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Identificazione di un canale mitocondriale del potassio
come possibile strumento per migliorare la resistenza
agli stress abiotici in frumento duro

INTRODUZIONE

Lesistenza di un canale mitocondriale del K* sensibile al’ATP in specie ve-
getali ¢ stata dimostrata per via funzionale per la prima volta nel 1999 in
frumento duro (Pastore et al., 1999). In analogia con la controparte animale
(Mitochondrial Potassium cannel- ATP sensitive, mitoK - Paucek et al., 1992)
questo canale ¢ stato chiamato Plant Mitochondrial Potassium channel - ATP
sensitive (PmitoK, ). Il PmitoK, ., catalizza I'uniport elettroforetico del K*
dall’esterno del mitocondrio verso la matrice, & inibito da ATP e attivato da
specie reattive dell'ossigeno (Reactive Oxygen Species, ROS), (Pastore et al.,
1999) (fig. 1). Anche in altre specie vegetali ¢ stata dimostrata I'esistenza di
canali mitocondriali del potassio che presentano caratteristiche a volte diffe-
renti dal PmitoK, ., (Fratianni et al., 2001; Petrussa et al., 2001, 2008; Ruy et
al., 2004; Casolo et al., 2005); questo suggerisce che sia opportuno in genere
riferirsi a “canali” per il potassio nei mitocondriali vegetali piuttosto che a
una singola entitd molecolare (per un confronto tra i diversi canali si veda
Pastore et al., 2007). In questo lavoro si fara riferimento al solo PmitoK, , di
frumento duro perché di questo canale ¢ apparsa particolarmente interessante
la capacita di essere attivato in frumento duro quando la pianta ¢ soggetta a
stress abiotici (osmotico e salino in particolare, Trono et al., 2004); questo,
unitamente al modo in cui il canale pud profondamente interferire con la

bioenergetica mitocondriale, lascia intravedere un possibile interessante target
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Fig. 1 Trasporto vettoriale dello ione potassio da parte del canale mitocondriale del K* (Pmi-
1K) in frumento duro. Sono indicati i compartimenti mitocondriali implicati e la modu-
lazione da ROS e ATP Per la spiegazione si veda il testo

molecolare sul quale poter intervenire per aumentare la capacita del frumento
duro di resistere ad alcuni stress.

In che modo lattivita del canale puo essere connessa alla resistenza agli
stress a livello di mitocondrio/cellula/pianta? La risposta a questa domanda
passa attraverso i meccanismi di produzione di ROS, altamente reattivi, che
portano a uno stress ossidativo, e quindi a un danno cellulare, quando sono
prodotte in quantita elevata, come tipicamente avviene in condizioni di stress

ambientale (Alsher et al., 1997).

IL NESSO TRA PRODUZIONE DI ROS, STRESS AMBIENTALI E PMITOKATP

I ROS vengono prodotti fisiologicamente dalla cellula durante il normale
metabolismo aerobio. I mitocondri sono secondi solo ai cloroplasti in quanto
a produzione di ROS e rimangono i principali produttori nei tessuti eziolati.
In figura 2 ¢ mostrato in che modo i mitocondri vegetali generano ROS; deve
essere notato che il meccanismo ¢ analogo anche per i mitocondri animali,
ma date le elevate concentrazioni di ossigeno nelle cellule vegetali, il feno-
meno ¢, in queste, molto pilt accentuato. Nella figura 2 ¢ schematizzata la
membrana interna di un mitocondrio vegetale. Come si puo vedere, oltre ai
complessi I-IV, i mitocondri vegetali possiedono quattro NAD(P)H deidro-
genasi rotenone insensibili, due localizzate sul lato esterno NAD(P)H DHext
e due sul lato interno NAD(P)H DHin della membrana mitocondriale in-
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terna; due sono specifiche per il NADH e due per il NADPH. E presente,
inoltre, 'ossidasi alternativa (Alternative Oxidase, AOX).

Nella figura, il flusso degli equivalenti di riduzione attraverso i complessi
della catena respiratoria ¢ indicato unitamente all’espulsione di protoni nello
spazio intermembrane da parte dei complessi I, UQ/III e IV. Si genera, cosi,
un gradiente protonico elettrochimico trans membrana, o forza proton mo-
trice (Ap,, /ZF) che consiste di due componenti: il gradiente elettrico (AY),
che nei mitocondri vegetali ¢ la principale componente (Douce et al., 1987),
e il gradiente protonico (ApH). Il rientro dei protoni attraverso I’ATPasi (fig.
2A) porta alla sintesi di ATP. In queste condizioni si assiste anche a una pro-
duzione basale di ROS sotto forma di anione superossido (O,) da parte del
complesso I e del UQ/complesso II1. A questo livello, infatti, singoli elettroni
sfuggono da alcuni particolari trasportatori della catena respiratoria, che rea-
lizzano cosi delle cessioni mono elettroniche direttamente all’ossigeno mole-
colare. Si ritiene che il citocromo ¢ possa anch’esso generare ROS sotto forma
di ossigeno singoletto ('O,).

In condizioni di stress ambientale (fig. 2B) la forza proton motrice non
viene adeguatamente utilizzata dal mitocondrio. Per esempio gli stress ipero-
smotici causano una diminuzione della velocita sintesi di ATP in mitocondri
di frumento duro (Flagella et al., 2006 e referenze all'interno). Cio determina
un aumento del AY associato a un eccessivo livello di riduzione dei trasporta-
tori di elettroni, che si traduce in un aumento del processo di autossidazione
con l'ossigeno molecolare descritto in precedenza, con conseguente forma-
zione di O, su larga scala. In mitocondri di frumento duro purificati da
plantule sottoposte a stress osmotico o salino ¢ stato misurato un aumento di
almeno due volte della produzione di O, (Trono et al., 2004). Dall’azione
della superossido dismutasi sull’O,"- deriva poi I'acqua ossigenata (H,O,) e da
questa, mediante la reazione di Fenton, il radicale ossidrile (-OH), specie for-
temente ossidante e reattiva. Questi sono i ROS principalmente responsabili
dell’instaurarsi dello stress di tipo ossidativo a livello cellulare.

Leccesso di ROS ¢ estremamente pericoloso per la cellula a causa dei
pesanti danni che questi possono arrecare a macromolecole biologicamen-
te importanti come lipidi, acidi nucleici e proteine. Per contrastare I'azio-
ne negativa dei ROS, i mitocondri vegetali possono mettere in atto diversi
meccanismi di difesa. Oltre ai sistemi enzimatici di detossificazione dei ROS
e di riparazione delle molecole modificate (Mgller, 2001), i mitocondri pos-
siedono i cosiddetti sistemi di dissipazione dell’energia, che rappresentano
la prima linea di difesa contro i ROS perché evitano la loro formazione. Si
tratta di proteine localizzate a livello della membrana mitocondriale interna:
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Fig. 2 Produzione di specie reattive dell ossigeno (ROS) da parte di mitocondri vegetali in
condizioni basali (A) e in condizioni di stress ambientale (B). Abbreviazioni: UQ, ubichino-
ne; C, citocromo ¢; ¢, elettroni o equivalenti di riduzione. Per la spiegazione si veda il testo

IAOX (Meeuse, 1975; Moller, 2001 e referenze all’interno), la proteina di
disaccoppiamento (Plant Uncoupling Protein, PUCP) (Vercesi et al., 1995) e,
ora sappiamo, anche il il PmitoK,

Il funzionamento di AOX e PUCP, sebbene con meccanismi differenti e
in gran parte noti (Meller, 2001) determina un abbassamento del AV e, con-
seguentemente, della produzione di ROS. In accordo con questo esiste una
vasta letteratura che associa un’aumentata attivitd della AOX e della PUCP
con I'aumento della resistenza agli stress ambientali (Pastore et al., 2007 e
referenze all’interno); prime evidenze in questo senso sono disponibili anche
per il frumento duro (Pastore et al., 2001; Trono et al., 20006).

Anche il PmitoK,  riesce ad abbattere il A¥ e controllare la produzione
mitocondriale di ROS (Pastore et al., 1999; Trono et al., 2004). In figura 3 ¢
illustrato il meccanismo alla base di questo fenomeno. E noto che i mitocon-
dri vegetali possiedono un antiporter H*/K, particolarmente attivo (Diolez
e Moreau, 1985), pertanto la cooperazione tra il PmitoK, , e lo scambiatore
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Fig. 3 Ciclo del potassio e controllo dei ROS in mitocondri vegetali. Abbreviazioni: SH,
substrati ridotti; S, substrati ossidati. Per la spiegazione si veda il testo

pud dare origine a un ciclo del K* che, consentendo il rientro degli H* nella
matrice, ¢ in grado di disaccoppiare i mitocondri. Se nei mitocondri animali
la bassa attivita del ciclo del K* rende I'entita di questo disaccoppiamento tra-
scurabile (Garlid e Paucek, 2003), nei mitocondri di frumento duro il ciclo del
K* ¢ cosi attivo da poter abbattere completamente il AY (Pastore et al., 1999).

Quindi il canale ¢ attivato da ROS come riportato inizialmente (fig. 1),
ma ¢ anche in grado di controllare la produzione di ROS, con una inibizione
rapida e molto efficace (fino a venti volte, dati non pubblicati).

Questi risultati sono in accordo con I'ipotetico meccanismo di attivazione
del PmitoK,, riportato nella figura 4. In condizioni controllo I'inibizione da
parte dellATP prevale sull’attivazione da ROS impedendo al canale di fun-
zionare (fig. 4A). In condizioni di stress, invece, 'aumento della produzione
di ROS (Trono et al., 2004) e la diminuzione della sintesi di ATP (Flagella et
al., 2006) porta a un cambiamento nel bilanciamento dei modulatori; i ROS,
quindi attivano il PmitoK, , che, di conseguenza, dissipa il A¥ portando a
una riduzione della produzione mitocondriale di ROS su larga scala attraver-
so un meccanismo a feed back (fig. 4B).

E ragionevole pensare, quindi, che il PmitoK,,, che ¢ rapidamente attiva-
to dai ROS, possa servire come meccanismo di difesa della cellula/pianta con-
tro gli stress. Questa ipotesi ¢ stata dimostrata in cellule di patata in coltura
(Fratianni et al., 2001) e, come gia riportato, in plantule eziolate di frumento
duro sottoposte a stress iperosmotico (Trono et al., 2004).
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Fig. 4 Meccanismo di attivazione del PmitoK, ., in mitocondri di plantule eziolate di fru-
mento duro basato sulla modulazione da ROS e ATP. Per la spiegazione si veda il testo

E interessante notare che in condizioni di stress severo, che causano dan-
ni significativi sia all’integrita sia alla funzionalitd dei mitocondri (Trono
et al., 2004; Flagella et al., 2006), il PmitoK, , risulta ancora pili attivato
piuttosto che inibito. Questo dato suggerisce che la proteina puo resistere in
condizioni di stress elevato e che risulta coinvolta nella risposta prolungata

allo stress.

LE POSSIBILI “CONTROINDICAZIONI” BIOENERGETICHE - EFFETTO DEL CANALE
SUI TRASPORTI MITOCONDRIALI E SULLA SINTESI DI ATP

Appare evidente che I'abbattimento del AY ottenuto mediante attivazione

del PmitoK, ¢ utile a contrastare il danno ossidativo causato dai ROS, ma
ATP

puo fortemente interferire con gli altri processi mitocondriali dipendenti dal

AVY stesso, tra cui il trasporto transmembrana di metaboliti (anioni) rilevanti
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per il metabolismo del mitocondrio e la sintesi di ATP mediante il processo
di fosforilazione ossidativa. E legittimo, pertanto, chiedersi se il PmitoK, .,
non aijuti la cellula per un verso, ma al contempo non la danneggi rendendo
inutilizzabili i mitocondri per due loro funzioni fondamentali. E indispensa-
bile dare risposta a questa domanda prima di ipotizzare ogni possibile risvolto
applicativo degli studi sul PmitoK, ., per esempio, prima di ipotizzare una
strategia di miglioramento genetico, convenzionale o non, teso a ottenere un
aumento dell’attivita del canale.

Le nostre conoscenze pilt recenti, perd, incoraggiano fortemente in questo
senso. Relativamente ai trasporti a livello della membrana mitocondriale in-
terna, ¢ stata riportata 'esistenza, in frumento duro, di un canale degli anioni
(Plant Inner Membrane Anion Channel, PIMAC) (Laus et al., 2008). Questo
canale ¢ inibito da ATP e da un elevato AY e svolge un ruolo fondamentale
nel mediare il flusso di anioni metabolicamente rilevanti tra mitocondrio e
citosol.

Linibizione da ATP e la modulazione da potenziale elettrico dell’attivi-
ta del PIMAC suggeriscono che il PIMAC possa funzionare essenzialmente
quando il mitocondrio presenta un basso AY. In condizioni di elevato AY,
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Fig. 5 Meccanismo di trasporto degli anioni in condizioni normali (A) e di de-energizzazione
(B) in mitocondri di frumento duro. Abbreviazioni: SH , substrati ridotti; S, substrati ossida-
ti; ANT, scambiatore ATPIADR Per la spiegazione si veda il testo
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infatti, ¢ elevata anche la sintesi di ATP per cui, mentre il AY ostacola I'in-
gresso di anioni attraverso il PIMAC, 'ATP pud inibirne l'uscita (fig. 5A).
Poiché il PIMAC trasporta in modo molto efficiente fosfato, dicarbossilati,
chetodicarbossilati e tricarbossilati, ci si deve attendere che esso possa rappre-
sentare il meccanismo privilegiato di trasporto di questi anioni in condizioni
in cui il mitocondrio ¢ depolarizzato dall’azione del PmitoK, , (fig. 5B).

Relativamente all’effetto dell’attivita del PmitoK, , sulla sintesi di ATP
mediante il processo di fosforilazione ossidativa ¢ stato valutato I'effetto del
KCl sul AY¥ e sulla sintesi di ATP in mitocondri di frumento duro che os-
sidano succinato. Inaspettatamente, i mitocondri di frumento duro trattati
con KClI, nonostante mostrassero un bassissimo valore di AY, mostravano
un buon controllo respiratorio e un buon rapporto ADP/O (due parame-
tri dell’eflicienza del processo di fosforilazione ossidativa) e sintetizzavano
ATP alla stessa velocita dei mitocondri controllo (lavoro in preparazione).
Questo risultato ¢ unico in letteratura. Alcuni esperimenti suggeriscono
Iesistenza di una forza proton-motrice latente, non direttamente misura-
bile in maniera classica, generata dalla proprieta del PmitoK, ., di essere
inibito da ATP. In pratica, 'inibizione del canale eserciterebbe un freno
tale da consentire che una quota di protoni non sia utilizzata dal ciclo del
potassio descritto in figura 3, ma resti a disposizione del’ATP sintasi per la
sintesi del’ATP.

IPOTESI SULLA NATURA MOLECOLARE DEL PMITOKATP

Alla luce di quanto riportato, 'abbattimento della forza proton-motrice in-
dotto dal PmitoK,,, ¢ in grado di controllare I'extra-produzione di ROS da
parte dei mitocondri soggetti a stress, cosi proteggendo la cellula, senza al
contempo compromettere, almeno inizialmente, la bioenergetica cellulare.
Questa indicazione rende il PmitoK,  estremamente interessante per il mi-
glioramento genetico del frumento duro per resistenza agli stress ambientali;
probabilmente ¢ piti interessante del’AOX e della PUCP, che sono anche in
grado di prevenire la sovra-produzione di ROS, ma nel far questo possono
incidere anche fortemente sulla resa energetica del mitocondrio inibendo la
sintesi di ATP.

Sfortunatamente a oggi non ¢ ancora nota la natura molecolare del Pmi-
toK, ., e addirittura non ¢ nota neanche quella della sua controparte animale,
umana in particolare, sulla quale pure esiste una importante letteratura per il

suo coinvolgimento nei meccanismi di difesa, a livello del cuore e del cervello,
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dai danni da riperfusione post ischemica. A oggi sono disponibili solo ipotesi
e la proteina resta particolarmente elusiva.

POSSIBILI STRUTTURE MOLECOLARI DEL CANALE MITOCONDRIALE DEL K' IN
MAMMIFERI E VEGETALI

La presenza di un canale del K* in mitocondri di mammifero ¢ nota dal 1991
(Inoue et al., 1991), ma, al momento, le informazioni sulla sua struttura e
identita molecolare sono piuttosto controverse. Tre diversi gruppi sono giunti
a tre diverse proposte. Il gruppo di Garlid ha purificato da fegato di ratto,
cuore di bue (Paucek et al., 1992) e cervello di ratto (Bajgar et al., 2001) un
canale mitocondriale del K* definito mitoK, ., che, al pari del K, del pla-
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Fig. 6 Strutture proposte per illi canaleli mitocondriale/i del K* nei mammiferi. Abbrevia-
gioni: S, segmenti transmembrana; mABCI; proteina mitocondriale 1 con cassetta di legame
per UATP; PIC; carrier del fosfato; ANT; carrier degli adenin nucleotidi, SDH, succinaro
deidrogenasi. Per la spiegazione si veda il testo
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smalemma, sembra essere costituito da un complesso eteromultimerico di 4
subunita di 55 kDa del tipo Kir 2TMD/1P, cio¢ 2 domini transmembrana
e 1 Poro) (mitoKir) e da 4 recettori per la sulfonilurea (SUR) di 63 kDa (mi-
toSUR) (fig. 6A, Grover e Garlid, 2000; Mironova et al., 2004; Carreira et
al., 2005). Szabo e collaboratori, invece, hanno dimostrato nella membrana
mitocondriale interna di linfociti T (Szabo et al., 2005) e di una linea cellu-
lare umana di tumore del colon (De Marchi et al., 2009) la localizzazione di
un canale del tipo Kv e K, rispettivamente, cio¢ di canali del tipo 6TMD/1P
(fig. 6B), da sempre ritenuto presente esclusivamente nella membrana pla-
smatica. Ardehali et al. (2004) hanno riportato attivita di tipo mitoK, , in
una frazione della membrana mitocondriale interna, altamente purificata e
ricostituita in liposomi, contenente 5 differenti proteine mitocondriali [la
proteina mitocondriale 1 con cassetta di legame per TATP (mABC1), il car-
rier del fosfato (PIC), il carrier degli adenin nucleotidi (ANT), 'ATPasi e la
succinato deidrogenasi (SDH)], ma, apparentemente, non contenente nessu-
na subunita di tipo Kir (fig. 6C).

Le tre diverse situazioni descritte non sono necessariamente in antitesi tra
di loro e potrebbero essere tutte corrette, descrivendo cosi una situazione in
cui diverse proteine, presenti contemporaneamente, sono attive nel trasporto
del K*.

A oggi quasi nulla ¢ noto riguardo all'identitd molecolare del/i canale/i
del K* nei mitocondri vegetali: in una comunicazione a congresso ¢ stata ri-
portata una prima purificazione di un canale tipo mitoK,  da patata (Paucek
et al., 2002) con subunita di tipo Kir e subunita regolatrici di tipo SUR, ma
la comunicazione non ¢ stata seguita da una pubblicazione vera e propria.
Deve pero essere sottolineato che nel genoma di Arabidopsis e riso non esi-
stono geni per veri e propri canali di tipo Kir, ma al limite di tipo Kir-like.
Mediante studi di proteomica, inoltre, in mitocondri di riso ¢ stata suggerita
Pesistenza di una subunita regolatrice di tipo p (Tanaka et al., 2004), che
suggerirebbe la possibile esistenza di canali tipo Kv. Le uniche informazioni
nei vegetali riguardano al momento canali del potassio non mitocondriali, in
parte riassunte nel paragrafo che segue.

CANALI DEL K* NELLE PIANTE
Nelle piante I'identificazione di geni per i canali del K* ¢ ancora all'inizio; al

momento il maggior numero di informazioni riguarda Arabidopsis thaliana. 1
canali del K* individuati in questa specie appartengono a tre distinte famiglie:
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quella dei canali 6TMD/1P di tipo shaker, quella dei canali 4TMD/2P (Tan-
dem-Pore K* Channel, TPK) e quella dei canali Kir-like, rappresentati dal solo
KCO3 (Miser et al., 2001; Lebaudy et al., 2007). La prima famiglia, che com-
prende nove geni omologhi dei geni Kv tipo Shaker dei mammiferi, ¢ a sua vol-
ta suddivisa in due subfamiglie: alla prima appartengono i geni AKTs e KATs,
che codificano per canali inward rectifying; la seconda include i geni SKOR e
GORK codificanti per canali ousward rectifying. Alla famiglia 4TMD/2P ap-
partengono cinque geni (TPKs) che codificano per canali a due pori onsward
rectifying (Miser et al., 2001; Chérel, 2004; Lebaudy et al., 2007). In carota ¢
stato isolato e caratterizzato il primo canale del K* (KDCI1) espresso nelle fasi
precoci dell’embriogenesi somatica (Downey et al., 2000; Costa et al., 2004);
successivamente ¢ stato identificato un canale del K* (DKT1) espresso in fasi
tardive del processo embriogenico (Formentin et al., 2004).

Al pari dei mammiferi, anche nelle piante i canali del K* mostrano un’ele-
vata diversitd funzionale, che deriva dall’esistenza di numerosi geni, dalla
possibilita di assemblare subunita identiche o correlate, dall’associazione con
subunita regolatrici, da modificazioni post-traduzionali, da differenti livelli
di espressione dei geni e da espressione tessuto-specifica (Cao et al., 1995).

DALLA FUNZIONE ALLA PROTEINA — STRATEGIE PER L'IDENTIFICAZIONE DEL
PmrtoK
ATP

Lidentificazione a livello molecolare del canale del potassio mitocondriale
individuato in grano duro (PmitoK, ) si ¢ basata sul confronto con il suo
omologo animale. Nei mammiferi, come si ¢ detto, ¢ perd ancora dubbia la
composizione di tale canale. Una delle ipotesi ¢ che il mitoK,, sia struttu-
ralmente simile al K, presente nella membrana plasmatica, un complesso
costituito da due proteine: il recettore della sulfonilurea SUR (~160 kDa), un
membro della famiglia di trasportatori ABC (ATP-binding cassette), e una
proteina piu piccola (-40 kDa), Kir6.1 o Kir6.2, appartenente alla famiglia
dei canali del potassio inward rectifying. Quattro subunita Kir6.x si assembla-
no a formare un poro selettivo per il potassio, associato a quattro subunita
SUR (Moreau et al., 2005). La struttura secondaria delle subuniti costituenti
i canali Kir6.x ¢ costituita di due domini transmembrana (TMD) e una re-
gione del poro (P), appartenendo cosi alla categoria di subunita alfa di canali
del potassio 2TMD/1P.

Lanalisi bioinformatica mediante Blastx (Altschul et al., 1990) sui ge-

nomi vegetali fino a oggi sequenziati non ha dato risultati: non esistono
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canali simili ai Kir animali nelle piante. Questi canali, molto simili ai canali
del potassio batterici, sono evidentemente stati persi nel corso dell’evolu-
zione. Nell’alga Chlamydomonas rehinardtii, infatti, ¢ presente un membro
appartenente a questa famiglia suggerendo che il gene sia stato perso nella
separazione tra clorofite e spermatofite. Questo non significa che la funzio-
ne sia andata perdura, infatti, abbiamo prova dell’esistenza del PmitoK,,
in molte piante (Pastore et al., 1999, 2007). Molto probabilmente un’altra
proteina o un complesso proteico sopperiscono alla stessa funzione. Questa
nuova proteina potrebbe o derivare dalla fusione del dominio funzionale
per il trasporto del potassio con altri domini che negli animali costituiscono
le subunita regolatrici del canale, oppure essere una proteina diversa, ma

TIPO DI MODELLO NOME LOCALIZZAZIONE* DIMEN- BIBLIOGRAFIA
CANALE GENICO DELLA (BIOINFORMATICA) SIONE
AL TAIR? PROTEINA (aa)
Shaker At5g46240 KAT1 PM (secr>mito) 677 Anderson et al.,
inward- 1992; Szyroki et al.,
rectifier 2001; Mura et al.,
(1P/6TM) 2004
At4g18290 KAT?2 PM (mito=secr) 697 Pilot et al., 2001
At4g32650.1 KAT3 PM** (chl>mito>secr) 662 Reintanz et al.,
At4g32650.2%* idem 597 2002;
Duby et al., 2008
At4g22200 AKT2/3 PM (secr) 802 Latz et al., 2007
At2g26650 AKT1 PM (secr>chl=mito) 857 Sentenac et al.,
19925
Geiger et al., 2009
At4g32500 AKT5 (secr) 880 -
At2¢25600.1 AKT6/ PM (secr) 888 Mouline et al., 2002
SPIK
Shaker At3g02850 SKOR PM (secr) 828 Gaymard et al.,
outward- 1998
rectifier At5g37500 | GORK PM (mito= ;
g mito=secr) 820 Ache et al., 2000;
(6TMD/1P) Hosy et al., 2003
Tandem- At5g55630 TPK1 T (chl>>secr) 363 Czempinski et al.,
pore 2001; Gobert et al.,
(4TMD/2P) 2007
At5g46370 TPK2 (chl>secr) 443 Voelker et al., 2006
At4gl8160 TPK3 (chl>secr) 436 Voelker et al., 2006
Atlg02510 TPK4 PM (secr>>chl) 284 Becker et al., 2004
At4g01840 TPK5 (chloroplast) 408 Voelker et al., 2006
At5g46360 KCO3 T (secr=mito>chl) 260 Voelker et al., 2006

*www.arabidopsis.org; *dimostrata sperimentalmente; **¢ una subunita regolatrice che ¢ in grado
di localizzarsi in membrana solo con determinate altre subunita (ad es. KAT1 e AKT1); ***forma
alternativa del trascritto.

Tab. 1 Lista di canali del potassio di Arabidopsis thaliana
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con funzione simile. Poiché non conosciamo la risposta, abbiamo pensato
di individuare tutti i putativi canali del potassio presenti nelle monocotile-
doni. In Triticum aestivum & stato studiato un solo canale TaAKT1, in mais
invece ne sono stati studiati quattro, mentre in riso solo due. Tutti questi
canali sono del tipo Shaker invard rectifying (6TMD/1P), voltaggio-dipen-
denti e altamente selettivi per il potassio, ma con localizzazione a livello del-
la membrana plasmatica. Nella pianta modello Arabidopsis thaliana, come
si ¢ detto, sono stati individuati nove geni codificanti per canali al potassio
del tipo Shaker, sei geni codificanti canali tandem-pore (4TMD/2P) (vedi
tab. 1) in pitt sono stati individuati almeno venti geni codificanti per canali
debolmente selettivi per il potassio del tipo Cyclic Nucleotide Gated Chan-
nels, CNGC. Questi ultimi sono stati poco considerati in questa analisi in
quanto non altamente selettivi.

Nonostante gli studi su questi canali siano cominciati piu di un decennio
fa, nessuno finora ¢ stato localizzato a livello del mitocondrio.

I canali della famiglia tandem-pore sono i piu simili strutturalmente ai
canali Kir animali in quanto presentano un dominio ripetuto in tandem co-
stituito da due regioni transmembrana e una regione del poro, i due canali at-
tualmente caratterizzati (TPK1 e TPK4) non mostrano voltaggio-dipendenza
e sono localizzati nel tonoplasto e nella membrana plasmatica rispettivamen-
te.

STRATEGIA DI ISOLAMENTO DEL GENE/PROTEINA BASATA SU GENI CANDIDATI

A causa degli scarsi dati presenti nei database sui canali di monocotiledoni,
abbiamo pensato di sfruttare il genoma sequenziato di riso per cercare tut-
ti i canali selettivi per il potassio e studiarne la localizzazione subcellulare
in un sistema eterologo come il tabacco (vedi schema 1). Lanalisi ¢ stata
effettuata mediante BlastP (Aleschul et al., 1990), utilizzando la sequenza
consenso del filtro di selettivitd per il potassio (TTXGYGD) come “esca’.
Sono state cosi identificate alcune sequenze che codificano per putativi canali
del potassio (tab. 2). Quindi, utilizzando appositi programmi disponibili in
rete per la predizione della localizzazione subcellulare, quali Predotar e Mito-
pred, ¢ stato individuato un canale Shaker-like invard rectifying (Aramemnon
Os01g45990, GenBank AK120308) con un putativo peptide segnale per il
mitocondrio (punteggio 22,3 contro 5,3 per la predizione per la via secreto-
ria). Dal momento che non sempre ¢ necessario un segnale per traghettare
una proteina al mitocondrio, si ¢ deciso di estendere comunque lo studio
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,
Ricerca bioinformatica di canali simili al Kir
animale in genomi vegetali
“
-
Ci sono sequenze simili?
y
SI | NO
| 1 N
( BlastP su genomi di monocotiledoni (riso) con
Amplificasione e clonaggio in fusione con il filtro di selettiviti per il K’ come esca
gene reporter YFP (TTXGYGD)
pN s
r | !

Analisi bioinformatica della localizzazione
subcellulare delle proteine canale

Selezione di canali: inward-rectifier, simili a
Kir, con peptide segnale per il mitocondrio

Amplificazione e clonaggio

Trasformazione di:
loglie, radici, protoplasti di tabacco

Anmnalisi al microscopio confocale

- >

Schema 1 Schema della strategia di isolamento di canali mitocondriali in riso

della localizzazione subcellulare a tutti i canali isolati. Come si puo vedere
in tabella 2 sono stati scartati alcuni canali, o perché la sequenza sembra-
va incompleta, o perché outward rectifying (canali Shaker presenti solo nelle
piante). E stato invece tenuto in considerazione un canale del tipo CNGC in
quanto presentava 5 varianti di sp/icing e una di queste aveva una predizione
di localizzazione mitocondriale (punteggio 4,5 contro 0,0 per via secretoria
e cloroplasto) e una dimensione paragonabile al Kir animale (ca. 56,4 kDa),
rispetto ad alcuni Shaker, ben pit grandi.
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TIPO DI CDNAID | ARAMEMNON® | ARABIDOPSIS | LOCALIZZAZIONE | DIMEN- | BIBLIO-
CANALE D MIGLIOR (soro SIONE | GRAFIA
RISULTATO BIOINFORMATICA) | (AA)
Shaker AK065938 | Os01g11250 KAT1-like weak secr 568 -
inward-
rectifier .
(P/6TM) | AK100739 | Os01g55200 KAT1-like weak secr 502 | Obata et
al., 2007
AK120308 | Os01g45990 AKT1-like mito 935 | Fuchset
al., 2005
AK061594 | Os05g35410 | AKT2/3-like weak secr 703 -
AK100808 | Os02g14840 KAT1-like secr 718 -
Os06g14310 | KAT3/AKC1- mito/secr 591 -
like
Os04g02720 KAT3-like mito/secr 368 -
0s01g52070 KAT3-like weak mito/secr 593 -
Tandem- Os07g01810 TPK1-like weak mito/secr 349 -
€201§§4TM) 0s03g54100 TPK1-like weak secr 347 -
CNGC 0s09g38580 CNGC-like weak mito spli- 5 -
cing n.3 (450aa) | splicing
variants
Canali non Os04g36740 SKOR-like n.d. 722 -
considerati 050614030 | SKOR-like n.d. 858 -
Os07g07910 AKT5-like chl 891 -
0Os503g28120 KAT1-like incompleto 156 -
‘Aramemnon.botanik.uni-koeln.de

Tab. 2 Lista di canali del porassio di Oryza sativa (cv Japonica)

Le sequenze codificanti cosi selezionate sono state quindi sottoposte ad
amplificazione con specifici oligonucleotidi sintetici per poter essere succes-
sivamente inserite nel vettore binario pGreen0029 (Hellens et al., 2000) in
fusione con il gene reporter YFP (Yellow Fluorescent Protein). La fusione & sta-
ta fatta al C-terminale della proteina in esame per non mascherare I'eventuale
peptide segnale N-terminale.

Una volta ottenuti, i costrutti sono stati amplificati in E. coli e in seguito:
— purificati e utilizzati per la trasformazione transiente di protoplasti (PPS)

di mesofillo di tabacco mediata da polietilenglicole (PEG) 4000. I PPS

trasformati sono stati osservati al microscopio confocale dopo 16-24 ore

di incubazione a 18-23°C al buio (Hosy et al., 2005).

— inseriti nel ceppo di Agrobacterium tumefaciens GV3101 ingegnerizzato
con il plasmide helper pSoup (Vain et al., 2003), che permette il trasfe-
rimento del T-DNA contenuto nel vettore pGreen, per il protocollo di
agroinfiltrazione. Foglie ottenute da piante dopo quattro settimane dalla
semina sono state trasformate utilizzando una concentrazione batterica di
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Fig. 7 Osservazione al microscopio confocale dei marcarori di controllo. A) la fluorescenza é
localizzata a livello della membrana plasmatica di una cellula epidermica di una foglia di
tabacco agroinfiltrata, é mostrata anche [aurofluorescenza dei cloroplasti; B) la fluorescenza
¢ localizzata a livello dei mitocondri in protoplasti di mesofillo di tabacco trasformati tran-
sientemente; anche in questo caso é mostrata anche [autofluorescenza dei cloroplasti; C) la
fluorescenza é diffusa nel citoplasma e nel nucleoplasma di cellule di radice trasformata. Per la
spiegazgione si veda il testo

OD,=1. Dal secondo giorno dopo I'agroinfiltrazione i campioni sono

stati osservati al microscopio confocale (Zottini et al., 2008).

— Inseriti in Agrobacterium rhizogenes in co-trasformazione con il plasmide
helper pSoup. Espianti fogliari di piante di tabacco di quattro settimane
sono stati usati per la trasformazione e per 'ottenimento di radici tran-
sgeniche. 1l protocollo prevedeva in questo caso la co-coltivazione degli
espianti con il batterio ingegnerizzato e la successiva crescita in terreno
selettivo fino all’ottenimento delle radici (Chen et al., 2007).

Per la messa a punto del protocollo sono stati utilizzati costrutti di con-
trollo disegnati nel vettore pGreen0029 (Hellens et al., 2000) ed esprimenti:
i) la proteina di fusione KDC2::YFP (Formentin et al., 2006), come marca-
tore per la membrana plasmatica (fig. 7A); ii) la proteina YFP con il peptide
segnale N-terminale della subunita beta della ATPase mitocondriale, come
marcatore del mitocondrio (fig. 7B); iii) la forma solubile della YFP per mar-
care il citoplasma (fig. 7C).

PRIMI ESPERIMENTI DI LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DEI PRODOTTI GENICI
ANALIZZATI

Risultati preliminari hanno indicato come il sistema migliore per lo studio
siano le foglie di tabacco agroinfiltrate, dove infatti ¢ stata ottenuta un’ottima
efficienza di trasformazione. Mentre i protoplasti si sono rivelati poco infor-
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Cloroplasti A Cloroplasti B

)
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Fig. 8 Localizzazione subcellulare della subuniti beta di riso in protoplasti di mesofillo di
tabacco (PPS). A) PPS trasformati esprimenti la proteina di fusione KOB1::GFP La fluo-
rescenza é localizzata intorno ai cloroplasti e alla periferia della cellula. B) PPS trasformati
esprimenti la proteina di fusione KOB1::GFP e il canale Shaker-like inward rectifying AKT1
di Arabidopsis. La fluorescenza é localizzata sempre nel citoplasma. In entrambe le figure é
mostrata anche lautofluorescenza dei cloroplasti. Per la spiegazione si veda il testo

mativi in quanto lefficienza di trasformazione non superava il 20% e l'in-
tensitd di fluorescenza era molto variabile, dipendendo dal numero di copie
di plasmide inseritesi in ogni cellula durante la trasformazione. Nelle cellule
epidermiche della pagina inferiore delle foglie, invece, la fluorescenza, dopo
qualche giorno di incubazione, ¢ pitt uniforme. In questa situazione ¢ pil
facile confermare il risultato di localizzazione ed escludere falsi risultati dovuti
all’espressione troppo forte del transgene.

Una volta messi a punto i protocolli, ¢ stato possibile iniziare lo studio se-
riale dei canali, a partire da quelli di dimensioni piti piccole e facili da clonare,
quali AK109604 ¢ AK069303, due rappresentanti della famiglia tandem-
pore, e la proteina KOB1.

Quest’ultima ¢ una proteina di 36kDa, nota come subunita beta dei ca-
nali al potassio, identificata in un’analisi del proteoma di mitocondrio di riso
(Fang et al., 1998; Tanaka et al., 2004). Queste subunita sono poco studiate
nelle piante, mentre negli animali si sa che regolano i canali del potassio le-
gandosi alle subunita alfa che li compongono e inoltre possiedono un’attivita
ossidoreduttasica.

Abbiamo verificato la localizzazione subcellulare di questa proteina in PPS
di tabacco. Per fare cio, la proteina ¢ stata fusa al C-terminale con la proteina
fluorescente GFP nel vettore pUC-GFP utile per I'espressione transiente del
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transgene. Purtroppo non ¢ stata osservata la marcatura a livello dei mitocon-
dri, ma nel citoplasma (fig. 8A). Per verificare ulteriormente la localizzazione,
PPS sono stati co-trasformati con un costrutto per I'espressione del canale
Shaker AtAKT1 di A. thaliana, noto per essere un partner della subunita
beta in Arabidopsis. Anche in questo caso la fluorescenza ¢ stata osservata nel
citoplasma (fig. 8B). Questo risultato ¢ in contrasto con quanto pubblicato
in precedenza (Tanaka et al., 2004), perd non ¢ del tutto inatteso in quanto
spesso gli esperimenti di proteomica danno falsi positivi dovuti a contamina-
zioni durante la preparazione dei campioni.

In merito ai due canali AK109604 e AK069303, risultati preliminari sug-
geriscono una localizzazione in tonoplasto e reticolo endoplasmatico, rispet-
tivamente, con abbondante presenza di entrambi i canali anche in sistemi
di vescicole intracellulari. Per definire in maniera conclusiva questi risultati
sono, perd, ancora necessari ulteriori approfonditi esperimenti di co-localiz-
zazione con marcatori di compartimenti intracellulari.

PROSPETTIVE DELLA RICERCA

Nel prossimo futuro sard necessario continuare lo studio seriale dei canali di
riso con saggi di espressione eterologa in tabacco. Questo studio verra affian-
cato dall’analisi fenotipica di mutanti per gli stessi canali, per vedere se mu-
tazioni in tali geni possano portare alla modificazione dell’attivita del Pmi-
toK, . o della funzionalita mitocondriale. Questo tipo di studio, applicato
anche a quei canali che non avessero localizzazione mitocondriale, permettera
di definire la funzione di geni non ancora studiati in riso. Per confermare la
localizzazione subcellulare, inoltre, i costrutti verranno utilizzati in saggi di
espressione omologa mediante trasformazione di germogli di riso secondo un
protocollo che ¢ attualmente in fase di messa a punto.

Deve essere sottolineato che I'interesse ultimo ¢ quello di arrivare all'iden-
tificazione del PmitoK, , di frumento duro, per cui I'utilizzo della “genetica”
di specie prossime a quella di interesse serve come strumento iniziale, per
acquisire conoscenze da applicare poi alla specie target. Nel contempo, do-
vranno anche continuare le ricerche bioenergetiche e funzionali in frumento
duro, con particolare interesse all'individuazione di nuove vie di regolazione
del PmitoK,, oltre a quella “ATP/ROS” riportata in figura 4. In questo sen-
so, recentissime osservazioni suggeriscono l'esistenza di una regolazione da
parte di acidi grassi liberi prodotti da una fosfolipasi mitocondriale attivata
dallo stress (dati non pubblicati); si apre cosi un nuovo capitolo, che potrebbe
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portare sviluppi molto interessanti nella ricerca sui meccanismi di resistenza
allo stress in frumento duro.

I risultati ottenuti e le buone prospettive di ricerca, dimostrano che nel
complesso ¢ vincente la strategia di associare, quanto piu possibile stretta-
mente, gli studi bioenergetici a quelli molecolari e cosi anche ¢ vincente la
strategia di finalizzare la ricerca di base a singoli e ben definiti aspetti applica-
tivi per un’agricoltura del XXI secolo.
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RIASSUNTO

Nei mitocondri vegetali di frumento duro ¢ stata dimostrata per via funzionale I'esistenza
di un canale del potassio (Plant Mitochondrial Potassium Channel — ATP sensitive, Pmi-
oK, ) simile al canale animale mitoK, . Questo canale ¢ in grado di inibire la dannosa
sovra produzione mitocondriale di specie reattive dell’ossigeno, che si verifica generalmen-
te quando la pianta/cellula ¢ sottoposta a uno stress ambientale. In accordo con questa
proprieta, si ¢ trovato che il PmitoK, , viene attivato quando plantule di frumento duro
sono sottoposte a stress iperosmotico e si ritiene che questo canale possa rappresentare un
nuovo, interessante sistema di difesa dagli stress abiotici in frumento duro. Purtroppo,
non ¢ stata ancora definita la natura molecolare del PmitoK, , Per isolarlo e caratterizzarlo
a livello molecolare sono stati considerati tutti i canali del potassio di riso che somigliassero
ai canali Kir animali e tutti quelli riconosciuti utilizzando la sequenza consenso del filtro
di selettivita per il potassio (TTXGYGD); particolare attenzione ¢ stata posta ai canali che
presentassero anche un putativo peptide segnale mitocondriale. E stata completata una
lista di undici canali che ora sono studiati sistematicamente. Per determinare la localizza-
zione subcellulare di questi canali, le sequenze codificanti sono state fuse al gene reporter
YFP ed espresse in un sistema eterologo, il tabacco. Vengono qui riportati i primi risultati.

ABSTRACT

A potassium channel similar to animal mitoK,,, was functionally demonstrated in du-

rum wheat mitochondria (Plant Mitochondrial Potassium Channel — ATP sensitive,

PmitoK, ), deeply affecting mitochondrial bioenergetics. This channel was found to
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be able to inhibit the large-scale mitochondrial production of harmful ROS, generally
occurring when the plant/cell is subjected to an environmental stress. Consistently, the
channel activity was found to be increased when durum wheat seedlings were subjected
to hyperosmotic stress, so the PmitoK, , may be a novel, interesting defense system in
durum wheat against abiotic stress. Unfortunately, the gene/s — protein/s of the chan-
nel are unknown. To isolate this protein complex eleven rice potassium channels were
selected being similar to animal Kir channels or being potassium channels on the basis
of the selectivity filter TTXGYGD, with particular attention towards channels possibly
putatively targeted to mitochondria. All coding sequences have been fused to YFP re-
porter gene and expressed in the heterologous system tobacco to find their sub-cellular

localization. Here, the first results are reported.
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