, el que endarreriria la mort de la céllula vegetal per estrés oxidatiu

augmentant per tant la dispersié i patogenicitat del fong.
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Objectius

. OBJECTIUS

En general ens proposem aprofundir en el coneixement de les MTs de planta en alguns dels
seus aspectes més rellevants i desconeguts: la resposta del gen a I'estrés oxidatiu, la interaccio

de la proteina amb metalls i el plegament.

D’aquesta manera ens plantegem tres objectius concrets: (1) localitzar I'expressié de QsMT en
teixits d’alzina surera i en resposta a l'estrés oxidatiu; (2) caracteritzar les propietats de
coordinacié metal-lica de QsMT envers Cu, Zn i Cd; (3) caracteritzar les propietats de
coordinacié metal-lica envers Cu, Zn i Cd de péptids mutants derivats de QsMT especialment

dissenyats per aportar dades sobre el plegament de les MTs de planta.

1. Localitzar I’expressié del gen QsMT en teixits d’alzina surera

especialment en relacioé a I’estrés oxidatiu.

El cDNA de QsMT s’ha aillat d’'una llibreria de fel-lema, un teixit senescent multiestressat
amb un component d’estrés oxidatiu fort. Les MTs de planta s’han relacionat
principalment amb la regulacié de 'homedstasi i emmagatzematge de metalls essencials,
perd donat que les MTs de mamifer poden tenir un paper antioxidant i participar en la
regulacié de I'estat redox de la cél-lula, i donada la naturalesa senescent del teixit on s’ha
aillat QsMT, ens ha semblat interessant estudiar la relacié entre I'expressié del gen i
I'estrés oxidatiu.

El nostre objectiu és estudiar I'expressié del gen en condicions normals i en resposta a

I'estrés oxidatiu. Ens hem proposat dos objectius concrets:

1.1. Estudiar el patré general d’expressiéo de QsMT en teixits d’alzina surera.
S'utilitza la técnica d’hibridacié in situ. Mitjangant una sonda d’RNA
complementaria a QsMT i que conserva part de la regié no traduida en 5

(5’UTR), s’hibriden diferents teixis de planta jove i embrio zigotic d’alzina surera.

1.2. Estudiar I'expressié de QsMT en resposta a I'estrés oxidatiu. Es tracten
embrions somatics d’alzina surera amb diferents tipus d’estrés i es detecta

I'expressié de QsMT mitjangant hibridacio in situ.
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Objectius

2. Caracteritzar les propietats de coordinacié metal-lica de QsMT

envers Cu, Zn i Cd.

La capacitat coordinativa de les MTs respecte diversos metalls és indicativa de la seva
possible funcié. L’expressio génica de les MTs de planta s’ha relacionat principalment
amb el Cu, perd hi ha molt poques dades de coordinacié metal-lica a nivell proteic. El
nostre objectiu és coneéixer la capacitat coordinativa de QsMT respecte els metalls Cu,

Zn i Cd per aproximar-nos al paper fisioldgic d’aquestes proteines.

2.1. Estudiar la capacitat quelant de Cu in vivo. S’expressa QsMT en cél-lules

mutants de S. cerevisiae sensibles a Cu i s’analitza la supervivéncia.

2.2. Estudiar les propietats de coordinacié metal-lica de QsMT envers Cu, Zn i Cd.
S’expressa QsMT en E. coli en preséncia dels metalls Cu, Zn i Cd, es purifica la

proteina i s’estudia mitjangant técniques espectromeétriques i espectroscopiques.

3. Caracteritzar les propietats de coordinacié metal-lica envers Cu, Zn i
Cd de péptids mutants derivats de QsMT especialment dissenyats

per aportar dades sobre el plegament de les MTs de planta.

No es coneix el plegament de les MTs de planta ni la contribucié dels residus cisteinics
en les propietats finals de la proteina. En aquest treball utilitzem un enfoc ja establert en
I'estudi de les MTs animal que consisteix en expressar per separat cadascuna de les
zones riques en cisteines i estudiar-ne les propietats de coordinacié metal-lica de forma
independent, comparant-les amb les de la proteina sencera. L'objectiu és deduir la
contribucioé de cadascuna de les parts més significatives de la proteina en les propietats

finals i poder aproximar un model de interaccié a metall i plegament.

3.1. Estudiar les propietats de coordinacié metal-lica dels dominis de QsMT
envers Cu, Zn i Cd. Es generen tres seqliéncies mutants de QsMT
corresponents a cadascun dels dos dominis rics en cisteines i a una quimera
que substitueix el domini central per quatre glicines mitjangant técniques de
PCR. S’expressen en E. coli en preséncia dels metalls Cu, Zn i Cd, es purifiquen
els peéeptids i s’estudien mitjangcant técniques espectrométriques i

espectroscopiques.

3.2. Estudiar la capacitat quelant de Cu i Cd de cadascun dels péptids mutants
in vivo. S’expressen els péptids derivats de QsMT en céel-lules mutants de S.
cerevisiae sensibles a Cu i s’analitza la supervivéncia en medi suplementat amb

Cu i en medi suplementat amb Cd.
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Article 1

“A plant type 2 metallothionein (MT) from cork tissue responds to
oxidative stress”

S’ha observat I'expressié de gens de MTs de planta durant la senescéncia de fulles i tijes,
fruits madurs i com a resposta a ferida entre altres, i s’ha proposat que en aquestes
situacions podrien actuar tant en la lligacié de metalls com en la neutralitzacié d’espécies
reactives d’oxigen. En aquest treball es mostra que les MTs també estan associades a
suberitzacio, ja que s’ha identificat un gen activament transcrit en cel-lules del suro
d’'alzina surera. Aquest cDNA, aillat d’'una llibreria de cDNA de fel-lema, codifica per una
MT de planta del tipus 2 (QsMT). EI cDNA QsMT s’ha expressat en céllules d’E. coli
crescudes en medi suplementat amb Zn, Cd o Cu, i s’han obtingut les proteines
recombinants. La caracteritzacié dels respectius agregats metal-lics suggereix una paper
fisiologic relacionat amb el Cu, en acord amb la capacitat de QsMT de restituir la
tolerancia al Cu a llevats deficients en una MT de Cu enddgena. A més, els resultats de
hibridacié in situ mostren una expressid de QsMT relacionada majoritariament amb
condicions d’estrés oxidatiu tant endogen, com es ddna en el suro o en teixits amb divisio
activa, com exogen, per exemple en resposta a tractaments amb H,O, o paraquat. Es
discuteix el possible paper de QsMT en l'estrés oxidatiu, tant com a neutralitzador
d’espécies reactives d’oxigen a través dels grups sulfhidril de les cisteines com per la
capacitat de quelar Cu.
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Article 2

“Plant metallothionein domains: functional insight into physiological
metal binding and protein folding”

Les MTs de planta difereixen de les d’animal especialment en la peculiar organitzacié de
la seva sequéncia, que consisteix en dos dominis terminals rics en cisteines enllagats per
una llarga regioé central que no conté cisteines. El paper dels dominis de les MTs de
planta en l'estructura i funcié de la proteina és molt desconegut. En aquest treball
s’estudia la contribucié dels dominis per separat d’'una MT de tipus 2 de planta (QsMT)
en la lligacié de Cu i Zn in vivo i en la capacitat de recuperar la tolerancia al Cu de
céllules de llevat mutants. Amb aquest objectiu es van generar tres péptids
recombinants que corresponen als dominis rics en cisteines N-terminal (N25) i C-terminal
(C18) de QsMT, i una quimera en la que la zona central és substituida per un pont de
quatre glicines (N25-C18). Els agregats péptid-metall produits en cultius enriquits en Zn o
Cu es van analitzar per ESI-MS, ICP-OES i CD i espectroscopia UV-vis, i les dades es
van comparar amb les de la proteina QsMT sencera. Els resultats concorden amb un
plegament de QsMT en agregats homometal-lics per Zn i per Cu seguint un model de
plegament en pin¢a en el que les dues regions riques en cisteines interaccionen per
formar un agregat metal-lic unic. En aquest model la regi6é central no contribueix en la
coordinaciéo metal-lica. No obstant, les dades de ZnQsMT (perd no les de CuQsMT)
suggereixen un paper d’embolcall per aquesta zona central. Per altra banda, els resultats
de complementacié funcional en cél-lules de llevat sensibles al Cu suggereixen que en
CuQsMT la regi6 central podria tenir un paper relacionat amb la localitzacié subcel-lular.
En general, els nostres resultats aporten les primeres evidéncies sobre la relacio
estructura/funcié de les MTs de planta mitjancant l'analisi de les capacitats de
coordinacié metal-lica dels seus dominis per separat.
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Article 3

“En QsMT el domini central, tipic de les MTs de planta, és essencial
per lligar i destoxicar Cd in vivo”

Les MTs de planta sén diferents estructuralment de les MTs de mamifer. En planta, les
regions riques en cisteines dels extrems amino i carboxil terminal s6n més curtes, i
enllagant aquestes dues resgions contenen un domini llarg i sense cisteines que no és
present en les MTs de mamifer.

En un treball anterior vam descriure l'aillament i caracteritzacié estequiométrica envers
Cu, Zn i Cd d’'una MT tipica de planta, QsMT d’alzina surera. Vam determinar que és una
MT amb preferéncia metal-lica pel Cu i que respecte als metalls bivalents, a diferéncia del
que es dona en MTs de mamifer, QsMT presenta una estequiometria molt diferent per Zn
i per Cd, amb una inesperadament elevada capacitat quelant de Cd pel nombre de
citeines que té. En un altre treball vam generar i analitzar tres péptids mutants derivats de
QsMT en preséncia dels metalls fisiologics Cu i Zn, i ens va permetre proposar un model
d’interaccio entre els dominis rics en cisteines per formar un unic agregat metal-lic. En el
treball que presentem a continuacié utilitzem la mateixa estratégia per proposar un model
de plegament de QsMT amb Cd que explica I'elevada capacitat quelant per aquest
metall.

En planta la funcié destoxicant de Cd s’ha atribuit tradicionalment a les PCs, que formen
complexos oligomérics amb la participacio de s* per immovilitzar el Cd de forma estable.
Els nostres resultats per a QsMT en preséncia de Cd recolzen el model de plegament en
pinga per a les MTs de planta i postulen una elevada capacitat destoxicant de Cd en la
que participa I'ié S% incrementant la capacitat quelant i estabilitzat 'agregat metal-lic. En
aquest model la zona central no participa en I'enllag metal-lic pero és imprescindible per
mantenir la capacitat destoxicant.
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IV. DISCUSSIO GENERAL

La identificacié d’'una metal-lotioneina (MT) en una llibreria d’expressi6 de fel-lema va despertar
el nostre interés per varis motius. Les cél-lules del fel-lema sén cél-lules que es diferencien i
moren, i durant la diferenciacié sintetitzen suberina, un procés que genera un fort estrés
oxidatiu. Per altra banda, el fel-lema és un teixit senescent que es va recanviant i s’especula la
importancia de la retranslocacié en els mecanismes implicats en la senescéncia. Les
metal-lotioneines, per la seva capacitat d’'unié a metalls, poden tenir un paper rellevant tant en
la proteccié de I'estrés oxidatiu com en I’homeostasi i retranslocacié de metalls. El fel-lema de
Q. suber és remarcable per la gran acumulacié de suberina i per el gran nombre de capes de
cél-lules que s’acumulen. Per altra banda, si bé les MTs dels mamifers estan molt ben

estudiades, les MT de planta sén poc conegudes .

En el nostre treball hem afrontat I'estudi de QsMT a diferents nivells. Per una banda hem
estudiat I'expressid del gen en relacié a 'estrés oxidatiu en teixits de surera i en llevat. Els
resultats sén molt interesants doncs suggereixen que QsMT estaria implicada en la proteccié
contra l'estrés oxidatiu i el manteniment de I'estat redox, si bé els experiments en llevat

demostren la complexitat d’aquestes reaccions.

La caracteritzacido espectrométrica i espectroscopica de la proteina han permés identificar
QsMT com una MT de Cu. La preferencia metal-lica de les MTs és indicatiu del metall al que
s’uneix majoritariament in vivo, i per tant de la seva funcié. Per estudiar el plegament i per
investigar el paper dels dominis de la proteina hem utilitzat una estratégia basada en
I'enginyeria de proteines i assajos de complementacié en llevat. Els resultats sén consistents
amb un model de plegament en pinga (hairpin) en el qual el domini central no participa en la
coordinacié metal-lica. A més, els assajos en llevat suggereixen que la regié central pot tenir un
paper important per al transport i/o localitzacié de la proteina. En resum, amb el nostre treball
aportem informacio rellevant sobre la relacié estructura/funcié de les MT de planta que fins ara

no havien estat objecte d’aquest tipus d’estudis.

105



discussio general

Expressio i estrés oxidatiu

Els estudis d’hibridacié in situ en plantes i embrions d’alzina surera mostren que existeix una
relacio entre el patré d’expressié de QsMT i I'estrés oxidatiu. Per una banda, QsMT s’expressa
de forma endogena en cél-lules i teixits que es troben en situacions metabolicament associades
a un increment d’espécies d’oxigen reactives, i també en cél-lules que requereixen un control
estricte de les condicions redox per a la divisié com soén les cel-lules meristematiques. Per altra

banda, I'expressié de QsMT s’indueix fortament per I'aplicacié externa d’agents oxidants.

En el fel-lema d’alzina surera, teixit del qual s’ha aillat QsMT, les taxes de mutacié als acids
nucleics sén molt elevades, i el tipus de mutacié es correlaciona amb el que generen les
espécies d’oxigen reactives (ROS) (Jofre et al., 2003). El fel-lema és un teixit multiestressat en
el que la combinacioé dels diferents tipus d’estrés porta, en ultim terme, a un estrés oxidatiu fort.
Per una banda esta sotmés a I'estrés oxidatiu que implica la sintesi de polifenols i substancies
aromatiques, i per altra al déficit hidric i nutritiu d’'unes cél-lules progressivament més aillades
per acumulacioé i polimeritzacié d’aquestes substancies en la paret cel-lular (Razem i Bernards,
2003). En teixits d'alzina surera s’ha observat que el transcrit de QsMT s’acumula
majoritariament en fibres, en vasos del floema i xilema, en 'endodermis i també en cél-lules de
la caliptra. La formacié de fibres, endodermis i vasos conductors requereix la lignificacié i/o
suberificacid de les parets cel-lulars, processos associats a la generacié d’espécies d’oxigen
reactives (Wojtaszek, 1997; Whetten i Sederoff, 1995). Les cel-lules de la caliptra, que formen
el didal protector de l'arrel, son cél-lules senescents que moren per un procés mediat per

especies reactives d’oxigen i després s’escamen (Pennell i Lamb, 1997).

L’aplicacié d’agents oxidants indueix fortament I'expressié de QsMT. Els embrions somatics
presenten una expressié basal de QsMT en els vasos de xilema i les céllules més
meristematiques dels apexs caulinar i radicular i de la massa proliferativa. L’estrés térmic a les
condicions utilitzades (42°C, 3 hores) augmenta lleugerament I'expressié de QsMT en aquestes
cél-lules, pero la induccié és molt més evident amb el tractament per agents oxidants (H,O, 0.5

% i paraquat 5 uM).

En cellules amb estrés oxidatiu fort, les MTs podrien actuar protegint estructures cel-lulars i els
acids nucleics, afavorint la supervivéncia i la resposta antioxidant. S’ha demostrat que les MTs
de mamifer poden tenir un efecte antioxidant a través del grup tiol de les cisteines, que pot
oxidar-se neutralitzant les especies reactives d’oxigen (Sevier i Kaiser, 2002; Chubatsu i
Meneghini, 1993). En planta diversos autors han hipotetitzat una relacié entre la forta expressié
de MTs en teixits senescents i I'estrés oxidatiu (Buchanan-Wollaston, 1994; Navabpour et al.,
2003) i recentment s’ha demostrat que una MT de tipus 2 de meld pot protegir el DNA genomic

de I'atac per radicals hidroxil in vitro (Akashi et al., 2004).
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Un aspecte interessant és la localitzaci6 de QsMT en les cél-lules més meristematiques dels
embrions somatics d’alzina surera, que podria estar relacionada amb la importancia del
manteniment de I'estat redox. Es acceptat que les espécies d’oxigen reactives, i especialment
el peroxid d’hidrogen (H,O,), tenen un paper central en la regulacié dels meristems (Vranova et
al., 2002; Jiang et al., 2003). La formacié d’H,O, en les cel-lules meristematiques com a resultat
d’una situacié d’estrés desencadena immediatament la inhibicié de la divisi6 (Jiang et al.,
2003), essent aquest un procés essencial per mantenir la integritat gendmica, evitant el risc
d’acumular mutacions en les seglents generacions de cél-lules. Els grups tiol de diverses
proteines, les MTs entre elles, participen en la regulacié de I'estat redox de les cél-lules i en la
transduccio del senyal a través d’especies d’oxigen reactives (Giles et al., 2002; Cooper et al.,
2002). En aquestes cellules QsMT podria estar contribuint en l'estricta regulacié de I'estat

redox.

Per altra banda, en els estudis de complementacié funcional en llevat s’observa que I'expressio
de QsMT augmenta la sensibilitat de les cél-lules a I'estrés oxidatiu, disminuint la supervivéncia
respecte les que no expressen cap MT. L’addicié6 de Cu a baixes concentracions millora la
supervivéncia en tots els casos, suggerint que en preséncia de MTs el Cu pot ser un factor
limitant per a la resposta antioxidant. En aquest sentit, Rae i col-laboradors observen que en
cel-lules de llevat mutant que no expressen MTs I'enzim superoxid-dismutasa (SOD1), un dels
enzims antioxidants més conegut i que utilitza Cu com a cofactor catalitic, és funcional a una
concentracié de Cu fins a deu vegades inferior que en les cél-lules salvatges (Rae et al., 1999),
demostrant que existeix una competéncia pel Cu entre aquest enzim i les MTs. De fet el Cu, tot
i ser un metall essencial que forma part de quantitat d’enzims i proteines, és alhora molt
reactiu, capa¢ d’estimular la formacié d’espécies d’oxigen reactives a partir de I'H,O,
mitjangant la reacci6 de Fenton. Per al manteniment de I'estat redox en la céllula es fa
imprescindible un control precis de la concentracié i disponibilitat d’aquest metall.

L’aparent contradiccié que hem observat entre I'expressié del gen en teixits de surera i I'efecte
de la proteina en llevat en resposta a I'estrés oxidatiu, suggereix que QsMT té una funcié

estrictament regulada molt sensible a I'estat redox i a la concentracié de Cu.

107



discussio general

Caracteritzacié metal-lica

Els estudis espectromeétrics i espectroscopics de QsMT respecte Cu, Zn i Cd mostren QsMT és
una MT amb preferéncia metal-lica pel Cu. La preferéncia metal-lica de les MTs es considera
un indicador del metall al que estara unida majoritariament la proteina in vivo, i per tant de la
seva funcié. En aquest sentit I'expressio de QsMT en una soca de llevat mutant sensible al Cu
n’'incrementa la tolerancia, demostrant que efectivament té capacitat quelant de Cu de forma
estable i funcional in vivo. Possiblement QsMT i altres MTs vegetals similars tenen una funcié

relacionada amb la regulacié de la concentracié del metall fisiologic Cu.

Els nostres resultats reforcen les observacions de I'expressié génica de diverses MTs de planta
que suggereixen una funcié relacionada amb I'homeostasi de Cu, com soén la induccié d’alguns
gens de MT per Cu (Guo et al., 2003; Ma et al., 2003) o la forta correlacio entre I'expressié de
gens de MT i la tolerancia al Cu en diversos ecotips d’Arabidopsis i de colis (Silene vulgaris)
(Murphy i Taiz 1995; van Hoof et al., 2001).

El fet que QsMT també uneixi de forma estable Zn s’atribueix a I'afinitat que tenen els grups tiol
de les cisteines per diversos metalls. MTs de mamifer amb preferéncia pel Zn poden coordinar
Ag, Hg, Cd i Cu si els teixits o cél-lules han estat exposats (Haq et al., 2003). No obstant, la
capacitat quelant de Zn de QsMT és menor a l'esperada pel nombre de cisteines en
comparacié al que es doéna en MTs d’animal. Per altra banda, generalment la induccié de
I'expressid génica de MTs vegetals per Zn és menys freqlent que per Cu (Cobbett i
Goldsbrough, 2002). Segurament QsMT pot intervenir en la regulacié de la concentracié de Zn
en determinades situacions, perd sembla poc probable una funcié principal relacionada amb

aquest metall.

Pel que fa al Cd, el contingut metal-lic de QsMT és molt elevat pel nombre de cisteines (6 ions
de Cd per 14 cisteines), i I'expressid en llevat mostra que és capag de coordinar aquest metall
de forma estable in vivo al conferir tolerancia a I'estrés per Cd respecte les cél-lules control. En
aquest sentit, s’ha observat recentment que la sobreexpressié de les MTs d’Arabidopsis MT2a i
MT3 en cél-lules de favera n'augmenta la proteccioé contra els efectes nocius del Cd (Lee et al.,
2004). Tot i la capacitat destoxicant de Cd d’algunes MTs, en planta és acceptat que aquesta
funcié la fan principalment les fitoquelatines (PCs) (Cobbett, 2000; Clemens, 2001). Les PCs
sén petits péptids molt rics en cisteines que inactiven el Cd mitjangant la formacié d’agregats
multimerics d’elevat pes molecular i la seva internalitzacié en vacuoles. Els agregats de PCs
uneixen el Cd mitjangant la participacio imprescindible de I6 sulfur (S*) (Cobbett, 2000), que
converteix el complex PC-Cd en una estructura molt més estable i eficient. Els nostres resultats
mostren que, sorprenentment també QsMT utilitza s per la formacio de I'agregat metal-lic, un
comportament insolit entre les MTs. En MTs d’altres organismes s’ha observat la participacié

d’ions inorganics, especialment clorurs (CI), en determinades situacions (Domenech et al.,
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2003), i s’ha associat a la inestabilitat de I'agregat metal-lic. No obstant, és la primera vegada
que s’observa la participacié de S resultant en un increment important de la capacitat quelant
(6 ions del metall bivalent Cd en comparacié als 4 ions del metall bivalent Zn). El Cd té un radi
atomic (151 pm) molt superior al Cu (128 pm), el que podria forgar un plegament inestable de la
proteina. Amb els ions sulfur neutralitzant carregues positives del Cd, I'agregat metal-lic podria

resultar més estable i conferir a les MTs de planta una propietat destoxicant in vivo.

Estudi del plegament

L’estudi detallat de les propietats espectroscopiques i espectrométriques dels péptids mutants
ens ha permés reforgar la hipotesi sobre el model de plegament en pinga de les MTs de planta,
en el que els dos dominis rics en cisteines interaccionen per formar un sol agregat metal-lic, i
on la zona central no participa en I'enllag a metalls. El model en pinga va ser proposat per Kille
'any 1991, i va ser el primer model de plegament de MTs vegetals. Recentment, amb I'aparicié
i desenvolupament dels bancs de dades i models de prediccié d’estructures tridimensionals,
s’han fet algunes aproximacions teoriques in silico que postulen un model de plegament en
forma d’halteri similar al de les MTs de mamifer, on cada zona rica en cisteines forma un
agregat metallic independent (Zhu et al., 2000; Roosens et al., 2004). Les nostres dades
aporten evidéncies experimentals que descarten que les zones riques en cisteines puguin
formar agregats metal-lics independents de forma estable in vivo sense la participacié d’altres
parts de la proteina. Per tant els nostres resultats apunten a un model de plegament en pinga
per QsMT, i molt probablement per les MTs de planta que comparteixen I'estructura de dues
zones riques en cisteines enllacades per una zona central llarga sense cisteines (tipus 1, 2i 3).
Les MTs de tipus 4, amb 3 zones riques en cisteines, son les Uniques en planta que s’han

trobat majoritariament associades al Zn in vivo, i fins ara les més desconegudes.

El model en pinga proposat per Kille deixa oberta la questié del paper de la zona central, molt
més llarga que en MTs d’animal i amb alguns aminoacids considerats atipics dins les MTs com
son els aminoacids aromatics. En QsMT ni el patr6 de dicroisme circular ni I'estequiometria dels
péptids mostren que els aminoacids de la zona central estiguin participant en I'enllag metal-lic.
En canvi, hem obtingut dades que evidencien la importancia de la zona central en la funcio final

de la proteina, i curiosament sén diferents segons el metall que QsMT esta coordinant.

Quan la proteina coordina Zn la zona central sembla tenir un paper relacionat amb I'estabilitat
del péptid, possiblement embolcallant I'agregat metal-lic per estructurar-lo i permetre una
ligacio estable. El Zn és un metall divalent de major radi atdmic que el Cu i menys favorable pel
plegament de QsMT. Malgrat cap dels aminoacids de la zona central forma enllagos metal-lics,
la seva eliminacié en el mutant N25-C18 resulta en una disminucié de la quiralitat respecte
QsMT, mostrant un péptid molt menys estructurat i apte per a la quelacié estable d’aquest

metall. A més, la substitucio in vitro del Zn pel Cu es doéna de forma molt més lenta que el que
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s’observa en MTs de mamifer, i només després de I'entrada del primer Cu la proteina sembla
canviar la conformacié per permetre I'entrada, més rapida, de la resta de Cu. Possiblement la
zona central esta embolcallant I'agregat metal-lic (Figura 7), estabilitzant I'estructura i fent les
cisteines poc accessibles al Cu o a altres agents amb afinitat pels grups tiol. En altres MTs la
substitucié del Zn pel Cu és gradual, coexistint formes heterometal-liques estables que sovint
també s’observen in vivo (Valls et al., 2001). En QsMT, en canvi, tot i que per ICP-OES
s’observa Cu i Zn quan es produeix QsMT en preséncia de Cu, els resultats indiquen que és
poc probable la formacié d’espécies heterometal-liques. Segurament s’estan formant algunes
MTs homometal-liques de Zn a partir del Zn intracel-lular present en E. coli, i és aquesta petita
barreja de proteines homometal-liques el que provoca el lleuger desviament del patré de CD de

Cu-QsMT respecte el patro tipic de les MTs de Cu.

Quan QsMT coordina Cu la zona central podria estar relacionada amb la regulacio i/o
localitzacié de la proteina. Cu-QsMT i Cu-N25-C18 presenten patrons de CD molt similars
(Figura 7), indicant que la zona central no forma cap estructura dpticament activa i que a més,
en aquest cas, no deu participar en I'estructura ni en 'estabilitat de I'agregat metal-lic. En canvi,
quan es compara la funcié destoxicant de Cu in vivo, la manca de la zona central en el péptid
N25-C18 repercuteix negativament en la supervivencia dels llevats mutants en medi ric en Cu
respecte als que expressen QsMT. Per tant la zona central deu ser important per a la correcta
funcioé de la proteina in vivo. El fet que aquesta zona tingui punts susceptibles de modificacions
del tipus fosforilacid6 podria indicar que s’estan donant modificacions postraduccionals
importants per la funcié de destoxicacié de Cu. De fet s’ha demostrat que I'activitat d’algunes
MTs de mamifer pot variar per la interaccié amb el glutatié (Maret, 1994) i amb 'ATP (Jiang et
al., 1998), provocat possiblement per un canvi conformacional en la proteina modificant la forga
d'uni6 a metall. També s’ha observat que la preséncia d’espécies d'oxigen reactives en la
cellula pot induir el moviment de la proteina citoplasmatica a nucli (Takahashi et al., 2005),
essent la localitzacié subcel-lular un dels reguladors de la funcié. Possiblement les variacions

en la conformacié de QsMT depenent del metall que lliga condiciona la seva ubicacié i/o funcio.

Es en coordinacié a Cd on I'eliminacié de la zona central té un efecte més clar en I'estructura
del peptid, que tot i que conserva una forta quiralitat, forma els agregats metal-lics
majoritariament per dimeritzacié. Possiblement al ser el Cd un metall més gran, la restriccid
imposada per el pont de 4 Gly en el péptid N25-C18 for¢ca una estructura desplegada i per tant
cal una estabilitzacioé mitjangant la formacié de dimers. La capacitat quelant de Cd i el contingut
en S% es mantenen proporcionalment similars als de QsMT, de manera que la zona central no
deu participar ni en I'enllag metal-lic ni en el contingut en S?. Per altra banda, els resulats de
viabilitat en llevat mostren que I'expressio de QsMT confereix molta més tolerancia al Cd que
l'expressid de N25-C18. També en aquest cas la zona central estd actuant de forma

imprescindible en la funcié de QsMT, possiblement estabilitzant I'agregat metal-lic i alhora
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permetent la flexibilitat suficient del péptid per assegurar la interaccié de les dues zones riques

en cisteines i la participiacié del ions s,

CugQsMT Zn,QsMT Cd¢S;:QsMT

Figura 7. Representacié esquematica de la interaccié entre els diferents dominis
de QsMT en coordinacié a Cu, Zn i Cd. Domini N-terminal en vermell, C-terminal
en rosat i zona central en negre. En groc es representen els metalls, i en verd els
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V. CONCLUSIONS

1. Redox i estres oxidatiu.

1.1. QsMT s’expressa en cel-lules sotmeses a estrés oxidatiu endogen. El seu paper en
aquestes cél-lules podria estar relacionat amb la proteccié davant les espécies d’oxigen

reactives.
1.2. L’expressi6 de QsMT s'indueix per aplicacio externa d’estrés oxidatiu (H,O, i paraquat).

1.3. En embrions d’alzina surera QsMT s’expressa en les cél-lules mare dels meristems
apical i radicular i en la massa proliferativa. L’expressié en aquestes cél-lules podria

estar relacionada amb un paper en el manteniment de I'estat redox.

1.4. Els resultats de complementacié funcional en llevat en condicions d’estrés oxidatiu
mostren la complexitat de la resposta antioxidant, en la que la funcié de les MTs deu
estar finament regulada. L'expressi6 de QsMT en céllules del llevat S. cerevisiae
mutant per al gen CUP71 n‘augmenta la viabilitat davant el Cu, perd en canvi la
disminueix davant I'estrés oxidatiu (paraquat). L’addicié de Cu a baixes concentracions
millora la resposta a l'estrés oxidatiu, indicant que a les condicions assajades la
quelacio del Cu per part de QsMT possiblement el fa inaccessible als enzims

antioxidants dependents de Cu.

2. Caracteritzaciéo metal-lica

2.1. El métode d’expressio i purificacié utilitzat per a QsMT, basat en el sistema de
GST/trombina, genera mostres homogenies de la proteina sense signes de proteolisi,
amb un percentatge baix d’oxidacio i una puresa i concentracio final que permet fer-ne
estudis espectrométrics i espectroscopics acurats. Es constata com a un bon métode

per a 'estudi de les MTs vegetals.

2.2. QsMT presenta preferéncia metal-lica pel Cu. Expressada en E. coli en medi ric en Cu

uneix majoritariament 8 ions de Cu, i mostra un patré de dicroisme circular molt quiral i
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24.

conclusions

similar al d’altres MTs de Cu. La funcié de QsMT molt probablement va lligada a aquest

metall fisiologic.

Expressada en medi ric en Zn, QsMT uneix majoritariament 4 ions de Zn, i mostra un
patré de CD poc quiral. La baixa estequiometria i estructuracio de I'agregat metal-lic fa

poc probable que aquesta proteina tingui una funcié important relacionada amb el Zn.

En l'agregat metal-lic que forma QsMT en coordinacié a Cd participen ions sulfur. En
medi ric en Cd QsMT uneix majoritariament 6 ions de Cd, per sobre de I'esperat en
funcio del contingut en cisteines, i mostra un patré de CD quiral i molt atipic. Les dades
espectromeétriques i espectroscopiques confirmen la participacié d’ions sulfur. Aquests
ions deuen participar en la neutralitzacié de les carregues positives del Cd i en
augmentar la capacitat quelant i I'estabilitzacié de I'agregat metal-lic. Aquestes dades
suggereixen que QsMT podria participar en la destoxicacié de Cd. Els resultats en

llevat confirmen una capacitat destoxicant de Cd in vivo.

3. Plegament

3.1.

3.2.

3.3.

Per a QsMT proposem un model de plegament en un sol agregat metallic, on la
interaccié de les dues zones riques en cisteines forma un nou entorn de coordinacio.
Els péptids mutants derivats de QsMT N25 i C18, corresponents a les dues zones
riques en cisteines de QsMT, presenten poca capacitat de coordinaci6 metal-lica a
qualsevol dels metalls assajats, per tant és poc probable que aquests dominis formin
agregats metal-lics independents. La seva expressido en cellules de S. cerevisiae

CUP1-deficients no augmenta significativament la viabilitat davant el Cu ni el Cd.

En el model de plegament que proposem el domini central entre les dues zones riques
en cisteines no participa en I'enllag metal-lic. El péptid mutant derivat de QsMT N25-
C18, on s’ha substituit la zona central d’enlla¢ per un pont de 4 glicines, presenta la

mateixa estequiometria davant els metalls Cu, Zn i Cd que la proteina sencera.

El domini central de QsMT és imprescindible per a la seva funcid in vivo. La manca del
domini central en N25-C18 provoca un canvi conformacional important respecte QsMT
quan coordina Zn i Cd perd no quan coordina Cu. En canvi, llevats CUP1-deficients que
expressen N25-C18 tenen una viabilitat reduida respecte els que expressen QsMT tant
en medis rics en Cu com en Cd. Per a metalls bivalents la zona central deu participar
en el plegament i estabilitzacié de la proteina, amb implicacions importants per a la
seva funcié, mentre que per a metalls monovalents la importancia de la zona central

podria estar relacionada amb la regulacio i/o ubicacio de la proteina en la cél-lula.
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1. MATERIAL BIOLOGIC

1.1. Material vegetal

Embrions zigotics i plantules d’alzina surera

Tant els embrions zigotics com les plantules d’alzina surera s’han obtingut a partir d’aglans
germinats en una barreja de terra i perlita humida, mantinguts a 25 °C i 16 h de fotoperiode. Els
embrions es van fixar en l'inici de la germinacid, quan I'apex radicular tenia aproximadament de
5 a 10 mm. Les plantes joves es van mantenir en cultiu durant aproximadament un mes fins a
I'estadi de 6-8 fulles.

Sistema d’embriogénesi somatica en alzina surera

Els embrions somatics provenen d’un sistema d’embriogénesi somatica secundaria, procés pel
qual els embrions somatics generen nous embrions de forma espontania sense necessitat
d’aplicar tractaments hormonals ni reguladors de creixement (Fernandez-Guijarro et al., 1995).
Per a la utilitzaci6 en estudis de fisiologia i biologia molecular I'embriogénesi somatica
secundaria és molt indicada perqué permet tenir gran quantitat d’embrions genéticament
identics en el mateix estadi de desenvolupament, i per tant es poden fer estudis de forma molt
repetitiva. Els embrions es mantenen estériiment en cultius in vitro en una cambra on les
condicions de creixement estandard sén 25 °C i 16 hores de fotoperiode (50 umol m™ s), i es
subcultiven en medi fresc cada 30 dies. El medi de cultiu es basa en el definit per Shenk i
Hildebrant (medi SH) (Schenck i Hildebrandt, 1972) i Murashige i Skoog (medi MS) (Murashige i
Skoog, 1962).
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Medi de cultiu per al sistema d’embriogénesi somatica (1 litre):

Macronutrients SHX10: ........ccccveeiiiiieeeeenen. 100 ml
1 litre: | KNOg3 259

CaCl-2H,0 29

NH4H2PO4 3 g
Micronutrients MSx10 (SIGMA, M0529) ........ 100 ml
Vitamines MSx1000 (SIGMA, M7150) ........... 1 mi
SACAr0SA ...eevveiiiiiiieee e 3049
AGAC e 69
Aigua destil-lada ..........ccooeiiiiiii finsa1L

Ajustar el pH a 5,7 i autoclavar

S’han utilitzat pots per al cultiu de teixits de planta de 100 ml de capacitat (59 mm diametre i
66mm algada, SIGMA V-8630), amb 30 ml de medi en cadascun.

Aplicacioé d’estressos en embrions somatics

Els embrions somatics utilitzats per aquests experiments sén embrions immadurs, de 5 a 7 mm
de longitud i de cotiledons translucids o blancs. El cos de I'embri6 apareix lleugerament envoltat
de massa proliferativa, que donara lloc a la formacié dels embrions secundaris. Els embrions es
van aillar estérilment amb molta cura per evitar causar ferides, i es van mantenir durant 5 dies

en medi solid fresc en les condicions de cultiu estandard abans de 'aplicacié dels estressos.

Els estressos assajats han estat de tipus:
Oxidatiu: H,O, al 0.5% (v/v) o paraquat 5 uM
Térmic: 42 °C

Tots els tractaments i el control a 25 °C es van aplicar durant tres hores en medi liquid i en

agitacio suau per facilitar-ne la homogenitzacio. Després dels tractaments els embrions es van

submergir breument en aigua per eliminar el medi de cultiu i es van fixar immediatament.
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Soques, plasmidis i construccions

plasmidis i contruccions en bacteri

utilitzat dues soques d’'Escherichia coli:

DH5a. : Es una soca facil de transformar molt utilitzada per al manteniment de clons
en plasmidis.

BL21DE3: Es una soca deficient en proteases, molt utilitzada per a experiments

d’expressio de proteines heterdlogues.

utilitzat dos vectors de clonatge:

Lambda Uni-ZAP® XR (Stratagene): Aquest vector conté la seqiiéncia del fagémid
pBluescript-SK, que mitjangant un fag helper es pot escindir i circularitzar generant
subclons amb l'insert d’interés. Els inserts es troben flanquejats pels promotors T3 i
T7, reconeixibles per 'enzim T3 o T7 RNA polimerasa que permet la sintesi de RNA a
partir de DNA. Es el vector que va ser utilitzat per la sintesi de la llibreria de cDNA de
fel-lema de Q. suber (Pla et al., 1998), i del que s’ha aillat QsMT.

pGEX-4T2 (Amersham Pharmacia Biotech): Es un vector d’expressié per a soques
d’E. coli, utiltiza I'ampicil-lina com a marcador de seleccié i el promotor fort tac,
induible quimicament per IPTG. La zona de MCS (Multiple Cloning Site) es troba
adjacent a la sequéncia codificant per la GST (Glutation-S-Transferase), de manera
que l'addicié de IPTG estimula la sintesi de la GST en la posicié amino terminal i en
I'extrem carboxil terminal la proteina d’interés, amb una sequéncia diana per la
trombina entre elles. El sistema de fusié a GST a més de garantir I'estabilitat de la
proteina recombinant dins d’'un sistema heterdleg, permet una purificacié molt bona,
facil i amb un elevat rendiment. La diana per a I'enzim trombina permet separar la

proteina de fusié per una posterior purificacié de la proteina d’interés sola.

pGEX-QsMT : Conté la sequiéncia condificant per QsMT adjacent a la GST
pGEX-N25-C18 : Conté la seqiiencia condificant per el péptid N25-C18 adjacent a la GST
pGEX-N25 : Conté la seqiéncia condificant per el péptid N25 adjacent a la GST

pGEX-C18 : Conté la seqiéncia condificant per el péptid C18 adjacent a la GST

Soques,

plasmidis i contruccions en llevat

S’han utilitzat dues soques de Saccharomyces cerevisiae:
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- DTY3 (MATq, leu2-3, 112his31, trp1-1, ura3-50, gal1 CUP1®): té una sola copia del
gen CUP1, té tolerancia al Cu a una concentraci6 maxima de 300 uM i presenta
heterotrofia per els aminoacids Leu, His, Trp i Ura.

- DTY4 (MATq, leu2-3, 112his31, trp1-1, ura3-50, gall, cup1::URA3): no presenta cap
copia funcional del gen CUP1, té tolerancia al Cu a una concentracié maxima de 75

uM i presenta heterotrofia per els aminoacids Leu, His i Trp.

S’ha utilitzat un vector de clonatge:

- p424-GPD (ATCC 87357): Es un shuttle vector, és dir un vector d’expressié per llevat
perd amb origen de replicacié i marcadors de selecci6 tant per a cél-lules bacterianes
com per a cél-lules de llevat. L’origen de replicacio en llevat és el 2 u, que li permet
tenir un nombre elevat de copies a la cél-lula, i com a marcador de seleccié conté el
gen TRP1 (triptofan). La zona de clonatge (MCS) esta flanquejada per el promotor
fort GPD (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) i el finalitzador CYC1
(cytochrome-c-oxidase). Com a marcador de seleccido per cél-lules bacterianes

presenta el gen per a la resisténcia a 'ampicil-lina (AmpR).

p424-QsMT: Conté la seqiiéncia condificant per QsMT
p424-N25C18: Conté la sequiéncia condificant per el péptid N25-C18
p424-N25: Conté la sequiéncia condificant per el péptid N25
p424-C18: Conté la seqliencia condificant per el péptid C18

124



Material i méetodes

2. METODES DE MANIPULACIO D’ACIDS NUCLEICS

2.1. Extraccié del DNA genomic

Per obtenir DNA de bona qualitat s’ha utilitzat el kit comercial d'extracci6 de DNA genomic de
plantes NucleoSpin® Plant XL (Macherey-Nagel). Un cop homogenitzat el teixit, el kit es basa
en I'extraccio del DNA amb tampons de lisi amb CTAB, centrifugacié per eliminar polisacarids i
restes cel-lulars, unié del DNA a una membrana de silicagel, rentats i elucié del DNA amb aigua
0 amb un tampd de baixa concentraci6 salina. Permet obtenir de 150 a 200 ng de DNA a partir

de 2 g de teixit vegetal. La homogenitzacio es va fer manualment en morter amb nitrogen liquid.

2.2. Minipreparacions de DNA plasmidic

Per obtenir DNA plasmidic de bona qualitat s’ha utilitzat el kit d’extraccié NucIeoSpin® Plasmid
(Macherey-Nagel). Les cél-lules amb el plasmidi d’interés es fan créixer tota la nit en medi
selectiu i s'utilitzen 2-3 ml de cultiu per a I'extraccid. L’extraccié es basa en la lisi SDS/alcalina
de les cél-lules i adsorcioé del DNA plasmidic en una matriu de silicagel. Després dels rentats el
DNA plasmidic s’elueix amb aigua o amb un tampd de baixa forga idnica. Generalment s’obté
DNA molt pur a concentracié elevada, trets imprescindibles per posteriors analisis i
manipulacions com soén I'amplificacid del DNA per la reaccié en cadena de la polimerasa,

digestions i lligacions.

2.3. Reaccio6 en cadena de la polimerasa (PCR)

Aquesta técnica permet una gran amplificaci6 de fragments de DNA o RNA a partir de
quantitats inicials molt petites basant-se en cicles de desnaturalitzacié, unioé dels encebadors i
sintesi de DNA complementari a la cadena motlle per una polimerasa resistent a elevades

temperatures.
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Condicions utilitzades habitualment:

DNA L 10-100 ng

Tampd de la polimerasa .............. 1x

MGCly o, 2.15 mM

ANTPS oo 150 uM cadascun
Encebadors .........ccocciiiiiiiiienee 230 nM cadascun
DNA polimerasa ........cccccceeecuveennn. 0.02 unitats/ul
HoO e fins a 100 pl

Programa utilitzat habitualment:

1 cicle: 30 s, 94°C (desnaturalitzacio)

30 cicles: |30's, 94°C (desnaturalitzacid)
45 s, 55°C (aparellament, dependra de la Ta dels encebadors)
1 min, 72°C (extensid, en 'ultim cicle s’allarga fins a 10 min)

Ta: Temperatura d’aparellament. Es calcula segons la formula:
Ta=[4(G+C)+2(A+T)]-5
On G, C, A i T representa el nombre de guanines, citosines, adenines i timines de

I'encebador, respectivament.

Per evitar la formacié de dimers d’encebadors i/o una amplificacié inespecifica durant la reaccié
de PCR excepcionalment s’ha utilitzat una polimerasa hotstart (Bioline). Aquests tipus de
polimerases tenen unit un anticos que n'impedeix la funci6 i s’inactiva per temperatura (94°C 7
min). Els casos en els que s’ha utilitzat aquesta polimerasa el primer pas de la reaccié de PCR

(desnaturalitzacio, 94 °C) s’allarga fins a 7 minuts.

La puresa i mida dels productes de PCR generalment es comproven per electroforesi en gel
d’agarosa que conté bromur d’etidi. Per netejar el DNA amplificat producte de PCR es va
utilitzar el Kit MinElute PCR Purification kit (QUIAGEN), que utilitza I'adsorcié del DNA en una
membrana de silicagel seguit d’'una série de rentats que eliminen I'excés d’encebadors,

nucleodtids i polimerasa.

2.4. Separacioé de DNA per electroforesi

L’electroforesi de DNA s’utilitza tant per finalitats analitiques com preparatives, ja que permet

determinar-ne la puresa i la mida.

En gel d’acrilamida

L’acrilamida té una mida de porus molt petit, generalment s’utilitza per separar fragments de
DNA de mida entre 5 i 500 parells de bases, perd pot permetre una resolucié de fins a 1 parell
de bases. La concentraciéo minima de DNA que es detecta amb el bromur d’etidi com a colorant

intercal-lar fluorescent és de 10 ng.
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En aquest treball s’han utilitzat gels d’acrilamida al 15 %, optim per separar fragments de 25 a
150 parells de bases. El protocol i les solucions utilitzats sén les descrites a Sambrock et al.,
1989.

En gel d’agarosa

L’agarosa és molt més porosa que I'acrilamida, és menys resolutiva perd permet treballar amb
fragments de DNA de mida més gran. Generalment s'utilitzen solucions diluides d’agarosa a I'1-

2 %. El protocol i les solucions utilitzades son les descrites a Sambrock et al., 1989.

Extraccié del DNA en gel d’agarosa i purificacio

Els fragments de DNA separats tant per electroforesi en gel d’agarosa com en gel d’acrilamida
es poden escindir i purificar. La utilitzacié de kits comercials permet fer aquest pas de forma
molt rapida i senzilla, i s’obtenen graus de puresa tan elevats que es pot utilitzar el DNA per
posteriors analisis i manipulacions.

En aquest treball s’ha utilitzat el kit comercial MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN), que permet
netejar el DNA escindit de gels d’agarosa. El protocol es basa en fondre la banda d’agarosa
que conté el DNA a 60°C, unir el DNA a una membrana de silicagel, rentar la membrana amb
diferents solucions per eliminar impureses i eluir el DNA amb aigua o amb un tampé de baixa

forga idnica.

2.5. Quantificacioé del DNA

La determinacié de la concentraci6 de DNA o RNA d’'una mostra és imprescindible com a pas
previ de multiples experiments. Es va realitzar per electroforesi en gels d’agarosa tenyits amb
bromur d'etidi o per espectofotometria. Amb els gels d’agarosa es compara la intensitat de la
banda de DNA amb la d'un DNA de concentracié coneguda. El métode espectofotomeétric
mesura l'absorcié dels acids nucleics a 260 nm, on les bases nitrogenades presenten un
maxim. Per determinar la puresa de la mostra es mesura I'absorcio de les proteines a 280 nm i
s'utilitza i el quocient entre 260 nm i 280 nm. Si el quocient Abs,e)/Abs,gy esta entre 1.8 1 2 la

mostra és prou pura i es quantifica seguint la relacio:

DNA doble cadena 1 ODyg0 = 50 pug/mi
RNA 1 OD2g = 40 ug/mi
Oligonucleotids 1 ODggp = 33 pg/ml

127



Material i méetodes

2.6. Subclonatge de fragments de DNA en plasmidis

Obtencioé del DNA a clonar

El DNA plasmidic s’obté per minipreparacions de DNA a partir de cultius bacterians, i els
fragments de DNA per amplificacié mitjangcant PCR. Per facilitar i direccionar el clonatge s’han
amplificat els fragments de DNA utilitzat encebadors que contenen una sequéncia diana per a

enzims de restriccio.

Digestio de DNA per enzims de restriccié

S‘han utilitzat enzims de restriccié de les cases comercials Roche, Fermentas i New England
Biolabs, seguint en cada cas les condicions recomanades pel fabricant. Com que la digestio
mai és total, es separa el DNA per electroforesi en gel d’agarosa i es purifica el fragment

digerit.

Lligacié de fragments de DNA

Les relacions molars entre vector i insert per a la lligacié depenen de la mida de cadascun d’ells
i del tipus d’extrems que presenten. En els clonatges realitzats durant aquesta tesi es van
utilitzar fragments de DNA amb extrems cohesius compatibles, i relacions molars insert/vector
de 3/1, 7/1i 10/1. Les lligacions es van fer durant tota la nit a 4°C, en un volum final de 10 pl i
un percentatge maxim de lligasa del 10% seguit les indicacions del fabricant. Quan la
concentracid6 de DNA a lligar és molt baixa es pot precipitar el DNA digerit i ressuspendre

directament en el tampd de lligacié.

2.7. Preparacio de cel-lules competents i transformacioé de DNA plasmidic

Cél-lules bacterianes

Preparacio de cél-lules competents pel metode del clorur de calci

Aquest métode permet tenir una eficiéncia tedrica de transformacié d’aproximadament 10810’
cfu/ug DNA.

1. Fer un cultiu de nit amb medi LB sense antibiotic a partir d’'una sola colonia de la soca a

emprar, en aquest cas E. coli BL21.

2. Inocular 250 pl del cultiu de nit en 25 ml de medi LB fresc mantingut a 37°C.
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Créixer el cultiu a 37°C i agitacio fins a una ODggo= 0.4. Un creixement a ODgpo= 0.4 es
considera que esta dins la fase exponencial de creixement, per sobre de la fase
exponencial suposaria una disminucio de I'eficiencia de transformacio.

Mantenir en gel durant 15 min.

Centrifugar 10 min a 4°C i 4000 x g per recollir les cél-lules.

Descartar el sobrenadant i ressuspendre molt suaument el sediment amb 5 ml de 0.1 M
CaCl, fred.

Mantenir en gel durant 30 min.

Centrifugar 5 min a 4°C i 4000 x g.

Descartar el sobrenadant i ressuspendre molt suaument el sediment amb 250 ul de
glicerol i 750 pl de 0.1 M CaCls, fred.

Repartir les cél-lules en aliquotes de 50-100 pul en tubs de microcentrifuga refredats en

gel.
Guardar a — 80°C fins al moment d’utilitzar.

Transformacié de cél-lules competents per xoc de calor

1.

Descongelar en gel 50/100 pl de cél-lules competents de E. coli BL21 per cada
transformacio.

Afegir 5 pl de lligacio i barrejar suaument.

Mantenir 30 min en gel. En aquest pas s’enganxa el DNA a la paret cel-lular.

Fer un xoc de temperatura a 42°C durant 90 s. S'obren els porus de les cél-lules
competents i entra el DNA.

Mantenir 1-2 min en gel per permetre el tancament dels porus.

Afegir 400 pl de medi LB + 0.2% maltosa + 10 mM MgSO,. Aquestes solucions permeten
una més facil recuperacioé de la cél-lula i la seva membrana plasmidica.

Agitar suaument 45 min a 37°C per facilitar la recuperacié dels bacteris. Es molt
important no entretenir massa aquest pas per evitar contaminacions ja que no hi ha
antibiotic en el medi.

Sembrar 225 pul en placa amb medi LB i I'antibidtic marcador de resisténcia.

Deixar créixer tota la nit a 37°C.

PCR de comprovacio sobre colonies

La preséncia de plasmidi i insert es va comprovar per PCR directe de la coldonia. Aquest

sistema, tot i que només és indicatiu, és rapid i econdomic pel que sovint resulta molt util quan

el nombre de transformants és elevat.

1.
2.
3.

Agafar una part de cadascuna de les colonies amb I'ajuda d’una punta de pipeta esteéril
Submergir en un tub de microcentrifuga amb 50 pl d’aigua i agitar.

Escalfar el tub a 90°C 5 min i agitar fort amb vortex.
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Utilitzar 1-2 pl de la solucié per a una PCR de 10 ul de volum final.

Les colonies amb resultat positiu per la PCR es van analitzar per minipreparaciéo de DNA

plasmidic i seqlenciacio.

Cél-lules de llevat

Preparacio de cél-lules competents de S. cerevisiae pel metode d’acetat de liti i transformacio

1.

Inocular 10 ml de medi amb les cél-lules d’interés. El medi de cultiu dependra de les
cél-lules utilitzades. Incubar durant 16-18 h a 30°C i 220 rpm.

Mesurar la densitat optica a 600 nm i diluir en 50 ml fins a ODggg = 0.2, incubar a 20°C i
200 rpm fins a ODgg =0.7-1.5. Densitats més elevades ja s’allunyen de la fase
exponencial de creixement i disminueixen I'eficiéncia de transformacio.

Centrifugar el cultiu a 3000 rpm durant 10 min a temperatura ambient.

Abocar el medi, afegir 10 ml d’aigua estéril en el sediment, ressuspendre i centrifugar
10 min a 3000 rpm.

Abocar el sobrenadant, afegir 5 ml d'una solucié d’acetat de liti en TE (LiOAC/TE) al
sediment, ressuspendre i centrifugar 10 min a 3000 rpm.

LiOAc en TE: 100 mM LiOAc pH7.0-7.4, 10 mM tris-HCI pH7.5, 1 mM EDTA

Abocar el sobrenadant, afegir 500 pl LIOAC/TE i ressuspendre suaument.

Repartir en aliquotes de 50 ul en tubs eppendorf estérils. Les cél-lules en aquest estat

son molt delicades, es recomana fer la transformacié immediatament.

Transformacié de cél-lules competents per xoc de calor

Afegir 1 ul de DNA plasmidic i barrejar suaument.

Afegir 300 pul de 40% PEG 4000 en LiOAc/TE, barrejar suaument i incubar 30 min a
30°C. El PEG facilita la uni6 del DNA a la paret cel-lular.

Fer xoc térmic a 42°C durant 15 min per facilitar 'entrada del DNA dins la cél-lula.
Centrifugar 30 seg a 3000 rpm, treure el sobrenadant, afegir 1 ml d’aigua estéril i
ressuspendre.

Centrifugar 30 s, treure sobrenadant, afegir 200 pul d’aigua estéril i ressuspendre.
Sembrar les cél-lules en plaques de medi SC selectiu, de manera que només creixeran
aquelles cél-lules que hagin incorporat el plasmidi. Incubar durant 3 dies a 30°C i

comprovar els transformants per PCR.
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PCR de comprovacio sobre colonies de llevat

1. Posar 10 pl d’aigua destil-lada en tubs de microcentrifuga i afegir part de la coldnia de
llevat amb I'ajuda d’'una punta de pipeta.

2. Afegir 10 pl a 1u/ml de solucié de lyticane i incubar a 30°C durant 30 min. En aquest
pas es trenquen les parets del llevat.
Mantenir 10 min a -80°C per trencar membranes.
Afegir 30 pl d’aigua, centrifugar i utilitzar 1ul del sobrenadant per fer la PCR.

Comprovar per gel d’agarosa tenyit amb bromur d’etidi.

2.8. Sequenciacié de DNA

La sequenciacié del DNA consta d’'un primer pas d’amplificacié per reaccié en cadena de la

polimerasa i un segon pas propi de sequienciacié.

Reaccié d’amplificacio

Es van utilitzar les condicions de PCR habituals descrites en I'apartat 2.3.

Reaccié de seqiienciacio

S’ha utilitzat el métode de sequenciacié amb didesoxinucledtids descrit per Sanger al 1977.
La sequienciacié s’ha fet amb I'aparell ABI PRISM 310 i el kit ABI PRISM® dRhodamine
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) que conté
didesoxinucleodtids marcats amb 4 colorants fluorescents diferents i permeten obtenir una
sequeéencia en un sol tub de reaccio, I'enzim polimerasa i el seu tampd.. S'utilitzen entre 60 i
90 ng de DNA amplificat per PCR o entre 500 i 900 ng de DNA plasmidic per cada reaccio, i
s’obté una mitjana de lectura d’'uns 1000 parells de bases. S’han seguit les condicions

recomades pel fabricant:

DNA e 60-90 ng
Terminator (PE Biosystems) .. 2 ul
Encebador .........cccoceeeeeiienen. 3.2 pmol
HoO e finsa 10 ul

1 cicle: 1.5 min, 96°C
25 cicles: |30 s, 96°C
15 s, 50°C
4 min, 60°C
Les mostres s’han de precipitar i ressuspendre en el tampé TSR (Template Supression System,
PE Biosystems) en tubs de sequenciacié segons les instruccions del fabricant. Les
sequenciacions han estat realitzades per els ServeisTécnics de Recerca de la Universitat de

Girona.
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2.9. Sintesi dels mutants derivats de QsMT

Per a la sintesi i amplificacié de les seqiéncies mutants derivades de QsMT es va utilitzar la
técnica de PCR amb algunes modificacions respecte les condicions habituals. Es van generar
dos mutants truncats i una quimera de QsMT: N25, C18 i N25-C18, respectivament (Figura 8 i
Figura 9). Com a DNA motlle es va utilitzar el cDNA QsMT de la llibreria de fel-lema. En totes
les construccions es van introduir les dianes de restriccid per als enzims BamHI i EcoRl en els

encebadors per direccionar el clonatge.

Zona rica en cisteines en Zona rica en cisteines en
posicié amino-terminal ¢ *posicic’) carboxil-terminal
QsMT | | : : prboscsasaed : : s : |
0 77 177 234
N25 ?---------f
c1g | L e e
N25-C18 | —
4 Gly

Figura 8. Representacido esquematica de les seqiiéncies mutants derivades de QsMT. Les
sequiencies N25 i C18 corresponen a les zones riques en cisteines amino i carboxil-terminal de
QsMT, i la sequiéncia N25-C18 és una quimera on s’ha deleccionat la zona central de QsMT i
s’ha substituit per un pont de 4 glicines.

QsMT

1 atg tct tgc tgc gga gga aac tgt ggc tgt gga act ggc tgc aag 45
1 M S C C G G N C G C G T G C K 15
46 tgc ggc agc ggc tgt gga gga tgc aag atg|ttc cct gac atc agc 90
16 C G S G C G G C K M F P D I S 30
91 tca gag aag acc acc acc gag acc ctt att gtt ggt gtt gct cct 135
31 S E K T T T E T L I 4 G \ A P 45

136 cag aag aca cac ttt gag gga tct gag atg ggc gta gga gct gag 180
46 Q K T H F E G S E M G v G A E 60

181 aat ggc tgc aag tgc gga tcc aac tgc acc tgt gac cct tgc aat 225
61 N G C K C G S N C T C D P C N 75

226 tgt aaa tga 234
76 C K *

Figura 9. Seqiiéncia nucleotidica i aminoacidica de QsMT on es senyala la zona rica en

cisteines en posicié amino-terminal (requadre negre) i en posicié carboxil-terminal (requadre
gris). En vermell es senyalen les cisteines.
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Amplificacio de N25

La seqléncia N25 codifica per la primera zona rica en cisteines de QsMT, des de 'aminoacid

1 fins a I'aminoacid 25 (posicions 1 a 77 de la seqiiencia nucleotidica).

Es van utilitzar els encebadors:

N25/Bam: 5-CGGGATCCATGTCTTGCTGCGGA
N25/Eco: 5-CGGAATTCTCACATCTTGCATCCTCCACA

N25/Bam és complementari a I'extrem amino terminal de QsMT (posicions 1 a 15 de la
sequéncia nucleotidica) i conté una diana de restriccié per a 'enzim BamH].

C18/Eco és complementari a I'extrem carboxil de la primera zona rica en cisteines de
QsMT (posicions 56 a 77 de la sequéncia nucleotidica), introdueix un codo de finalitzacio

(TGA) al final de la zona codificant i t&¢ una diana de restriccié per a I'enzim EcoRI.

1 gga tcc atg tct tgc tgc gga gga aac tgt ggc tgt gga act ggc 45
1 M S C C G G N C G C G T G 15

46 tgc aag tgc ggc agc ggc tgt gga gga tgc aag atg tga gaa ttc 90
16 C K C G S G C G G C K M *

Sequéncia nucleotidica i aminoacidica de N25. Es senyalen les dianes de restriccio
(subratllat), i el codo de finalitzacié de la sintesi proteica (negreta).

Amplificacié de C18

La sequéncia C18 codifica per la segona zona rica en cisteines de QsMT, consta dels 18

aminoacids de I'extrem carboxil terminal de QsMT (posicions 177 a 234 de la sequéncia

nucleotidica).

Es van utilitzar els encebadors:

C18/Bam: 5-CGGGATCCATGAATGGCTGCAAGTGCGGCTC
C18/Eco: 5-CGGAATTCTCATTTACAATTGCAAGGGTC

C18/Bam és complementari a I'extrem amino de la segona zona rica en cisteines de
QsMT (posicions 177 a 196 de la sequéncia nucleotidica), introdueix un coddé d'inici
(ATG) abans de la zona codificant i conté una diana per a I'enzim BamHlI.

C18/Eco és complementari a la zona carboxil terminal de QsMT (posicions 214 a 234 de

la sequéncia nucleotidica), i conté una diana per a I'enzim de restriccié EcoRI.
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1 gga tcc atg aat ggc tgc aag tgc ggec tcc aac tgc acc tgt 42
1 M N G C K C G S N C T C 14
43 gac cct tgc aat tgt aaa tga gaa ttc 69

15 D P C N C K *

Sequéncia nucleotidica i aminoacidica de C18. Es senyalen les dianes de restriccio
(subratllat) i el coddé d’inici de la traduccid (negreta). En gris es senyala una base
modificada per facilitar el clonatge utilitzant la diana de restriccié per a BamHl.

L’amplificacié dels fragments esta dirigida per a la seva clonacié en el vector pGEX-4T2 i
posterior expressio. La primera diana de restriccid que té aquest vector en la zona de
clonatge, i la més indicada quan s’han de fer estudis amb la proteina expressada
heterdlogament, és la que reconeix I'enzim BamHIl. Com que QsMT conté una diana interna
per aquest mateix enzim en la posicié 198, per a la construccié de pGEX-QsMT es va fer
digesti6 parcial i clonatge del fragment més llarg. En canvi, per les construccions pGEX-C18 i
pPGEX-N25-C18, i per evitar estrategies complexes de clonatge, es va dissenyar un encebador
amb una base modificada, de forma que altera la diana per a BamHI sense modificar la

seqliéncia aminoacidica de la proteina.

Amplificacié de N25-C18
La sequéncia N25-C18 consisteix en la unié de les dues zones riques en cisteines (N25 i
C18) mitjangant un pont de 4 glicines en substitucié del llarg domini central de QsMT. La
glicina és un aminoacid petit que permet certa flexibilitat estructural, i s’han afegit 4 glicines
per facilitar el moviment o plegament de les zones riques en cisteines.
El mutant N25-C18 es va generar en dues fases, la primera (i) d’amplificacié de les dues
zones riques en cisteines N25 i C18 per separat, i la segona (ii) d’unié d’aquestes dues

sequeéncies per un pont de 4 glicines mitjangant una estratégia de PCR.
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A ” 177
v ‘L
| | | | | | | | | |
! I I I I I I I I I
0 . . 117 234
i C18/E¢o
: <%—7-%* éé“

3. >
N25/Bam

B
1 gga tcc atg tct tgc tgc gga gga aac tgt ggc tgt gga 39
1 M S C C G G N c G c G 11
40 act ggc tgc aag tgc ggc agc ggc tgt gga gga tgc aag atg 81
12 T G C K C G S G C G G C K M 25
82 gga gga gga gga aat ggc tgc aag tgc ggc tcc aac tgc acc 124
26 G G G G N G C K C G S N C T 39

125 tgt gac cct tgc aat tgt aaa tga gaa ttc 155
40 C D P C N C K * 46

Figura 10. A) Esquema de l'estratégia utilitzada per a 'amplificacié de N25-C18. B) Sequéncia
nucleotidica i aminoacidica de N25-C18, es senyalen les dianes per als enzims de restriccid
(subratllat) i el pont de quatre glicines que substitueix el domini central de QsMT (negreta).

- N25 es va amplificar amb I'encebador forward N25/Bam i 'encebador reverse N25/Gly,
complementari a la zona carboxil terminal de N25 i que incorpora la seqiéncia de 12

nucledtids codificants per 4 glicines.

N25/Gly: 5-TCCTCCTCCTCCCATCTTGCATCCTCCACA

- C18 es va amplificar amb els encebadors forward C18/Gly i reverse C18/Eco.
L’encebador forward és complementari a I'extrem amino terminal de C78 i incorpora la
sequéncia de 12 nucleotids codificants per 4 glicines complementaria a la de

I'encebador N25/Gly.

C18/Gly: 5-GGAGGAGGAGGAAATGGCTGCAAGTGCGGCTC
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Per a la uni6 de les dues sequéncies pel pont de 4 glicines es va seguir el seguent protocol:

Comprovar les seqiiencies amplificades en el pas anterior per gel d’acrilamida al 15%.
Netejar el producte de PCR principalment per eliminar encebadors

Barrejar els dos productes de PCR nets a parts iguals i hibridar les zones codificants
per les quatre glicines: 20 cicles de desnaturalitzacid, hibridacié a temperatura baixa
(25 °C) i elongacié. No s’afegeix cap encebador.

Diluir 1/10 el producte de la hibridaci6 i utilitzar com a DNA motlle per a una reacci6 de
PCR amb els encebadors N25/Bam i C18/Eco: 30 cicles de desnaturalitzacio, hibridacié
a temperatura alta (60°C) i elongaci6. Amb aquest pas de PCR s’amplifiquen
exponencialment només aquelles sequéncies degudament hibridades i omplertes. Els
productes d’aquesta PCR es van analitzar per gel d’acrilamida al 15 % tenyit amb
bromur d’etidi. Per purificar i sequenciar les bandes d’interés es van separar en gel

d’agarosa al 2 % i es van retallar.
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3. ASSAJOS DE COMPLEMENTACIO FUNCIONAL EN LLEVAT

Els llevats han estat molt utilitzats en técniques de biologia molecular. Sén cél-lules eucariotes
que tot i tenir un genoma 3.5 vegades més gran que E. coli conserven molts dels avantatges de
les cél-lules procariotes utilitzats en biologia molecular: tenen un creixement rapid, les cél-lules
creixen de forma dispersa i sén molt facils d’aillar i replicar i el sistema de transformacié és molt
versatil, ja sigui mitjangant plasmidis que es podran replicar o bé per integracié en el genoma
del llevat. La integracié del DNA en el genoma només es déna per recombinacié homologa, de
manera que es pot interrompre qualsevol gen de sequiéncia coneguda. Aquest fet ha estat molt
utilitzat per generar una bateria de soques mutants, i del fenotip resultant se n’han tret dades
molt concluents sobre la funcié del gen.

Una de les técniques que s’estan utilitzant més en llevat és la de la complementacié funcional
amb gens d’altres organismes: es tracta d’utilitzar soques de llevat que tenen un determinat
gen mutat, introduir un gen pressumptament homoleg d’un altre organisme, i estudiar la seva
influéncia en el fenotip de la cél-lula de llevat.

En aquest treball s’ha utilitzat les soques DTY3 i DTY4 de S. cerevisiae i el vector p424GPD,

descrits en I'apartat 1.2.

Assig en placa

1. Fer créixer les cél-lules transformades amb el plasmidi buit com a control en medi
selectiu, a 30°C i 200 rpm.

2. Diluir les cél-lules fins a ODgp=0.4 (dins la fase exponenecial de creixement), i després
fer dilucions 1/10, 1/100 i 1/1000 amb aigua.

3. Sembrar 3 ul de cada cultiu i cada dilucié en una placa amb medi selectiu suplementat
amb els diferents agents d’estrés. Es important homogenitzar les dilucions abans de
sembrar perque els llevats es dipositen al fons molt rapidament.

4. Incubar durant 3 dies a 30°C i fotografiar.
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Assaig en medi liquid

1. Fer créixer les cél-lules transformades en medi selectiu durant 16-18 h.

2. Inocular 50 ml de medi selectiu amb els cultius de nit fins a obtenir una ODgyy=0.01,
mantenir a 30°C i agitacié a 200 rpm, mesurar I'ODgg cada 2-3 h fins que la corva de
creixement s’estabilitzi.

3. Per mesurar I'efecte d’'un agent estressant separar cada cultiu en dues aliquotes i
afegir 'agent estressant en una delles, l'altra aliquota servira com a control. Es
recomana aplicar I'estrés després d’'unes 5 h de creixement, quan les cél-lules ja han

fet les primeres divisions en el nou medi.

Medis utilitzats:

Generalment s’utilitza el medi sintétic definit deficient en aminoacids (SD), i es suplementa amb
una barreja comercial de tots els aminoacids (medi sintétic complet, SC) excepte els que
serveixin com a selectius en cada cas. En aquest treball s’ha utilitzat medi sense SC sense
triptofan per fer créixer selectivament les cél-lules de la soca DTY4 (SC-Trp), i medi SC sense
triptofan i uracil (SC-Trp-Ura) per fer creixer les cél-lules de la soca DTY4 trasformades amb el

plasmidi p424GPD. Per a la soca DTY3 s’ha utilitzat medi SC, que conté tots els aminoacids.

Medi SC-Trp-Ura (1 litre):

Base nitrogenada de llevat ...............cccuvvneeee. 6,679
(Yeast Nitrogen Base, SIGMA)
GIUCOSA ...vvviiiiiiiieee et 20 g
Suplement aminoacids sense Trp i Ura ........... 0,6 g
(DO Supplement, Clontech)
Aigua destillada ..........cccccoeviiieinnne fins a 1litre
Els aminoacids Trp i Ura s’afegeixen a una concentracié final de 0,1 g/ml
El medi sdlid conté un 2 % d’agar (w/v)

Ajustar el pH a 5,8 i autoclavar

Tractament amb estres:

En aquest treball s’han aplicat dos tipus d’estres:

Metalls pesants: CuSOQy, concentracié final 5i 75 uM
CdCl,, concentracio final 1.5-3.5 uM
Oxidatiu: paraquat, concentracio final 1.5 mM.

Metalls pesants i Oxidatiu:  CuSQ4 5 uM + paraquat 1.5 mM.
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4. EXPRESSIO, PURIFICACIO | ANALISI DE QsMT | DELS PEPTIDS
MUTANTS

4.1. Expressio i purificacid

L’expressio i purificacié consisteix en (1) la induccié de la sintesi de la proteina de fusid per

IPTG, (2) la purificacié de la proteina de fusio per una reina d’afinitat a la GST, (3) digestié amb

trombina i alliberament de la proteina d’interés sola i (4) separacio de la proteina d’interés sola

per centrifugacioé i FPLC.

1.

Inocular 3 ml de medi LB suplementat amb 50 ug/ml d’ampicil-lina amb una colonia d’'E.
coli BL21 transformada amb pGEX-QsMT, pGEX-N25, pGEX-C18 o pGEX-N25-C18,
deixar creixer durant 2-3 h a 37°C i agitacio.

Inocular 300 ml de medi LB fresc suplementat amb ampicil-lina amb els 3 ml de
precultiu, deixar créixer tota la nit a 37°C i agitacio.

Inocular 3 | de medi LB fresc suplementat amb 50 ug/ml d’ampicil-lina amb els 300 ml
de cultiu de nit.

Deixar creixer a 37°C i agitaci6 fins a assolir una absorvancia a 600 nm
d’aproximadament 0.8.

Afegir I'inductor IPTG a una concentracio final de 0.1 M i incubar durant 30 min a 37°C i
agitacié. Amb I'addicié de IPTG s’indueix la sintesi de proteina de fusio.

Afegir la solucié de metall corresponent a una concentracio final de 0.3 mM i incubar
durant 3 h a 37°C i agitacid. Els metalls assajats han estat CuSO,, CdCl, i ZnCl,. La
solucié de metalls s’afegeix mitja hora més tard de la induccié de sintesi de proteina
per evitar que la toxicitat dels metalls impedeixi I'expressio del gen.

Centrifugar els cultius durant 7 min a 7700 rpm i 4°C per recollir les cél-lules.

Eliminar molt bé el sobrenadant i ressuspendre el sediment amb 40 ml de PBS + 0.5%
B-mercapto. El PBS actua com a tampd i el B-mercapto com a agent reductor.

Sonicar les cél-lules en gel amb pulsos de 0.6 s durant 8 min. En aquest pas es
trenquen parets i membranes cel-lulars i s’allibera el citoplasma. Donat que les MTs

so6n molt riques en grups -SH i molt sensibles a I'oxidacio, a partir d’'aquest moment es
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treballa amb molt cura sota una atmosfera d’argd, un gas inert que desplaga 'oxigen.
De la mateixa manera, totes les soluciones utilitzades seran tractades previatment amb
argé.

Centrifugar a 20000 g (11120 rpm en Sorvall) durant 20 min a 4°C. En aquest pas es
precipiten les estructures cel-lulars.

Recollir el sobrenadant vigilant molt bé no recollir gens de sediment.

Incubar amb 3 ml de la reina Glutathione-Sepharose-4B a temperatura ambient durant
90 min i amb agitacié suau. En aquest pas la proteina de fusié GST s’uneix a les boles
de reina. Restes del sediment provinents de l'apartat anterior podrien interferir en la
unié de la GST amb la reina disminuint el rendiment final de la purificaicé.

Centrifugar 5 min a 500 g (1440 rpm Beckmann) per precipitar la reina.

Abocar suaument el sobrenadant. En aquest pas s’eliminen totes les protines i restes
cel-lulars que no s’han lligat a la reina.

Rentar la reina tres vegades amb 15 ml de PBSx1 tractat amb argd.

Afegir 1.5 ml de PBSx1 i 75 ul de trombina (1 u/ul) i incubar durant tota la nit a 22-25°C
sense agitacié. En aquest pas la trombina reconeix la diana de la zona de unié de
QsMT i GST i la digereix.

Centrifugar 5 min a 500g, recollir el sobrenadant, i tornar a rentar el sediment amb 1.5
ml de PBS. En el sediment quedara la reina amb la proteina GST, i en el sobrenadant
QsMT lliure i la trombina.

Centrifugar el sobrenadant 5 min a 500 g i recollir el sobrenadant. Repetir aquest pas
fins a eliminar qualsevol resta de reina.

Concentrar el sobrenadant mitjangant una columna centriprep Microcon 3 (Amicon).
Centrifugar a 3500 rpm i 4°C durant 15 min, eliminar el solut filtrat i repetir fins
aconseguir un volum final de 500 pl.

Purificar i separar la mostra per FPLC en columna Superdex75 (Amersham Pharmacia)
equilibrada amb TrisHCI 50 mM a pH7.

4.2. Analisi espectroscopic i espectromeétric

En funcié del metall suplementat en el medi de cultiu d’E. coli (Cu, Zn o Cd), es van obtenir 3

agregats per cadascuna de les construccions. Els analisis espectroscopics i espectrométrics es

van realitzar per cadascuna d’aquestes mostres i es van fer per triplicat. Aquests analisis van

ser duts a terme per Jordi Domenech del Departament de Genética de la Universitat de

Barcelona en els serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona. En aquest apartat

es comenta breument les técniques utilitzades, la metodologia concreta s’especifica en I'apartat

de material i métodes dels articles 1, 2 i 3 d’aquesta memoria.
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Espectroscopia d'emissié optica de plasma acoblat inductivament o ICP-OES

(Inductively Coupled Plasma Optic Emission Spectroscopy).

Aquesta técnica mesura la mostra a nivell elemental: detecta i quantifica els diferents elements
d’interes utilitzant una longitud d’ona apropiada per cadascun d’ells. Requereix d’unes rectes
d’estandaritzacié molt acurades. Per cadscun del agregats metal-lics es va mesurar la quantitat
de S, Cu, Zni Cd. La mesura del S es va utilitzar per determinar la concentracié de proteina de
la mostra, assumint que tot el sofre provenia de la sequiéncia protéica (suma de cisteines i
metionines). De la concentracié de metalls en relacié6 a la de sofre en resulta la proporcié

metal-lica de la proteina.

S’ha descrit que en alguns casos elements inorganics poden participar en I'estructura dels
agregats metal-lics de les MTs, aparentment estabilitzant I'estructura. Per evitar possibles
interaccions d’elements inorganics amb la quantificaci6 de la concentracié de proteina
addicionalment es va mesurar el contingut en S de I'apoproteina, la proteina demetal-lada per

acidificacié amb HCl a pH 1.5.

Test d’Ellman

Les cisteines de les MTs soén molt propenses a la oxidacié i formacid de ponts dissofre.
L’oxidacié de les cisteines porta a una baixa estimacié de les proporcions metal-liques per ICP-
OES. Per corregir aquest error es va mesurar el grau d’oxidacié de les mostres pel métode
d’Ellmann. Generalment, amb el métode de purificacié utilitzat, el percentatge d’oxidacié se

situa al voltant del 25%, i s’haura de tenir en compte a I'hora de interpretar els resultats.

Analisi d’aminoacids
L’analisi d’aminoacids consisteix a hidrolitzar la mostra pura de proteina i mesurar-ne la

concentracio a partir de la quantificacié de determinats aminoacids.

Espectrometria de masses amb mode de treball electrosprai o ESI-MS (ElectroSpray

lonization Mass Spectrometry)

L’espectrometria de masses és una de les técniques analitiques més utilitzades actualment en
I'estudi de les MTs per la seva rapidesa, elevada sensibilitat i capacitat d’identificacié en base a
una petita quantitat de mostra. L’espectrometria de masses ionitza de forma suau la mostra i
genera un espectre de masses de les espécies metall-MT en solucié. Coneixent la massa
molecular tedrica de la proteina i la dels metalls que pot estar lligant se’n dedueix
I'estequiometria.

Un dels inconvenients en I'estudi de les MTs és que la técnica no és prou sensible per discernir
entre les masses moleculars del Zn i el Cu, i s’haura de recérrer a les dades de ICP-OES per

saber-ne la proporcio.
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Dicroisme Circular o CD (Circular Dicroism)

Per a la determiancié de l'estructura dels agregats metal-lics una de les técniques més
utilitzads ha estat el dicroisme circular (CD). Aquesta tecnica és molt resolutiva i t& pocs
requisits experimetals (no sén necessaries mostres d’elevada concentracié ni cristal-lines). Les
metal-lotioneines gairebé no tenen elements d’estrucutra secundaria en la seva seqiiéncia, i
només adopten la forma plegada en unié a metalls. El CD mesura la capacitat d’'una proteina
de desviar el pla de llum polaritzada i déna informacioé sobre el seu grau d’estructuracio, que en
el cas de les MTs ve determinat per la unié metall-cisteina i variara en funcio del tipus i nombre
de metalls.

En les valoracions es mesura el canvi en el patr6 de CD que produeix en una mostra la
substitucié d’'un metall per un altre metall més afi. Aquest segon metall s’afegeix paulatinament

i s’ha de quantificar molt bé la concentracio de la mostra i del metall en cada moment.

Cromatografia de Gasos acoplada a un Detector Fotomeétric de Flama o GC-FPD (Gas
Chromatography Interfaced to Flame Photometric Detection)

Aquesta técnica mesura compostos volatils de sofre. S’acidifiquen les mostres per generar gas
sulfhidric (H,S), i s’analitzen per cromatografia de gasos comparant les dades amb una recta

patré generada a partir d’'una solucié de Na,S 1000 ppm de sulfur.
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5. DETECCIO DE mRNA EN SECCIONS HISTOLOGIQUES, HIBRIDACIO in

situ

La hibridacié in situ permet la localitzacié de I'expressié d’'un gen mitjangcant una sonda
complementaria a 'mRNA marcada i facilment detectable. El protocol seguit 'hem separat en 3
etapes principals: preparacio de les ribosondes; fixacid, inclusié i microtomia; hibridacio i
deteccio.

El sistema de marcatge i deteccid utilitzat és el DIG system que ofereix la casa comercial
Roche. El DIG system es basa en la digoxigenina, un esteroid que només es troba en certes
plantes del génere Digitalis, que s’ha unit a la base uracil i s’incorpora a 'RNA durant la
transcripcié del cDNA. La digoxigenina és després reconeguda per un anticos especific que
porta associat 'enzim fosfatasa alcalina. El revelat es fa amb I'addicié d’un substracte incolor
que per accio de la fostasa alcalina es transforma donant coloracié blavosa. Aquest sistema de
marcatge i deteccid, tot i ser menys sensible que altres basats en la radiactivitat o
quimioluminiscéncia, és més quantitatiu i no arrossega tots els inconvenients del treball amb
radiactivitat.

En tots els passos s'ha de tenir especial cura en evitar el contacte amb les RNAses exogenes
que podrien degradar les ribosondes o I'RNA de les mostres. Es treballa sempre amb guants, el
material fungible és d’un sol Us o, en el seu defecte, és previament fornejat a 200°C tota la nit o
autoclavat a 120°C durant 30 minuts. Les diferents solucions sén preparades amb soluts lliures
de RNAses i dissoltes en aigua préviament tractada amb 0.1% dietilpirocarbonat (DEPC,

Sigma).

5.1. Preparacio de la ribosonda marcada amb digoxigenina

Com a DNA motlle s'utilitza el clo de la llibreria de cDNA que conté QsMT. Tots els clons de la
libreria estan flanquejats pels promotors T3 i T7, reconeguts pels enzims T3 i T7 RNA

polimerases DNA depenents, que permeten la transcripcié del DNA a RNA.
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S'utilitzen dues sondes: (i) I'antisentit és complementaria al mMRNA que es vol detectar, s’hi
hibrida formant una doble cadena d'RNA molt estable (ii) la sentit és igual al mMRNA que es vol

detectar, no s'hi hibrida i s'utilitza com a control negatiu.

La preparacié de la ribosonda consta d'un primer pas d'amplificacié del cDNA de QsMT per

PCR amb els encebadors T3 i T7 i d'un segon pas de sintesi i marcatge de la cadena de RNA.

Amplificacio del cDNA:
S'utilitzen els encebadors T3 i T7 i es fa la PCR en condicions estandard i 60°C de temperatura
d’hibridacié. El producte de PCR es neteja per membrana de silica gel en columna i es

quantifica.

Sintesi de la ribosonda marcada amb digoxigenina:
Protocol:
1. Afegir en un tub de microcentrifuga els seglents reactius:

Tamp6 de transcripcié 5x (Stratagene) ... 4 ul

DIG RNA labeling mix 10x (Roche) ......... 2l
RNAsina (Promega) (40 U/ml) ................. 1l
RNA polimerasa T3 o T7 (Stratagene) .... 2 pl
Producte de PCR net .......ccccoovvieeeennnee. 200 ng
H,0O lliure de RNAses .................... finsa 20 ul

2. Incubar a 37°C durant 2 hores

3.Fer el tractament de DNAsa per degradar el DNA motlle. Afegir a la reacci6 anterior:

Tampo DNasa | ..o, 5ul

40 mM Tris-HCI, pH 7.5

6 mM MgCl,

2 mM CacCl,
DNAsa RQ1 (lliure de RNAses) (Promega) ...... 1 ul
RNASING ..o 2 pl
H,0O lliure de RNASES .......oovvvvveeieeiiiieeeeeee, fins a 50 pl

4. Incubar a 37°C durant 15 min.

5.Comprovar la transcripcioé per gel d’agarosa amb bromur d’etidi, assegurant que la mida és la
correcta (pot aparéixer una mica per sobre del DNA per el tampé i el marcatge amb
digoxigenina), que no hi ha degradacié i que no queden restes de DNA.

6. Precipitar la sonda amb 0.1 volums d’acetat de sodi 3M pH 5.2, 0.7 volums d’isopropanol i
amb 0.25 pg/ul de tRNA.

7.Deixar precipitar tota la nit a -20°C

8.Centrifugar 20 min a 12000 rpm

9.Netejar el precipitat amb etanol 70 i tornar a centrifugar
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10. Ressuspendre amb H,O i quantificar. La concentracié final de sonda que s'utilitzara
dependra, entre d’altres factors, de I'expressié del gen a analitzar. Aixi per missatgers molt
abundants s’utilitzen concentracions entre 100 i 500 ng/ml, i per gens menys abundants entre
600 i 1000 ng/ml. La concentracié de la sonda és un parametre que es pot ajustar
experimentalment en funcié dels resultats. En aquest treball s’han utilitzat concentracions entre
300 i 400 ng/ml.

11. Guardar la sonda en aliquotes a -20°C fins al moment de la utilitzacio.

5.2. Fixacio, inclusioé i microtomia

Aquest és un procés llarg i delicat que dependra en gran mesura del teixit a fixar, especialment
de la mida i duresa. Els embrions joves requereixen temps de fixacio i inclusié relativament
curts respecte els necessaris per mostres més madures com la tija. La optimitzacié del protocol
s’ha de fer experimentalment per cada tipus de mostra. La preparacié dels talls histologics
consta de 4 passos generals: la fixacio, la deshidratacio, la inclusid i la microtomia.
Fixacio
La fixacid de les mostres evita la degradacié del teixit per inactivacié enzimatica, evita
I'aparicio d’'artefactes per difusié de péptids i proteines entre cél-lules i endureix el teixit de
cares a tractaments posteriors.
Protocol:
1. Preparar la solucio fixadora:
— Afegir 10 g de paraformaldehid en 250 ml tampé fosfat sddic (PBS) 0.1 M
- AjustarelpHa7.5
- Escalfar a 60°C en agitacié fins a la completa dissolucié. El paraformaldehid és
molt toxic i totes les manipulacions s’hauran de fer sota campana extractora de
gasos i/o amb mascareta.

2. Deixar refredar a temperatura ambient i després a 4°C. Es important mantenir-lo ben
fred fins al moment de la fixacié per evitar la oxidacié o degradacio del teixit mentre el
fixador no penetra la mostra.

3. Submergir la mostra solucié fixadora (vial amb aproximadament 15 ml) durant 1 hora a
4°C i fer el buit per facilitar-ne la penetracié. Mantenir la mostra en soluci6 fixadora al

buit durant 2-3 dies, renovant la solucio fixadora 2-3 vegades al dia.

Deshidratacio

La solucio fixadora és aquosa i en aquest pas es substitueix I'aigua de les cel-lules per etanol,
de manera que és molt important fer els passos molt gradualment per eliminar tota I'aigua

sense malmetre I'estructura cel-lular.
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Es segueix una série alcohdlica amb etanol i amb etanol-TBA (tert-Butanol 2-Methyl-2-

propanol, Sigma), fent els canvis en el mateix vial i a 4°C.

Série alcoholica:

1.

etanol 70%, minim durant 48 h, dos canvis per dia. En aquest punt les mostres es

poden mantenir molt de temps, vigilant que no s’assequin.

No o~ oo DN

etanol 80%, 1h.

etanol 90%, 1h.

etanol 100%, dos canvis de 1 h cadascun.
% parts d’etanol 100% i V4 part de TBA, 1h
Y2 part d’ etanol 100% i %2 part de TBA, 1h
TBA 100% 1h.

Inclusié amb parafina

1.

Es fa un primer pas per afavorir I'intercanvi de TBA per la parafina transferint les
mostres a un nou vial amb 1/3 part de TBA i 2/3 parts d’oli de parafina (Mineral Oil,
Sigma), a 30°C durant un minim de 12 h o fins que el TBA s’evapora completament.

2. Escalfar els vials amb parafina (Paraplast, Sigma) a 60°C i afegir-hi les mostres i agitar.
Mantenir a 58-59°C durant un minim de 48 h, amb dos canvis per dia, transferint les
mostres a nous vials de parafina fosa amb unes pinces escalfades.

3. Preparar els motlles per fer el bloc (es poden fer amb paper, que sera més facil per
desenmotllar), afegir la parafina fosa i les mostres, orientant-les segons els tall que es
vulgui fer.

4. Solidificar en una placa calefactora a 30°C perqué es faci de forma més lenta i
homogeénia. Guardar a 4°C fins al moment de tallar-los.

Microtomia

Malgrat és molt dificil mantenir condicions lliures de RNAses durant aquests passos, el

material utilitzat per a la microtomia ha estat esterilitzat. Els talls s’han fet a 8-10 um. Per

afavorir I'adheréncia del tall en el portaobjectes es van tractar préviament amb poli-D-lisina.

Orientar el bloc i tallar-lo en forma de trapezi amb un bisturi.

Orientar el bloc en el micrdtom i seccionar la mostra.

Extendre els talls en un bany a 35°C, mantenint la cara hidrofilica del tall a sota, en
contacte amb l'aigua, i la hidrofobica a sobre.

Recollir els talls en portaobjectes previament tractats amb poli-D-lisina i mantenir en
placa calefactora a 42°C durant un minim de 30 min i a temperatura ambient, protegits
de la llum i la pols, durant 48h o fins s’assequin completament.

Es poden guardar els portaobjectes protegits i amb silica gel, tot i que els talls perden

adheréncia amb el temps.
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Pretractament dels portaobjectes amb poli-D-lisina:

1.

Submergir els portaobjectes en aigua destil-lada DEPC durant 2 h i fornejar tota la nit a
80°C. Aquest tractament és per eliminar les RNAses i només sera necessari si en
treballa amb RNA.

Submergir els portaobjectes en una solucié de poly-D-Lysine 50 ug/ml (Sigma) en Tris-
HCI 10 mM pH 8.0 durant 30 min a temperatura ambient.

Deixar assecar i guardar en condicions lliures de RNAses. Es poden guardar mesos

abans de fer-los servir.

5.3. Hibridacioé i deteccio

Pretractament dels talls histologics

Cada pas es fa en cistelles amb capacitat per a 50 portaobjectes i cubetes de 375 ml. El

pretractament s’ha realitzat just abans de la hibridaci6. Tot el material i reactius sén lliures

d'RNAses i es treballa amb cura per evitar-ne la contaminacio.

10.
11.

Desparafinar les mostres amb xilol: 2 canvis de 10 min cadascun.

Rehidratar amb una série alcohdlica: (1) etanol 96%, dos canvis de 2 min cadascun; (2)
etanol 70%, 2 min; (3) etanol 50%, 2 min; (4) etanol 30%, 2 min; (5) H,O destil-lada,
dos canvis de 2 min cadascun.

Tractar amb 0.2 M HCI en H,O destil-lada 20 min a temperatura ambient. El tractament
amb clorhidric afavoreix el trencament d’estructures del teixits que dificultarien I'entrada
de la sonda.

Rentar amb aigua destil-lada 5 min.

Incubar 30 min a 37°C en 100 mM TrisHCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 1ug/ml proteinasa K
(Roche). La proteinasa K trenca estructures cel-lulars de naturalesa proteica i facilita
I'entrada de la sonda dins les cél-lules.

Rentar en PBS a temperatura ambient.

Bloquejar la proteasa incubant 2 min en una solucié amb 2 mg/ml de glicina (Sigma) en
tampo PBS.

Rentar en PBS amb 2 canvis de 30 s cadascun.

Refixar amb solucié de formaldehid al 4% amb PBS durant 20 min a temperatura
ambient. La soluci6 de PBS amb formaldehid s’ha d'escalfar a 60°C perqué es
dissolgui, per tant s’ha de preparar amb antel-laci6 i deixar-la refredar. El formaldehid
genera gasos molt tdxics i la solucié es prepara sota campana.

Rentar amb PBS, 2 canvis de 5 min.

Deshidratar mitjangant serie alcohodlica: (1) etanol 30% 2 min; (2) etanol 50%, 2 min; (3)

etanol 70%, 2 min; (4) etanol 96%, 2 canvis de 2 min cadascun.
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12. Embolicar les cistelles amb paper secant. En aquest pas es pot aturar el procés durant

24h o passar a la hibridacio.

Hibridaci6

1.

Preparar i preescalfar la quantitat necessaria de tampé d’hibridacié a 50°C.

Tampé d'hibridacié: 50 % formamida, 5xSSC, 100 ng/ml tRNA, 2% SDS.
Ressuspendre la quantitat de sonda necessaria en el tampd6 d’hibridacié preescalfat i
mantenir a 55°C durant 10 min.

Collocar els portaobjectes sobre un suport pla i afegir a cadascun 40 pl de la solucié
amb ribosonda. Per assegurar que la sonda arriba a tota la preparacié es tapa amb un
cubreobjectes, vigilant que no es formin bombolles.

Deixar hibridar tota la nit a 55°C en camara humida. El temp de hibridacié es pot
modificar en funcié de la concentracié6 de la sonda i I'abundancia del transcript a
detectar. La temperatura de hibridacié és un dels parametres més utilitazats per regular
les condicions d’estringéncia. S'utilitzen temperatures de 40°C a 60°C, variant segons
les necessitats d’estringéncia i la mida de la sonda. La camara humida consisteix en
posar papers mullats amb aigua en la caixa de plastic on hi tenim els portaobjectes, i
embolicar-la bé per evitar I'evaporacio.

Retirar els cubreobjectes amb cura de no malmenar la mostra, generalment n’hi ha
prou en submergir el portaobjectes en la solucié de rentat i agitar lleument.

Rentats: (1) SSC 2x, 2 min; (2) SSC 1x + SDS 0.1%, dos canvis de 5 min a
temperatura ambient; (3) SSC 0.2x + SDS 0.1%, dos canvis de 10 min a 55°C.

Amb aquests rentats s’elimina la sonda que no ha quedat hibridada. La concentracié
salina de la solucio de rentat, la quantitat de detergent (SDS), la temperatura i el temps
de rentat, sobn molt importants i determinen en gran part I'estringénica de la hibridacié.
Sovint aquestes condicions hauran de ser modificades i trobades experimentalment si
els resultats donen soroll de fons o no hi ha senyal.

Tractar els talls amb RNasa A per assegurar I'eliminacié de les sondes no hibridades i
reduir el soroll de fons: 10 ug/ml de RNasa A (Sigma) en SSC 2x, 30 min a 37°C.
Rentar 2 min en SSC 2x

Bloqueig, incubacié amb anticos i rentats

1.

2.

3.

Rentar amb tampo TBS durant 5 min.
Tampo TBS: 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 400 mM NacCl.
Incubar en solucié de bloqueig durant 1 h.
Solucié de bloqueig: 0.5% (pes/volum) de Blocking agent (Roche) en TBS.

Rentar amb tampé TBS durant 1 min.
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4. Diluir I'anticos anti-digoxigenina lligat a la fosfatasa alcalina (Roche) a una concentracio
de 1:1000 en 0.5% (pes/volum) de BSA en TBS. La dilucié de I'anticos pot variar en
funcié de I'abundancia del missatger i dels resultats obtinguts.

5. Col‘locar els portaobjectes en un suport pla, afegir 100 ul de solucié d'anticos a cada
potaobjectes procurant que arribi a tota la mostra i evitant I'aparici6 de bombolles.
Incubar durant 1h en camara humida.

6. Rentar les preparacions en TBS amb tres rentats de 5 min cadascun.

Detecci6

1. Rentar les preparacions amb tampd de deteccié durant 5 min.

Tampo de deteccio: 100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,

2. Col'locar els portaobjectes en un suport pla, afegir 100 ul de solucié de deteccio i
incubar en foscor fins que es vegi coloracié intensa (maxim durant 16 hores). Es
important tenir cura a repartir la solucié de forma homogénia per tot el tall.

Solucié de deteccio (10 ml): 45ul NBT (Roche) + 35ul BCIP (Roche) en 10 ml de
tampé de detecci6.

3. Aturar la reaccid6 amb aigua destil-lada. Col-locar els portaobjectes en la cistella i fer
dos rentats de 2 min cadascun en H,O destil-lada.

4. Deshidratar amb un seérie alcohdlica: (1) etanol 30%, 1 min; (2) etanol 50%, 1min; (3)
etanol 70%, 1 min; (4) etanol 90%, 1 min; (5) etanol 96%, 2 rentats, 1 min cadascun; (6)
xilol, 2 rentats, 1 min cadascun.

Afegir 1-2 gotes de la resina Entellan (Merk) i muntar amb el cubreobjectes.

Deixar assecar i fer la observacié al microscopi. L'analisi de les mostres es va fer amb
un microscopi Olympus AH-2 i la camara de fotografia digital acoblada Olympus
CAMEDIA C-4040ZO0M.
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VIII. ANNEX

En aquest annex es presenten dos treballs relatius al desenvolupament i manteniment d’un
sistema d’embriogénesi somatica en alzina surera, amb un enfoc especialment destinat a I'is
per a estudis en biologia molecular. Aquest sistema permet solventar algunes de les dificultats
que representa treballar amb espécies forestals, i la seva caracteritzacié serveix de base per a

posteriors treballs del grup.

L’embriogénesi somatica en alzina surera, aplicacié per a estudis de biologia molecular

Al 1986 el grup de Toribio i Celestino, interessats en la micropropagacié d’aquesta espécie
d’interés forestal i industrial, aconsegueixen estimular la formacié d’embrions somatics de
surera a partir de fragments cotiledonars d’embrié zigdtc. L’embriogénesi somatica es déna en
alguns casos de forma natural, es coneix com apomixi i consisteix en la generacid i
desenvolupament d’embrions a partir de teixit somatic en un procés similar a 'embriogénesi
zigotica. Més tard aquest grup aconsegueix la formacié d’embriogénesi a partir d’'altres
embrions sense l'addicié de reguladors de creixement en el medi, i estableix una linea
d’embriogénesi secundaria o repetitiva (Fernandez-Guijarro et al., 1995, Plant Cell Tissue
Organ Culture 41:99-106). Com a sistema de micropropagacioé, I'embriogénesi secundaria
tedricament permet aconseguir un elevat nombre de plantes que es pot mantenir per subcultiu
a baix cost, perdo malauradament és molt freqient un fort coll d’ampolla en el pas d’embrié a

planta.

Per altra banda la recerca a nivell molecular amb espécies forestals com l'alzina surera es
troba amb greus dificultats al tractar plantes sovint de mida molt gran, de creixement lent i amb
gran part de teixits llenyosos, fent practicament impossible controlar les condicions de cultiu, i
en general alentint els estudis. Mentrestant, les técniques de biologia molecular requereixen
cada cop més de grans quantitats de material genéticament idéntic, rapid d’aconseguir i facil de
manipular. En aquest sentit ha estat molt extesa la utilitzacié d’organismes model com la planta
Arabidopsis, que a més de totes les avantatges que suposa per la petita mida i curta durada del

seu cicle vital té un genoma relativament petit en comparacié a la majoria d’espécies forestals.

Amb I'objectiu d’aprofundir en el coneixement de l'alzina surera i dinamitzar-ne I'estudi a nivell
molecular, el nostre grup de recerca ha col-laborat en la caracteritzacié del sistema
d’embriogénesi secundaria iniciat pel grup de Toribio i Celestino, amb un enfoc especialment
destinat a la seva aplicacié per a estudis moleculars. En aquest sentit s’han caracteritzat
aspectes a nivell histologic i cel-lular en un estudi que ha donat lloc a la publicacié d’'una tesi
doctoral (Puigderrajols, 2000. Embiogénesi somatica secundaria en surera (Quercus suber L.):
Caracteritzacié i aplicacié a l'estudi de proteines d'estrés, Universitat de Girona) i a diversos

articles, dos dels quals es presenten en aquest annex.
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Article 4

“Ultrastructure of early secondary embryogenesis by multicellular
and unicellular pathways in cork oak (Quercus suber L.)”

S’estudien els esdeveniments cel-lulars primerencs de I'embriogénesi secundaria en un
sistema d’embriogénesi recurrent en alzina surera. En aquest sistema els embrions tenen
origen multicel-lular per gemmacié a partir d'una massa proliferativa compacta o
unicel-lular partir de cal-lus friables. Per una banda, l'origen de la massa proliferativa
compacta es dona a nivell de les cél-lules de I'epidermis en I'hipocdtil, i es caracteritza
per una disminucié de la relacié nucli/citoplasma i un marcat increment dels productes de
reserva. En la periféria de la massa proliferativa compacta es forma el primordi
meristematic, acompanyat de diferenciacié cel-lular i d’'una drastica reduccié dels
productes de reserva. Els primordis meristematics evolucionen a embrions globulars per
I'organitzacié de la protodermis i de dos centres interns. Per altra banda, I'analisi dels
cal'lus friables mitjangcant microscopia mostren una sequéncia hipotética que consisteix
amb el pas de cél-lules aillades a grups de poques cél-lules, a agrupacions majors de
céllules meristematiques i a embrions globulars. Les ceéllules aillades mostren
caracteristiques tipiques de les cél-lules embriogéniques, com sén citoplasma abundant i
un gran nombre de cossos lipidics i de grans de midé. Quan es comparen amb els
agregats meristematics s’observa una desdiferenciacié cel-lular progressiva i una
reduccié drastica dels productes de reserva. La formacio de I'embrié globular s’inicia per
la bipolaritzacio progressiva d’agregats meristematics grans. En general, la comparacio a
nivell ultraestructural de les dues vies embriogéniques mostra que els canvis subcel-lulars
segueixen un patré sequencial similar, especialment pel que fa als productes de reserva.
Es discuteix el possible paper de les extrusions de plastidis i dels cossos multivessiculars
en el patrd canviant del metabolisme del midé durant I'embriogénesi.
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Article 5

“Developmentally and stress-induced small heat shock proteins in
cork oak somatic embryos”

S’ha estudiat el patré d’acumulacié de proteines de xoc de calor de baix pes molecular
(sHSPs) durant el desenvolupament d’embrions somatics d’alzina surera en condicions
normals i en resposta a estreés. Analisis per Western blot utilitzant anticossos policlonals
contra la HSP17 de surera recombinant mostren una acumulacié transitoria de la proteina
durant la maduracié i germinacié dels embrions somatics. La quantitat de proteina
incrementa en tots els estadis de desenvolupament dels embrions en resposta a I'estrés.
Durant el desenvolupament normal les sHSPs s’acumulen en les regions en diferenciacio
inicial, perd no en les zones en divisi6 més activa, dels meristemes caulinar i radicular.
En canvi, en resposta a I'estrés per calor, sén aquestes zones en divisié més activa les
que presenten major acumulacio. Aquests resultats recolzen la hipotesi que I'expressio
de les sHSPs de classe | tenen un control de [I'expressié diferencial per el
desenvolupament i per I'estrés. Es discuteix el possible paper de les sHSPs en relaci6 a
la seva localitzacio tissular especifica.
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