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Resumen

Los iones calcio funcionan como segundos mensajeros intracelulares de relevancia
en procesos fisioldgicos esenciales para las plantas. Este cation es capaz de
acoplar estimulos extracelulares con respuestas intracelulares. Para el correcto
funcionamiento de la sefalizacién por este catién, es fundamental el control de la
concentracion de Ca?* libre en el citosol y en los distintos compartimentos
subcelulares. Un organulo donde cominmente convergen sefiales mediadas por
Ca?* es la mitocondria. En la planta Arabidopsis thaliana, el transporte de Ca?
mitocondrial es mediado por el complejo Uniportador de Calcio Mitocondrial
(AtMCU). El complejo AtMCU cuenta con una proteina reguladora llamada AtMICU,
la cual se encarga de detectar iones calcio previos al transporte mediado por las
subunidades transportadoras del AtMCU. Existen reportes donde las plantas
carentes de AtMICU presentan alteraciones en la ultraestructura mitocondrial. Sin
embargo, no presentan cambios en su fenotipo como planta madura. Los resultados
del presente proyecto confirman que la proteina AtMICU es un modulador negativo
del transporte de Ca?* mitocondrial y que su ausencia ocasiona cambios a nivel
metabdlico y en el desarrollo de plantulas, lo que podria relacionarse con la

ausencia de fenotipo en la planta madura.
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1. Introduccion

1.1 Los iones calcio y su importancia en la fisiologia vegetal.

En organismos eucariontes, la movilizacion intracelular de Ca?* ocurre durante
procesos de transduccion de sefiales necesarios para el desarrollo, nutricion y para
el control del metabolismo. Estos procesos de sefializacion también ocurren durante
la activacion del metabolismo oxidativo y en las diversas respuestas de las plantas
ante estimulos de estrés (Boudsocq & Lauriere, 2005; Sanders et al., 1999, 2002;
Shao et al., 2008; Toyota et al., 2018).

Las plantas regulan constantemente la concentracion citoplasmica de iones Ca?* al
guelarlo con iones fosfato (Seufferheld & Curzi, 2010) y mediante su transporte a
través de distintos compartimentos organelares como el reticulo endoplasmico,
vacuolas, cloroplastos y mitocondrias (He et al., 2015; Loro et al., 2016). En la
naturaleza es comun encontrar suelos calcareos con una gran cantidad de calcio en
su composicion (White & Broadley, 2003). Este calcio es absorbido por las raices
embebidas en el suelo y llevado al brote a traves del xilema mediante
transportadores permeables a Ca®*. Puede atravesar la raiz a través del citoplasma
de las células unidas por pasmodemos (el simplasto) o través de los espacios entre
las células (el apoplasto). EI movimiento del calcio a través de estas vias debe estar
finamente equilibrado para que las células de la raiz emitan sefiales usando la
concentracion citosélica de Ca?*. La via apoplastica permite que el calcio sea
entregado al xilema sin alterar el uso del calcio citosdlico para la sefalizacion
intracelular mediante la pared celular y el plasmodesmo. Esta via depende de la
transpiracion, por lo que podria conducir a variaciones en la cantidad de calcio
suministrada a la planta. Ademas, esta via no es selectiva entre cationes divalentes
y Su presencia podria resultar en la acumulacion de solutos toxicos en el brote
(White & Broadley, 2003).

La via simplastica permite que la planta controle la tasa y selectividad del transporte
de calcio al brote a través de las membranas celulares. El calcio ingresa al

citoplasma de las células endodérmicas a través de canales permeables al calcio
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como las Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica o H*/Ca?* antiportadores de la

célula.

Las fluctuaciones en los niveles intracelulares de iones calcio pueden ocurrir en
respuesta a estrés abidtico o al haber interaccion con algun patégeno. En las
plantas, las oscilaciones en los niveles de Ca?' intracelular podrian estar
relacionadas con la promocion del metabolismo aerdbico (Teardo et al., 2019;
Wagner et al., 2015, 2016). En otras especies, la absorcion y transporte de Ca?*
intraorganelar permite un flujo constante de Ca?* citosélico relevante para procesos
fisiolégicos clave, como la neurotransmision y la secrecion hormonal (Plovanich et
al., 2013). Las plantas también presentan mdultiples procesos fisiolégicos y
patolégicos dependientes de Ca?*. Por ejemplo, las estructuras apicales de los
tubos polinicos requieren de un gradiente continuo en la concentracién de Ca®* para
su correcta elongacion (Damineli et al., 2020). Las plantas también experimentan
cambios en los niveles apoplasticos de Ca?* posteriores a estimulos en su entorno
(por ejemplo, la presencia de un herbivoro), lo cual permite desencadenar una
rapida adaptacion del organismo (Toyota et al., 2018). En plantas se estan
comenzando a entender los efectos que ocasionan los cambios en los niveles
intracelulares de Ca?*. En tal sentido, es relativamente poco lo que se sabe de los
efectos de estos iones a nivel metabdlico y bioenergético (Logan, 2006; Wagner et
al., 2015)

En las plantas existe un transito dindmico de iones Ca?* entre los compartimentos
subcelulares, manteniendo los niveles de este cation relativamente estables (Loro
et al., 2012). En el lumen del reticulo endoplasmico de A. thaliana, el aumento en la
concentracion de iones Ca?* usualmente implica una posterior liberacion hacia el
citosol, lo que redunda en la acumulacién de este catidon en otros compartimentos.
Las vacuolas, los cloroplastos y las mitocondrias también pueden almacenar iones
Ca?* (Hirschi, 2001). Sin embargo, las vacuolas y el RE son clasicamente
reconocidos como los organulos con mayor potencial de almacenamiento de este

cation.
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En el presente proyecto se estudio a la planta Arabidopsis thaliana. Este organismo
es originario de Europa, Asia y América del Norte, pertenece a la familia
Brassicaceae. Al tener una gran versatilidad, su distribucion se ha vuelto mundial
(Al-Shehbaz & O’Kane, 2002). Es posible conservar distintas cepas de esta planta
en varios repositorios con la finalidad de recapitular estudios ya publicados o de
estudiar aspectos de interés en las plantas mutantes disponibles (Tonsor et al.,
2005).

1.2 Estrés térmico en plantas

Las plantas estan constantemente expuestas a diferentes tipos de estrés abidtico,
uno de los cuales es el estrés térmico en condiciones no controladas. Es importante
mencionar que las altas temperaturas son un factor de estrés importante que afecta
negativamente el crecimiento de las plantas y la productividad de los cultivos
(Yoshida et al., 2011). Para poder superar el estrés térmico, los distintos organismos
montan respuestas adaptativas. Por ejemplo, en las plantas existen vias de
sefalizacion para la expresion de proteinas de choque térmico (Charng et al., 2007).
Estas son chaperonas moleculares encargadas de una variedad de procesos
intracelulares, tales como el plegamiento y la modulacion de la actividad de
proteinas, asi como su degradacion y la prevenciéon de agregacion para la
proteccion de los organismos contra el estrés por calor (Charng et al., 2007; Hong
& Vierling, 2000; Su & Li, 2008). Dichas proteinas de choque térmico se acumulan
durante el calentamiento moderado, ademas, su aparicion tiene relacién con la
supervivencia del organismo. Sin embargo, existen relativamente pocos informes
sobre las probables vias de sefializacidon involucradas en la respuesta al choque
térmico, que podrian estar relacionadas en mantener la supervivencia de la planta
(Larkindale & Knight, 2002).

El estrés abidtico por bajas temperaturas se clasifica como estrés por frio
(temperaturas entre 0°C y 15°C) o estrés por congelacion (temperaturas por debajo
0°C). Las plantas de climas templados han desarrollado un ajuste fisiolégico llamado

£

“aclimatacion al frio” (Ponce-Pineda et al., 2021). En esta aclimatacién por frio se

adquiere una tolerancia al frio posterior a una exposicion a temperaturas bajas, pero
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sin congelamiento, para lograr la supervivencia en condiciones de congelamiento.
Sin embargo, en el presente proyecto, nos interesa conocer la respuesta a estrés

térmico por altas temperaturas (Ponce-Pineda et al., 2021; Thomashow, 1999).

Existen genes que se inducen por estrés por choque térmico y tienen relacién en la
termotolerancia de la planta. Cuando se acumulan las proteinas de choque térmico
(HSP) se ve reflejado en un mecanismo de respuesta a este tipo de estrés abiotico.
Los factores de transcripcion de choque térmico (HSF) son los encargados de
regular la expresion de genes inducibles por choque térmico, incluidas las HSP.
Estos factores de transcripcién reconocen secuencias consenso “nGAAnnTTCn” o
‘nTTCnnGAAN”. En las plantas, existen muchos HSF y se ha demostrado que
forman redes complejas de regulacion. En el caso de Arabidopsis existen descritos
21 HSF. Los HSF se dividen en tres clases dependiendo de las caracteristicas
estructurales de sus dominios de oligomerizacion. Por ejemplo: clase A que posee
un motivo acido en el extremo C-terminal y funciona como activador transcripcional.
La clase B que tienen un dominio de represion y actiia como represor transcripcional
(Yoshida et al., 2011). En Arabidopsis, Yoshida y colaboradores proponen a HsfAla
y HsfAlb como participantes en la expresion génica de repuesta inmediata en el
choque térmico. Ademas, proponen a HsfA2 y a HsfA3 para prolongar la duracion
de la termotolerancia. El HsfA3 esta regulado por la proteina de union de elementos
responsables de la deshidratacion 2A (DREB2A), el cual es un factor de
transcripcion que activa la expresion de genes sensibles a sequia y a choque
térmico (Yoshida et al., 2011).

A su vez, las plantas también pueden presentar una termotolerancia adquirida, la
cual es la capacidad de hacer frente a altas temperaturas letales después de un
periodo de aclimatacion en condiciones de temperaturas subletales. Este fendbmeno
se presenta en forma adicional de su termotolerancia basal (Chen et al., 2006; Hong
& Vierling, 2000; Song et al., 2012). Es importante destacar que ambos procesos
son diferentes, pues la termotolerancia basal se puede definir como la capacidad
innata para sobrevivir en presencia de temperaturas superiores a las 6ptimas (Silva-

Correia et al., 2014). Lo anterior permite a las plantas adquirir termotolerancia y
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mantener su crecimiento y desarrollo 6ptimo (Hong & Vierling, 2000). En el caso de
las temperaturas bajas, las plantas también han desarrollado diferentes
mecanismos para percibir los cambios de su entorno y activar respuestas de

defensa/adaptacion rapidas y a largo plazo.

La termotolerancia adquirida se adquiere por la exposicién a temperaturas altas
breves pero subletales o por aumentos graduales hasta niveles letales, como
sucede en condiciones naturales (Silva-Correia et al., 2014; Song et al., 2012).

Para poder evaluar la tolerancia al calor, existen protocolos bien definidos o
estandarizados que permiten monitorear cambios en tejidos vegetales posteriores
a un estrés térmico. En otras palabras, diferentes laboratorios han desarrollado
ensayos para evaluar la respuesta a diferentes temperaturas. Por ejemplo, es
comun encontrar mediciones de viabilidad, germinacion, contenido de clorofila en
los cotiledones. En estructuras como raices, tallos, hipocétilos es posible medir la
fuga de iones, acumulacion de TBARS y diversas actividades enzimaticas (Silva-
Correia et al., 2014; Song et al., 2012; Su & Li, 2008). Aunque existen muchos
estudios con semillas, éstos se restringen a su germinacion. Sin embargo, se
pueden hacer evaluaciones tanto en plantulas tempranas (2.5 dias a 10 dias) como
plantulas tardias (10-25 dias) (Silva-Correia et al., 2014).

En condiciones de expresion de proteinas de choque térmico, se han descrito una
gran cantidad de cambios en los niveles de segundos mensajeros, entre los cuales
destacan: Ca?*, el acido salicilico (SA), el acido abscisico (ABA) y el etileno, entre
otros (Knight, 1999; Larkindale & Knight, 2002; Sanders et al., 1999). Existen
estudios en los que se han descrito cambios transitorios de Ca?" en plantas de
tabaco al ser expuestas a tratamientos térmicos (Larkindale & Knight, 2002).
Ademas, en plantas como el maiz (Zea mays) y A. thaliana se observé que en
presencia de inhibidores de la calmodulina (proteina reguladora de la sefalizacion
de calcio) y de sefializacion de Ca?* se limita la supervivencia y se aumenta la fuga
de electrolitos de las membranas después de ser sometida al estrés térmico (Gong
et al., 1997; Larkindale & Knight, 2002). Otro factor de estrés abiético en plantas la

deshidratacion. Las plantas sufren deshidratacién en condiciones de alta salinidad
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y/o sequia, asi como en presencia de temperaturas elevadas. Esto a su vez causa
estrés hiperosmoético caracterizado por una disminucién de la presion de turgencia
y pérdida de agua. La deshidratacion desencadena la biosintesis de ABA, el cual es
considerado una hormona que ocasiona cambios para contrarrestar las condiciones

de estrés (Boudsocq & Lauriere, 2005).

1.3 La metabolémica y su importancia para la comprension de la
fisiologia vegetal

Los analisis del perfil de metabolitos son disefiados para cuantificar en forma relativa
una serie de moléculas relacionadas con procesos anabdlicos y catabdlicos a partir
de muestras bioldgicas. Por lo general, las muestras estudiadas pertenecen a
tejidos o células animales, vegetales o incluso de microorganismos bajo condiciones
control o de estudio (Fiehn, 2006). Esto permite una mejor comprension de las redes
bioguimicas mediante un andlisis sistematico y completo del metabolismo. (Fiehn,
2008; Martino et al., 2022).

La metabolomica representa una técnica avanzada que permite obtener datos sobre
la concentracion de cientos de metabolitos en células, tejidos o en organismos
completos. Esta subdisciplina de la bioquimica se apoya en metodologias analiticas
basadas en Resonancia Magnética Nuclear, cromatografia de gases acoplada a
masas (CG-MS), espectrometria de masas (MS) de infusion directa (FIA-MS) o
cromatografia de liquidos acoplada a masas (LC-MS). Cada una de estas técnicas
tienen ventajas y desventajas, dependiendo del conjunto de metabolitos a evaluar,
asi como de la velocidad de andlisis, selectividad, sensibilidad, robustez y
repetibilidad (Grata et al., 2008).

La CG-MS es una alternativa poderosa, ademas de ser una de las herramientas
mas utilizadas para perfilar metabolitos primarios y secundarios en especies
vegetales y no vegetales. Esto facilita la caracterizacion de funciones genéticas y/o
la comprensién de los sistemas celulares en distintos organismos, como las plantas
(Fiehn, 2008; Fukushima et al., 2011; Lytovchenko et al., 2009; Wang et al., 2015).
Esta técnica es ideal para identificar y cuantificar metabolitos moleculares pequefios

(<650 Daltones). Por ejemplo, &cidos organicos, alcoholes, aminoacidos, azlcares,
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acidos grasos, esteroles, catecolaminas, farmacos y toxinas (Fiehn, 2016). La
técnica de CG-MS facilita la identificacién y cuantificacién robusta de cientos de
metabolitos en un extracto de plantas, dando un amplio panorama de las vias
centrales del metabolismo primario (Lisec et al., 2006).

La metabolémica ha sido exitosamente acoplada a herramientas bioinformaticas
gue permiten agrupar metabolitos detectados en mayor o menor proporcién con
respecto a un control, en funcién de sus caracteristicas quimicas (carbohidratos,
aminoacidos, alfa cetoacidos, etc.) e incluso permite trazar vias metabdlicas
utilizando metabolitos marcados con is6topos radioactivos o estables (Martino et al.,
2022). Los cambios en el metaboloma son muy evidentes cuando existen
fluctuaciones fisiopatolégicas en las condiciones bioldgicas. Dichos cambios son los
gue nos dan informacién sobre el sistema estudiado. Por ejemplo, dos plantas en
un mismo fondo genético, pero sometidas a distintas condiciones ambientales
(Kusano et al., 2007).

Actualmente se han realizado muchas mejoras para la identificacion del perfil de
metabolitos de distintas plantas, con el fin de abordar problemas bioldgicos. En la
agricultura se ha implementado esta herramienta con distintos fines. Por ejemplo,
en el entendimiento del modo de accion de herbicidas en plantulas de cebada, el
estudio de las etapas de maduracion del fruto del tomate, asi como en la
identificacion de genotipos de plantas modelo, como A. thaliana (Roessner-Tunali
et al., 2003). Es importante destacar que el metabolismo es muy extenso y esta
orquestado por muchos componentes a su vez. Por ejemplo, hay procesos
metabdlicos de sistemas vegetales que dependen de la regulaciéon y transporte de
cationes como el Ca?* en la mitocondria (Larkindale & Knight, 2002; Lee et al.,
2021).

1.4 Las mitocondrias en plantas: estructuray funciones

Las mitocondrias son organulos que han sido ampliamente estudiados en los
distintos eucariontes. Sus origenes son tema de multiples estudios, pero el gran
consenso indica que estos organulos se originaron a partir de un proceso de

endosimbiosis entre una célula eucarionte ancestral y una alfa-proteo bacteria
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(Raval et al., 2022; Sagan, 1967). En cada organismo perteneciente al dominio
eucarionte, las mitocondrias presentan mdltiples similitudes que facilitan su
deteccion y estudio. En las plantas, las mitocondrias forman estructuras no
reticuladas con morfologia reminiscente de su probable pasado bacteriano. Miden
entre 1 y 4 um de longitud y se asocian firmemente a los cloroplastos (Fig. 1)
(Oikawa et al., 2021).

Citrina Clorofila Campo claro Sobrelapamiento

Figura 1. Forma y asociacion mitocondrial. En plantas, las mitocondrias no forman estructuras
reticuladas (verde) y asemejan bacterias intracelulares que interaccionan con los cloroplastos
(morado). Imagen tomada de un protoplasto aislado de A. thaliana con sobreexpresion de la
proteina citrine con localizacién mitocondrial. Imagen tomada de Oikawa et al., 2021.

Las mitocondrias estan conformadas por una membrana externa y una membrana
interna con un sistema de estructuras proteicas (de Bortoli et al., 2016; Frey &
Mannella, 2000). La membrana externa envuelve por completo a estos organelos y
funciona como frontera exterior. Esta membrana contiene proteinas transportadoras
con multiples funciones. Por ejemplo, proteinas integrales tipo barril § que forman
canales poco selectivos -que permiten el transporte de moléculas menores a 5 kDa-
con una ligera preferencia aniénica como el canal de aniones dependiente de voltaje
(VDACL1). Entre las demas funciones de VDAC1 se encuentra el transporte de
nucleotidos (ATP/ADP y NADH/NAD) y metabolitos (el piruvato, el malato y el
succinato). Tiene la capacidad de transportar iones metélicos como el Ca?*, el Mg?*
y Zn?*. (Shoshan-Barmatz et al., 2019). La membrana interna se sitGa en algunos
puntos en forma paralela a la membrana externa. En otros presenta pliegues
profundos o invaginaciones llamadas crestas mitocondriales que pueden estar
ramificadas o fusionadas (Frey & Mannella, 2000; Plecita-Hlavata & Jezek, 2016).

La ultramorfologia de las crestas mitocondriales refleja varios estados metabdlicos,
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fisioldgicos y patologicos (Plecita-Hlavata & Jezek, 2016). Embebidas en las crestas
se encuentran las proteinas de la cadena respiratoria, la succinato deshidrogenasa
del ciclo de Krebs, fosfolipidos como la cardiolipina y la ATP sintasa, entre otras
proteinas. Esta membrana es altamente impermeable, por lo que requiere de
transportadores y especificos para que ciertas moléculas y iones tengan acceso a
la matriz mitocondrial (Gutiérrez-Aguilar y Baines, 2013). Dicho lo anterior, es
importante destacar que la composicion y organizacion de la membrana interna es

la clave para la actividad bioenergética mitocondrial.

Un aumento en el almacenamiento de Ca?* en las mitocondrias se ha relacionado
con el colapso en multiples funciones de estos organulos, ademas de la posterior
permeabilizacion de la membrana interna generando lesion celular y tisular
(Nakagawa et al., 2005). Otro factor importante que puede ocasionar esta
acumulacion de Ca?* es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ya
gue hay evidencia de que existe una sinergia con el aumento en la concentracion
de Ca?* (Csordas et al., 2013a). En otras palabras, si la concentracion de Ca?*
citoplasmico y mitocondrial aumentan repentinamente, se compromete la integridad
de la funcién mitocondrial, la cual podria desencadenar en la muerte celular
(Plovanich et al., 2013; Uribe-Carvajal et al., 2011). Existe evidencia que indica que,
en condiciones de sobrecarga de Ca?" en la matriz mitocondrial y otros factores
como el estrés oxidante, se activa un poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (Bround et al., 2020). La apertura de este poro ocasiona un colapso en
el potencial de la membrana mitocondrial (A¥Wm) y un posterior hinchamiento de los
organelos y la ruptura de la membrana externa (Baines y Gutiérrez-Aguilar, 2018;
Csordas et al.,, 2013a; Nakagawa et al., 2005). El potencial de la membrana
mitocondrial (AW) se genera por las bombas de protones provenientes de los
complejos I, lll y IV de la cadena transportadora de electrones. EI AW es un
componente esencial en el almacenamiento de la energia. Los niveles de ATP y de
AWm mantienen estable a la célula aun con pequefas fluctuaciones limitadas
reflejado de la fisiologia normal. Los cambios en el AWYm y niveles de ATP pueden
ser perjudiciales, pues un desequilibrio ocasiona la pérdida de la viabilidad celular
(Mitchell, 1966; Zorova et al., 2018).
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Sin embargo, se conoce muy poco sobre cémo es que las plantas pueden tener
una estructura de esta naturaleza y cémo es que el Ca?* ingresa a las mitocondrias
de estos organismos (Gutiérrez-Aguilar, 2020). Al respecto, De Col y colegas han
reportado que el transporte mitocondrial de Ca?* es considerablemente lento en
mitocondrias aisladas de Pisum sativum (de Col et al., 2018). Sin embargo, al
adicionar el ion6foro de calcio ETH129 (transportador de ion6foro de calcio 1), la
entrada de Ca?* presenta similitudes con la registrada en mitocondrias de
mamiferos. En paralelo, se han descubierto proteinas de membrana interna
mitocondrial que reconocen e interaccionan con iones Ca?*, como la proteina EF-
hand LETM1 (Proteina transmembranal 1 que contiene “zipper” de leucina y dominio
de mano EF) (Zhang et al., 2012), la proteina similar a la calmodulina (CML30)
(Chigrietal., 2012) y un receptor ionotropico a (De Bortoli et al., 2016). Actualmente,
con el desarrollo de nuevas tecnologias es posible mapear los sitios donde existe
una probabilidad alta de encontrar dominios con capacidad de unién a Ca?* (Wagner
et al., 2015; C. Wang, Baradaran, et al., 2020).

1.5 El uniportador de calcio mitocondrial

En diversas especies se ha documentado la existencia de un transportador selectivo
de Ca?* reportado como el complejo Uniportador de Calcio Mitocondrial (MCU) (Bick
et al.,, 2012a; Feno et al., 2021). Algunas caracteristicas del transporte de Ca?*

mitocondrial mediado por MCU en mamiferos son:

1) Mecanismo de transporte electroforético y selectivo.
2) Sensibilidad al rojo de rutenio y derivados.

3) Dependencia del potencial transmembranal (AW).

En los mamiferos, el complejo MCU es un canal altamente selectivo, ubicado en la
membrana interna mitocondrial con la capacidad de controlar el flujo de Ca?* hacia
la mitocondria, respondiendo a sefiales citosélicas de Ca?* y participando en la
regulacion del metabolismo celular (Feno et al., 2021). En mamiferos, MCU se
activa cuando la concentraciéon de Ca?* citosélico alcanza un umbral de 0.4 -3 uM.
Esta captacién del ion por el MCU es también impulsada por el potencial eléctrico

de la matriz mitocondrial (~ -180 mV) en relacién con el citosol, establecido por el
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gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La selectividad
antes mencionada requiere una fina regulacién para evitar la sobrecarga de Ca?*
mitocondrial, manteniendo asi la fuerza protén-motriz utilizada para la generacién
de ATP (Wang, Baradaran, et al., 2020).

En mamiferos, las subunidades encargadas de codificar el poro de transporte
mediado por MCUc son las subunidades “canal” MCU y MCUb. La primera
subunidad forma oligbmeros (tetrameros) en la membrana mitocondrial interna,
interactuando con las subunidades reguladoras MICU1, MICU2 y EMRE que residen
dentro de un complejo de gran peso molecular y es un conocido activador del
transporte de Ca?* (Fig. 2) (Baughman et al., 2011; Oxenoid et al., 2016; Paillard et
al., 2018; Wagner et al., 2015). Tanto MCU, como MICU1 y MICUZ2 residen dentro
del complejo multiprotéico, el cual es tejido-dependiente, y estabilizan de forma
cruzada la expresion proteica de cada subunidad formadora del complejo (Paillard
et al., 2018; Plovanich et al., 2013). El gen de MICU1 es parte de una familia de
genes duplicados encontrados en metazoarios, plantas, protozoarios y algunos
hongos (Bick et al., 2012a). La subunidad MICU se encuentra asociada a MCU del
lado del espacio intermembranal mitocondrial y, debido a que contiene motivos de
mano EF en su estructura, tiene la capacidad de detectar cambios en la
concentracion de Ca?* -pues en condiciones de reposo- la concentracion del catién
es de aproximadamente 100 nm. Es decir, a esa concentracion mantendra

bloqueado el transporte del cation a través del canal (Wang, Jacewicz, et al., 2020).
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Dominio de
A MiCu2 interaccién con

Anillo D de
dominio DIME.

Anillo E de
dominio DIME.

Figura 2. Arquitectura del holocomplejo MCU del escarabajo Tribolium castaneum. En color violeta
se representa un ion Ca?* entrando en la cavidad o poro formado por el anillo D. En la imagen se
pueden apreciar las subunidades reguladoras MICU y EMRE, las cuales interaccionan con MCU,

ademas de la zona donde pasa el cation (gris). Imagen tomada de Wang et al, 2020.

Estructuralmente, MCU se compone de dos dominios transmembranales (TM1 y
TM2) donde los extremos N y C estan expuestos a la matriz mitocondrial. Estos
dominios transmembranales son candidatos a interaccionar con proteinas en el
espacio intermembranal, como por ejemplo con MICU1 (Wang, Jacewicz, et al.,
2020). Con ayuda de estudios bioinformaticos y herramientas de interaccion
molecular se identificé que el dominio con la capacidad de interaccion esta formado
por la secuencia de aminoacidos DIME (DXXE dependiendo de los aminoacidos en
la secuencia variante entre especies, pero con D y E conservadas) localizada en las
posiciones D261 y E264 en mamiferos y que funciona como filtro de selectividad
i6nica (Paillard et al., 2018; Wang, Baradaran, et al., 2020; Wang, Jacewicz, et al.,
2020).

Los residuos D261 y E264 de este motivo forman dos anillos de aminoacidos acidos

gue recubren el poro del canal y pueden coordinar Ca?* a través del H-0 en el medio
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(anillo D) o por interacciones directas (anillo E) (Fig. 2) (Wang, Jacewicz, et al.,
2020). La conformacion del anillo E se estabiliza por residuos conservados en MCU:
triptofano (W) y prolina (P) contiguos a DIME (WDXXEP). El anillo D esta
conformado de aminoacidos &cidos que comprende D261 de cada subunidad y se
localiza por encima del anillo E en el extremo del espacio intermembranal de TM2
(Wang, Baradaran, et al., 2020).

Una vez que se establecié la necesidad de la interaccion entre MICU1 y el dominio
DIME de MCU, se identific6 el dominio de interaccion DIME (DID) en MICUL1,
conformado por las argininas R440 y R443, pues forman un puente salino con el
anillo D de MCU. Estudios realizados por Paillard y colaboradores en el 2018
demostraron que el DID en MICU1 es necesario para controlar el flujo de Ca?*
ademas de controlar la sensibilidad por Rojo de Rutenio (RuRed) al competir por la
interaccion con el dominio DIME de MCU (Paillard et al., 2018). Los experimentos
de Paillard y colaboradores aportaron evidencia molecular que sugiere que el MCU
es sensible a derivados de rutenio a nivel del anillo D del filtro de selectividad de

MCU interaccionando con los aminoacidos DIME (Paillard et al., 2018).

Por lo tanto, en términos generales MICUL interactia con MCU de tres formas
importantes: la dimerizacion con MICU2, la activacion al interaccionar EMRE y con
MCU a traves del DID. Procesos importantes para el control del complejo MCU y a
grandes rasgos, para la supervivencia celular (Paillard et al., 2018; C. Wang,

Jacewicz, et al., 2020).

De acuerdo con algunos autores, al realizar un andlisis filogenético se puede
concluir que la presencia de MCU y MICUL son caracteristicas de las primeras
mitocondrias, ya que es posible encontrar a estas subunidades en todos los taxones
eucariotas principales, con pérdidas especificas entre linajes (Sancak et al., 2013),
e incluso en algunas bacterias (Bick et al., 2012b). Actualmente hay diversos
estudios sobre el papel de MCU y MICU1 en los mamiferos. Sin embargo, en las
plantas solamente existe un estudio publicado sobre el impacto de MICU a nivel

fisiologico (Wagner et al., 2015).
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En plantas, el holocomplejo MCU cuenta con menos proteinas reguladoras
encargadas de establecer el umbral de Ca?" al cual se activa el transporte. Un
ejemplo de esto es la ausencia de la proteina EMRE en plantas (Gutiérrez-Aguilar,
2020). Esto podria explicar las diferencias sustanciales en términos de la cinética
de transporte de Ca?* entre plantas y mamiferos y la generacién de un fenotipo

similar al de plantas en ratones mutantes carentes de la proteina EMRE (Fig. 3).
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Figura 3. Diferencias en el transporte de Ca?* en tubos polinicos permeabilizados de Nicotiana
tabacum vs. mitocondrias aisladas de Mus musculus. (A) El transporte de Ca?* en plantas presenta
caracteristicas cinéticas lentas y es sensible a RuRed. (B) En mitocondrias silvestres de raton
(WT), el transporte de Ca?* es rapido y posteriormente el cation es liberado. En mitocondrias
carentes de la proteina EMRE (EMRE™) el transporte de Ca®* recapitula al observado en modelos
vegetales en términos de su cinética. Imagenes tomadas de Ortiz-Jiménez et al., 2019 (A) y Liu y
cols 2020 (B).

En Arabidopsis thaliana existen 6 isoformas de la proteina MCU las cuales se
expresan diferencialmente. Por ejemplo, el grupo de Szabd ha estudiado dos
isoformas de MCU en A. thaliana, de las cuales una se expresa predominantemente
en raices (AtMCUL1) y otra en cloroplastos (AtMCUG6) (Teardo et al., 2019). Selles y
colaboradores, por otro lado, reportaron la importancia de AtMCU2 en la
germinacién de los tubos polinicos (Selles et al., 2018a). Recientemente, el grupo
de Schwarzlander generd una cepa de A. thaliana mutante carente de las isoformas
AtMCUL, 2 y 3 (Ruberti et al., 2022). Las plantas con esta triple mutacion
presentaron una disminucioén sustancial en el transporte de Ca?* mitocondrial en

raices y mostraron alteraciones en vias de sefializacibn mediadas por acido

24



jasmonico y un fenotipo tigmomorfogénico (modificaciones en el desarrollo). De las
isoformas restantes se desconoce su patrén de expresion y/o funcién ya que no

existen estudios publicados al respecto.

En cuanto a las subunidades reguladoras de la proteina formadora del canal MCU
en A. thaliana, sélo se tiene conocimiento de la interaccién con la proteina
reguladora AtMICU (Wagner et al., 2015). Las plantas carentes de esta proteina
presentan distorsiones en la ultraestructura de sus mitocondrias y defectos en el
transporte de Ca?* a pesar de no presentar un fenotipo obvio en cuanto a la
morfologia macroscépica de las plantas mutantes (Flores-Herrera et al., 2019;
Gutiérrez-Aguilar, 2020; Wagner et al., 2015). Experimentos de nuestro laboratorio
indican que los protoplastos obtenidos de plantas carentes de AtMICU presentan
una velocidad significativamente mayor en la captacion de Ca?* exdégeno (Lopez-
Aquino, 2021). Adicionalmente se ha visto que las plantas mutantes son mas
sensibles a periodos de estrés bidtico y por estas razones, en el presente trabajo de

tesis se decidio estudiar mas a fondo las plantas carentes de AtMICU.

2. Hipotesis

Si la eliminacion de la subunidad reguladora del complejo uniportador de calcio
mitocondrial AtMICU altera la dindmica de transporte de Ca?* mitocondrial, entonces
las plantas carentes de esta proteina presentaran cambios fenotipicos significativos

en condiciones basales o0 en respuesta a estrés abiotico.

3. Objetivo general

e Determinar los efectos de la manipulacién genética de la subunidad
reguladora AtMICU en la planta A. thaliana utilizando analisis fenotipicos,

metabdlicos y computacionales.
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3.1 Objetivos particulares

4.

Evaluar diferencias fenotipicas entre el ecotipo silvestre y mutante carente
de AtMICU de A. thaliana.

Evaluar si las mitocondrias de la cepa silvestre y mutante de AtMICU
(AtMICU-KO) mantienen un potencial de membrana estable.

Determinar la velocidad de transporte de Ca?* en mitocondrias purificadas de
ambas cepas.

Evaluar la diferencia de crecimiento entre el ecotipo silvestre y mutante
carente de AtMICU de A. thaliana en condiciones de estratificacion en frio de
semillas.

Determinar probables diferencias en el metaboloma de hojas de la cepa Col-
0 con respecto a la cepa AtMICU.

Modelar con ayuda de herramientas bioinformaticas las subunidades que
comprenden el holocomplejo de AtMCU1: monomero de AtMICU y oligébmero
de AtMCUL.

Modelar con ayuda de herramientas bioinforméaticas el holocomplejo MCU de
A. thaliana.

Obtener un modelo del holocomplejo de AtMCU que permita estudiar la

dinamica de transporte de Ca?* en presencia y ausencia de AtMICU.

Materiales y métodos

4.1 Material vegetal

Se utilizaron plantas de A. thaliana del ecotipo Col-0 proporcionada amablemente

por la Dra. Sobeida Sanchez Nieto de la Facultad de Quimica, UNAM y la planta del

mismo ecotipo, mutante isogénica carente del gen AT4G32060 que codifica para la
proteina AtMICU (AtMICU) obtenida del Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC) de la Ohio State University con el codigo de germoplasma SALK _064052C.

Los genotipos de ambas cepas fueron confirmados por PCR usando
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oligonucledtidos especificos y en condiciones descritas en la literatura (Wagner et
al., 2015).

Las semillas se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 5 % y
Tween-20 al 0.1 % durante 10 minutos, se realizaron 3 lavados con agua estéril y
se sembraron en placas Petri con medio MS, al 2 % de agar y suplementado con 2
% de sacarosa durante 3 a 4 semanas, transfiriendo a una camara de crecimiento

a 22 £ 0.5 °C con fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad.

Las plantulas se cultivaron en una mezcla 3:1:1 en Sunshine mix #3, agrolita y
vermiculita (Pedroza-Garcia et al., 2014). Se realizdé un seguimiento diario de los

germinados para evitar la presencia de contaminantes.

4.2 Pruebas de estratificacion en frio

Para determinar el efecto de la estratificacion en frio en el crecimiento de raices de
ambas cepas, se siguidé el mismo procedimiento anteriormente descrito para su
siembra en medio MS. Posteriormente se colocaron las cajas en refrigeracion (4°C)
durante la noche. Al terminar el periodo en frio, se transfirieron a una camara de

crecimiento a 22 = 0.5 °C con fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad.

Las cajas fueron monitoreadas durante dos semanas para evitar la presencia de
contaminantes y se tomaron muestreos fotograficos para poder evaluar la longitud

de las raices usando el software FIJI (“Fiji Is Just ImageJ”).

4.3 Tincién de hojas con JC-1.

Una vez que las hojas de A. thaliana de la cepa Col-0 y AtMICU contaban con 3
semanas de edad posterior a su trasplante en sustrato, agrolita y vermiculita, se
tomé una hoja verdadera de aproximadamente 0.5 cm. Con ayuda de cinta
adhesiva, se removié la epidermis con sumo cuidado. La cinta adhesiva que
contiene el mesdfilo (verde oscuro), se introdujo en un microtubo con 1 mL de
amortiguador para tincién de hojas (330 mM Manitol, 0.1 Mm EDTA, 1 mM KH2PO4,
10 mM Tris pH 6.8), con la finalidad de mantenerla en solucion. Posteriormente se
adiciond el fluorocromo JC-1 hasta tener una concentracién final de 20 uM. Se

colocaron los tubos abiertos en una camara de vacio durante 1 minuto, para
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después ser trasladados a agitacion a 60 rpm durante 30 minutos, ambos periodos
en ausencia de luz (Flores-Herrera et al., 2021).

Transcurrido ese tiempo y con cuidado de no dafar la hoja, se realizaron lavados
sucesivos con el mismo amortiguador para tincion de hojas hasta remover o mas
posible del fluorocromo. Una vez limpia la muestra, se adicionaron 100 pL de
perfluorodecalina (PFD) y se dej6é en reposo durante 3 minutos. Con pinzas, se
colocaron los mesdfilos en portaobjetos y se recubrieron con PFD, se taparon con
un cubreobjetos y sellaron con barniz de ufias, asegurando no dejar burbujas de

aire en el interior.

Las muestras fueron observadas en un microscopio confocal, usando una fuente de
luz de excitacion a 488 nm y registrando cambios en la emision a 530nm para
mitocondrias que no tienen un AY estable y 590 nm para mitocondrias con un AY

estable (Flores-Herrera et al., 2021).

4.4 Aislamiento de mitocondrias.

Se utilizaron hojas de plantas de A. thaliana de la cepa Col-0 y AtMICU de 3
semanas de edad posterior a su traslado a sustrato, vermiculita y agrolita. Todo el
procedimiento descrito a continuacion se hizo a 4°C, tanto en los amortiguadores

como el instrumental utilizado, evitando calentar el material vegetal.

Se cortaron 0.5 g de hojas verdaderas. Se trasladaron a un mortero y se adiciono 3
mL de amortiguador de homogeneizacion (0.3 M manitol, 60 mM tris, 10 mM EDTA,
10 mM KH2PO4, 1 mM glicina, 50 mM ascorbato de sodio, pH-(KOH) 8.0 y 1 mM
PMSF) y se trituraron hasta obtener una mezcla. El extracto se filtr6 con tela
Miracloth y se centrifugd a 2500 g durante 5 minutos a 4°C, con la finalidad de
remover los cloroplastos y los tilacoides. El sobrenadante fue transferido a nuevos
microtubos y centrifugados a 15000 g por 15 minutos. El precipitado obtenido fue
resuspendido en amortiguador de lavado A (0.3 M manitol, 20 mM Tris, 2mM EDTA,
10 mM KH2PO4, pH-(KOH) 7.5) y centrifugado a 15000 g durante 15 minutos.
Posteriormente se removio el sobrenadante y se realizé un segundo lavado con
amortiguador de lavado B (0.3 M manitol, 20 mM Tris, 10 mM KH2PO4, pH-(KOH)
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7.5) y concentrado en un solo tubo, se centrifug6 a 15000 g por 15 minutos y el
precipitado obtenido se resuspendio en 100 pL de amortiguador de lavado B. Se

determiné su concentracién en un equipo BioDrop® en A280 nm.

4.5 Ensayos de transporte de Ca?" en mitocondrias.

Para evaluar el transporte de Ca?* en mitocondrias, se utilizé6 un método cuantitativo
utilizando la sonda Calcium Green-5N mediante la deteccion de cambios en la
fluorescencia con un mini fluorbmetro Go Direct® SpectroVis® Plus
Spectrophotometer (Vernier Software & Technology) ajustado a 530 nm (Gutiérrez-
Aguilar et al., 2014).

En una celda de plastico en agitacion constante se adicionaron c. b. p. 1000 L de
amortiguador de lavado B, 4 mM glutamato, 100 ug de mitocondrias previamente
aisladas, 2 uM Calcium Green-5N y se corrio el ensayo. Una vez estabilizado, a los
200 segundos se adicion6 100 uM CaCl.. Finalmente, a los 3000 segundos se

detuvo el ensayo y se capturaron los datos obtenidos para su posterior tratamiento.

4.6 Pruebas de estrés térmico en plantulas.

Posterior al lavado y siembra de semillas en cajas de Petri con medio MS adicionado
con sacarosa al 1 %, se sometieron 4 cajas divididas a la mitad, con A. thaliana Col-

0 y AtMICU de una semana de edad a distintos retos de estrés térmico:

Grupo 1: Caja con plantulas Col-0 y AtMICU a 37°C durante 3 horas en ausencia de

luz.

Grupo 2: Caja con plantulas Col-0 y AtMICU a 45°C durante 2 horas en ausencia de

luz.

Grupo 3: Caja con plantulas Col-0 y AtMICU a 37°C durante 3 horas en ausencia de
luz + 30 minutos a 22°C en presencia de luz + 45 °C por 2 horas en ausencia de

luz.

Grupo 4: Caja control con plantulas Col-0 y AtMICU a 22°C.
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Una vez sometidas a reto de estrés térmico, las plantulas fueron incubadas en
condiciones normales (22 £ 0.5 °C) con un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas
de oscuridad, para ser monitoreadas durante 7 dias con muestreo fotogréfico y
evaluar la longitud de las raices usando el software FIJI.

4.7 Extraccion de metabolitos de hojas.

Se utilizaron hojas de plantas de A. thaliana estratificadas de la cepa Col-0 y AtMICU
de 3 semanas de edad posterior a su traslado a sustrato con vermiculita y agrolita.
Todo el procedimiento descrito a continuacién se hizo en frio, cuidando mantener la
mezcla de disolventes MeOH: HO (4:1 v/v) y el instrumental a -20°C antes de ser

utilizado.

Se cortaron 0.16 g de hojas de ambas cepas por ensayo y por separado,
posteriormente se trituraron en un mortero, adicionando 2 mL de la mezcla MeOH:
H20, se trasladaron a microtubos y centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos.
El sobrenadante obtenido fue trasladado a nuevos microtubos frios y conservados
a -70°C hasta su tratamiento. El tratamiento que corresponde a CG-MS fue
realizado en colaboracion con el Dr. José Carlos Paez en la Red de Apoyo a la
Investigacion (RAI) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran (Paez-Franco et al., 2022).

4.8 Analisis estructural bioinformatico de MCU y MICU.

Se obtuvo la secuencia correspondiente al gen AtMCU que codifica para MCU
descrita en A. thaliana, con el cédigo AT1G09575 o ID 837484. Con ayuda de
distintos servidores para distintos fines, se construyé un modelo probable de la

estructura terciaria para AtMCU, los cuales fueron:

e Modelado por homologia: Servidor SWISS-MODEL

https://swissmodel.expasy.orqg/

e Modelo por enhebrado de proteinas: servidor |I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) de la Universidad de
Michigan.
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e Modelado ab Initio: Servidor RaptorX

http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/

e Herramientas suplementarias para la construccion de las secciones de
carboxilo terminal: Servidor GalaxyWEB/GalaxyHomomer
https://galaxy.seoklab.org/cqgi-bin/submit.cqi?type=HOMOMER

e Visualizacién de modelos: PyMOL Molecular Graphics System.

4.9 Comparacion de estructura secundaria por consenso.

Con ayuda de las siguientes plataformas se realizé un analisis de estructura

secundaria, con la que se obtuvo un modelo consenso:

Jufo9D (http://www.meilerlab.org/index.php/servers/show?s id=5),

GOR (http://cib.cf.ocha.ac.jp/ bitool/GORY/),

Porter (http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/quickhelp.html),

PredictPROTEIN (https://predictprotein.orqg/),

PSIPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/),

Scratch (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/),

Scratch8 (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/),

MINNOU (https://minnou.cchmc.org/),

SABLE (https://sable.cchmc.org/),

CFSSP (http://www.biogem.org/tool/chou-fasman/),

I-TASSER (https://zhanglab.dcmb.med.umich. edu/I-TASSER/),

HNNC, SOPM, DSC, SIMPA96, MLRC, PHD, PREDATOR y DPM (Double
Prediction Method) fueron obtenidos de la misma pagina (https:/npsa-

prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/ NPSA/npsa seccons.html).
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4.10 Analisis estadistico

Para comparar dos condiciones experimentales, se utilizaron pruebas t de Student.
Para evaluar el efecto de variables fisicas y genéticas, se utilizaron andlisis de
varianza (ANOVA). En este ultimo caso, las probables diferencias estadisticas se
obtuvieron por multiples comparaciones utilizando el test de Tukey. Para los andlisis
tipo mapa de calor, de componentes principales y de cimulos jerarquicos, los datos
fueron normalizados. Estos fueron procesados utilizando los programas
Metaboanalyst 4.0 y Origin 7 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). Para
todos los experimentos se consideré un valor de p<0.05 como indicativo de

significancia.

5. Resultados

5.1 Crecimiento de la cepa Col-0 y AtMICU.

Para corroborar estudios previos sobre el efecto de la ausencia de la proteina
AtMICU en las plantas, se decidi6 crecer A. thaliana. Al cumplir 3 semanas de edad

posteriores a su traslado a un sustrato con agrolita y vermiculita no se observaron

diferencias morfoldgicas en el tamafio, color o forma de las hojas entre las cepas
Col-0 y AtMICU (Fig. 4).

Figura 4. Comparacion fenotipica entre las cepas Col-0 y AtMICU. Las plantas Col-0 y AtMICU-KO
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presentan el mismo fenotipo a las 3 semanas de edad posterior a ser trasladadas a sustrato con

agrolita y vermiculita.

Los resultados de la Fig. 4 demuestran que las plantas Col-0 y AtMICU presentan

caracteristicas morfologicas similares a las reportadas por Wagner y cols., 2015.

5.2 Determinacion del AW en mitocondrias de la cepa AtMICU

Para conocer si existian diferencias en el estado del potencial de la membrana
mitocondrial in situ, entre las plantas silvestres y las mutantes que carecen de
AtMICU, se utilizé una adaptacion a metodologias existentes en las que se emplea
un agente de infiltracion llamado PFD. Esto con el objetivo de mejorar las imagenes
del mesoéfilo al microscopio sin dafar el tejido, aunado a la mejora de la resolucion
de la imagen obtenida (Flores-Herrera et al., 2021; Littlejohn et al., 2010; Littlejohn
& Love, 2012).

Ademas, se empled la sonda cationica JC-1, que actua como indicador del grado
de polarizacion de las mitocondrias. Cuando el JC-1 forma agregados emite a una
longitud de 590 nm (color rojo), indicando que las mitocondrias cuentan con un AY
estable. Por otro lado, si no se forman agregados, emite una sefal a 527 nm (verde)

indicando que las mitocondrias ya no tienen un AY estable.

Al observar el mesofilo de hojas de A. thaliana de la cepa Col-0 al microscopio de
fluorescencia (Fig. 5), se ven corpusculos que emiten a 590 nm adyacentes a los
cloroplastos (de mayor tamafo), lo que indica que las mitocondrias de las plantas
Col-0 tiene un potencial transmembranal. Por otro lado, al observar el mesofilo de
hojas de A. thaliana de la cepa AtMICU fueron localizados los mismos corpusculos,
indicando que presentan un potencial de membrana elevado y estable (Fig. 5). Lo

cual no habia sido reportado por Wagner y colaboradores.
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Col-0 AtMICU

Figura 5. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial en las cepas Col-0 y AtMICU. La
epidermis de las hojas Col-0 presenta corpulsculos rojos de dimensiones consistentes con las de
mitocondrias al adicionar la sonda catiénica JC-1, adyacentes a los cloroplastos. N=2.

5.3 Evaluacion del transporte de calcio en mitocondrias aisladas.

Para la comparacion del transporte de calcio in vitro, se llevaron a cabo ensayos de
transporte de Ca?* usando la sonda Calcium Green-5N sobre las mitocondrias
aisladas de las plantas control y las mutantes AtMICU (Flores-Herrera et al., 2019).
El Calcium Green 5N incrementa su emision al ser irradiado con luz a 500 nm en
presencia de Ca?*. Su constante de afinidad por el catiéon divalente es ~4.3 uM
(Rajdev & Reynolds, 1993). En forma adicional, este compuesto no es permeable a
través de membranas y por esta razén permite medir cambios en la presencia de
Ca?* asociados a su transporte a través de compartimentos subcelulares.
Inicialmente se observé una linea basal en los primeros 300 s. Posteriormente se
adiciono un pulso de 100 uM CaCl> y se observé un aumento en la sefial de
fluorescencia, indicando que el Calcium Green-5N se esta uniendo a Ca?*. Al seguir
monitoreando el comportamiento de la preparacion, se observo que la fluorescencia
disminuyé con respecto al tiempo, lo que indic6 que el cation se estaba

internalizando en las mitocondrias.

Al comparar las pendientes de ambos patrones de transporte con sus respectivos
replicados (N=3), se observa que en la cepa AtMICU hay un aparente incremento
en la velocidad de transporte del cation con respecto a la cepa Col-0, por lo que la

carencia de AtMICU si tiene un efecto en el transporte de Ca?* (Fig. 6).
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Figura 6. Transporte de Ca?* a mitocondrias aisladas de A. thaliana. El transporte de Ca?* a la
mitocondria es mayor en la cepa AtMICU con respecto a la cepa Col-0. N=3.

5.4 Crecimiento de A. thaliana en condiciones de estratificacion y no

estratificacion.

Para determinar si alguna condicion estresante podria modificar el fenotipo de las
plantas mutantes en AtMICU se evalué el crecimiento de raices en A. thaliana del
ecotipo Col-0 y la cepa carente de AtMICU durante 14 dias. Se observo que las
plantas carentes de AtMICU germinaron y crecieron mas rapido que su contraparte

isogénica Col-0 sin estratificacion (Fig. 7).

AtMICUKO

Figura 7. Crecimiento de raices de cepa Col-0 y carente de AtMICU sin estratificacion (izquierda) y
con un periodo de estratificacion a 4°C durante 72 h (derecha) de A. thaliana.
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La posterior cuantificacion de la longitud de la raiz principal de las plantulas de los
dos genotipos crecidas bajo las dos condiciones detalladas anteriormente y usando
el software FIJI, arrojo diferencias significativas en los tamafios de las raices (Fig.
8). Especificamente se observé que las raices de la cepa AtMICU tienen mayor
longitud comparadas con las plantulas Col-0 cuando las semillas no son sometidas
a estratificacion (Fig. 7). Sin embargo, al estratificar las semillas (4°C) durante 72 h,
se modifico el fenotipo observando que las raices de la cepa AtMICU presentaron

un crecimiento significativamente menor al de las raices control (Fig. 8).
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Figura 8. Cuantificacién del tamafio relativo de las raices de ambas cepas de A. thaliana (Col-0 y
AtMICUKO) en condiciones de estratificacion y no estratificacion. Los experimentos fueron llevados
a cabo con entre 5y 6 replicados biolégicos midiendo entre 5y 10 raices por cada genotipo y
condicion. El * denota un valor de significancia (p<0.05) con respecto al control Col-0 usando
pruebas de t de Student.

5.5 Exposicidn a estrés por calor en plantulas de A. thaliana.

Una vez detectadas las caracteristicas fenotipicas en las raices anteriormente
descritas y registradas las marcadas diferencias en el desarrollo durante la
estratificacion, se propuso estudiar el desarrollo de las raices primarias posterior al
tratamiento con tres tipos de estimulos: Aclimatacién, estrés térmico y la

combinacién de los dos anteriores. Para poder evaluar esto, se partié de plantulas
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de semillas que fueron previamente sembradas en agar MS y estratificadas en las

condiciones antes mencionadas.

En cada experimento se utilizaron 4 cajas de semillas correspondientes a las
condiciones control (22°C), aclimatacion (37°C/3h en oscuridad), estrés térmico
(45°C/2h en oscuridad) y la combinacién de ambas con un periodo de 30 minutos a
condiciones normales entre ambas condiciones (37°C/3h oscuridad + 22°C/30 min
+ 45°C/2h oscuridad). Posterior a 7 dias de observacion, se compararon los
crecimientos de raices midiendo su longitud con el software FIJI, en el que pudimos
observar que, aunque la cepa AtMICU presenta un mayor crecimiento en
condiciones control, éste se ve afectado al ser sometido a temperaturas elevadas,

ya sea la temperatura de aclimatacion como la de reto a estrés térmico (Fig. 9).

Al comparar individualmente las condiciones a las que fueron sometidas las
plantulas, se observo que cuando éstas se someten a un periodo de aclimatacion y
posteriormente a condiciones normales, el crecimiento de la cepa Col-0 es similar
al de la cepa mutante. Por otro lado, cuando se someten directamente a periodos
de estrés térmico (45°C) el crecimiento se ve afectado, disminuyendo en ambas
cepas comparado con los controles. Sin embargo, si las plantas primero se
aclimatan y después se exponen al reto de estrés son capaces de amortiguar el
efecto anteriormente descrito y ambos tipos de plantas llegan a presentar mayor
longitud de raices. Ademas, cabe destacar que, en este mismo grupo, la cepa

AtMICU logra un mayor crecimiento que la Col-0.
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Figura 9. Cuantificacion del tamafio relativo de las raices de ambas cepas de A. thaliana (Col-0 y
ATMICU) en condiciones de estratificacion y sometidas a tres distintas condiciones de temperatura:
Control a 22°C, grupo 1 a 37°C durante 3 horas, grupo 2 a 45 °C durante 2 horas y grupo 3 a 37°C

durante 3 horas + 22°C durante 30 minutos + 45°C durante 2 horas. Se midieron entre 5y 15
raices por cada genotipo y condicion.

5.6 Diferencias en el metabolismo de hojas A. thaliana.

Para determinar si la ausencia de MCU afectaba el metaboloma de las plantas se
decidi6 estudiar el perfil metabdlico de hojas de A. thaliana de la cepa Col-0 y
AtMICU, pues probablemente un cambio en el metaboloma podria explicar la
ausencia de fenotipo. Se realiz6 la extraccion de metabolitos de las hojas de ambas
cepas para evaluar sus niveles mediante CG acoplado a MS. De los compuestos
detectados, fue posible cuantificar 48 metabolitos con certeza. Se realiz6 una
comparacion de los metabolitos obtenidos entre las cepas Col-0 y AtMICU y se
normalizaron sus niveles en funcién de una mezcla de metabolitos obtenidos de
ambas cepas. Los resultados fueron agrupados jerarquicamente con ayuda de la
plataforma MetaboAnalyst 4.0, la cual nos permite comparar dos grupos de
poblaciones o tratamientos. Se agruparon usando un mapa de calor o Heatmap y

un PLS-DA (Andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales) (Fig. 10).
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Figura 10. Cambios en el perfil metabolémico de plantas de A. thaliana de la cepa Col-0 versus
AtMICU. A) Mapa de calor obtenido y agrupado de los metabolitos que presentan diferencias
significativas en ambos extractos (Col-0 azul, AtMICU rojo y como control de calidad un pool de
ambos extractos de color verde), se muestran los metabolitos con valores de p<0.05 evaluados por
ANOVA). B) Gréfico de PLS-DA de los metabolitos de ambas cepas, en rojo el grupo de AtMICU y
verde Col-0.

Los resultados muestran diferencias significativas en los niveles de aminoacidos y
carbohidratos entre la cepa AtMICU y Col-0 (Fig. 11), asi como de varios metabolitos
sin identificar ya que el equipo no contaba con estandares para estas moléculas.

Del total de metabolitos que presentaron cambios, fue posible identificar cambios
significativos en 31 analitos (Tabla 1).
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Figura 11. Metabolitos que presentan diferencias entre las cepas AtMICU y Col-0 de A. thaliana.

Al comparar los perfiles metabdlicos en las plantas Col-0 y AtMICU, se observaron

cambios en los niveles de aminoacidos como alanina, leucina, fenilalanina,

glutamato, aspartato, valina, tirosina, prolina, isoleucina, treonina y serina. (Tabla

1). Esto es de primordial relevancia ya que la sintesis de estos aminoacidos requiere

la coordinacion entre el metabolismo mitocondrial y citosdlico (Lee et al., 2021).
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Tabla 1. Metabolitos que presentaron cambios significativos entre hojas de Col-0 y AtMICU.

Metabolito HMDB ID FC log2(FC) | P ajustado | -log10p
8 (Glucopiranosa) - 9.3648 3.2273 | 0.0033515 | 2.4748
Sacarosa HMDBO00258 5.7417 2.5215 | 0.0033515 | 2.4748
Galactosa HMDBO00143 4.974 2.3144 | 0.0033515 | 2.4748
9 (Maltosa) - 4.3527 2.1219 | 0.0033515 | 2.4748
10 (B-Gentiobiosa) - 4.1042 2.0371 | 0.0033515 | 2.4748
Galactinol HMDB05826 | 3.9842 1.9943 | 0.0033515 | 2.4748
11 (Melibiosa) - 3.656 1.8703 | 0.0033515 | 2.4748
Acido tre6nico HMDB00943 | 3.0843 1.625 | 0.0033515 | 2.4748
Leucina HMDBO00687 | 0.48138 | -1.0548 | 0.0033515 | 2.4748
Acido aspartico HMDBO00191 | 0.47858 | -1.0632 | 0.0062967 | 2.2009
Acido estearico HMDBO00827 | 0.47065 | -1.0873 | 0.0033515 | 2.4748
Urea HMDB00294 0.4652 -1.1041 | 0.0033515 | 2.4748
Acido glicélico HMDBO00115 | 0.44709 -1.1614 | 0.0033515 | 2.4748
Tirosina HMDBO00158 | 0.43681 | -1.1949 | 0.012223 | 1.9128
Fenilalanina HMDBO00159 | 0.42438 | -1.2366 | 0.0033515 | 2.4748
Acido citrico HMDBO00094 | 0.38924 | -1.3613 | 0.0062967 | 2.2009
Fitol HMDB02019 | 0.38789 | -1.3663 | 0.0033515 | 2.4748
Acido succinico HMDB00254 | 0.36123 -1.469 | 0.0033515 | 2.4748
GABA HMDBO00112 | 0.34522 -1.5344 | 0.0033515 | 2.4748
Valina HMDBO00883 | 0.33431 | -1.5808 | 0.0033515 | 2.4748
Isoleucina HMDBO00172 | 0.31429 | -1.6698 | 0.0033515 | 2.4748
Prolina HMDBO00162 | 0.31321 | -1.6748 | 0.0033515 | 2.4748
Acido Siquimico HMDBO03070 | 0.28249 | -1.8237 | 0.0033515 | 2.4748
4(3,4,5 &cido
wihidroxipentanoico) - 0.2503 -1.9983 | 0.0033515 | 2.4748
Serina HMDBO00187 | 0.23672 | -2.0787 | 0.0033515 | 2.4748
Treonina HMDBO00167 | 0.17409 -2.5221 | 0.0033515 | 2.4748
3(a-L-Manofuranosa) - 0.066687 | -3.9065 | 0.0033515 | 2.4748

Se identificaron cambios en la concentracion de otros metabolitos derivados de
carbohidratos, como &cido trednico y la galactosa, ademas de otros compuestos

relevantes en el metabolismo como el galactinol, fitol, acido estearico, acido citrico
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y GABA (Figura 10, Tabla 1). Al igual, en la planta que carece del regulador de MCU
de encuentra un aumento en metabolitos relacionados con la biosintesis de valina,
leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, alanina, aspartato, glutamato y
aminoacil-tRNA y en linea con esto, el precursor del aminoécido aromatico, acido
siquimico se encuentra enriquecido (Figura 11, Tabla 1).

Cabe destacar que en la cepa AtMICU-KO se encontraron aumentados
significativamente los niveles de intermediarios del ciclo de Krebs, como el acido
succinico y acido citrico (Figura 11, Tabla 1).

5.7 Modelo tridimensional de MCU

Una vez estudiadas algunas caracteristicas fenotipicas de la cepa AtMICU se buscé
obtener un modelo tridimensional del MCU en A. thaliana. En la literatura solamente
fue posible encontrar los modelos obtenidos a partir de cristales de componentes
del complejo por separado en otras especies. Por lo que en este estudio para
proponer un modelo de la proteina se analizaron los modelos de Homo sapiens
(MCU-EMRE, PDB: 605B; MICU1, PDB: 4SC; MICU2 6lIH, dimero MCU-EMRE,
PDB: 6058, complejo MCU con Ca?" PDB: 6XJV), Tribolium castaneum (MCU-
EMRE, PDB: 6X4S), Caesnorhabditis elegans (MCU, PDB: 5ID3), Neurospora
crassa (MCU, PDB: 6DT10), Cyphellophora europea (MCU, PDB: 6DNF). Por lo que
se propuso una construccion ad hoc del posible modelo de A. thaliana, pues el
complejo proteico de organismos como este no parece contar con la presencia de

los mismos componentes en el holocomplejo como EMRE y MICU2.

Inicialmente de la base de datos NCBI (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica) (gen AT1G09575 o ID 837484) y uniprot (F4111) se obtuvo la
secuencia de la proteina MCU, correspondiente a 292 aminoacidos. Sin embargo,
para generar el modelo se opté por eliminar el péptido sefial a mitocondria (18
aminoacidos), por lo que se trabaj6 con 274 aminoacidos para generar el

homotetramero.

Para obtener un primer modelo de cada isoforma, la primera propuesta fue hacer

un modelado por homologia, cargando la secuencia de aminoacidos previamente
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mencionada con ayuda de la plataforma SWISS-MODEL en la que se obtuvieron 4
modelos probables con un porcentaje de similitud menor al 30 % (Anexo S1). Los
mayores porcentajes se obtuvieron utilizando como estructuras de referencias los
cristales de N. crassa (PDB: 6DTO) y T. castaneum (PDB: 6XQN) (Anexo S2).

Al no obtener modelos similares a los disponibles para otras especies en el Protein
Data Bank, se opt6 por realizar un modelado por enhebrado de proteinas con ayuda
de la plataforma I-TASSER (Zheng et al., 2021). Con este servidor se obtuvieron 5
modelos probables de los oligdmeros de MCU que posteriormente formaran el
tetrAmero del poro (Anexo Figura S5), donde se ejemplifica la de mejores

parametros, valuados por parametros C-Score y RMSD (Fig. 12).

Modelo 1

C-score=-0.85

Estimated TM-score = 0.61+0.14
Estimated RMSD = 7.9+4.4A

Figura 12. Modelo obtenido por el programa I-TASSER con los mejores parametros de C-score y
RMSD.

Al tener un porcentaje de similitud menor del 40 % en los modelos realizados por
homologia, se propuso un modelado de novo. Para ello se obtuvieron probables
oligbmeros usando la plataforma RAPTOR X. Con esta aproximacion se obtuvieron

5 modelos probables (Anexo Figura S4).

A pesar de encontrar partes estructurales relevantes para su funcién en los modelos
de ambas plataformas, se encontraban dominios no concordantes con su
estabilidad. Por esta razdn se optd por hacer un analisis de consenso de estructura

secundaria (Anexo Tabla S1) con diferentes plataformas (mencionadas en la
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seccidén de metodologia correspondiente). Al obtener dicho consenso, fue posible
evaluar qué modelos de los obtenidos en I-TASSER y RAPTOR X son mas

acertados para la construccion del complejo (Tabla 2).

Tabla 2. Elecciéon de modelo disefiado por I-TASSER y RAPTOR X para cada oligbmero de MCU.
Modelo | % similitud
80.29
82.48
83.57
83.94
83.57
87.22
86.87
85.40
86.86
85.03

[EEN

I-TASSER

RAPTOR X
a M W N P O b W N

Al evaluar los resultados de los 10 modelos, se eligio el primer modelo generado
por Raptor X con un porcentaje de similitud del 87.22 %. Con este modelo se llevo
a cabo una comparacién con otros organismos como el de T. castaneum, H. sapiens

y N. crassa para modelar el posible AtMCU.

Sin embargo, una vez que se evaluaban visualmente los modelos, la region del
carboxilo terminal que comprende del aminoacido 272 al 292 muestra poca
estabilidad. Por esta razén se selecciond este dominio y se modelé con ayuda de la
plataforma GalaxyWEB, la cual permite modelar fragmentos cortos de aminoacidos
(20 aminoacidos) tomando los modelos obtenidos de Raptor X. Se obtuvieron 5

modelos probables y se tomaron aquellos que denotaron mejor estabilidad.

Finalmente se obtuvo un probable modelo con los resultados de las plataformas
anteriormente mencionadas. Se utilizé el modelo 1 obtenido por I-TASSER con el
segundo fragmento de GalaxyWEB generado a partir del modelo 4 de Raptor X
(Figura 13 y Figura 14).
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MCU

Figura 13. Modelo de AtMICU final con la identificacion del dominio DXXE. Es posible observar los
4 oligbmeros de MCU que van a formar el filtro de selectividad o dominio DXXE y en color rosa, €l
catién Ca?* interaccionando con dicho dominio.

Figura 14. Representacion grafica de homotetramero de AtMCU visualizado con PyMOL. Se puede
observar que la region TM1 y TM2 de cada oligdbmero estan dentro de la membrana modelo.

En el modelo del tetramero de AtMICU se pueden identificar los cuatro oligdmeros,
asi como la formacion del dominio DXXE, importante para el reconocimiento y
transporte de Ca?* a través del canal (Fig. 13), de igual forma, la interaccién del
modelo AtMCU con la membrana interna mitocondrial (Fig. 14). Ademas, al realizar

un acercamiento, este dominio es relacionado a los aminoacidos Aspl179 de cada
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oligémero para formar el anillo D (Figura 15a) y a los aminoacidos Glul182 de cada

oligémero para formar el anillo E (Figura 15b).

7 \\q‘(\\\\(g‘;\r'»d 2SN  AnilloD

\\‘ /= 7

Figura 15. Filtro de selectividad o dominio DXXE en AtMCU. A) Anillo D conformado por Aspl179
de cada oligémero. B) Anillo E conformado por Glul82 de cada oligbmero.

6. Analisis de resultados.

Para llevar a cabo la caracterizacion de la cepa AtMICU (crecimiento de raices,
transporte de calcio, funcién mitocondrial, respuesta a estrés y perfil metabdlico) se
empled la misma mutante isogénica, carente del gen AT4G32060 con el codigo
SALK 064052C empleada por Wagner y colaboradores en el 2015 (Wagner et al.,
2015). Inicialmente se realiz6 una comparacion fenotipica en condiciones basales,
es decir sin ningun tipo de estrés, con el fin de tener un punto de partida para

estudiar las variaciones que ocurrieran posteriores a la exposicioén de las plantas a

47



estrés abiotico. Los resultados son similares a los reportados por Wagner vy
colaboradores en el 2015, pues en condiciones controladas, las hojas presentan un

color y tamafio similar (Fig. 4).

Una vez que se estudio el desarrollo de la planta durante 3 a 4 semanas posterior
a su trasplante, se busc6 determinar si habia cambios en el AY mitocondrial. Dicho
potencial de membrana tiene relevancia en la fosforilacion oxidativa y en el
metabolismo de acidos grasos, asi como en la regulacion de la apoptosis (Perelman
etal., 2012). Por lo tanto, es importante verificar que las mitocondrias se encuentren

funcionales y con un potencial de membrana estable.

Para estudiar el estado del AY mitocondrial, se decidié analizar mesdfilos de hojas
de 3 a 4 semanas de edad, pues en la literatura no se encuentran reportes previos
de este. El mesofilo tiene un alto contenido de aire, ocasionando refraccion de la luz
al observarlo al microscopio. Esto genera interferencia y como resultado imagenes
no tan claras. Por lo anterior, se han desarrollado técnicas donde se aisla el
organelo en cuestion (por ejemplo, cloroplastos). Sin embargo, esto conlleva
algunas desventajas ya que se pueden dafiar los organelos al tener varios procesos
de manipulaciéon de la muestra vegetal, obteniendo resultados indeseados o0 no tan
precisos. Anteriormente en el laboratorio se adaptaron metodologias existentes
para lograr visualizar mesodfilos vivos con agentes de infiltracion como la PFD
(Flores-Herrera et al., 2021; Littlejohn et al., 2010; Littlejohn & Love, 2012). El
objetivo de utilizar la PFD es el de infiltrar los mesofilos para mejorar las imagenes
del tejido foliar sin dafiar el tejido y aumentando la resolucion de la imagen (Littlejohn
et al., 2010).

Adicionalmente se empled una sonda catiénica llamada JC-1, la cual tiene la
capacidad de determinar cualitativamente el grado de polarizacion de las
mitocondrias. El JC-1 se excita a 490 nm, cuando se encuentra en su forma
monomérica, emite una sefial a 527 nm (color verde), indicando que las
mitocondrias no tienen un AY estable. Por el contrario, cuando JC-1 forma
agregados emite a 590 nm (color rojo), indicando que las mitocondrias cuentan con

AY estable. Estos cambios en su agregacion son dependientes del potencial de
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membrana, permitiendo que el color cambie reversiblemente dependiendo de la
carga de la membrana mitocondrial (Cossarizza et al., 1993; Sivandzade et al.,
2019).

Al observar el mesdfilo de hojas de A. thaliana de la cepa Col-0 bajo un microscopio
de fluorescencia, se observaron corpusculos que emiten a 590 nm adyacentes a los
cloroplastos (Fig. 5), indicando que las mitocondrias de las plantas Col-0 tienen un
AY estable. De igual forma, en mesofilos de la cepa AtMICU fueron identificados
corpusculos similares, lo que nos indica que ambas cepas presentan mitocondrias

con un potencial de membrana elevado y estable (Fig. 5).

Para corroborar que el potencial de membrana fuera estable se obtuvieron las
mitocondrias y se realizé6 un monitoreo del transporte de Ca?* gracias a la adicion
de Calcium Green-5N, el cual es un compuesto fluorométrico que permite evaluar
fluctuaciones en los niveles de calcio citoplasmatico (Flores-Herrera et al., 2019).
Se utilizaron protoplastos permeabilizados con digitonina. Este modelo permite
llevar a cabo experimentos con un namero fijo de células por ensayo y representa
una forma relativamente sencilla de medir procesos intracelulares dependientes de
calcio. Una vez que se adiciona el pulso de CaCl; a los protoplastos aislados, se
observé un aumento en la sefial correspondiente a Ca?* libre. Esto correlaciona con
lo anteriormente reportado en la literatura (Gutiérrez-Aguilar et al., 2014).
Posteriormente, los valores de fluorescencia fueron disminuyendo con respecto al
tiempo, lo que nos indica que el calcio esta siendo transportado a un compartimiento
intracelular. Al hacer el tratamiento de datos, se observa que en los protoplastos
permeabilizados de la cepa AtMICU hay un aparente incremento en la velocidad de
transporte del catidbn con respecto a la cepa Col-0 (Fig. 6). En cambio, en
mitocondrias aisladas, no se detectaron diferencias en el transporte de calcio. Esto
sugiere que los cambios asociados a la eliminacion de AtMICU podrian deberse al
transporte de este cation en otro compartimento subcelular. Este compartimento
probablemente son los cloroplastos, pues Teardo y colaboradores (2019)

demostraron un complejo MCU en estos organulos.
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Estos resultados sugieren que la ausencia del regulador de AtMCU altera la cinética
de transporte de Ca?* intracelular pero no mitocondrial. Estos resultados recapitulan
los reportados anteriormente en plantas AtMICU que sobreexpresan proteinas que
perciben el Ca?* (Wagner et al., 2015).

El pulso de calcio utilizado en este trabajo para activar el transporte por el MCU fue
de 100 uM. Esto difiere de lo reportado en células de mamifero, donde existen
reportes que indican que el umbral de Ca?* para activar a MCU oscila desde 300
nM a 1.3 uM. Este a su vez depende directamente de la afinidad del catién con los
dominios de mano EF de MICU (Kamer et al., 2017; Pallafacchina et al., 2018).

Es importante destacar que muchas funciones mitocondriales estan ligadas a la
concentracion de calcio en los organelos (Rossi et al., 2019). En tal sentido, la
regulacion de la concentracién de Ca?* es de vital importancia para la fisiologia
celular. Se ha observado que las alteraciones en los niveles de calcio anteceden
algunas patologias en mamiferos, asi como la sefializacién por apoptosis 0 necrosis
(Pallafacchina et al., 2018; Penna et al., 2018; Rizzuto et al., 2012). Ademas, con
respecto a las unidades que conforman el MCU, existen reportes donde la supresion
de MICU afecta la sensibilidad a la muerte celular en lineas celulares como Hela,
HMEC (células epiteliales) y MDA-MB-231 (cancer de mama) (Hall et al., 2014). En
ratones se observé que al suprimir al regulador MICU1 (MICU17) hay un desarrollo
y crecimiento embrionario normal. Sin embargo, estos ratones presentan un mayor
grado de letalidad postnatal. Entre las probables causas de muerte se encuentra la
insuficiencia respiratoria, defectos en el desarrollo de los centros de coordinacion
de la respiracion (cerebelo y Centro de Purkinje). Al analizar a los ratones que
sobrevivieron, éstos muestran deterioro muscular y ataxia. Ademas, al evaluar las
mitocondrias se revel6 un aumento en la concentracion de Ca?* en la matriz
mitocondrial, disminucién en la produccién de ATP, asi como una mayor sensibilidad
a la apertura del Poro de Transicion la Permeabilidad mitocondrial (PTP) y muerte
celular (Csordas et al., 2013; Logan et al.,, 2014; Mallilankaraman et al., 2012;
Pallafacchina et al., 2018).
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La subunidad MICUL evita la sobrecarga de calcio en condiciones de reposo o bajas
concentraciones del catién. De no ser por este regulador habria una captura masiva
del catién en la matriz mitocondrial, ocasionando citotoxicidad (Csordas et al., 2013;
Pallafacchina et al., 2018).

Ademas, cabe destacar que aunque la velocidad de transporte de Ca?" en
mitocondrias de A. thaliana aumenta en la cepa AtMICU con respecto a la cepa Col-
0, ésta sigue siendo una velocidad considerablemente mas lenta comparando el
transporte entre mamiferos y plantas, pues existen reportes donde los ensayos de
calcio se hacen en periodos de no mas de 1000 s, mientras que las evaluaciones
realizadas en el laboratorio para mitocondrias o protoplastos de plantas, deben ser
mayores a 2000 s (Csordas et al., 2013b; Flores-Herrera et al., 2019; Hall et al.,
2014). Estudios recientes del grupo de Elizabeth Murphy han demostrado que los
ratones carentes de la subunidad EMRE (emre”) presentan una actividad de
transporte mitocondrial muy similar a la registrada en el presente trabajo de tesis
(Liu et al., 2020). En tal sentido, seria interesante entender si es posible recapitular
las propiedades de transporte de calcio observadas en mamiferos, en plantas con

expresion transgénica de EMRE.

Por sugerencia del Dr. Cesar Cuevas se plante¢ la posibilidad de evaluar el efecto
de la estratificacion en la germinacién de semillas Col-0 y AtMICU. Para nuestra
sorpresa observamos diferencias en la longitud de las raices asociadas a este
tratamiento de rutina. Especificamente, el crecimiento de las raices en la cepa
carente de la subunidad reguladora AtMICU fue mayor cuando no se llevo a cabo
un proceso de estratificacion en frio. Una vez estratificadas, las semillas de esta
misma cepa presentan un menor tamario relativo con respecto a la cepa Col-0. Este
crecimiento diferenciado puede deberse a procesos hormonales o estimulos
ambientales, ya que el objetivo de la estratificacion es inhibir la latencia después de
la imbibiciébn y comenzar con la germinacién. Esto podria significar que AtMICU
desempefia un papel en la regulacién de la latencia de las semillas. Es importante
recordar que el desarrollo de la raiz es una herramienta eficaz para el

almacenamiento de nutrientes y H>O, asi como un sensor del medio a su alrededor.
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Por lo tanto, es posible que al tener a AtMCU sin el regulador AtMICU, el mismo
organismo busque la plasticidad radicular para la obtencion de nutrientes en
condiciones no estratificadas, mientras que, al estratificarse, es probable que
aumente la dormancia por mecanismos de sefializacion mediados por hormonas,
como el ABA. Actualmente no existe un mecanismo totalmente descrito sobre el
efecto de la estratificacién en frio de semillas dormantes (Malamy, 2005; Shao et
al., 2008). En tal sentido resulta atractivo proponer que los iones calcio desempefian
un papel importante en el metabolismo de las raices, el cual es predominantemente

mitocondrial.

Posterior al estudio del fenotipo de las raices de la cepa Col-0 y AtMICU, se opt6
por estudiar el comportamiento de éstas posterior a la exposicion a estrés abiotico
de tipo térmico, donde las plantas fueron sometidas a un periodo de aclimatacion,
estrés térmico y la combinacion de estos dos. Para poder identificar algun fenotipo
de respuesta, se opto trabajar con semillas crecidas en medio MS y estratificadas.
A pesar de que la cepa que carece del regulador MICU presenta mayor crecimiento
en condiciones control, éste se ve desfavorecido al ser sometido a algun cambio de

temperatura, ya sea para aclimatarse o como reto de estrés térmico (Fig. 8).

Ademas, cuando las plantas se someten a periodos de aclimatacion (37°C) y
posteriormente a condiciones control, el crecimiento de la cepa Col-0 mejora a
diferencia de la cepa AtMICU que se ve disminuido. Por otro lado, para las pruebas
de termotolerancia basal donde las plantulas se someten directamente a periodos
de estrés térmico (45°C), se observa que en ambas cepas el crecimiento de raiz es
desfavorecido. Sin embargo, en las pruebas de termotolerancia adquirida, en el que
las plantas son sometidas primero a un periodo de aclimatacién a 37°C y después
expuestas al reto de estrés térmico con un periodo de recuperacion a condiciones
normales entre ambos, éstas son capaces de amortiguar el fenotipo previamente

descrito (45°C) y presentar raices de mayor longitud.

En condiciones naturales, las plantas cuentan con mecanismos que permiten
sobrellevar las fluctuaciones en la temperatura durante el dia, el cual es un proceso

adquirido llamado termotolerancia. Esta termotolerancia es adquirida cuando hay
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una exposicion breve a altas temperaturas, pero no letales (Song et al., 2012).
Existen reportes donde se postula que una mayor expresion de familias de proteinas
de choque térmico (HSP70), localizadas en citosol, reticulo endoplasmico, plastidos
y mitocondrias, esta asociada a la adquisicion de la termotolerancia (Su & Li, 2008).

Adicionalmente se ha confirmado el papel de Ca?" en la adquisicion de
termotolerancia durante y posterior al tratamiento de exposicion a la aclimatacién o
estrés no letal (Larkindale & Knight, 2002; Song et al., 2012). Estos ensayos de
probable termotolerancia o termosensibilidad adquirida son muy Utiles para poder
identificar genes relacionados con mecanismos de respuesta a estrés térmico (Song
et al., 2012). Anteriormente se ha utilizado este tipo de ensayos en guisante, trigo,
girasol y sorgo (Howarthi et al., 1997; Senthil-Kumar et al., 2003; Song et al., 2012;
Srikanthbabu et al., 2002). La mutacion de genes ha facilitado el estudio de
mecanismos moleculares en procesos como termotolerancia adquirida y respuesta
a estrés térmico (Dafny-Yelin et al., 2008; Lenne & Douce, 1994; Perez et al., 2009;
Song et al., 2012). Estas condiciones son controladas en un laboratorio, pero en la
naturaleza las plantas enfrentan distintos tipos de estrés tanto abidticos como
bidticos. Entre los abioticos, se encuentra la sequia, elevaciones en las
concentraciones de sal y aumento o descenso de la temperatura, por lo que las
plantas estan constantemente montando respuestas al estrés que las ayuda a
adaptarse a su entorno. Entre estos mecanismos de respuesta se encuentra la
expresion de proteinas de choque térmico (HSP). Estas proteinas se encuentran en
el citoplasma, nucleo, reticulo endoplasmico, mitocondrias o plastidos y se producen
en diversos contextos como por ejemplo en respuesta a cambios de temperatura
extremos, sequia, salinidad o durante procesos fisioldgicos del desarrollo, como la
embriogénesis, la germinacion y el desarrollo de frutos (Burke et al., 2001; Dafny-
Yelin et al., 2008; Song et al., 2012). Funcionan como chaperonas moleculares in
vitro e in vivo, participando en el plegamiento de proteinas y manteniendo en un
estado plegado funcional a las proteinas desnaturalizadas en condiciones de estrés
por calor (Ahrman et al., 2007; Basha et al., 2006; Song et al., 2012).
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Ademas de las HSP, existen otras moléculas de sefalizacion involucradas en la
termotolerancia adquirida, como el ABA, etileno, H.O-, asi como Ca?* durante o
después de la recuperacion posterior a la exposicion a temperaturas elevadas
(Larkindale & Knight, 2002; Song et al., 2012).

Existen diversos estudios en los que se ha observado que la exposicion a
temperaturas no letales antes de un tratamiento mas agresivo promueve la
termotolerancia en varias especies. Larkindale y colaboradores (2002) demostraron
gue cuando las plantulas de A. thaliana ecotipo Col-0 se someten a periodos de
aclimatacion a 30°C presentan niveles mas bajos de dafio oxidativo durante su
recuperacion posterior a ser sometidos a un reto de estrés térmico a 40°C, ademas
de presentar mejor tasa de supervivencia. En forma adicional se observo que
posterior a la adicion de inhibidores de calcio/Calmodulina, se redujo la
supervivencia después de someter coledptilos de maiz y plantulas de A. thaliana a
periodos de estrés térmico, sugiriendo que el calcio es necesario para
desencadenar vias de sefializacion en Arabidopsis que conducen a mayor
supervivencia (Gong et al., 1997; Larkindale & Knight, 2002). EI mismo grupo de
investigacion menciona que es necesario el flujo de calcio para activar mecanismos

gue previenen o reparan el dafio oxidativo causado por cambios de temperatura.

Una vez estudiada la respuesta a las distintas condiciones previamente
mencionadas, fue de interés obtener el perfil metabolémico para entender con
mayor detalle los fenotipos reportados en la presente tesis. El analisis comparativo
entre los perfiles metabdlicos de las plantas Col-0 y AtMICU arroja cambios en los
niveles de carbohidratos y aminoacidos como alanina, leucina, fenilalanina,
glutamato, aspartato, valina, tirosina, prolina, isoleucina, treonina y serina (Tabla 1,
metabolitos). Ademas, integrando los resultados obtenidos por CG-MS y el
crecimiento de raices, se observé una mayor concentracion de aminoacidos como
GABA (acido gamma-aminobutirico) en la cepa que carece de AtMICU. Esto es
importante pues las fluctuaciones en la concentracion de GABA en plantas estan
asociadas a una respuesta de sefiales ambientales como estrés por deshidratacion,

salinidad o estrés mecanico, entre otros (Ramesh et al., 2015a; Renault et al., 2013).
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Dichos cambios en la concentracion de GABA provocan defectos en el desarrollo
de la raiz, hipocétilo, tubos polinicos y alteraciones en la composicion de la pared
celular (Ramesh et al., 2015a; Renault et al., 2013). Lo anterior concuerda con un
crecimiento de raiz alterado en la cepa mutante al ser comparada con la Col-0 (Fig.
7). El metabolismo de GABA a su vez induce la produccion de succinato en las
raices, jugando un papel importante para la regulacién central de carbono durante
periodos de estrés (Renault et al., 2013). Esto es de primordial relevancia, ya que
la sintesis de estos aminoacidos requiere la coordinacion entre el metabolismo
mitocondrial y citosolico (Lee et al., 2021). Los resultados obtenidos proveen
informacion util para comprender probables mecanismos moleculares implicados en

la regulacion y transporte de Ca?* mitocondrial en de plantas.

La concentracion de diversos metabolitos derivados de carbohidratos disminuy6 en
la cepa mutante. Tales metabolitos son el acido trednico, el galactinol (relacionado
a la desecacion) (Sengupta et al., 2015) y la galactosa. Ademas de otros
compuestos relevantes en el metabolismo, como el fitol, acido estearico, acido
citrico y GABA (Tabla 1).

Los cambios determinados a partir del analisis metabolomico en plantas Col-0 y
AtMICU fueron integrados para proponer un esquema metabdlico resultante de la
eliminacién genética de AtMICU (Fig. 16). De estos cambios se puede inferir que
las plantas carentes de AtMICU presentan un fenotipo oxidativo incrementado. Este
puede ser producto de una elevada disponibilidad de aminoacidos como la leucina,
la valina y la isoleucina. La anterior inferencia se puede sostener con la disminucién
de la concentracién de carbohidratos, resultando un flujo metabdlico desplazado
hacia un fenotipo oxidativo. En forma adicional, las plantas presentan elevados
niveles de cetoacidos del ciclo de Krebs, como el succinato y citrato, lo que nos
sefiala que los andamios de carbono de carbohidratos pueden funcionar como
intermediarios mitocondriales o incluso otros esqueletos de carbono.

Los niveles de aminoacidos se encuentran elevados en la mutante que carece del
regulador de MCU. Esto apunta que las reacciones de transaminacién son

relevantes al aumentar el flujo de calcio mitocondrial. Entre los aminoacidos con
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concentraciones elevadas se encuentra la fenilalanina y la tirosina, ambos
aromaticos. Estos aminoacidos se relacionan a su vez con el incremento de los
niveles de siquimato, lo que nos hace suponer que la sobrecarga de Ca?* puede
activar la via del shiquimato de PEP, desencadenando la produccién de dichos
aminoacidos (Ruan et al., 2021; Tzin & Galili, 2010). Estos metabolitos pueden
sugerir un aumento en la sefializacion de salicilato, que podria explicar los defectos
leves pero significativos en el crecimiento de la raiz visto en la cepa AtMICU-KO
(Lefevere et al., 2020; Zhao et al., 2015). Ademas, entre otros metabolitos con
niveles aumentados, capta la atencion GABA, pues existe evidencia de que se
relaciona con la sobreexpresion de transportadores de aniones dejando como
resultado cambios en el tubo polinico y en la raiz (Ramesh et al., 2015b; Selles et
al., 2018b), lo que encaja con resultados previos y los presentados en el presente

proyecto.

Analizando otros metabolitos, nos encontramos con el aumento de fitol en la planta
mutante. El fitol es un terpeno intermediario del metabolismo de la clorofila vy,
aunado a esto, se relaciona con la senescencia de la hoja o una sintesis mejorada
de tocoferoles (Dorp et al., 2015; Gutbrod et al., 2019). En este estudio no
monitoreamos fenotipos indicadores de senescencia, lo que nos lleva a sugerir que
al ser todo el metabolismo procesos orquestados unos por otros, tal vez hay un
reordenamiento metabdlico que evita fenotipos nocivos potenciales.

De los metabolitos evaluados, se observa que los niveles de serina se encuentran
significativamente mas altos en las hojas de la cepa mutante. En plantas C3 como
Arabidopsis, la serina se biosintetiza a través de la fotorrespiraciéon dependiente de
HPR1 (hidroxipiruvato reductasa) por la via del glicolato, glicerato y la via fosforilada
(Ros et al., 2014; Zimmermann et al.,, 2021). Esta ultima via contribuye a la
produccion de serina, y cuando se suprime genéticamente, se detecta acumulacion
de aminoacidos y amonio (Zimmermann et al., 2021). De manera contrastante,
Timm y colaboradores demostraron que cuando la fotorrespiraciéon se inhibe
mediante la eliminacion de HPR1, las plantas acumulan serina (Timm et al., 2013).
Otro mecanismo para la sintesis y aumento de niveles de serina es la via del

glicerato, la cual ocurre en citoplasma en paralelo con la glucdlisis, donde requiere
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como materia prima de glicerato y alanina (Ros et al., 2014). Es importante
considerar que este analisis fue diseflado y empleado para evaluar cambios de
metabolitos en respuesta a la eliminacion de AtMICUL en plantas cultivadas en
periodos controlados de luz y oscuridad, por lo tanto, estos resultados muestran
cambios a nivel global en metabolitos y no fueron disefiados para comprender las
contribuciones circadianas para cada conjunto de metabolitos. En estas
especificaciones, monitoreamos niveles aumentados de glicerato y alanina en
paralelo con la disminucién de los niveles de carbohidratos y el aumento de los
aminoacidos en la planta que carece del regulador de MCU. Por lo anterior, es
tentador especular que la sefializacion de calcio exacerbada podria activar la
biosintesis de serina a través de alguna o todas las vias de biosintesis de serina.

Las repercusiones metabolicas derivadas de la eliminacion genética de AtMICU1
encontradas en el presente proyecto se pueden resumir en la Figura 16 y se pueden
describir de la siguiente manera: en presencia de sefializacion de Ca?* exacerbada
debido a la ausencia del regulador de MCU en A. thaliana, el metabolismo oxidativo
se incrementa produciendo niveles reducidos de carbohidratos, asi como,
intermediarios del ciclo TCA (&cido tricarboxilico) y otros productos finales, entre
ellos aminoacidos. Cabe destacar que Wagner y colaboradores han detectado una
mayor capacidad de las plantas AtMICU1-KO para oxidar piruvato/malato (Wagner
et al., 2015). Ademas, la acumulacion de aminoacidos de sefializacibn como el
GABA puede contribuir a un estado de estrés constitutivo, caracterizado por un
crecimiento alterado probablemente a través de la regulacién de los niveles de
expresion de los transportadores de aniones, incluidos el malato (Xu, Long, et al.,
2021; Xu, Sai, et al., 2021). También es probable que las alteraciones en los niveles
de serina contribuyan a los cambios de fenotipo descritos en el presente proyecto.
En conjunto, los resultados presentados en este escrito brindan informacion sobre
el vinculo entre el transportador de calcio dependiente de MCU y su impacto a nivel
metabdlico. La caracterizacion adicional de tales cambios en diferentes niveles
‘Omicos” es un trabajo en el que nos encontramos muy entusiasmados y en

constante progreso en nuestro laboratorio.
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Figura 16. Propuesta de perfil metabolémico en hojas de A. thaliana AtMICU. Las variaciones en
los niveles de distintos aminoacidos y carbohidratos llevan a proponer que los cambios
ocasionados por la eliminacion genética de AtMICU incrementan el metabolismo oxidativo a
expensas de una disminucién en los niveles de carbohidratos y acumulacién de precursores de
estrés.

En forma interesante, Teardo y colegas (2017) demostraron que las plantas
carentes de AtMICU presentan un aumento en el consumo de oxigeno mitocondrial
inducido por la adicion de los sustratos piruvato y malato. El analisis metabolomico
implementado en el presente trabajo no conté con los controles necesarios para
cuantificar estos acidos organicos. Sin embargo, bajo otras condiciones la
eliminaciéon de AtMICU incrementd la oxidacion de estos sustratos respiratorios.
Estos resultados también presentan especial relevancia, ya que sugieren que los
mecanismos de control respiratorio por Ca?* descritos por Lehninger hace décadas

bien, podrian estar conservados en otras especies (Carafoli & Lehninger, 1971).

De acuerdo al modelo computacional, este sigue en constante estudio, el
presentado en el actual proyecto funge como base para poder seguir desarrollando

un mejor modelo y poder evaluarlo mas a fondo con los obtenido hasta ahora.

Considerado los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, se puede

evidenciar la relevancia del control activo en la concentracién mitocondrial de iones
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calcio mediada por AtMICU en A. thaliana y ponen de manifiesto la relevancia de
este transportador idnico en el control del metabolismo.

7. Conclusiones

e Se comprobé que las plantas Col-0 y AtMICU presentan una morfologia de
hojas similar en condiciones basales.

e Se observé que las mitocondrias en hojas de ambos genotipos cuentan con
un AY estable.

e La eliminacion genética de AtMICU resulta en raices de mayor tamafo en
semillas no estratificadas.

e La eliminacion genética de AtMICU ocasiona raices de menor longitud en
semillas estratificadas.

e Se generdé un modelo de homotetramero de AtMCU con caracteristicas
similares a modelos de otras especies disponibles en repositorios.

e Las plantas carentes de AtMICU presentan cambios significativos en los
niveles de aminoacidos y carbohidratos en comparacioén con su contraparte
Col-0.

8. Perspectivas

e Continuar con la construccién del holocomplejo MCU, ademas del analisis de
los datos obtenidos hasta ahora por dindmica molecular.

e Expresar heterélogamente la subunidad EMRE de Mus musculus en A.
thaliana y comprobar si se incrementa la velocidad de transporte de Ca?*.

e Realizar un andlisis metabolémico mas profundo tratando de establecer los
flujos metabdlicos que estan ocurriendo en la cepa silvestre y la cepa mutante
gue carece del regulador de MCU.

e Evaluar la respuesta de ambas cepas a otros tipos de estrés abidtico, asi

como el transporte de Ca?*.
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Figura S1. Alineamiento del oligdmero de MCU de A. thaliana con el oligomero de

MCU de N. crassa.
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Figura S2. Identificacién de estructuras de proteinas probables que cuentan con
similitudes al tetramero de MCU de A. thaliana. A) Tetramero de MCU de N. crassa.

B) Tetramero de MCU de T. castaneum.

Template Sequence Identity Biounit Oligo State Description

6dt0.1 28.68 homo-tetramer Mitochondrial calcium uniporter
Cryo-EM structure of a mitochondrial calcium uniporter

6xgn.1 26.01 hetero-9-mer Calcium uniporter protein
Structure of a mitochondrial calcium uniporter holocomplex (MICU1, MICU2, MCU, EMRE) in low Ca2+

6xgn.1 26.01 hetero-9-mer Calcium uniporter protein
Structure of a mitochondrial calcium uniporter holocomplex (MICU1, MICU2, MCU, EMRE) in low Ca2+

6x4s.1 26.16 homo-octamer Calcium uniporter protein,Protein EMRE homolog, mitochondrial-like Protein fusion
MCU-EMRE complex of a metazoan mitochondrial calcium uniporter

6058.1 31.91 hetero-16-mer Calcium uniporter protein, mitochondrial
Human MCU-EMRE complex, dimer of channel

Figura S3. Porcentaje de Identidad de la secuencia de MCU de N. crassa a partir
de MCU de A. thaliana.
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Figura S4. Parametros estadisticos de validacion al hacer modelado por homologia
de MCU de A. thaliana. QMEAN generado por SWISS-MODEL.
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C-score d more about C-score) = Download Model 2 = Download Model 3
Estimated T] =014 » C-score=-299 s C-zcore=-31
Estimated RMSD = 7.9=4.44

Figura S5. Modelos generados del oligdmero de MCU de A. thaliana con los valores

estadisticos de validacién C-score y RMSD obtenidos por I-TASSER.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5

Figura S6. Modelos generados del oligdmero de MCU de A. thaliana por RAPTOR-
X.

Figura S7. Construccion de las secciones de los carboxilos terminales (aminoacidos
de 272 a 292 de cada oligémero) en el tetramero de MCU de A. thaliana obtenidos

por GALAXYWEB/GalaxyHomomer.
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