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1. Las cianobacterias.

Las cianobacterias son el mayor y mas diverso grupo de organismos procariotas
fotosintéticos. Estas eubacterias se caracterizan por poseer pigmentos fotosintéticos
y ser capaces de realizar la fotosintesis oxigénica de forma similar a la que realizan
algas y plantas superiores (Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Woese, 1987). De hecho,
las cianobacterias se consideran los ancestros de los cloroplastos que permiten
actualmente que las algas y las plantas superiores realicen la fotosintesis
(Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005; Reyes-Prieto y Bhattacharya, 2007; Archibald,
2009; Yagi y Shiina, 2014). Actualmente se cree que una célula eucariota primitiva,
hace aproximadamente 1500 millones de afio, endocitd una cianobacteria
generandose asi uno de los primeros procesos de endosimbiosis. Esto originé tres
linajes de cloroplastos en glaucofitas, clorofitas y rodofitas. De forma que las
cianobacterias cumplen una funcion importante en el ciclo del carbono (Yoon et al.,
2004; Reyes-Prieto y Bhattacharya, 2007). Las cianobacterias constituyen el grupo
de organismos fotosintéticos mas abundante del planeta; estos organismos estan
distribuidos en un amplio nimero de ecosistemas, pudiéndose encontrar
cianobacterias en ambientes muy diferentes que van desde desiertos hasta zonas
polares (Whitton y Malcolm, 2000), aunque suelen encontrarse principalmente en
los mares y océanos. Son organismos ancestrales y se ha demostrado la existencia
de microorganismos fotosintéticos en fosiles con mas de 2500 millones de afios. Fue
gracias a la aparicion de la fotosintesis oxigénica en estos organismos que se
produjo el paso de una atmosfera reductora a una oxidante. De esta forma la
liberacion masiva de O a la atmdsfera y la acumulacién de este permitio el
desarrollo de la capa de ozono que protege de la radiacion ultravioleta al planeta,
protegiendo asi a los organismos que posteriormente habitarian la Tierra (Schopf,
1993, 2011; Lépez-Garcia et al., 2006; Alcott et al., 2019). Este evento dio como
resultado la evolucidon a organismos aerdbicos, y por tanto a la existencia de las
formas de vida actuales (Blankenship, 1992). Sin embargo, también generé cambios
a los que tuvieron que adaptarse las formas de vida existentes. Uno de los cambios
de gran importancia fue la disminucién de la biodisponibilidad de hierro. Esto se
debe a que el hierro oxidado (Fe®*) presenta una menor disponibilidad, ya que
precipita, que el hierro reducido (Fe?*) (Ochiai, 1983; Crichton y Pierre, 2001)..

Existen cianobacterias que, ademas de fijar CO2, son capaces de realizar la fijacion
de dinitrogeno, contribuyendo asi en el ciclo del nitrégeno ademas del ciclo del
carbono y del oxigeno (Li, 1994; Montoya et al., 2004). Por tanto, las cianobacterias
son organismos de gran importancia dentro de los ecosistemas donde habitan. De
hecho, las cianobacterias oceanicas contribuyen con 2/3 de la produccion primaria
de los mismo, lo que a su vez es la mitad de la produccion global (Garcia-Fernandez
et al., 2004). Por tanto, la incorporacién de carbono en los compuestos organicos
mediada por cianobacterias constituye una de las principales fuentes de ingreso de
este a los seres vivos. Las cianobacterias, tanto unicelulares como filamentosas,
que cuentan con el complejo de la nitrogenasa incorporan el N2 atmosférico en
compuestos organicos (Esteves-Ferreira etal., 2017), permitiendo asi la
interrelacion cianobacteria-ciclo del nitrégeno. Puesto que intervienen tanto en la
fijacion de carbono como de nitrdgeno, hay cianobacterias endosimbiontes de otros
organismos como plantas u hongos que les proporcionan a los mismos el nitrégeno
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o el carbono fijado (Reisser, 1984). Ademas, una de las principales caracteristicas
de las cianobacterias es su gran plasticidad metabdlica, ya que son capaces de vivir
fotoautotroficamente, mixotréficamente y fotoheterotréficamente (Rippka, 1972).

Las cianobacterias se clasifican como bacterias Gram (-), pues presentan una
membrana plasmaética rodeada por una envuelta de peptidoglicanos que a su vez
esta rodeada por una membrana externa selectivamente permeable (Woese, 1987).
Pero a diferencia de otras bacterias Gram (-) las cianobacterias presentan en su
interior un sistema de endomembranas denominadas tilacoides. En los tilacoides se
produce el transporte electronico durante la fotosintesis y la respiracion. La
organizacion de dichas membranas difiere de las presentes en los cloroplastos, pues
las membranas tilacoidales se agrupan formando capas y no en forma de grana
(Liberton et al., 2006; Casella et al., 2017; Mares et al., 2019). Es en los tilacoides
donde se ubican los fotosistemas, que contienen los centros de reaccion
fotosintéticos con los pigmentos fotosintéticos: clorofilas y carotenos. Otras
caracteristicas de las cianobacterias son la presencia de carboxisomas icosaédricos
(donde se fija el CO»), los ficobilisomas (encargados de captar la luz) y granulos de
almacenamiento diversos como los granulos de glucégeno, cianoficinas o PHB
(Kerfeld et al., 2010). De forma tradicional las cianobacterias se han clasificado
atendiendo a sus caracteristicas morfolégicas, asi como a su tipo de division celular,
en cinco secciones morfolégicas (Rippka et al., 1979).

Figura 1.Estirpes de cianobacterias empleadas en este trabajo. (A) Imagen a microscopio
de Synechocystis sp. PCC 6803, representativa de la seccién | de la clasificacion de (Rippka et
al., 1979). La imagen pertenece a la coleccion del laboratorio. (B) Imagen a microscopio de
Anabaena sp. PCC 7120, representativa de la seccién IV de la clasificacion de (Rippka et al.,
1979). La imagen ha sido cedida por el laboratorio de Enrique Flores.

La seccion | la forman organismos unicelulares que se dividen por fision binaria o
por gemacion como puede ser Synechocystis. La seccion Il incluye estirpes
unicelulares que se dividen por fision multiple y/o fisién binaria como es el género
Pleurocapsa. La seccion Ill la componen estirpes filamentosas no formadoras de
heterocistos (células diferenciadas especializadas en la fijacién de nitrdgeno) como
son las pertenecientes al género Pseudoanabaena. En las secciones IV y V estan
incluidas estirpes filamentosas que forman heterocistos y que ademas son capaces
de generar akinetos (estructuras de resistencia) en situaciones de estrés y
hormogonios (estructuras de dispersion). Si la division es en un solo plano
perteneceran a la seccion IV, como es el caso de Anabaena, si es en multiples
planos perteneceran a la seccion V como Fischerella. Sin embargo aunque este
sistema se siga utilizando las clasificaciones mas recientes se basan en métodos de
filogenia molecular, ya que estos demuestran que la clasificacién morfolégica no es
fiel a la relacion real entre las estirpes y solo las secciones IV y V son
filogenéticamente coherentes (Giovannoni et al., 1988; Sanchez-Baracaldo et al.,
2005; Tomitani et al., 2006; Shih et al., 2013). De forma que en base a estos analisis
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se cree que algunas estirpes unicelulares han aparecido como el resultado de la
perdida de la capacidad de formar filamentos de estirpes anteriores, por lo que el
hecho de que formen filamentos no significa que sean estirpes mas recientes (Shih
et al., 2013).

Desde 1996 se han secuenciado un gran numero de genomas de cianobacterias,
siendo el primero el de la cianobacteria unicelular Synechocystis sp. PCC 6803
(Kaneko et al., 1996). El contenido G+C de estos organismos oscila entre 32% y
71%. De forma general todas estas bacterias son especies poliploides y contienen
un nuamero variable de copias cromosomicas por célula (Labarre et al., 1989).
Algunas cianobacterias, como aquellas del género Synechocystis, son capaces de
incorporar DNA exd6geno en su genoma mediante transformacion y recombinacion
homodloga (Porter, 1986). En aquellas que no poseen esta capacidad y por tanto son
no transformables se han desarrollado métodos como la conjugacion (Wolk et al.,
1984; Flores y Wolk, 1985) o la electroporacion (Thiel y Poo, 1989). Todo esto y el
hecho de que presenten una menor complejidad y se requiere un menor tiempo para
conseguir una cantidad significativa de biomasa respecto a las plantas superiores,
hace que muchas cianobacterias sean modelos adecuados para estudiar la fijacion
de carbono, nitrégeno o la fotosintesis. En este trabajo se han empleado las
cianobacterias Synechocystis sp. PCC 6803 y Anabaena sp. PCC 7120 (Nostoc sp.
PCC 7120).

Synechocystis sp. PCC 6803, en adelante Synechocystis, es una especie unicelular,
no toxicay no fijadora de nitrégeno (Figura 1) que pertenece a la seccidén taxonémica
| (Rippka et al., 1979). Es una especie poliploide con un genoma compuesto por un
cromosoma circular de aproximadamente 3,57 Mb y 7 plasmidos de tamafios entre
119y 2,2 Kb .(Chauvat et al., 1986; Kaneko et al., 1996; Berla y Pakrasi, 2012). Su
genoma tiene un contenido G+C de un 47% y puede presentar hasta 12 copias de
su genoma por célula (Labarre et al., 1989; Griese et al., 2011). Morfol6gicamente
las células de Synechocystis son esferas imperfectas con un tamafio de 1,5 ym de
diametro (Van de Meene et al., 2006). Esta cianobacteria es capaz de crecer en
distintas condiciones (fotoautotrofica, mixotréfica y heterotrofica), presenta
recombinacion homologa, es facilmente transformable y tiene un tiempo de
duplicacion relativamente corto (cada 8 horas). Todo esto hace que sea un
organismo modelo adecuado para estudiar tanto la fotosintesis como el metabolismo
del carbono y del nitrégeno.

Anabaena sp PCC 7120, en adelante Anabaena, es una estirpe filamentosa que, en
deficiencia de nitrégeno combinado, es capaz de diferenciar sus células hacia la
generacion de heterocistos vy fijar dinitrdgeno en los mismos (Muro-Pastor y Hess,
2012). Los heterocistos, por tanto, son células diferenciadas donde se produce la
expresion de la enzima nitrogenasa, encargada de la fijaciébn de dinitrdgeno.
Ademas, debido a la inactivacién de este proceso por oxigeno, en estas células no
se realiza la fotosintesis (Flores y Herrero, 2010). EI genoma de este organismo
consta de 7,2 Mb, donde 6,4 Mb corresponden al cromosoma circular y el resto a 6
plasmidos de entre 5,5 y 408 Kb. El contenido G+C del mismo corresponde a un
41% (Kaneko et al., 2001). Solo el 37% de los genes de esta cianobacteria son
similares a los presentes en Synechocystis, de forma que existe una gran
divergencia entre ambas.
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2. El proceso fotosintético y respiratorio en cianobacterias

Las cianobacterias, algas y plantas son los Unicos organismos capaces de convertir
la energia luminosa del sol en energia quimica mediante la fotosintesis oxigénica.
Esto va a permitir la fijacion de carbono inorganico en forma de carbono orgénico,
generando por tanto el ciclo del carbono. Este proceso agrupa una serie de
reacciones en forma de transporte electronico a través de diferentes complejos que
emplean la energia luminosa para generar ATP y NADPH. Siendo estas moléculas
las que proveeran el poder reductor y la energia necesaria para realizar la fijacion
de CO2y generar asi moléculas de azucares. Este conjunto de reacciones luminicas
tendré lugar en un sistema interno de membranas denominado tilacoide

Una de las principales caracteristicas de la membrana tilacoidal de las
cianobacterias es que en estas se encuentran tanto los elementos de la cadena de
transporte electrénico fotosintético como los pertenecientes al transporte electrénico
respiratorio (Liu, 2016). Los grandes complejos relacionados con el proceso
fotosintético en la membrana incluyen: los ficobilisomas (pigmentos antena), el
fotosistema Il (PSII), el fotosistema | (PSI), el citocromo bef, y la ATP sintasa
(ATPasa). También hay pequefias moléculas las plastoquinonas (PQ), y proteinas
como: plastocinina (PC)/ citocromo ce (Cit cs), ferredoxina o ferredoxina NADP*
reductasa (FNR) que participan también como transportadores de electrones entre
los complejos (DeRuyter y Fromme, 2008). En el proceso ciclico del transporte de
electrones también participa un complejo NAD(P)H deshidrogenasa tipo | (NDH-1)
(Figura 2).
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Figura 2. Cadena de transporte electronico fotosintético en Synechocystis. Esquema del
transporte electrénico lineal y ciclico cianobacteriano. PSII: fotosistema Il; PQ: pool de
plastoquinonas; Cit bef: citocromo bef; PSI: fotosistema I; PC: plastocianina; Cit cs: citocromo Cs;
Fd: ferredoxina; FNR: ferredoxina-NADP* reductasa; NDH-1: NAD(P)H deshidrogenasa tipo I,
PBS: ficobilisoma; OCP: proteina carotenoide naranja; ATPasa: ATP sintasa.

En cuanto a la cadena de transporte electronico respiratorio esta esta formada por
varios complejos: NAD(P)H deshidrogenasa tipo | (NDH-1), NAD(P)H
deshidrogenasa tipo Il (NDH-2), succinato deshidrogenasa (SDH), citocromo
oxidasas y oxidasas terminales alternativas, ademas del citocromo bsf (Vermaas,
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2001). Ademas NDH-1 y SDH se cree que son los principales donadores de
electrones en el proceso respiratorio (Cooley y Vermaas, 2001; Liu et al., 2012). En
cianobacteria NDH-1 no solo participa en la respiracion sino que guarda relacion con
el flujo ciclico de electrones desde el pool de plastoquinonas al PSI y también esta
relacionado con la entrada de CO2 como transportador del mismo (Battchikova
et al., 2011; Laughlin et al., 2019). De forma que en la respiracion los electrones son
dirigidos al pool de plastoquinonas, y de este al citocromo bef por NDH-1, NDH2 y
SDH. Desde este complejo se dirigira a la Pc/Cit cs y desde ahi puede dirigirse hacia
las oxidasas terminales (Liu et al., 2012) (Figura 3). De tal forma que muchos
componentes de ambas cadenas son compartidos.
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Figura 3. Cadena de transporte electronico respiratorio en Synechocystis. Esquema del
transporte electrénico cianobacteriano al realizar la respiracion. PQ: pool de plastoquinonas; Cit
bef: citocromo bef; PC: plastocianina; Cit cs: citocromo cs; Fd: ferredoxina; FNRs: ferredoxina-
NADP* reductasa, isoforma s; NDH-1: NAD(P)H deshidrogenasa tipo |; ATPasa: ATP sintasa
COX: citocromo oxidasa terminal; Cyd: quinol oxidasa; NDH-2: NAD(P)H deshidrogenasa tipo ll;
SDH: succinato deshidrogenasa.

2.1. Fotosintesis en cianobacterias.

La fotosintesis en cianobacterias se caracteriza por dos procesos fundamentales: El
transporte ciclico de electrones donde solo se genera ATP y el transporte linear de
electrones donde se genera ATP y NADPH. Ademas, la otra caracteristica principal
es la presencia de ficobilisomas, los complejos captadores de energia.
Posteriormente, este poder reductor, asi como el ATP, se emplearan para la fijacion
de carbono.

2.1.1. Los ficobilisomas (PBS) y la OCP.

Las cianobacterias se caracterizan por contar en su membrana tilacoidal, en la
superficie citosodlica, con complejos extrinsecos denominados ficobilisomas. Estos
complejos sirven como antena captando energia luminosa para la fotosintesis (Adir,
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2005; Watanabe y lkeuchi, 2013) junto con los carotenoides y la clorofila a,
aumentando por tanto el espectro de luz que son capaces de captar las
cianobacterias respecto a otros organismos fotosintéticos (Zakar et al., 2016). Los
PBS se encuentran formados por el ensamblaje de ficobiliproteinas, las cuales
cuentan con cromoforos (ficobilinas) y esto hace que sean capaces de captar la
energia luminosa, y proteinas que actian como enlace con los fotosistemas. Los
ficobilisomas captan fotones en el intervalo de entre 500-670 nm mientras que la
clorofila a de los fotosistemas lo hace en el intervalo de 440 a 680 nm. Dentro de
los diferentes tipos de ficobiliproteinas podemos encontrar ficocianinas,
aloficocianinas vy ficoeritrinas (Li et al., 2019). Estos ficobilisomas se disponen en
forma de varilla generada por discos aplanados, transportando asi la energia al
fotosistema. Ademas de esta funcidén en la captacion de energia los ficobilisomas
también actian como un mecanismo de fotoproteccion (Zakar et al., 2016). Estos
complejos, dependiendo de los requerimientos energéticos, se cree que pueden
rotar al unirse al PSIl o PSI (Joshua y Mullineaux, 2004).

Otra proteina relacionada con la cadena de transporte fotosintetico es la proteina
carotenoide naranja (OCP), que esta implicada en la regulacion de la transferencia
de energia entre ficobilisomas y fotosistemas. La OCP contiene un caroteno que
puede cambiar su conformacion entre su forma inactiva (OCP°) y su forma activa
(OCPR). De forma que a altas intensidades luminosas pasa a un estado activo y esto
le permite actuar disipando el exceso de energia que llega al PSIl en forma de calor
(Kirilovsky y Kerfeld, 2013; Kirilovsky, 2015).

2.1.2. El transporte lineal de electrones (LET).

Los tres macrocomplejos implicados en el transporte lineal de electrones son: PSII,
citocromo bef y PSI. En este proceso se produce la liberacién de O; a la atmosfera
y la generacion de poder reductor y energia. En el LET los fotones de luz son
tomados por los PBS que excitan a las clorofilas de los centros de reaccion de los
fotosistemas (P680 y P700, PSIl y PSI respectivamente). De forma que desde el
centro de reaccion del PSII se cede un electron a la quinona A (Qa) reduciéndola y
esta a su vez se lo cede a Qg que, tras haber aceptado dos electrones, capta dos
protones para formar PQH.. EI PSIl es un homodimero constituido por las proteinas
D1 y D2, las subunidades antena CP47 y CP43, 12 subunidades pequefias
intrinsecas de membrana (PsbE, PsbF, PsbH-M, PsbN, PsbX, PsbY, Psbz, y
PsbYcfl2) y 3 extrinsecas (PsbO, PsbU, y PsbV) (Gao et al., 2018). Cuando el PSII
cede el electron se oxida TyrZ de su subunidad D1 y esta a su vez toma un electron
del cluster de manganeso (Mn:CaOs) que une con dos moléculas de agua
produciendo su oxidacion y, por tanto, rotura. De forma que por cada rotura de una
molécula de agua se liberan 2 protones en el lumen tilacoidal y dos electrones
(Vinyard et al., 2013). Tras reducirse PQH: difunde por la membrana hasta el
complejo citocromo bef donde la quinona se oxida y deprotona, liberandose estos al
lumen del tilacoide. De forma que un electron es transportado desde el citocromo
bsf (a través de la proteina de Rieske y el citocromo f) a la Pc/Cit cs del lumen. El
otro electron es transferido por el grupo hemo al lado citosdlico donde se reduce PQ
hacia PQH, el proceso se repetira para generar PQH: y se realizara el ciclo de las
quinonas. En general 2 PQH: se oxidan en el lado luminal liberandose dos PQ, dos
electrones que son transferidos a Pc/Cit ce y 4 protones en el lumen (Kurisu et al.,
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2003). En cianobacterias dependiendo de la disponibilidad de cobre en el medio se
expresara PC o, en caso de que no hubiera cobre, Cit cs. Ambos actian con la
misma eficiencia para reducir al PSI in vivo (Duran et al., 2004). Se cree que la
plastocianina, una cuproproteina, surge como un transportador de electrones
alternativo al citocromo ce debido a la disminucion de la biodisponibilidad de hierro
originada por la liberacién de oxigeno fotosintética (Ochiai, 1983; Crichton y Pierre,
2001). El PSI en cianobacterias se presenta en forma trimérica generalmente,
aunque se han determinado casos en lo que aparece en forma di- o tetramérica
(RoOgner et al., 1990; Malavath et al., 2018; Kato et al., 2019). Esta formado por 12
polipéptidos y, de estos, PsaA y PsaB estan unidos a P700 (principal donador), al
principal aceptor que son dos moléculas de clorofila accesoria y a la filoquinona. Es
esta ultima quien transporta los electrones de la clorofila a los centros sulfoférricos
Fx, FAy Fey a Fx. Por otro lado, PsaC, PsaD y PsaE estan en el lado citosdlico.
PsaC contiene los centros de hierro-azufre Fa y Fg, PsaF esta relacionada con la
interaccion con Pc/Cit cs (en el lumen) y Psal estd encargada de la trimerizacion de
los mondémeros. Tras este proceso, por el que P700 excitado cede los electrones a
la cadena de transportadores, estos electrones llegaran a la ferredoxina (que se
encuentra en la parte citosolica de la membrana) por las proteinas sulfoférricas y de
esta a la ferredoxina-NADP* reductasa (FNR) que reducirdA NADP* a NADPH,
generandose poder reductor (Karapetyan et al., 1999). El centro de reaccion del PSI
recupera su estado tras aceptar los electrones desde Pc/Cit cs (Figura 2). Durante
todo este proceso se ha producido un gradiente electroquimico a través de la
membrana tilacoidal por los protones generados de la fotdlisis del agua y del ciclo
de las quinonas entre PQH: y el citocromo bef, este gradiente sera empleado por la
ATPasa para la sintesis de ATP. De forma que se necesitan 4 protones para
sintetizar una molécula de ATP (Van Walraven et al., 1996) y por cada ciclo de
fotdlisis de obtiene un gradiente de 6 protones .

2.1.3. El transporte ciclico de electrones (CET).

El transporte ciclico de electrones da lugar a la generacion de ATP por un gradiente
electroquimico como en el caso del LET pero sin la generacion de poder reductor.
Asi, en el transporte lineal se genera una relacion media de 1,33 moléculas de ATP
y 1,5 moléculas de NADPH (Bendall y Manasse, 1995). Puesto que en el Ciclo de
Calvin-Benson-Bassham se emplean 1,5 moléculas de ATP por cada molécula de
NADPH y que el ATP es necesario para otros procesos celulares la generacion de
energia de forma independiente a la del poder reductor es necesaria para los
organismos fotosintéticos (Nawrocki et al., 2019). Este ciclo se genera mediante el
regreso de los electrones del PSI al pool de plastoquinonas generandose también
un potencial en la membrana por el bombeo de protones, aunque ya no participa la
fotolisis del agua (Nawrocki et al., 2019). En este proceso participa el complejo NDH-
1 que transfiere los electrones al pool de plastoquinonas (Peltier et al.,, 2016;
Laughlin et al., 2019). Para que este proceso sea posible de forma ciclica NDH-1
recibe los electrones de la ferredoxina , que a su vez los recibe de PSI (He et al.,
2015; Laughlin et al., 2019).

2.2. Fijacion de carbono en cianobacterias por el ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (CBB).
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En los organismos fotosintéticos se emplea el poder reductor en forma de NADPH y
la energia en forma de ATP generados en la cadena de transporte electrénico para
la fijacion de carbono inorganico. Este proceso se realiza a través del ciclo de CBB,
de forma que este es un ciclo cuya regulacion tiene gran importancia para el
metabolismo de los organismos fotosintéticos.

El CBB comienza con la actividad RuBisCO (formada por sus dos subunidades
RbcL, que contiene el centro activo, y RbcS, una subunidad regulatorio (Andersson
y Backlund, 2008). Esta enzima cataliza la entrada del CO. atmosférico en un
esqueleto carbonado organico, la ribulosa-1,5-bisfosfato (Ru-1,5-BP). De forma
general este proceso es realizado en el carboxisoma y de él se generan dos
moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PG), constituyendo la etapa de fijacion del carbono.
La mayor o menor presencia de carboxisomas depende de la concentracion de
bicarbonato y CO; en el medio, disminuyendo esta cuando uno u otro son altos. Tras
esto se da una etapa de reducciéon donde desde las moléculas generadas se
originan 2 moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (G-3-P) con un gasto de poder
reductor y ATP. Posteriormente continua la fase de regeneracién que tiene como fin
la regeneraciéon de Ru-1,5-BP (Figura 4). En esta, una molécula de G-3-P y otra de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) se unen mediante una aldolasa generando
fructosa-1, 6-bisfosfato que sera desfosforilada por una actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa hasta fructosa-6-fosfato (F-6-P). La DHAP puede obtenerse a partir del
G-3-P mediante la enzima triosa fosfato isomerasa. Esta F-6-P y G-3-P, mediante
una enzima transcetolasa, generaran una molécula de 4 &tomos de carbono
(eritrosa-4-fosfato o E-4-P) y una de cinco (xilulosa-5-fosfato o Xu-5-P).
Posteriormente, E-4-P se combina mediante una actividad aldolasa con otra de las
moléculas DHAP generadas para dar lugar a la sedoheptulosa-1,7-bisfosfato (S-1,
7-BP) que ser& desfosforilada por una actividad sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa a
sedoheptulosa-7-fosfato (S-7-P). La sedoheptulosa generada, mediante una
actividad transcetolasa, se combina con un G-3-P, para generar Xu-5-P y ribosa-5-
fosfato (R-5-P), ambas pentosas daran lugar a la ribulosa-5-fosfato (Ru-5-P)
mediante una actividad epimerasa e isomerasa respectivamente. Finalmente, con
gasto de ATP, esta Ru-5-P se fosforila mediante la enzima fosforribuloquinasa hasta
Ru-1,5-BP. De esta forma se completa un ciclo cerrado donde por cada 3 moléculas
de CO: fijadas se genera de forma neta una triosa fosfato (Raines, 2003; Michelet
et al., 2013). De forma que por cada tres moléculas de CO; fijadas se produce en
esta etapa el gasto de 9 ATP y 6 NADPH, generando 6 moléculas de G-3-P donde
una de ellas no continua el ciclo y se libera para la sintesis de compuestos de interés.

Este carbono fijado se emplea para la sintesis de diversos compuestos (acidos
grasos, aminoacidos, acidos nucleicos...) y, normalmente, parte del mismo se
convierte en glucogeno para su almacenaje. De esta forma puede utilizarse esta
carbono cuando fuera necesario o en oscuridad (Ball y Morell, 2003). La sintesis de
glucogeno comienza en el citoplasma con la sintesis de ADP-glucosa desde
glucosa-1-fosfato con gasto de ATP; la enzima que cataliza esta reaccion es la ADP-
glucosa pirofosforilasa. Posteriormente la glucogeno sintasa (de la que
Synechocystis cuenta con dos isoformas) une los residuos de glucosa, que toma en
forma de ADP-glucosa, con enlace glucosidico a-1,4 sobre glucégeno existente (Yoo
et al., 2014). Finalmente la enzima ramificante anade los enlaces a-1,6. Cuando la
movilizacion del glucogeno es necesaria intervienen las enzimas GIgP, que cataliza
la liberacién de glucosa-1-fosfato, y GlgX, que es la enzima desramificante (Fuy
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Xu, 2006). El glucégeno presenta un patron de sintesis por el dia y degradacion
durante la noche o en periodos de oscuridad (Sarkar et al., 2019). Ademas para
mantener el equilibrio carbono/nitrdgeno su acumulacion se relacionara con la
limitacion de nitrégeno en cianobacterias, situacion en la que se acumula a una alta
concentracion (Griindel et al., 2012).
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Figura 4. Ciclo de Calvin-Benson-Bassham en cianobacterias. Esquema del ciclo de fijacion
de carbono en Synechocystis. F-6-P: fructosa-6-fosfato; F-1,6-BP: fructosal,6-bisfosfato; DHAP:
dihidroxiacetona fosfato; G-3-P: gliceraldehido-3-fosfato; 1,3BPG: 1,3-bisfosfoglicerato; 3-PG: 3-
fosfoglicerato; E-4-P: eritrosa-4-fosfato; Xu-5-P: xilulosa-5-fosfato;S-1,7-BP: sedoheptulosa-1,7-
bisfosfato; S-7-P: sedoheptulosa-7-fosfato; R-5-P: ribosa-5-fosfato;Ru-5-P: ribulosa-5-fosfato;
Ru-1,5-BP: ribulosa-1,5-bisfosfato. En cianobacterias la actividad FBPasa y SBPasa
corresponden a la misma enzima.

En plantas se ha determinado que varias de las enzimas que participan en este ciclo
presentan regulacion luz/oscuridad, es decir, sus actividades enziméticas actian
durante las horas de luz debido a su regulacién por reduccion-oxidacion (regulacion
redox). Estas enzimas reguladas serian la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa /
oxigenasa (RuBisCO), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
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fosforribuloquinasa (PRK), fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) y sedoheptulosa-1,7-
bisfosfatasa (SBPasa) (Michelet et al., 2013).

2.2.1. Sistemas de concentracion de carbono.

La enzima RuBisCO ademas de su actividad carboxilasa presenta también actividad
oxigenasa, de forma que en lugar de la reaccion anterior por la que fija el carbono
esta enzima es capaz de sintetizar la incorporacion de oxigeno a la ribulosa-1,5-
bisfosfato, generdndose 2-fosfoglicolato. Este compuesto de 2C es toxico pues
inhibe a la triosa fosfato isomerasa y a la fosfofructoquinasa (Anderson, 1971; Kelly
y Latzko, 1976). Synechocystis cuenta con 3 rutas que constituyen el metabolismo
de fotorrespiracion de este compuesto para eliminarlo y evitar su toxicidad, de forma
que ademas del ciclo C2 caracteristico de las plantas (donde se regenera 3-PG con
pérdida de carbono) (Bauwe etal., 2010) también posee la ruta del glicerato
bacteriana y ademas, es capaz de descarboxilar el glioxilato por la via del
oxalacetato (Eisenhut et al., 2008). Para evitar estos procesos y la consiguiente
pérdida de carbono la fijacion de este se realiza en el carboxisoma, compartimento
icosaédrico donde se encuentra la RuBisCO. El sistema proteico de concentracion
de CO, o CCM, estd compuesto por bombas de bicarbonato asociadas a la
membrana y el carboxisoma. Es este ultimo, ademas de la RuBisCO se encuentra
la anhidrasa carbonica, favoreciendo asi un ambiente donde la concentracion de
CO: sea alta y se dificulte la actividad oxigenasa de la RuBisCO (Kupriyanova et al.,
2013; Kerfeld y Melnicki, 2016; Long et al., 2016). Los genes que codifican para las
proteinas que encapsulan a la RuBisCO estan presentes en el operén ccm
(Whitehead et al., 2014; Kerfeld y Melnicki, 2016). El Cinorganico Citosoélico acumulado
por los sistemas de entrada del mismo (transportadores) difunde al carboxisoma
donde la anhidrasa carbonica, cerca de la RuBisCO, unida a la estructura del
carboxisoma (Cai et al., 2016) transforma HCO3s en COy, tras esto la enzima realiza
la reaccion de carboxilacién (Figura 4). Ademas la estructura del carboxisoma
impide la salida del CO., favoreciendo asi su concentracion (Cai et al., 2009).
Respecto a los transportadores de carbono en la membrana podemos distinguir:
SbtA (Shibata et al., 2002), BicA (Price et al., 2004), NDH-14 (Burnap et al., 2015),
NDH-13 (Maeda et al., 2002; Prommeenate et al., 2004; Burnap et al., 2015) y BCT1,
codificado por el operén cmpABCD (Omata et al., 1999).

2.3. Respiracion en cianobacterias.

En las cianobacterias los procesos de fotosintesis y respiracion estan localizado en
el mismo compartimento celular, en la misma membrana y compartiendo sistemas
de transporte electrénico como son el pool de plastoquinonas, el citocromo bef y
Pc/Cit cs (Scherer, 1990; Peschek et al., 2004). Seran NDH-1, NDH-2 (mediante la
oxidacion de NAD(P)H) y SDH (succinato deshidrogenasa, mediante la
transformacion de succinato a fumarato) quienes van a reducir en oscuridad al pool
de plastoquinonas mediante el proceso respiratorio (Figura 3), puesto que la
inactivacion de cualquiera de estos complejos se relaciona con disminucion de la
capacidad respiratoria (Cooley y Vermaas, 2001; Peltier et al., 2016). Se especula
que FNRs, una de las dos isoformas de FNR en Synechocystis que es capaz de
oxidar el NADPH y se acumula durante el crecimiento heterotrofico, podria participar
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en la respiracion mediante la reduccion de la ferredoxina que le donaria estos
electrones a NDH-1 (Thomas et al., 2006; Korn, 2010; Laughlin et al., 2019) (Figura
3). La respiracion ayuda a mantener el gradiente de protones que permitira la
produccion de ATP y el poder reductor se obtendra mediante las reacciones
catabdlicas.

2.3.1. Oxidasas terminales respiratorias.

Hay dos tipos principales de oxidasas terminales respiratorias: una representada por
la superfamilia de oxidasas tipo citocromo ¢ (COX) y la otra por las del tipo quinol bd
(Cyd), siendo las primeras capaces de bombear protones al lumen tilacoidal.

Las COX ademas de realizar el bombeo de protones de forma acoplada reducen el
oxigeno para generar agua. Estas oxidasas son capaces de usar al sistema Pc/Cit
cs como donador de electrones y se caracterizan por contar con dos centros hemo
redox donde uno de ellos participa en la organizacion del centro catalitico binuclear
gue consiste en un ion hierro (del grupo hemo) y un ion cobre localizados de forma
cercana. El otro grupo hemo sera quien tome los electrones del donador (Lockau,
1981; Michel et al., 1998).

Las Cyd se caracterizan por ser capaces de reducir moléculas de oxigeno para
generar aguay tienen como donadores de electrones a los grupos quinol (Abramson
et al., 2000), de forma que obtienen los electrones necesarios para reducir al
oxigeno del pool de plastoquinonas reducidas. En su centro de reaccién cuentan
con dos grupos hemo y no participa en el bombeo de protones para generar energia
(Musser et al., 1993).

Ambas oxidasas terminales participan en la proteccion frente a especies reactivas
de oxigeno del sistema fotosintético sirviendo como fuente de salida de electrones
en condiciones donde haya un exceso de estos (Ermakova et al., 2016; Shimakawa
y Miyake, 2018). Sin embargo la afinidad de estas por el oxigeno es diferente, asi la
Km para el mismo en Synechocystis de COX es de 1,0 yM mientras que el de Cyd
es de 0,35 uyM (Pils y Schmetterer, 2006).

3. Metabolismo del carbono en cianobacterias

Ademas del proceso de fijacion de carbono que se realiza durante el ciclo de CBB
hay otros procesos donde estan implicados esqueletos carbonados en
cianobacterias como son la ruta de las pentosas fosfato (OPP), la ruta Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), la ruta de Entner-Doudoroff (ED) o el ciclo de Krebs (Figura
5). De forma general en condiciones de crecimiento fotoautotrofico con suficiente luz
estas rutas apenas contribuyen al flujo metabdlico total de las cianobacterias (Yang
et al., 2002).
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Figura 5. Esquema de las rutas de asimilacion del carbono en Synechocystis. De color
amarillo esta representada la ruta Embden-Meyerhof-Parnas, de color azul la ruta oxidativa de
las pentosas fosfato, de verde la ruta de Entner-Doudoroff y de gris el ciclo de Krebs. PDH:
piruvato deshidrogenasa; CS: citrato sintasa; ACO: aconitasa; IDH: isocitrato deshidrogenasa; 2-
OGDC: 2-oxoglutarato descarboxilasa; GABD: succinato semialdehido deshidrogenasa; FUM:
fumarasa; MDH: malato deshidrogenasa; PK: piruvato quinasa; Eno: enolasa; PGM:
fosfoglicerato mutasa; PGK: fosfoglicerato quinasa; GADPH: gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa; TPI: triosas fosfato isomerasa; PFK: fosfofructoquinasa; PGl:
fosfoglucoisomerasa; HK: hexoquinasa; GDH: glucosa deshidrogenasa; GK: gluconato quinasa;
EDD: 6-fosfogluconato dehidratasa; KDPG: 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato; EDA: KDPG
aldolasa; ZWF: engloba las actividades de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la
gluconolactonasa; GND: 6-fosfogluconato deshidrogenasa; RPE: ribulosa-5-fosfato epimerasa;
RPI: ribulosa-5-fosfato isomerasa; TK: transcetolasa; TA: transaldolasa; FBPasa: fructosa-1,6-
bisfosfatasa;G-6-P: glucosa-6-fosfato; F-6-P: fructosa-6-fosfato; F-1,6-BP: fructosa-1,6-
bisfosfato; DHAP: dihidroxiacetona fosfato; G-3-P: gliceraldehido-3-fosfato; 1,3-BPG: 1,3-
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bisfosfoglicerato; 3-PG: 3-fosfoglicerato; 2-PG: 2-fosfoglicerato; PEP: fosfoenolpiruvato; Ru-5-
P: ribulosa-5-fosfato; R-5-P: ribosa-5-fosfato; Xu-5-P: xilulosa-5-fosfato; S-7-P: sedoheptulosa-7-
fosfato; E-4-P: eritrosa-4-fosfato.

3.1. Ruta oxidativa de las pentosas fosfato (OPP)

La ruta oxidativa de las pentosas fosfato es una via catabdlica de asimilacion de
glucosa donde se generan diversos intermediarios que pueden emplearse para la
sintesis de otros compuestos, entre otros, los acidos nucleicos. Durante esta ruta se
genera poder reductor en forma de NADPH de forma que puede ser empleada para
regenerar este poder reductor cuando sea necesario en condiciones de oscuridad
donde la fotosintesis no sea funcional (Kruger y Von Schaewen, 2003). Podemos
diferenciar principalmente dos fases en la misma: fase oxidativa donde se sintetiza
NADPH vy la fase de interconversion donde se generan los distintos esqueletos
carbonados. En la primera fase estarian implicadas la glucosa.6-fosfato
deshidrogenasa (G-6-PDH), la gluconolactonasa y la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6-PGDH); al final de estas transformaciones se obtiene 2 NADPH
y ribulosa-5-fosfato, perdiéndose un carbono como CO.. La otra fase comprende
una serie de reacciones reversibles donde finalmente se obtiene G-3-P y fructosa-
6-fosfato (F-6-P) (Figura 5). En caso de que se necesitase regenerar poder reductor
empleando enzimas de la gluconeogénesis como la fructosa-1,6-bisfosfatasa
(FBPasa) podria generarse un ciclo continuo de la OPP con pérdida de carbono
(Kruger y Von Schaewen, 2003). Se ha demostrado que la primera enzima de esta
ruta, G-6-PDH es susceptible tanto de regulacion redox como de regulacion
alostérica. Asi, en Nostoc punctiforme ATCC 29133 y Anabaena, se ha determinado
que esta proteina presenta un regulador alostérico positivo, OpcA (proteina
conservada y especifica de cianobacterias), que al interaccionar con la misma
potencia su actividad. Ademas, al estar presente permite la accion de las
tiorredoxinas sobre la G-6-PDH, enzima que es activa cuando esta oxidada. Por
tanto el efecto de las tiorredoxinas en esta proteina de la ruta produce una
inactivacion de la misma, aunque este efecto solo se ha demostrado en presencia
de OpcA (Hagen y Meeks, 2001; Mihara et al., 2018). Ademas, se ha demostrado
gue esta enzima, a pesar de poder emplear tanto NADP* como NAD", presenta una
mayor afinidad por NADP*, como ocurre con la 6-PGDH (Ito y Osanai, 2020).
Ademads, tanto NADPH como NADH son inhibidores de las mismas, lo que favorece
su inactivacion cuando se realiza la fotosintesis (Ito y Osanai, 2020). De estas
enzimas también destaca su regulacién por diferentes metabolitos, en su mayoria
intermediarios del ciclo TCA. Asi, la actividad de la G-6-PDH esta4 regulada
negativamente por fosfoenolpiruvato, oxalacetato, citrato y 2-oxoglutarato. Por otro
lado, la actividad de 6-PGDH se regula negativamente por oxalacetato, citrato y 2-
oxoglutarato (Ito y Osanai, 2020). La relacién entre esta via y el ciclo de Krebs no
solo se establece mediante estos compuestos sino que los mutantes carentes de la
primera enzima de la ruta al pasar de condiciones de luz a condiciones de oscuridad
acumulan intermediarios del ciclo de Krebs, por lo que ambas podrian ser rutas
alternativas en oscuridad para la metabolizacion de glucosa (Maruyama et al.,
2019).

Estudios metabolomicos demuestran que esta via en cianobacterias no estaria
activa en condiciones de fotoautotrofia (Yang et al., 2002). Se especula que su
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principal funcion se realizaria en condiciones de crecimiento fotomixotrofico o
heterotrofia. Aun asi, solo se ha observado un flujo significativo por esta via a una
intensidad luminosa igual o menor de 40 pmol fotones-m-? -s*1 (Nakajima et al., 2014,
2017; You et al., 2014), incluso en presencia de glucosa. Todo esto, unido al hecho
de que el mutante de la primera enzima de la ruta no es capaz de crecer en baja luz
y mixotrofia o heterotrofia parece indicar que esta ruta actuaria en condiciones de
baja luz, donde se produciria la degradacion del glucégeno para generar NADPH
(Wan et al., 2017; Ueda et al., 2018; Makowka et al., 2020). Por otro lado, algunos
estudios sefialan a esta ruta, junto con ED, como la encargada de metabolizar el
carbono acumulado en forma de glucégeno tras periodos de falta de nitrégeno en el
medio (Doello et al., 2018). Ademas, esta ruta es necesaria en la transicion de
oscuridad a luz para degradar el glucégeno y permitir asi la obtencion de los
esqueletos carbonados necesarios para la fotosintesis (Shinde et al., 2020).

3.2. Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) o glucdlisis.

La ruta de Embden-Meyerhof-Parnas es una ruta catabdlica en la que se oxida
glucosa para obtener poder reductor (NAD(P)H) y energia (ATP). De forma general
esta ruta esta relacionada con la respiracion. En ella podemos distinguir dos fases:
una primera donde se transforma la molécula de glucosa en dos moléculas de triosa
fosfato con gasto de dos moléculas de ATP y otra segunda fase donde se obtienen
cuatro moléculas de ATP y dos moléculas de NAD(P)H; de forma que el balance
total de la ruta es de positivo para la generacion de energia y poder reductor (Figura
5) (Romano y Conway, 1996).

En esta ruta todas las enzimas son bidireccionales con respecto a las de la
gluconeogénesis excepto la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa (PFK) que se
intercambian por la glucosa-6-fosfatasa y por la FBPasa (Bennett et al., 2010). Se
ha demostrado que esta via no se encuentra presente en todas las cianobacterias.
Algunas cianobacterias como las del género Prochlorococcus carecen de la enzima
PFK de forma que no seria posible realizar esta ruta para ellas (Chen et al., 2016).
De forma que sugieren que seria la ruta de Entner-Doudoroff la principal encargada,
junto con la OPP, de metabolizar la glucosa en estas especies. Puesto que estas
estirpes suelen habitar en zonas con una menor presencia de nutrientes la ruta ED
podria estar mas favorecida termodinamicamente (Chen et al., 2016). Sin embargo,
algunos estudios sefialan que esta ruta podria tener una alta implicacion en el
metabolismo de la glucosa en crecimiento mixotrofico para la generacion de
intermediarios de la fijacion del carbono (Ge et al., 2018). Ademas, analisis de flujo
en estas condiciones, tanto en alta como en baja luz, demuestran la existencia de
un flujo por la ruta EMP; especialmente en alta luz (Wan et al., 2017; Ueda et al.,
2018).

El hecho de que tanto esta ruta como la ruta OPP compartan intermediarios con el
ciclo CBB hace posible que ademas de la generacion de energia y poder reductor
provean al ciclo CBB de los metabolitos necesarios para que, en condiciones de luz
(tras la noche), el ciclo de fijacion de carbono funcione adecuadamente o se reactive.
De esta forma el ciclo de CBB dispondria de los esqueletos carbonado necesario
para fijar CO, atmosférico. La degradaciéon del glucégeno por tanto proveera de
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energia y de los esqueletos carbonados (Shimakawa et al., 2014; Sarkar et al.,
2019; Makowka et al., 2020).

3.3. Ruta de Entner-Doudoroff (ED).

La ruta de Entner-Doudoroff es una ruta catabdlica que transforma glucosa en
piruvato. Esta ruta comparte un intermediario con la ruta oxidativa de las pentosas
fosfato, el 6-fosfoguconato, a pesar de que en este caso este intermediario se
obtiene desde la glucosa mediante la actuacion de dos enzimas (Figura 5).
Finalmente, de esta via se obtiene piruvato y G-3-P a partir de 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato. ElI G-3-P puede seguir por la via glucolitica para obtener poder
reductor o ATP, obteniéndose una molécula de ATP y 2 de NADPH (Conway, 1992).
Recientemente se ha descubierto que esta ruta también estd presente en
cianobacterias y plantas (Chen et al., 2016).

Estudios recientes han relacionado esta via con la degradacion del glucégeno en
fotoautotrofia o la movilizacion del mismo tras largos periodos de déficit de nitrégeno,
situacion donde se acumula el glucégeno (Doello et al., 2018; Makowka et al., 2020).
De tal forma que se cree que estaria implicada en la utilizacion de glucégeno en
cianobacterias estando operativo el ciclo de CBB, pues al no compartir
intermediarios con el mismo se favoreceria que actuara esta ruta y no una de las
anteriores.

3.4. Ciclo de Krebs o Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (TCA).

Este ciclo en cianobacterias presenta diferencias con respecto a otras bacterias
como Escherichia coli (E. coli) o en células eucariotas. A diferencia de estos
organismos las cianobacterias carecen de la enzima 2-oxoglutarato deshidrogenasa
gue cataliza uno de los pasos del ciclo, la conversion de 2-oxoglutarato en succinil-
CoA. A pesar de esto algunas cianobacterias, como Synechocystis, cuentan con los
genes que codifican para las enzimas 2-oxoglutarato descarboxilasa (2-OGDC) y
succinato semialdehido deshidrogenasa (GABD), donde la primera transforma 2-
oxoglutarato en succinil semialdehido y la segunda transforma este en succinato
(Figura 5) (Zzhang y Bryant, 2011; Ito etal.,, 2019). A diferencia de de la 2-
oxoglutarato deshidrogenasa del ciclo canénico, donde se produce una molécula de
GTP y otra de NADH en este solo se generaria una molécula de NADPH; ademas,
como en el ciclo de Krebs candénico se generan dos moléculas mas de NADPH y
una de FADH: (Zhang y Bryant, 2011). Sin embargo, el flujo a través de este cierre
de ciclo es bajo y, por tanto, en cianobacterias es, principalmente, un ciclo abierto.
Una de las diferencias del ciclo de Krebs en cianobacterias, con respecto al ciclo de
Krebs en organismos heterétrofos, es que se ha demostrado que la enzima
encargada de generar succinato, la isocitrato deshidrogenasay las deshidrogenasas
del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, unen preferentemente NADP* con
respecto a NAD* como coenzima (Ito y Osanai, 2020). Las cianobacterias también
presentan la enzima succinil-CoA deshidrogenasa, enzima reversible que cataliza la
conversion de succinil-CoA en succinato, ya que es requerida para sintetizar ciertos
aminoacidos (Zhang et al., 2016).
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Este ciclo, a diferencia de los anteriores, no presenta variaciones en su flujo
dependiendo de las condiciones nutricionales mientras el resto de los ciclos puedan
realizarse con normalidad. Esto se debe a que la afinidad por NADP* de la enzima
encargada de generar succinato es menor que la afinidad de las deshidrogenasas
de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato, lo que sefala que la ruta OPP es
preferencial cuando esta activa (Ito y Osanai, 2020). Por tanto hay un nivel basal de
flujo por este ciclo que se mantiene constante independientemente de la intensidad
luminosa, la presencia de glucosa en el medio o el consumo de glucdgeno (You
et al., 2014; Wan et al., 2017; Ueda et al., 2018). Sin embargo, recientemente se ha
relacionado un intermediario de esta ruta con la posible regulacion negativa de una
enzima que participa en la fijacion de carbono, la PRK (Nishiguchi et al., 2020). De
forma que, in vitro, se ha determinado que el isocitrato sintetizado en el Ciclo de
Krebs es capaz de regular negativamente la actividad de dicha enzima por lo que
podria haber una regulacion de la fijacion de carbono dependiente de este ciclo.

4. Regulacion redox del metabolismo del carbono en
cianobacterias.

Las cianobacterias son organismos con capacidad de crecimiento fotoautotréfico
capaces de adaptarse a una gran variedad de cambios en su entorno. Para poder
sobrevivir a estos cambios regulan la actividad de algunas enzimas de sus diversas
rutas. Uno de los mecanismos que les permite realizar esto es el control redox de
sus proteinas. Los principales mecanismos implicados en esta regulacion en los
organismos fotosintéticos son el sistema tiorredoxina (Trx) y el otro constituido por
el glutatién y las glutarredoxinas (Grx) (Meyer et al., 2009; Montrichard et al., 2009;
Stroéher y Millar, 2012; Cejudo et al., 2019; Jedelska et al., 2020).

La regulacion redox es posible a través de la oxidacion y reduccion de los grupos
tiol de las cisteinas de las proteinas a regular. Este grupo puede presentar distintas
formas dependiendo de su estado de oxidacion y esto hace que pueda verse
alterada la estructura de la proteina que lo contenga. Por tanto, las cisteinas en su
forma oxidada pueden formar puentes disulfuro con otras cisteinas de forma
intramolecular o intermolecular. Sin embargo al reducirse el enlace disulfuro se
rompe, lo que puede ocasionar la activacion o inactivacion de su funcion enziméatica
(Couturier et al., 2013). Este proceso es reversible, aunque los grupos tiol pueden
sufrir oxidaciones irreversibles. Estos procesos irreversibles son la sobreoxidacion
de las cisteinas generando acido sulfinico (Cys-SO2H) o acido sulfénico (Cys-SOzH)
es un proceso irreversible que conlleva la degradacion de la proteina (Poole et al.,
2004), excepto el acido sulfinico generado en las cisteinas cataliticas de algunas
peroxirredoxinas que puede ser reducido por las sulfirredoxinas con gasto de ATP
(Wood et al., 2003).

A pesar de existir estudios que identifican a posibles dianas de tiorredoxinas en
Synechocystis (Lindahl y Florencio, 2003; Li et al., 2007; Pérez-Pérez et al., 2009a),
posteriormente no se ha comprobado que todas estas dianas sean reales. De modo
gue en lo relativo a los ciclos del carbono solo se ha demostrado in vitro la regulacion
redox de la enzima que codifica para las actividades fructosa-1,6-
bisfosfatasa/sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa cianobacteria (FBP/SBPasa) (Udvardy
etal.,, 1982), la G-6-PDH (Hagen y Meeks, 2001), la ADP-glucosa pirofosforilasa
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(AGP) (Diaz-Troya et al., 2014) y la fosforribuloquinasa (Kobayashi et al., 2003). Sin
embargo estudios proteémicos han puesto de manifiesto el cambio redox por
luz/oscuridad en cisteinas de varias enzimas implicadas en el ciclo del carbono como
son: glucdgeno sintasa o GIgA2 (ya que Synechocystis cuenta con 2 isoformas), 6-
PGDH, la subunidad grande de la RuBisCO, piruvato quinasa, PFK, fructosa-
bisfosfato aldolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa 2, fosfoglucomutasa, isocitrato deshidrogenasa, aconitato
hidratasa tipo I, fumarato hidratasa tipo Il, triosa fosfato isomerasa (Guo et al., 2014)
y PRK (Reichmann y Jakob, 2012; Lépez-Calcagno et al., 2014; Mihara et al., 2020)

4.1. Regulacion enzimética mediada por tiorredoxinas.

Las tiorredoxinas son proteinas globulares pequefias (=12 kDa) presentes en todos
los organismos (Montrichard et al., 2009). La principal caracteristica de estas
proteinas, ademas de su plegamiento, es su sitio activo que presenta una secuencia
conservada WC(G/P)C. Estas cisteinas conservadas del sitio activo pueden estar
oxidadas o reducidas y son capaces de regular a sus proteinas diana mediante la
reduccion de puentes disulfuro (Figura 6) (Couturier et al.,, 2013). La reduccién
llevada a cabo por estas proteinas es secuencial, de forma que la cisteina mas cerca
al extremo N-terminal realizard un ataque nucleofilico sobre el puente disulfuro de
la proteina a regular quedando ambas proteinas unidas de forma transitoria. El
puente disulfuro generado entre ambas proteinas es atacado por la segunda cisteina
de la tiorredoxina quedando la misma con un puente disulfuro y la proteina diana
reducida (Holmgren, 1995). En organismos fotosintéticos, como las cianobacterias,
son capaces de relacionar a sus proteinas diana con la situacion energética
ambiental ya que la ferredoxina, al reducirse por la luz, es capaz de aportar los
electrones necesarios para que se lleve a cabo la reduccion de la tiorredoxina en
una reaccion catalizada por Ferredoxina-Tiorredoxina-Reductasa (FTR) (Figura 6).
Una vez reducida por sus donadores la tiorredoxina sera capaz de reducir a otras
proteinas, afectandose asi la actividad de estas. En plantas se ha demostrado que
las tiorredoxinas interaccionan con muchas proteinas del ciclo de CBB, produciendo
la activacion de las mismas por luz (por ejemplo a la FBPasa o SBPasa
cloroplastidicas por Trx f) (Wolosiuk y Buchanan, 1977; Buchanan et al., 2000;
Montrichard et al., 2009; Gutle etal., 2016). Ademdas estas proteinas estan
relacionadas con otros procesos distintos a los ciclos del carbono en organismos
fotosintéticos como el estrés, oxidativo controlando la actividad de proteinas que
participan en la detoxificacién de especies reactivas de oxigeno (peroxirredoxinas,
1-cys peroxirredoxina...), regulando a la metionina sulféxido reductasa o a la 3'-
fosfoadenilsulfato reductasa (Pérez-Pérez et al., 2009b; Sevilla et al., 2015).

En plantas superiores existen varias familias de Trx: dentro de los plastos podemos
encontrar los tipos: f, m, y, x y z. Ademas las plantas superiores presentan
tiorredoxinas en otras localizaciones como la mitocondria (Trx 0) o el citosol (Trx h)
(Serrato et al., 2013). A traves de los estudios realizados con las tiorredoxinas de
plantas se ha determinado que las Trx f y Trx m serian las encargadas se regular
las enzimas del ciclo de CBB, la sintesis de almiddn o la sintesis de ATP. Siendo las
tipo m las que regulan rutas mas divergentes como son incluso el desarrollo de los
tejidos (Geigenberger et al., 2017)
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Figura 6. Mecanismos de reaccidén con proteinas de las tiorredoxinas y glutarredoxinas de
cianobacterias. (A) Esquema de los mecanismos de reduccion sobre las cisteinas de sus
proteinas diana de las glutarredoxinas mono- y ditiélicas. Incluye tanto el proceso de reduccion
de puentes disulfuro como de deglutationilacion, asi como su regeneracion. (B) Esquema de los
mecanismos de reduccién sobre las cisteinas de sus proteinas diana de las tiorredoxinas, asi
como su regeneracion. PSI: fotosistema I; Fd: ferredoxina; FNRs: ferredoxina-NADP* reductasa,;
GSH: glutatién reducido; GSSG: glutation disulfuro; GRX: glutarredoxina; Trx: tiorredoxina.

Las cianobacterias presentan una variedad menor de tiorredoxinas, que incluye
cuatro familias: las tipo m (la Unica presente en todas las cianobacterias), las tipo x,
las tipo y y TrxC, que es exclusiva de cianobacterias (Florencio et al., 2006; L6pez-
Maury et al., 2018). Estudios basados en andlisis filogenético demostraron que las
Trx plastidicas tienen su origen en procariotas, de forma que estas serian aquellas
que propiciaron los diferentes tipos de tiorredoxinas de plantas y algas (Serrato
et al., 2013). Las tiorredoxinas tipo m, X e y presentan la secuencia conservada en
su centro catalitico, mientras que TrxC presenta una secuencia alterada WCGLC.
TrxC esta relacionada con la adaptacion a condiciones de bajo carbono y alta luz,
aunque no presenta una actividad tiorredoxina clasica in vitro (Lopez-Maury et al.,
2018). Synechocystis presenta 4 tiorredoxinas: una tiorredoxina tipo m designada
TrxA (slr0629), una tiorredoxina tipo x designada TrxB (slr1139), una tiorredoxina
tipo y designada TrxQ (slr0233) y TrxC (sll1057) (Florencio et al., 2006). TrxBy TrxQ
estan relacionadas con respuesta a alta luz y estrés oxidativo (Pérez-Pérez et al.,
2009a). Sin embargo la mas abundante y la Unica esencial en esta especie, como
ocurre con el resto de cianobacterias, es TrxA que esta relacionada con diversos
procesos, por tanto su mutacion tiene un efecto pleiotropico (Mallen-Ponce, 2020).
Algunas cianobacterias carecen de FTR, en estas se ha encontrado la ferredoxina
flavin-tiorredoxina reductasa (FFTR) que seria la encargada de reducir a las
tiorredoxinas (Balsera et al., 2013; Buey et al., 2017a). FFTR presenta un sitio de
union a FAD y se ha demostrado la capacidad de la ferredoxina reducida de
reducirla, pudiendo esta proteina posteriormente reducir a las tiorredoxinas y estas
a sus dianas (Buey et al., 2017a, 2021). Ademas, recientemente se ha demostrado
gue una supuesta NTR presente tanto en Synechocystis como en Gloeobacter no
tiene capacidad de reducir a las tiorredoxinas e, incluso, probablemente presenta
funcion oxidasa. Esta proteina ha sido renombrada como DDOR (Buey et al.,
2017D).
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4.2. Regulacion enzimética mediada por glutarredoxinas.

Las Grx, por otro lado, también son proteinas globulares pequefias (=10-15 kDa)
presentes en muchos organismos. Presentan el mismo plegamiento tipico de las
tiorredoxinas y su centro activo puede contener dos cisteinas si son ditidlicas
(CXXC) o una cisteina si son monotidlicas (CXXS) (Vlamis-Gardikas y Holmgren,
2002; Holmgren et al., 2005). Pueden reducir tanto puentes disulfuro entre cisteinas,
como las tiorredoxinas, como cisteinas unidas a glutation (S-glutationilaciéon) (Figura
6). En Synechocystis podemos encontrar tres glutarredoxinas: dos de ellas ditidlicas
(GrxA y GrxB) y una monotidlica (GrxC). Las ditidlicas reducen puentes disulfuro
como las tiorredoxinas y su donador de electrones seria el glutation que una vez
oxidado sera de nuevo reducido por el glutatiéon reductasa con gasto de NADPH. Ya
que Synechocystis carece de glutation reductasa no esté claro quién llevaria a cabo
este papel de reduccion del glutation empleado para regenerar a las glutarredoxinas
(Marteyn et al., 2009). El proceso de reduccion por glutarredoxinas ditidlicas es
similar al de las tiorredoxinas. La cisteina mas proxima al extremo N-terminal ataca
nucleofilicamente al puente disulfuro de la proteina diana formandose un
intermediario donde ambas proteinas estan unidas. Tras esto la otra cisteina de la
glutarredoxina ataca al puente formado por este intermediario quedando la proteina
diana reducida y la glutarredoxina oxidada. Las glutarredoxinas monotidlicas
reducen puentes disulfuro entre el glutation y su proteina diana, con lo que la
proteina diana queda reducida y la glutarredoxina queda unida al glutation, pudiendo
regenerarse reduciéndose por otra molécula de glutation y generando glutatién
oxidado(Figura 6) (Zaffagnini et al., 2019). En este proceso de deglutationilacion la
cisteina del centro activo de la glutarredoxina ataca a la cisteina unida a glutation de
su proteina diana. Ya que este proceso solo necesita de una cisteina puede ser
realizado también por una glutarredoxina ditidlica (Holmgren et al., 2005; Zaffagnini
et al., 2019). A veces se ha observado que para regenerar la cisteina unida a
glutation se requiere de otra cisteina que puede ser de la misma glutarredoxina
(Tamarit et al., 2003; Zaffagnini et al., 2008). La regulacion por S-glutationilacion es
un proceso reversible y que puede estar implicado en la regulacion del ciclo del
carbono en cianobacterias. Asi, se ha determinado como posibles dianas de esta
regulacion a las subunidades grande y pequefa de la RuBisCO, la fosfoglicerato
quinasa, la gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenada (1 y 2), la aldolasa, la
FBP/SBPasa, la trascetolasa, la ribulosa-5-fosfato epimerasa, la fosforribuloquinasa
y CP12 en Synechocystis (Chardonnet et al., 2015).

5. Las actividades FBPasay SBPasa en organismos fotosintéticos.

El ciclo CBB (Figura 4) es primordial para la fotosintesis ya que sera en él donde se
realiza la fijacion de carbono atmosférico para la sintesis de sus propios azucares
(Kaiser y Bassham, 1979). Por tanto este ciclo es esencial para la sintesis de
esqueletos carbonados en los organismos fotoautotrofos (Pfannschmidt y Yang,
2012), y sin él la vida no existiria tal como la conocemos actualmente en la tierra
(Youvan y Marrs, 1987; Buchanan et al., 2000).

Dos actividades importantes en este ciclo son la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa;
EC 3.1.3.11) y la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBPasa; EC 3.1.3.37). La primera
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de estas actividades enzimaticas, descrita por primera vez en 1943 (Gomori, 1943),
transforma fructosa-1,6-bisfosfato en fructosa-6-fosfato y Pi mediante la hidrélisis
del fosfato esterificado en el carbono 1 de su sustrato (Williams y Kantrowitz, 1992;
Shieh y Chiang, 1998). Por otra parte, la segunda actividad enzimatica descrita
realizard el mismo proceso enzimético utilizando sedoheptulosa-1,7-bisfosfato y
obteniendose sedoheptulosa-7-fosfato y Pi (La Forge, 1920; Nordal et al., 1956).
Mientras que la FBPasa participa en varias rutas metabdélicas como son el ciclo CBB,
la gluconeogénesis y la via oxidativa de las pentosas fosfato (Horecker et al., 1975;
Wolosiuk y Buchanan, 1977; Charles y Halliwell, 1981; Pradel et al., 1981) la
SBPasa Unicamente esta implicada en el ciclo de CBB donde es necesaria para la
regeneracion de RuBP. Ya que la FBPasa patrticipa en rutas no fotosintéticas esta
enzima no es exclusiva de los organismos fotosintéticos (Williams y Kantrowitz,
1992) sino que se encuentra distribuida en todos los organismos. En plantas la
actividad de ambas enzimas esta regulada por luz (Raines, 2003). A pesar de la
similitud de sus sustratos el analisis filogenético de las enzimas de plantas
demuestra que ambas enzimas tienen origenes evolutivos diferentes, estando
alejadas una de la otra (Jiang et al., 2012b; Gutle et al., 2016).

5.1. La actividad FBPasa en plantas.

En plantas existen tres enzimas con actividad FBPasa: una de ellas se encuentra
en el citosol (siendo esta la actividad FBPasa que se encuentra presente en todos
los tipos celulares) (Fraenkel et al., 1966; Williams y Kantrowitz, 1992; Daie, 1993;
Donahue et al., 2000; Rashid et al., 2002) y dos que se encuentran en el cloroplasto
de organismos fotosintéticos (Kelly etal., 1982; Serrato etal.,, 2009). Por su
implicacidn en rutas importantes para el metabolismo celular la regulacion de estas
enzimas es esencial (Figura 7).
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Figura 7. Regulacion de laregulacién de las FBPasa de plantas. (A) Esquema de la FBPasa
citosodlica con sus dos dominios, el catalitico de unién al sustrato y el de regulacién alostérica de
unién a su regulador alostérico negativo, AMP. En celeste se destacan los activadores (sustrato
y cofactor) y en marrén los represores. (B) Esquema de la regulacion por activacion de la FBPasa
cloroplastidica principal en luz. En luz el estroma se basifica y aumenta la concentracion de
magnesio, ademas de actuar las tiorredoxinas, lo que favorece su actividad. La enzima presenta
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una cisteina susceptible de S-glutationilacion. (C) Esquema de la regulacién negativa de la
FBPasa cloroplastidica principal en oscuridad, al estar oxidada se forma un puente disulfuro entre
dos de sus cisteinas,

5.1.1. FBPasa citosolica.

La isoforma citosélica es un homotetramero donde cada subunidad que lo conforma
presenta un peso molecular alrededor de 37 kDa (Marcus et al., 1982; el-Maghrabi
etal.,, 1993; Skalecki etal.,, 1999). La estructura terciaria de cada mondémero
presenta dos dominios, uno de union al sustrato (dominio FBP) y otro de interaccion
con su regulador alostérico negativo, el AMP (dominio AMP), En cada mondmero el
sitio de interaccion alostérica se encuentra aproximadamente a 28 A del sitio de
union al sustrato. De forma que el dominio de interaccion con AMP se encuentra en
el exterior del tetrAmero y el de interaccion con sustrato en el centro del tetramero
(Ke et al., 1990; Villeret et al., 1995; Choe et al., 2000). Para que la enzima realice
su actividad correctamente necesita la uniéon de cationes divalentes como Mg?*,
Mn2*, Co?* 0 Zn?* que se cree se unen al grupo 1-fosforilo del sustrato (Benkovic y
deMaine, 1982; Tejwani, 1983; Scheffler y Fromm, 1986; Choe et al., 2000). Ademas
presenta inhibicién por interaccion con fructosa-2,6-bisfosfato ya que compite con el
sustrato original por su unién al centro catalitico de la enzima y se regula
negativamente por litio (Figura 7A) (Van Schaftingen y Hers, 1981; Zhang et al.,
1996). La forma tetramérica de esta enzima presenta dos estados diferentes, el
estado Ry el T, siendo el R el estado activo. Al unirse a AMP hay un cambio en la
proteina que pasa de estado R al estado inactivo o T, estabilizandose esta
conformacion inactiva (Ke et al., 1991; Xue et al., 1994; Choe et al., 1998, 2000;
Nelson et al., 2001). Por otro lado la unién del sustrato o los cationes divalentes
necesarios para su correcto desempefio favorecerian el paso a un estado R o activo
(Choe et al., 1998, 2000; Nelson et al., 2001). Esta enzima es insensible a regulaciéon
redox. Se ha demostrado que la disminucién de su expresion provoca una bajada
en los niveles de sacarosa y la capacidad fotosintética, mientras que estimula la
acumulacion de almidoén (Strand et al., 2000), lo que relaciona esta actividad con la
obtencion de compuestos carbonados en organismos fotoautotrofos.

5.1.2. FBPasa cloroplastidica.

Esta enzima es un homotetramero donde cada mondmero del tetramero tiene una
masa molecular en torno a 40 kDa. La enzima presenta regulacion redox
dependiente de luz (Kelly et al., 1982), lo que hace que haya una relacion entre el
ciclo de CBB y las condiciones ambientales de luz (u oscuridad). De tal forma que
mediante su reduccién la enzima permanece en estado activo mientras que al
oxidarse su actividad disminuye (Kobmann et al., 1994; Lee y Hahn, 2003), en su
forma oxidada tiene una actividad basal de entre el 20 y el 30% de la actividad
observada cuando esta reducida (Gutle etal., 2016). Una de las principales
caracteristicas de estas enzimas en plantas es la presencia de un bucle en el que
se encuentran 3 cisteinas, de las que dos de ellas son capaces de formar un puente
disulfuro intramolecular. Estos residuos seran los que participan en la regulacion del
estado redox celular para activar o disminuir la actividad enzimatica (Chiadmi et al.,
1999; Lee y Hahn, 2003). Aunque este puente disulfuro esta a mas de 20 A del sitio
activo de la enzima, al oxidarse las cisteinas se forma un lazo que dificulta la entrada
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de Mg?* a su sitio de union, cofactor que se requiere para la catélisis enzimatica. Sin
embargo, la regulacibn de esta enzima es mas compleja e incluye otras
modificaciones, cambios de la concentracion de metabolitos en el estroma del
cloroplasto y regulacién por interaccion con otras proteinas. Esta enzima, a
diferencia de la forma citosoélica no es regulable por AMP.

El paso de luz a oscuridad y viceversa provoca cambios en el estroma del
cloroplasto, lugar donde se encuentra esta enzima. Durante el dia al estar funcional
la cadena de transporte electronico cloroplastidica se produce un bombeo de
protones al lumen tilacoidal, de forma que el pH en el estroma aumenta de 7, en
oscuridad, a 8, en condiciones luminosas. Por otro lado, este bombeo de protones
conlleva un aumento en la concentracién de Mg?* en el estroma para mantener el
equilibrio de cargas positivas. Este catibn es un cofactor de la enzima y en
condiciones luminosas la concentracion aumenta de 2 mM a 5 mM
aproximadamente (Huber, 1978; Kaiser y Bassham, 1979). Ademas, en presencia
de luz se produce la activacion por reduccion mediada por el sistema FTR-Trx. La
FBPasa cloroplastidica es una de las dianas de las tiorredoxinas, principalmente de
las tiorredoxinas f en plantas (Raines, 2003; Yoshida et al., 2015; Gutle et al., 2016;
Naranjo etal.,, 2016; Fernandez-Trijueque etal.,, 2019). In vitro es también
susceptible de activacidén por Trx m pero en ningun caso por Trx x (Gutle et al., 2016;
Ojeda etal., 2018a). Ademas se ha determinado que tiorredoxinas tipo m de
cianobacterias serian capaces de reducir a esta proteina (Wagner y Follmann,
1978). Por ultimo, se ha demostrado in vitro que esta proteina puede sufrir la S-
nitrosilacion de una de sus cisteinas implicadas en la formacion del puente disulfuro
cuando esta reducida, afectando a la capacidad catalitica de la enzima en
condiciones de luz (Serrato et al., 2018). Se cree que, en condiciones de oscuridad,
las peroxirredoxinas actuarian oxidando a las tiorredoxinas, que podrian obtener su
poder reductor de nuevo de las proteinas que en luz eran sus dianas, lo que
desencadenaria la pérdida de su estado reducido en oscuridad (Ojeda et al., 2018b).

Recientemente se ha demostrado la existencia de una FBPasa cloroplastidica
distinta a la canoénica. El grado de similitud con las otras dos isoformas es menor al
50% y carece del bucle de cisteinas presente en el resto de FBPasas
cloroplastidicas. Esta enzima presenta actividad FBPasa y se encuentra en el
estroma del cloroplasto (solo de plantas superiores), aunque no presenta regulacion
redox ya que su actividad no varia en presencia de agentes oxidantes como H>O> o
reductores como el DTT (Serrato et al., 2009).

5.2. La actividad SBPasa en plantas.

La SBPasa cloroplastidica es una proteina estromatica que presenta una forma
homodimérica donde cada subunidad presenta una masa molecular de 35 kDa. Esta
enzima también presenta regulacion redox y, a diferencia de la FBPasa, en su
estado oxidado es totalmente inactiva, e igual que la FBPasa presenta un bucle con
tres cisteinas cercanas siendo dos de estas las encargadas de constituir la forma
oxidada inactiva, ademas de necesitar Mg como cofactor y tener mayor actividad a
pH béasico (Figura 8) (Dunford et al., 1998b, 1998a; Raines, 2003; Wang et al., 2011).
Esta enzima también presenta actividad FBPasa, aunque en una proporcion
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aproximada de 1/100 con respecto a su actividad SBPasa. De forma que todas las
SBPasas presentan cierta actividad FBPasa (Gutle et al., 2016).

En cuanto al sistema de regulacion de esta enzima se ha determinado in vivo que
puede ser regulada negativamente por S-nitrosilacion al igual que la FBPasa
cloroplastidica (Hu et al.,
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ambientales como en el caso anterior (Figura 8). Se ha demostrado que la
disminucion de su expresion genera una bajada en los niveles de sacarosay almidén
asi como de la capacidad fotosintética (Strand et al., 2000; Lawson et al., 2006),
mientras que su sobreexpresion aumenta el rendimiento de los cultivos y su
capacidad fotosintética (Lefebvre et al., 2005; Driever et al., 2017).
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5.3. Las actividades FBPasa y SBPasa en cianobacterias.

A diferencia de lo que ocurre en plantas superiores donde hay dos enzimas
cloroplastidicas, una con cada actividad, en cianobacterias las actividades fructosa-
1,6-bisfosfatasa y sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa estan catalizadas por una Unica
enzima. Sin embargo, algunas cianobacterias también presentan una segunda
proteina con actividad fructosa-1,6-bifosfatasa exclusivamente (Udvardy et al.,
1982; Tamoi et al., 1998). Synechocystis presenta ambas isoformas de la FBPasa,
una enzima FBP/SBPasa codificada por el gen slr2094 y una FBPasa codificada por
el gen sIr0952. Generalmente las cianobacterias que presentan ambas enzimas,
como Synechocystis sp. PCC 6803, Anabaena sp. PCC 7120 y Plectonema
boryanum tienen una alta expresion de la enzima bifuncional (FBP/SBPasa) y una
baja expresion de la enzima simple (FBPasa) (Tamoi et al., 1998; Guo et al., 2014).
Sin embargo, hay algunas cianobacterias que cuentan con una expresion similar de
ambas enzimas como son Synechococcus leopoliensis (Gerbling et al., 1985) y
Synechococcus sp. PCC 7942 (Tamoi etal.,, 1996). Puesto que en ninguna
cianobacteria es posible encontrar una proteina con actividad SBPasa
exclusivamente sera la enzima dual quien realice esta actividad en el ciclo de CBB.

5.3.1. Laenzima FBPasa en Synechocystis.

Esta proteina muestra similitud con las FBPasa eucariota citosolica (Tamoi et al.,
1996). La enzima es un homotetramero donde cada subunidad tiene una masa
molecular de 38 kDa (Tamoi et al., 1996). La maxima actividad FBPasa de esta
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enzima con respecto a la enzima dual se estima que es del 50% (Tamoi et al., 1996).
Se determind que su sobreexpresion en cloroplastos provocaba un aumento en el
crecimiento y en la fijacibn de carbono de las plantas, tal como ocurre con la
sobreexpresion de la FBPasa cloroplastidica (Tamoi et al., 2006). Sin embargo esta
proteina no presenta regulacion por AMP (Tamoi et al., 1996).

Estudios realizados con esta enzima han determinado que presenta regulacion
redox, pero contraria a la descrita para la FBPasa cloroplastidica. La actividad de
esta proteina al reducirse disminuye mientras que al oxidarse aumenta (Gomez
Romero, 2015). Esta enzima cuenta con tres cisteinas cercanas entre si en las
posiciones 102, 109 y 119 y necesita magnesio como cofactor, lo que demuestra
similitud con la FBPasa cloroplastidica. De estos tres residuos dos son los
encargados de formar un puente disulfuro (Figura 9) (Gobmez Romero, 2015). La
regulacion in vivo de esta proteina, sin embargo, no ha sido objeto de estudio.

5.3.2. Laenzima FBP/SBPasa en Synechocystis.

Esta proteina es un homotetrdmero donde cada uno de los monémero que la
componen tiene un peso molecular de 35 kD, por lo que tiene un peso molecular
ligeramente inferior a la FBPasa (Tamoi et al., 1996). Estudios iniciales determinaron
gue esta enzima presentaba regulacion redox pero posteriormente otros analisis
realizados sefialarian que carecia de esta regulacion ya que no era sensible a bajas
cantidades de H>O> como si ocurre con la FBPasa cloroplastidica (Gerbling et al.,
1986; Tamoi et al., 1996). Sin embargo posteriormente se determin6 que no solo era
sensible a oxidacién sino que presenta la regulacion redox caracteristica de las
enzimas implicadas en el ciclo de CBB, de forma que al reducirse por un reductor
exogeno como el DTT se activa y al oxidarse disminuye su actividad (Miyagawa
et al., 2001; Garcia-Cafas, 2015). Ademas también presenta una inhibiciéon de su
actividad debida a bajas concentraciones de AMP, que actuaria como un inhibidor
alostérico negativo de la enzima (Daie, 1993; Tamoi et al., 1996, 1998; Feng et al.,
2013). Esta proteina es activada por Mg?* y Mn?*, ya que estos cationes actian
como cofactores de la enzima (Figura 9) (Sun et al., 2012).

Estructuralmente muestra gran similitud con la FBPasa citosdlica ya que en ella
podemos distinguir los mismos dos dominios que en la de organismos eucariotas:
presenta un dominio de unién a sustrato, que a diferencia del de la enzima citosdlica
no se encuentra en la interfase entre los monémeros sino en la parte exterior, y uno
de unién a su regulador alostérico, el AMP. Este ultimo dominio se encuentra en el
centro de tetrdmero, algo que también difiere al de la FBPasa citosdlica. De forma
que su similitud se debe mas a la conformacion similar que a la localizacién de las
estructuras importantes en la misma (Feng et al., 2013). Se cree que esta proteina
también presenta dos estados, uno R o activo y uno T o inactivo. Del mismo modo
gue en la FBPasa citosolica el AMP es capaz de unirse a su estado tetramérico
inactivo o dimérico inactivo (ya que se cree que su formacion se debe a la unién de
dos homodimeros iguales) y estabilizarlo, consiguiendo por tanto una disminucién
de su actividad enzimatica. Seran las condiciones reductoras y la presencia de Mg
(o Mn) quienes favoreceran la adopcion del estado R o tetramérico activo (Figura 9)
(Feng et al., 2013). Dependiendo de su estado redox, es decir de si se encuentra
oxidada o reducida, se formaran unos u otros oligdmeros debido a las diferentes
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conformaciones que puede adoptar, pudiendo presentarse en forma dimérica y
tetramérica (Gerbling et al., 1985; Garcia-Cafias, 2015).

Estado
inactivo

Estado inicial:
dimero no activo

Mg
DTT

Estado R
activo

AMP
Estado S Gl )
activo Estado T
inactivo

AMP
*
#
Mg
DTT

Figura 9. Regulacion y estructurade las enzimas FBPasay FBP/SBPasa de Synechocystis.
(A) Regulacién del homotetramero FBPasa de cianobacteria por oxidacion-reduccion. La enzima
presenta 3 cisteinas y el puente disulfuro entre dos de ellas permite el paso a estado activo El
cofactor de la enzima aparece representado en celeste. (B) Esquema de la FBP/SBPasa de
cianobacteria. La enzima presenta sitios de union a fructosa-1,6-bifosfato y AMP. El cofactor de
la enzima aparece representado en celeste. (C) Regulacion de la FBP/SBPasa de cianobacteria.
Se cree que la interaccién de FBP/SBPasa con AMP, DTT y Mg?* provoca cambios estructurales
que provocan cambios en la actividad de la misma.

En relacién a los residuos implicados en su regulacion redox hay discrepancias entre
unos grupos y otros. Esto se debe a que, a diferencia de las enzimas de plantas o
la otra FBPasa cianobacteriana donde el niumero de cisteinas es limitado, esta
enzima presenta un nuamero mayor de cisteinas. Por un lado el grupo de
investigacion que determind su estructura por cristalografia realizé los mutantes
puntuales de las diferentes cisteinas y determino que serian, en Synechocystis, los
residuos C75y C99 los implicados en la formacién del puente disulfuro que estabiliza
la conformacién inactiva (Feng et al., 2013). Sin embargo, posteriormente se analizé
la distancia, en la estructura, entre uno y otro residuo. De esta forma se determino
que estas dos cisteinas, en la estructura inactiva, estarian lejos una con respecto a
la otra, por lo que proponen a los residuos C75 y C84 como aquellos cercanos entre
si (Cotton et al., 2015). Estudios preliminares sobre estas cisteinas determinaron
gue la sustitucion C75S o C84S no producia una activacion constante de la enzima
(Garcia-Cafas, 2016). Por tanto, el puente disulfuro no podria solo deberse a una
interaccion C75-C84 o C75-C99. Por otro lado, estudios prote6micos in vivo apuntan
a que las cisteinas implicadas serian los residuos C75 y C235 (Guo et al., 2014).
Ademas, estudios realizados en Synechococcus sp. PCC 6301 sugerian que las
tiorredoxinas podian reducir a esta proteina (Schmidt, 1981).

Esta proteina es esencial para el crecimiento fotoautotréfico, su eliminacién impide
el crecimiento en condiciones distintas a la mixotrofia o fotoheterotrofia (Yan y Xu,
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2008; Garcia-Cafas, 2015). La expresion de esta enzima dual en plantas dio lugar
a un aumento en la produccion y crecimiento de las mismas, incrementandose su
capacidad fotosintética y de asimilacion de CO, (Miyagawa et al., 2001; Ogawa
et al., 2015). Por otro lado la sobreexpresién de la enzima dual en diferentes estirpes
de cianobacterias genera organismos con una mejora de la capacidad fotosintética
(Garcia-Cafas, 2016; Porcellinis et al., 2018). Lo que pone de manifiesto su
importancia en el metabolismo fotosintético.

Estudios filogenéticos han determinado que esta proteina deriva de una FBPasa
anterior a las actuales de plantas, que también dio lugar a estas. Se cree que esta
FBPasa anterior, ante la necesidad de una actividad SBPasa para fijar carbono al
surgir el ciclo de CBB, adquirid una mutacion donde su centro activo se ampli6 para
alojar a la sedoheptulosa-1,7-bisfosfato (Jiang et al., 2012b; Gutle et al., 2016). Por
lo que, aunque la cianobacteria que dio origen a los cloroplastos presumiblemente
era capaz de fijar carbono, la FBP/SBPasa fue sustituida en plantas por 2 proteinas
de actividades SBPasa y FBPasa. De forma que la separacion de estas dos
actividades en enzimas distintas debe suponer alguna ventaja selectiva en plantas.

6. Regulacién génica en cianobacteria.

Para conseguir que las proteinas y genes se sinteticen y expresen cuando las
condiciones ambientales lo requieran las bacterias presentan diferentes niveles de
regulacion. Esta regulacibn puede observarse a nivel transcripcional,
postranscripcional, traduccional o postraduccional con la degradacion de proteinas.

6.1. Regulacion transcripcional.

Tradicionalmente los elementos dianas de la expresion génica son los promotores.
En estos elementos cianobacterias y bacterias presentan diferencias, de forma que
en cianobacterias la caja -10 esta muy conservada pero la regién -35 no (Vijayan
et al., 2011). Se cree que esto podria deberse a que la regién -35 se divide en
diferentes subclases que si estarian conservadas, en lugar de una general (Vogel
et al., 2003). Los promotores en cianobacterias pueden dividirse en 3 grupos en
base a su secuencia de DNA. Los tipo | que contienen un elemento -10 consenso
5-TATAAT-3'y -35 de 5-TTGACA-3'. Los tipo Il que carecen de elemento -35 pero
contienen sitios de reconocimiento de activadores transcripcionales como el de ginB
que contiene un sitio de reconocimiento de NtcA. Los tipo Il que no tienen
secuencias consenso para ninguno de los dos motivos y suelen pertenecer a genes
de respuesta estrés y cuya expresion se estimula por la unién de los factores sigma
tipo Il (Camsund y Lindblad, 2014). La RNA polimerasa también es diferente en
cianobacterias y bacterias. Asi, en bacterias las subunidades que la componen
suelen ser az2BB’'w codificadas por rpoA, rpoB, rpoC, y rpoZ. Mientras que en
cianobacteria rpoC esta dividido en dos subunidades, la subunidad N-terminal y
(rpoC1) y la C-terminal §’ (rpoC2) (Xie et al., 1989; Minakhin et al., 2001). Otra
diferencia que presentan son los factores sigma, proteinas implicadas en la unién
de la RNA polimerasa con los promotores para iniciar la transcripcion. En bacterias
podemos encontrar ¢’° y o> a diferencia de cianobacterias donde solo se
encuentran los primeros (Merrick, 1993; Imamura y Asayama, 2009). La familia de
factores 07° se pueden dividir en tres grupos, en relacion con los promotores que
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reconocen. El grupo 1, formado por o#, es el grupo principal y se encarga de la
transcripcion de genes a un nivel basal que se expresan de forma constante. El
grupo 2 gque son factores sigma no esenciales y que responden a estimulos
ambientales como aP, o€, of o oF. El grupo 3 presentan una estructura alternativa y
también responden a estrés siendo o, ¢, 0¢ 0 0.

De forma general los promotores pueden ser constitutivos o inducibles, dependiendo
de si el gen cuya expresion controlan siempre se expresa 0 su expresion cambia en
respuesta a un estimulo. Dependiendo del promotor la expresion del gen puede ser
mas o menos fuerte, puede tener una expresion basal que aumente en una
determinada circunstancia y puede variar el rango dinamico (solo en el caso de ser
inducible) (Marin et al., 2004; Zavrel et al., 2017). Existen promotores constitutivos
con diferentes niveles de expresion en cianobacteria, asi PcpcB o PpsbA, que
codifican para la cadena 3 de la ficocianina y el gen que da lugar a la proteina D1
del fotosistema |l respectivamente (Johnson et al.,, 1988; Mohamed y Jansson,
1989), son promotores fuertes. Existen promotores inducibles que responden a
estimulos tan diversos como la intensidad luminosa (Lindberg etal., 2010),
diferentes metales (cobre, niquel, hierro, arsénico, zinc...) (Rutherford et al., 1999;
Garcia-Dominguez et al., 2000a; L6pez-Maury et al., 2002, 2003; Foster et al., 2012;
Giner-Lamia etal., 2014) o cambios nutricionales (carbono, azufre, hierro,
nitrégeno...) (Herrero et al., 2001; Omata et al., 2001; Wang et al., 2004; Flores
et al., 2005; Woodger et al., 2007; Ishii y Hihara, 2008; Nishimura et al., 2008; Daley
et al., 2012). Generalmente estos promotores se encuentran bajo el control de
factores transcripcionales especificos.

Ejemplos de este tipo de regulacion es la respuesta a metales como el niquel o el
arsénico en el medio. Respecto a la regulacidén por niquel en presencia del metal el
regulador transcripcional NrsR (regulador de la familia PhoB/OmpR) actia sobre
nrsBACD que codifican para los transportadores de este metal al periplasma o al
exterior celular, ademas de actuar sobre nrsRS activandose a si mismo. NrsS es
una histidina quinasa con un dominio periplasmico que es capaz de detectar el Ni%*
y fosforilar a NrsR permitiéndole pasar a un estado activo, actuando entonces como
un activador de la transcripcion. nrsD ademas presenta otro nivel de regulacién
mediante un promotor interno previo a €l en el operdn. Este promotor esta regulado
por InrS, un factor de transcripcion de la familia CsoR que se une a este promotor
reprimiendo su expresion. Cuando hay niquel disponible este interacciona con InrS
e impide la represion (Garcia-Dominguez et al., 2000a; Lépez-Maury et al., 2002;
Foster etal.,, 2012; Giner-Lamia etal., 2014). La resistencia a arsénico esta
mediada por el operén arsBHC, que incluye a un transportador de arsenito (arsB),
una reductasa (arsH) cuya funcion en esta resistencia no esta bien establecida y
una arseniato reductasa (arsC). Este operdn esta regulado por ArsR, siendo este un
represor del mismo. Por tanto cuando hay arsenito en el citoplasma este se une a
ArsR permitiendo que el represor no actie sobre el promotor de estos genes y por
tanto favoreciendo su expresion y la resistencia al metal (L6pez-Maury et al., 2003).

En cuanto a la regulacion transcripcional por los niveles de nutrientes destaca la
respuesta a cambio en la disponibilidad de nitrégeno mediada por NtcA, un regulador
de la familia CRP muy conservado en las cianobacterias que incluso controla la
fijaciobn de nitrdgeno en cianobacterias diazotréficas mediante la unibn como un
dimero a su secuencia consenso GTANsTAC del promotor de sus genes diana
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(Vega-Palas et al., 1992; Herrero et al., 2001). Cuando no hay nitrogeno en el medio
NtcA actla como un represor y como un activador. Reprime a, entre otros, gifA 'y
gifB que codifican para los factores inactivantes de la glutamina sintetasa IF7 e IF17
(Garcia-Dominguez et al., 2000b) y como activador en genes como gInA, ginB y ntcB
(Muro-Pastor et al., 2005). Ademas, en estas condiciones el 2-oxoglutarato favorece
la unién al DNA; en la regulacion por NtcA ademds intervienen otras proteinas como
son Py y PipX (Forcada-Nadal et al., 2018).

6.2. Regulacion post-transcripcional.

La regulacion a nivel post-transcripcional puede deberse a cambios a nivel de la
traduccion del RNAm, cambios en su estabilidad o cambios a nivel de proteina.

6.2.1. Regulacion por riboswitches.

Son elementos reguladores en cis del RNAn que generalmente se localiza en la 5'
region que no se traduce (UTR). En respuesta a determinados metabolitos o
moléculas sefial se genera un cambio conformacional que hacen que haya un
intercambio entre una forma ON y OFF de la traduccion de este RNA. El aptamero
de los riboswitches es la parte que se une al ligando mientras que la plataforma de
expresion es la que interacciona con la maquinaria de expresion (Garst et al., 2011).
La regulacion puede realizarse a nivel de traduccion alterando el sitio de unién con
el ribosoma, aunque también pueden realizarlo bloqueando o permitiendo la
formacion de una horquilla en el terminador.

6.2.2. Regulacion por RNAs.

La regulacion por RNA pequefio estd muy extendida en cianobacterias y participa
en muchos procesos de gran importancia. Un ejemplo de esto es la aclimatacion a
deficiencia de hierro en cianobacteria mediante la regulacién de isiA por el RNA no
codificante IsrR. IsrR se transcribe de forma constitutiva y se acumula en todas las
condiciones excepto ante bajo hierro. De forma que cuando este RNA esta presente
se une por una zona de complementariedad con isiA y ambos se degradan,
impidiendo por tanto su traducciéon (Duhring et al., 2006). IsiA es una proteina
inducida por estrés asociado a bajo hierro, alta luz o estrés redox cuya expresion
sufre regulacion por otros RNAs. Ambos RNA presentan otros niveles de regulacion
como su expresion regulada por RpaB con resultado opuesto en uno y otro
(activador en isiA y represor en isrR). Ademas isiA esta bajo el control de un
regulador transcripcional, Fur, el cual reprime la expresion de este RNA cuando las
concentraciones de hierro son altas permitiendo que se acumule en altas cantidades
en condiciones de falta de hierro (Krynicka et al., 2019) . De forma que los RNAnc
pueden, como en el ejemplo descrito, regular procesos muy diferentes mediante
efectos en la transcripcibn y a su vez estar regulados por otros procesos ya
sefalados.

7. Regulacioén por protedlisis en bacterias.
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La regulacion por protedlisis es un mecanismo extendido en bacterias, que controla
la respuesta a estrés o la esporulacion, entre otros procesos. El principal regulador
transcripcional en respuesta a estrés en bacteria es el factor sigma RpoS (c°). Sus
niveles son bajos pero, antes diferentes tipos de estrés, su transcripcion, traduccién
y protedlisis se ven alteradas (Lange y Hengge-Aronis, 1994). Asi en respuesta a
bajo carbono, nitrogeno, fésforo, bajos niveles de aminoacidos, hiperosmolaridad,
bajada del pH o altas temperaturas se inhibe su degradacién por protedlisis
(Hengge-Aronis, 2002). La degradacién de este factor depende principalmente de
una proteasa ATP-dependiente, ClpXP, y de RssB que lo marca como diana para la
proteasa. RssB es un regulador cuya forma fosforilada tiene gran afinidad por RpoS
(Schweder et al., 1996; Becker et al., 1999; Klauck et al., 2001), una vez unido a
esta proteina RpoS es reconocido por ClpXP y se degrada. Tras transferir RpoS a
ClpXP RssB se libera del complejo. El reconocimiento de RpoS por ClpXP solo es
posible cuando previamente se ha unido a RssB. El cambio en la degradacion de
RpoS esta controlado, ademas, por IraP que impide la correcta unién con RssB y la
fosforlacion de RssB, en condiciones de falta de nutrientes (Hengge, 2008).

Otro ejemplo es el factor transcripcional ComK de Bacillus subtilis relacionado con
la esporulacion que presenta una regulacién postranscripcional relacionada con la
protedlisis. En esta intervienen MecA, ClpC y ComsS. Al unirse MecA a ComK vy
ClpC, se formara una estructura que favorecera la degregaciéon de ComK por la
proteasa CIpCP (Turgay et al., 1997, 1998; Persuh et al., 1999). ComS es capaz de
unirse a MecA por el mismo dominio por el qgue ComK se une a este, desplazar por
tanto la union y degradacion de ComK. Cuando hay una alta densidad de células
aumentan los niveles de ComS y esto desplaza la unién de MecA con ComkK,
protegiéndolo de la protedlisis (Turgay et al., 1997, 1998; Persuh et al., 1999). Por
tanto, la protedlisis en bacterias es un mecanismo extendido para controlar la
expresion de genes o0 procesos regulatorios.

7.1. Regulacion por proteasas tipo M48 y reguladores transcripcionales
Blal/Mecl en bacterias.

Estos mecanismos de regulacién controlan, entre otros procesos, la expresion de
genes de resistencia a diferentes antibiéticos en bacterias. Dando lugar, por tanto,
a la adaptacion de estas a los mismos y a la generacion de bacterias resistentes.
Asi las proteasas tipo M48, BlaR1l y MecR1, actdan conjuntamente con los
reguladores transcripcionales Blal y Mecl para regular la expresion de blaZ y mecA
respectivamente (Carretto et al., 2002; Llarrull et al., 2011). Siendo estos dos ultimos
genes los encargados de conferir resistencia a penicilina y meticilina
respectivamente. Estos genes codifican para la PC1 B-lactamasay la transpeptidasa
PBP2A, que generan resistencia a 3-lactdmicos. En este sistema de regulacion las
proteasas actian como sensores de los diferentes antibidticos, generando una serie
de cambios que las activan y actlan sobre sus dianas, los reguladores
transcripcionales. Estos reguladores actian como represores de los genes de
resistencia y de ellos mismos, ademas son intercambiables ya que se unen a la
misma secuencia de DNA (Lewis y Dyke, 2000; Carretto et al., 2002; Llarrull et al.,
2011).
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Adiccionalmente, Blal participa en la respuesta a catelicidina de Staphylococcus
aureus, aunque se desconoce la cascada regulatoria que lo permite. Se cree que
podria ser mediante la represion de un represor de la respuesta a catelicidina o
activandola él mismo (Pence et al., 2015). En cuanto a la funcion de MecR1 sobre
Mecl realmente no hay ninguna evidencia directa que determine que la proteasa es
capaz de actuar sobre este regulador transcripcional, aunque si existen evidencias
indirectas y es lo que esta predicho. En la regulacién del operon mec también
participa MecR2 que mediante su unién con Mecl favorece que este sea degradado
por proteasas citoplasmicas y por tanto que se exprese el gen de resistencia (Figura
10) (Aréde et al., 2012).

Antibiético
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Figura 10. Esquema de la regulacion por las proteasas BlaR1 y MecR1 (tipo M48) sobre
los reguladores transcripcionales Blal y Mecl. Las metaloproteasas dependientes de zinc
ante la presencia de determinados antibiéticos se activan provocando la degradacién

7.1.1. Regulacion mediada por proteasas tipo M48.

Las metaloproteasas MecR1 y BlaR1 son proteinas transmembrana que cuentan
con 4 segmentos transmembrana y un segmento N-terminal extracelular. Ambas
proteinas presentan un dominio metaloproteasa N-terminal que comprende los
primeros 338 aminoacidos y un dominio C-terminal, a partir del residuo 339,
encargado de detectar el antibiético a través de una estructura periplasmica
(Golemi-Kotra et al., 2003; Cha et al., 2007). Ademas, estas proteinas presentan en
el segmento citosélico (en el que se encuentra el centro activo de las proteasas) que
une el tercer y cuarto segmento transmembrana. Este dominio contiene el motivo
HEXXH (Rawlings y Barrett, 1995), se cree que son estas dos histidinas las
encargadas de coordinar con un atomo Zn?*, dado que estas proteasas son
dependientes de Zn (Zhang et al.,, 2001). Los estudios realizados en BlaR1 de
Bacillus licheniformis han identificado que el residuo de acido glutamico conservado
en este motivo también esta implicado en la coordinacién con el atomo de Zn
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(Berzigotti et al., 2012). La activacion de estas proteasas mediante su interaccion
con el antibidtico todavia es motivo de estudio. Inicialmente se creia que la union del
antibidtico generaria la acilacion de un residuo de serina de su dominio sensor y
esto induciria una reestructuracion que activaria su capacidad catalitica sobre
Mecl/Blal. Sin embargo, el cambio no solo se debe a la acilacion de dichos residuos,
sino que el dominio sensor en ausencia de antibiotico interacciona con el
componente L2, constituido por el segmento extracelular que une los segmentos
transmembrana 2 y 3. Por tanto el antibiético, cuando esta presente, compite con L2
por unirse al dominio sensor y, puesto que la afinidad por el antibiético es mayor, el
dominio sensor se separa de L2. Esto origina una reestructuracion conformacional
qgue da lugar al estado activo (Hanique et al., 2004; Marrero et al., 2006; Straude
et al., 2015; Mescola et al., 2019).

Se ha demostrado que BlaR1 presenta capacidad autocatalitica, independiente de
que se una o no al antibiotico, esta capacidad le permite cortarse a si misma en el
segmento citosélico que une el tercer y cuarto segmento transmembrana. Ademas
de permitir que actue sobre su proteina diana de forma independiente a la presencia
del antibidtico activador. Esta actividad depende de su unién a Zny es independiente
de cualquier otra proteina bacteriana, aunque se especula que podria existir otra
proteina implicada en este sistema para hacer que la capacidad proteolitica de
BlaR1 aumente en presencia del antibidtico. Se cree que es el residuo de &cido
glutamico, quien coordina junto a las histidinas con el atomo de zinc, el encargado
de realizar este autocorte. De forma general existe un 10% de expresion del operon
bla aun sin la presencia de antibidtico, por lo que se cree que esta capacidad
autocatalitica también podria estar implicada en el mantenimiento de un equilibrio
entre la sintesis de BlaR1 y su degradacion, de forma que aun sin estar activada se
autocorte para su degradacion permitiendo asi la entrada en la membrana de BlaR1
recién sintetizada (Llarrull et al., 2011; Llarrull y Mobashery, 2012). MecR1, a
diferencia de BlaR1, no solo presenta 4 segmentos transmembrana, sino que entre
el tercero y el cuarto segmento presenta una hélice reentrante con un pequefio
segmento asociado a la membrana plasméatica. Los extremos que unen a esta hélice
con el tercer y cuarto segmento transmembrana son citosélicos. Seria esta hélice
donde se encontraria el dominio gluzincina, que incluye al motivo HEXXH,
encargado de su actividad metaloproteasa. También para esta proteasa se cree que
seria el residuo de &cido glutamico el encargado de promover el autocorte de la
misma (Belluzo et al., 2019). En cualquier caso, el sitio de corte autocatalitico de
esta proteinay el de BlaR1 lo constituiria la misma secuencia consenso conservada
BLysArg/Glu(-)ArgBXXB (donde B se refiere a cualquier residuo hidrofobico
voluminoso) (Garcia-Castellanos et al., 2003).

Otra proteasa de la misma familia es la proteasa HtpX de E.coli que esta implicada
en la eliminacion de proteinas mal plegadas citosolicas que puedan afectar al
correcto funcionamiento de la célula (Sakoh et al., 2005). Se ha demostrado in vivo
gue la proteina esta implicada en la resistencia a estrés térmico mediante su
actividad proteasa (Shimohata et al., 2002; Sakoh et al., 2005; Yoshitani et al.,
2019). Al igual que las dos metaloproteasas anteriores esta proteina también
presenta 4 dominios transmembrana, los residuos conservados de interaccién con
Zn y es capaz de catalizar su propio corte. Esta capacidad autocatalitica genera
cortes entre los residuos Leu-260-Cys-261 y Cys-261-lle-262 en el dominio
citosolico posterior a la cuarta hélice transmembrana (Sakoh et al., 2005; Yoshitani
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et al., 2019). Esta proteina de Leptospira interrogans se ha demostrado que esta
implicada en la respuesta a estrés de la membrana en condiciones de exceso de
hierro en el medio, de forma que su eliminacion da lugar a una alteracion en la
respuesta a estrés y la acumulacion del hierro exterior en esta bacteria (Henry et al.,
2013).

7.1.2. Regulacién mediada por reguladores Blal/Mecl

Blal y Mecl se cree que actuan de la misma forma, reprimiendo la expresién de blaZz
y mecA a la vez que reprimen su propia expresion y la de las proteasas que los
degradan (Lewis y Dyke, 2000; Safo et al., 2005; Pence et al., 2015). Tanto Blal
como Mecl se unen como un dimero a estas regiones para actuar como represores.
Estos represores presentan dos dominios, el N-terminal donde se encuentra la
secuencia de reconocimiento del DNA y el C-terminal por donde se produce la
dimerizacion de sus dos subunidades. Cada una de sus regiones de reconocimiento
del DNA se une al palindromo 5-TACANXXTGTA-3'. En ambos casos actuan dos
dimeros de cada represor ya que en ambos casos los operones presentan dos veces
estas secuencias. En el caso de Mecl cada uno de estos dimeros se unira por un
lado distinto de la hebra, ya que entre ambas secuencias de reconocimiento no hay
espaciamiento suficiente, mientras que en el caso de Blal la unién de ambos dimeros
ocurrird en el mismo lado de la doble hebra, ya que si cuenta con suficiente distancia
entre uno y otro sitio de reconocimiento. Se cree que la unién del primer dimero
facilitaria la union del segundo (Garcia-Castellanos et al., 2003; Safo et al., 2005,
2006). Los estudios de ambos represores unidos al DNA y libres demuestran que el
sitio de protedlisis, que se encuentra en el dominio C-terminal, es mas accesible al
estar los represores unidos al DNA. Por lo que posiblemente la protedlisis ocurra
cuando estan actuando como represores (Safo et al., 2005). El corte de Mecl tiene
lugar en el dominio de dimerizacion (C-terminal) entre Asn101 y Phel02, siendo el
sito consenso de corte tanto para este como para Blal:
BOOAsNn(-)PheOGIlu/LysXXXO (donde O se refiere a cualquier residuo apolar)
(Garcia-Castellanos et al., 2003). Una segunda sefial de inactivacion, mas alla de la
protedlisis del dimero, se generara por dipéptidos de la pared celular producidos por
las alteraciones en la misma ante la unién de B-lactamicos. Asi y-D-Glu-L-Lys
derivado del peptidoglucano de Staphylococcus aureus se une al dominio C-terminal
de Mecl dificultando su unién con el DNA y favoreciendo su degradaciéon. Aunque
no esta claro como se generan estos peptidoglucanos o si son derivados de la
actividad proteasa de BlaR1 y MecR1 (Amoroso et al., 2012). Se ha demostrado que
la expresién del locus bla en aquellas estirpes de bacterias resistentes a [3-
lactamicos por la expresion del operon mec es capaz de hacer que se formen
heterodimeros Blal-Mecl con menor capacidad reguladora (Aréde et al., 2013). No
se ha determinado si esto se debe a que tiene menor afinidad con las secuencias
diana del DNA o es que se favorece la protedlisis de los heterodimeros.

Dentro de esta familia de reguladores transcripcionales también estan presentes los
reguladores CopY de bacterias Gram + (Liu et al., 2008; Solioz et al., 2010), un
represor relacionado con la resistencia a cobre. CopY presenta un dominio C-
terminal de unién a metal y un dominio N-terminal de uniébn a DNA (Solioz y
Stoyanov, 2003). Cuando la concentracion de cobre es baja CopY coordina un ion
de zinc y actla como un represor transcripcional al unirse a la secuencia TACA-N2-
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TGTA del promotor del operon. Sin embargo cuando la concentracién de cobre es
elevada coordina con dos atomos de este y pierde su afinidad con el DNA (Portmann
et al., 2006). En Streptococcus faecalis el regulador esta codificado en el operon
copYZAB, que ademas incluye a la chaperona de cobre CopZ y dos transportadores
de cobre al exterior con gasto de ATP, CopA y CopB (Odermatt y Solioz, 1995;
Arguello et al., 2011). CopZ al unir cobre interacciona con CopY transfiriéndole dicho
cobre, de forma que ya no es capaz de reprimir la expresion del operon (Cobine
etal.,, 1999). Este mecanismo de regulacion también esta presente en otras
bacterias como Streptococcus pneumoniae (Shafeeq et al., 2011).

8. Metabolismo de hierro y cobre, dos metales esenciales para la
fotosintesis en cianobacterias.

Tanto el hierro como el cobre participan en rutas esenciales del metabolismo como
son la fotosintesis y la respiracién, aunque una alta concentracion de los mismos da
lugar a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por tanto generan
dafio oxidativo y dafian a la célula (Halliwell y Gutteridge, 1984). Por lo que las
células presentan mecanismos para asegurar la correcta homeostasis: percepcion
de los metales, secuestro y transporte de los mismos (Tottey et al., 2005). La
maquinaria fotosintética contiene un elevado niumero de proteinas que requieren
hierro (centros sulfoférricos y grupos hemos) o cobre como cofactor (Hervas et al.,
2003), por lo que el requerimiento de ambos metales en organismos fotosintéticos
es mayor que el de organismos no fotosintéticos (Shcolnick y Keren, 2006).

8.1. Metabolismo y homeostasis del hierro.

El hierro es un metal que esté presente en muchas proteinas como un grupo hemo,
centros sulfoférricos o simplemente como cofactor. La capacidad de pasar de Fe?*
a Fe®* y viceversa, dependiendo de su estado de oxidacion, es lo que favorece que
este elemento actle como un cofactor en procesos de transferencia electronica. Sin
embargo el hierro participa también en procesos negativos como la creacion de ROS
mediante la reaccién de Fenton (Latunde-Dada, 2017). El aparato fotosintético esta
formado por varios supercomplejos de membrana donde el hierro es un cofactor,
ademas de ser necesario para la asimilaciéon de N2 por lo que las cianobacterias
fijadoras de nitrégeno presentan una demanda de hierro superior (Morel et al.,
1991). Por lo que la homeostasis del hierro en cianobacterias esta coordinada con
la respuesta a estrés oxidativo y el metabolismo del nitrdgeno; en esta red el
regulador transcripcional FurA juega un papel decisivo (Botello-Morte et al., 2013,
Fillat, 2014; Gonzélez et al., 2014, 2016a). Varias enzimas del metabolismo del
nitrégeno presentan hierro en forma de centros sulfoférricos (nitrato reductasa, nitrito
reductasa, glutamato sintasa y la nitrogenasa), esto hace que el metabolismo del
hierro y del nitrdgeno presenten una interconexion (Gonzalez et al., 2016b).

La principal funcién del hierro en la fotosintesis es mediante grupos hemos y los
centros sulfoférricos de los complejos fotosintéticos. En los grupos hemo de los
citocromos, que tienen una funcion de transferencia de electrones, generalmente el
hierro se encuentra coordinado con dos histidinas o una histidina y una metionina.
En el caso de los centros sulfoférricos el hierro suele estar coordinado con ligandos

59



cisteinilo de la proteina, aunque puede presentar otros ligandos como histidinas en
los centros tipo Rieske. Estos centros suelen encontrarse en forma Fe»S2 0 FesSa
(Gonzalez et al., 2016b). Ambos cofactores estan presentes en las proteinas y
complejos que participan en la fotosintesis cianobacteriana como el PSlI, el PSI, el
Cit cs, el Cit bef y las ferredoxinas. Entre ellos la principal acumulacién de hierro esta
presente en el PSI donde cada trimero contiene 36 moléculas de hierro divididas en
9 centros sulfoférricos FesS4, haciendo que mas del 25 % del requerimiento de hierro
en Synechocystis se emplee solo en este fotosistema (Keren et al., 2004).

Ya que el hierro de forma general es poco soluble en medio acuatico las
cianobacterias han desarrollado diferentes estrategias para captarlo como la
expresion de sideroforos, varios sistemas de transporte y mecanismos de
incorporacion y almacenamiento (Goldman et al., 1983; Keren et al., 2004; Shcolnick
y Keren, 2006; Jeanjean et al., 2008; Nicolaisen et al., 2008; Mirus et al., 2009). La
absorcion de hierro en Synechocystis se realiza mediante porinas especificas
(SIr1908) o inespecificas y un sistema de transportadores dependientes del sistema
TonB-ExbB-ExbD (Qiu et al., 2021). Ademas, en el espacio periplasmico esta
cianobacteria presenta proteinas como FutA2 que une Fe3*, manteniéndose asi
hierro disponible. Se cree que ante ciertas condiciones de estrés FutA2, es capaz
de ser transportada al espacio extracelular, aunque no se sabe cémo (Giner-Lamia
et al., 2016a). Por otra parte FutAl, otra proteina de union a hierro, se encuentra en
el interior celular presumiblemente protegiendo al PSIl. El hierro del espacio
periplasmico se transportara a través de la membrana plasméatica mediante los
complejos FUtABC y FecCDE, las permeasas cFTR1 y CDF (proteina que facilita la
difusion de hierro) y el transportador FeoB y su activador FeoA (Cartron et al., 2006;
Jiang et al., 2012a; Kranzler et al., 2014; Xu et al., 2016; Obando et al., 2018). Esta
cianobacteria a pesar de no producir sideroforos (sistemas de transporte para la
captacién de hierro exterior) cuenta con el mecanismo proteico implicado en la
captacion de los mismos del medio. Estos sider6foros unidos a hierro se
transportaran por la proteina FecB que lo conducird al complejo de transportador
FecCDE. Estos genes a su vez estan regulados por FurA (Jiang et al., 2015; Kaushik
et al., 2018; Qiu et al., 2018)

En las cianobacterias el balance entre la adquisicion del hierro y la proteccion frente
a estrés oxidativo generado por el hierro es controlado por el regulador
transcripcional FurA (Andrews et al., 2003). Generalmente FurA actia como un
represor transcripcional que percibe el hierro libre dentro de la célula y controla la
expresion de genes de respuesta a disponibilidad de hierro. De forma que, cuando
hay hierro disponible este se une a Fur formando un complejo que actua sobre las
cajas Fur de los promotores de los genes de captacién de hierro y los reprime
(Escolar et al., 1999; Hernandez et al., 2002; Fillat, 2014). Sin embargo, cuando no
hay hierro disponible esta estructura no se forma y el represor se mantiene inactivo,
por lo que se produce la transcripcion de estos genes. FurA no solo controla los
genes implicados en el almacenamiento y la captacién de hierro, sino que controla
la expresion de un amplio espectro de genes que participan en diferentes funciones
(Lin et al., 2011; Teixido et al., 2011). En cianobacterias FurA modula, bien directa
o bien indirectamente, la expresién de genes fotosintéticos (Gonzalez et al., 2010,
2011, 2012, 2014), la expresion de isiA (proteina inducida por estrés de hierro IsiA)
(Leonhardt y Straus, 1994) e isiB (flavodoxina) (Bes et al., 2001), la expresién de las
subunidades PsbA, Psal, PsaK y PsbZ de los fotosistemas (Lopez-Gomollén et al.,
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2007; Gonzélez etal.,, 2014), de proteinas relacionadas con mecanismos de
concentracion de carbono y de la subunidad grande de la RuBisCO (LoOpez-
Gomollén et al., 2007; Gonzélez et al., 2011). Este regulador también controla la
expresion de proteinas que participan en la biosintesis de los anillos tetrapirrdlicos,
controlando asi la expresion de la ferroquelatasa, protoporfirinbgeno oxidasa,
porfobilindgeno sintasa y porfobilindgeno deaminasa. De igual forma participa en la
regulacion de los grupos hemo regulando la expresion de enzimas que participan en
su degradacion, como la hemo oxigenasa 1 (Gonzalez et al., 2012), y en la sintesis
de pigmentos fotosintéticos como clorofila o ficobilinas (Vavilin y Vermaas, 2002).
Otro mecanismo de control de la expresion de isiA e isiB es mediante el RNA no
codificante IsiR. Este RNA, que se encuentra en el mismo operén isiA-isiB, se
expresa cuando hay hierro en el medio y se une al RNAn de los mismos provocando
su degradacion (Duhring et al., 2006).

Respecto a la fotosintesis el déficit de hierro provoca la sustitucion de la ferredoxina
1 (Fd1) por la flavodoxina, una flavoproteina (Ferreira y Straus, 1994). La estabilidad
del RNAm de la Fd1 ante estas circunstancias se altera mediante IsaR, mientras que
isiB, regulada por FurA, se induce en déficit de hierro (Georg et al., 2017). El hecho
de que se sustituya la Fd1 por la flavodoxina permite que en condiciones donde el
hierro es limitante este paso del transporte electronico fotosintético pueda realizarse.
Los genes fotosintéticos regulados por hierro presentan una doble regulacién. Asi,
FurA unido a hierro reprime la expresion del RNA no codificante IsaR que a su vez
reprime a un gran numero de genes de ambos fotosistemas, el citicromo bef, Cit cs,
la sintesis de centros sulfoférricos y grupo hemo, ferredoxinas, y clorofila de forma
gue este represor actuara solamente cuando la concentracion de hierro sea baja.
Seréa en estas condiciones cuando la sintesis de estos compuestos que necesitan
de hierro disminuya (Georg et al., 2017). En condiciones donde el hierro es bajo IsiA
es la principal proteina de unién a clorofila que participa en la captacion de energia
en el tilacoide cuando el resto de pigmentos disminuyen (Burnap et al., 1993).
Ademas, esta proteina estd implicada en la disipacion térmica de la energia
absorbida y, por tanto, en la proteccion de los fotosistemas del exceso de energia
en condiciones de deficiencia de hierro (Sandstrom et al., 2001). Como ya se ha
comentado anteriormente la expresion de IsiA esta regulada por FurA'y por ISiR, sin
embargo también parece estar regulado a nivel post-transcripcional por Fd2
(sll1382) (Leonhardt y Straus, 1994; Georg et al., 2017; Schorsch et al., 2018). De
forma que esta ferredoxina parece estar implicada en la respuesta a hierro.

Otro regulador transcripcional que participa en esta homeostasis es PfsR, un
regulador de la familia TetR cuyo transcrito se acumula en condiciones de limitacién
de hierro. EI mutante carente de PfsR, presenta una mayor acumulacion de clorofila
a, carotenos, ficocianinas y proteinas de los fotosistemas en condiciones de
limitacion de hierro. Ademas de alterar la expresion de furA, isiA o feoB entre otros
genes (Cheng y He, 2014). Por tanto, PfsR actuaria como un represor de dichos
genes en condiciones de limitacion de hierro.

8.2. Metabolismo y homeostasis del cobre.

El cobre, al igual que el hierro, es un metal esencial ya que actia como cofactor de
varias enzimas como las amino oxidasas, multicobre oxidasas, citocromo c
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oxidasas, nitrito oxidasas, la plastocianina o superéxido dismutasas (Rademacher y
Masepohl, 2012; Dennison et al., 2018; Kaur et al., 2019). La habilidad de pasar de
Cut* a Cu?* y viceversa, dependiendo de su estado de oxidacion, es lo que favorece
que este elemento actlie como un cofactor en procesos de transferencia electronica.
Sin embargo, como en el caso del hierro, también es lo que favorece que pueda
participar en la generacion de especies reactivas de oxigeno a través de la reaccién
de Fenton o Haber-Weiss, generando dafio celular (Lloyd y Phillips, 1999; Kehrer,
2000). Ademas, un exceso de cobre puede hacer que este desplace a otros metales
gue acttan como cofactores dando por tanto lugar a enzimas con una actividad
alterada (Waldron y Robinson, 2009). A pesar de esto las cianobacterias necesitan
de la presencia de cobre en los tilacoides ya que ahi se encuentran la plastocianina
y citocromo c oxidasas, dos cuproproteinas (Zhang et al., 1992; Lyons et al., 2012).
De hecho, la presencia o ausencia de cobre produce cambios en los niveles de
expresion de la plastocianina. Cuando el medio contiene cobre se produce la
expresion y acumulacion de esta proteina mientras que cuando la concentracion de
cobre en el medio es baja o nula los niveles de expresion del RNAmn que la codifica
disminuyen y esto correlaciona con un aumento de la expresion del Cit cs, el
transportador electrénico alternativo a la plastocianina en cianobacterias (Zhang
et al., 1992). Por tanto, en presencia de cobre se sintetiza como transportador
electrénico una cuproproteina que sirve como reservorio del mismo mientras que en
ausencia de cobre se sintetiza una proteina dependiente de hierro como
transportador. Estos transportadores, a pesar de encontrarse en concentraciones
milimolar en el lumen tilacoidal (Finazzi et al., 2005) son de gran importancia ya que
mutantes carentes de Pc en medio con cobre y de Cit ce en medio sin cobre
presentan un retraso en el crecimiento y en su capacidad fotosintética y de
transporte electrénico al PSI (Duran etal.,, 2004; Duran, 2005). Por tanto, la
eliminacion de ambos transportadores en cianobacterias no es viable.

Anteriormente se creia que en cianobacterias la entrada de cobre al interior celular
se realizaba mediante CtaA y al interior del tilacoide por PacS, con gasto de ATP en
ambos casos. De forma que cuando el cobre entraba a la célula por CtaA este era
transferido a Atxl y este lo transferia a PacS, llegando finalmente al tilacoide
(Badarau y Dennison, 2011; Badarau et al., 2013; Kay et al., 2017). Sin embargo, se
ha demostrado que ambos transportadores realmente estan implicados en la
exportacion de cobre requiriendo ATP en lugar de en su importacién (Gonzéalez-
Guerrero et al., 2010; Andrei et al., 2020). Respectivo a esto, la ausencia de de Atx1
o PacS no afecta de forma significativa el transporte de cobre a la plastocianina,
afectandose solo en el mutante CtaA (Tottey et al., 2012). Igualmente, el trascrito de
la plastocianina disminuye en los mutantes carentes de uno u otro transportador
(mas acusado en el de CtaA) pero no en el mutante de Atx1 (Waldron et al., 2010).
Ademas, ambos transportadores son necesarios para la union de cobre con CucA,
una proteina periplasmica, por lo que de alguna forma estos transportadores afectan
al metabolismo del cobre en el periplasma (Waldron et al., 2010). Por tanto, los
mecanismos reales de entrada de cobre al interior celular, asi como la interaccién
entre estos, son todavia desconocidos. Otra proteina implicada en el transporte de
cobre en cianobacteria es la proteina periplasmica FutA2, a pesar de que une hierro
preferentemente. Se ha determinado que mutantes de esta proteina presentan una
acumulacion de Cit ce y una acumulacién de cobre en el periplasma. Se cree que
FutA2 actia quelando el hierro periplasmico e impidiendo que este interfiera
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negativamente con el transporte de cobre (Waldron etal., 2007). Todas las
incognitas generadas demuestran que el mecanismo de transporte de cobre al
interior celular requiere ser abordado mas detalladamente. En cuanto a la
exportacion de cobre en Synechocystis se ha encontrado una proteina
homotrimérica de la membrana externa, TolC, que interacciona con varias proteinas
de la membrana plasmatica y genera un canal por el que se cree que podria salir
cobre de la célula (Giner-Lamia et al., 2016a). Estas proteinas de membrana que
participan en el transporte tanto de cobre como de hierro se cree que podrian
generar un sistema de transporte interconectado. En Anabaena se ha demostrado
una relacién entre el transporte de hierro y de cobre a través del transportado TonB,
cuya sobreexpresion genera estirpes sensibles a ambos metales (Stevanovic et al.,
2013). Por ultimo, un mecanismo de defensa para evitar la acumulacién extrema de
cobre es el formado por el operon copMRS y copBAC. Los genes de resistencia a
cobre estan regulados a nivel transcripcional por un sistema de dos componentes,
el sistema CopRS. CopS es una histidin quinasa que se encuentra en la membrana
tilacoidal y plasmatica y es capaz de detectar el cobre, se cree que puede activar a
CopR. Tras su activacion este regulador se une, actuando como un activador, al
promotor del operén copBAC (codifica para un sistema de resistencia que transporta
el cobre al exterior celular) y al operén copMRS donde CopM es una proteina de
union a cobre que actla a nivel periplasmico y extracelular favoreciendo la
resistencia a cobre (Giner-Lamia et al., 2012, 2015)

Por tanto, la homeostasis del cobre es un proceso menos estudiado que la del
hierro, aunque se cree que pueden tener puntos de interaccion.
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Materiales y Métodos
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1. Organismos y condiciones de cultivo

1.1. Cianobacterias.

1.1.1. Estirpes de cianobacterias utilizadas.

En el trabajo aqui presentado se han empleado estirpes mutantes de la
cianobacteria Synechocystis, asi como de la cianobacteria filamentosa fijadora de
nitrogeno Anabaena sp. PCC 7120 (referida como Anabaena). Las estirpes
utilizadas y sus caracteristicas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Estirpes de cianobacterias utilizadas en este trabajo.

Estirpe
Silvestre
(WT)
PETJ
PETE
PETEJ
PETP
PETR
PETR2
PETR3

SLR0601
PETJP

PETJR
PETEP
PETER
PETRP

PETRP+

RP

PETRP+
HAHA

PETRP+
M53A

PETRP+
M58A

Genotipo

Synechocystis sp. PCC 6803

petJ:: C.C1
petE::C.K1

petE::C.K1
petJ::CmR

petP::EryR
petR::Sp/StR
petR::Sp/StR
gInN::Pper:PetR:Nat?
petR::Sp/StR
gInN::Pcpce:PetR:NatR
slr0601::natR
petP::EryR

petJ::CmR
petR::Sp/StR
petJ:;:CmR

petP::EryR
petE::C.K1
petR::Sp/StR
petE::C.K1
ApetRP::Sp/StR

ApetRP:: Sp/StR phaAB:petRP::Nat R

ApetRP::Sp/StR
phaAB:petRP_HAHA::NatR

ApetRP::Sp/StR
phaAB:petRP_M53A::Nat R

ApetRP::Sp/StR
phaAB:petRP_M58A::NatR

Referencia

Este trabajo
(Giner-Lamia
etal., 2012)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

ORF
Mutada

sll1796
sll0199

sll0199
sll1796
slr0241
slr0240
slr0240
slr0288
slr0240
slr0288
slr0601
slr0241
sll1796
slr0240
sll1796
slr0241
sll0199
slr0240
sll0199
slr0240
slr0241
slr0240
slr0241
sir1993
sir1994
slr0240
slr0241
sIr1993
slr1994
slr0240
slr0241
sIr1993
sir1994
slr0240
slr0241
sIr1993
slr1994

Organismo
Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis
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Estirpe
PETRP+
M53AM58
A

AF

AF/S
C755C84
S
C99Ss
SBPasa
FBPasa
AF/S+S
AF/S+F
S+F
AF+S
AF+F

AF/S+S+
F

AF+S+F

AF/SAF+
S

AF/SAF+
F

AF/SAF+
S+F

TrxF

S+F+
TrxF

AF/S+S+
F+TrxF

AF/SAF

Genotipo
ApetRP::Sp/StR
phaAB:petRP_M53AM58A::Nat R

slr0952::Sp/StR

slr2094::EryR

NrsD::PcpeaisHis_SIr2094 C75S/C84S:N

atR

NrsD::Pcpca: sHis_SIr2094 C99S:NatR

NrsD::Pcpcs: 6His AtSBPasa:C.K1
gInN::Pcpcer: eHis_PsFBPasa:NatR
NrsD::Pcpcs: 6His_ AtSBPasa:C.K1
slr2094::EryR

gInN::Pcpe:eHis_ PsFBPasa:NatR
slr2094::EryR

NrsD::Pepcs: 6His_ AtSBPasa:C.K1
gInN::Pcper: sHis_ PsFBPasa:NatR:
NrsD::Pepca: 6His_ AtSBPasa:C.K1
sIr0952::Sp/StR

gInN::Pcper: eHis_ PsSFBPasa:NatR
sIr0952::Sp/StR

NrsD::Pcpca: sHis_ AtSBPasa: C.K1
gInN::Pcper:enis_ PsFBPasa:NatR
slr2094::EryR

gInN::Pcper:eHis_ PsFBPasa:NatR
NrsD::Pcpcs: sHis_ AtSBPasa:C.K1
slr0952::Sp/StR

NrsD::Pepca: 6His_ AtSBPasa:C.K1
slr0952::Sp/StR

slr2094::EryR

gInN::Pcper: sHis_PsFBPasa:NatR
slr0952::Sp/StR

slr2094::EryR

NrsD::Pcpcs: sHis_ AtSBPasa:C.K1
gInN::Pcper:eris_PsFBPasa:NatR
slr0952::Sp/StR

slr2094::EryR
arsBHC::Pcper:trxF1:Sp/StR

arsBHC::Pcpce:trxF1:Sp/StR
NrsD::Pcpcs: 6His_ AtSBPasa:C.K1
gInN::Pcper: sHis_PsFBPasa:NatR

arsBHC::Pcpca:trxF1:Sp/StR
NrsD::Pcpcs: sHis_ AtSBPasa:C.K1
gInN::Pcper:eris_PsFBPasa:NatR
slr2094::EryR

slr0952::Sp/StR
slr2094::EryR

Referencia

Este trabajo

Huertas

Romera, Maria

José
(Garcia-
Canfas, 2015)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Tejada
Gdbmez, 2018)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

ORF
Mutada

slr0240
slr0241
slr1993
slr1994
slr0952

slr2094
slr0796

slr0796
slr0796
slr0288
slr0796
slr2094
slr0288
slr2094
slr0796
slr0288
slr0796
slr0952
slr0288
slr0952
slr0796
slr2094
slr0288
slr0796
slr0952
slr0288
slr0796
slr0952
slr2094
slr0288
slr0952
slr2094

slr0288
slr0796
slr0952
slr2094
slr0944,
slr0945
slr0946
slr0944,
slr0945
slr0946
slr0796
slr0288
slr0944,
slr0945
slr0946
slr0796
slr2094
slr0288
slr0952
slr2094

Organismo

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis
Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis

Synechocystis
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Estirpe  Genotipo Referencia ORF Organismo

Mutada
S/F gInN::Pcpee:FBP/SBPasasHis:NatR (Garcia- slr0288  Synechocystis
Canas, 2016)
Silvestre = Anabaena sp. PCC 7120 Anabaena
(WT_An)
PETR_An ApetR Este trabajo arl2569 Anabaena
PETP_An petP::NatR Este trabajo arl2570 Anabaena

1.1.2. Medios y condiciones de cultivo.

Las distintas estirpes de Synechocystis se cultivaron fotoautotréficamente,
mixotréficamente, o heterotréficamente en medio BG11 (Rippka et al., 1979). Este
mismo medio suplementado con 12 mM de NaHCOs se denomina BG11c y para
generar las condiciones de mixotrofia y fotoheterotrofia al medio BG11c se afiadio
glucosa 10 mM (+G) o glucosa 10 mM y DCMU (3-(3,4-dichlorofenil)-1,1-dimetilurea)
50 uM respectivamente; la glucosa fue esterilizada mediante filtracién. La
composicion detallada del medio se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion del medio BG11

NaNO3; 17,8 mM | Citrato férrico aménico (17% 6mg/L
Fe)
MgSO, 0,30 mM  MnCl; 9,1 uM
CaCl; 0,24 mM  Nap-EDTA 2,4 uM
Na,COs 0,20 mM  Na;MoO4 1,6 uM
K2HPO4 0,20 mM | ZnSOq4 0,8 uM
H3BO3 46 pM CuSOq4 0,3 uM
Acido citrico 28,5uM  CoCl;, 0,2 uyM

En caso de tratarse de cultivos realizados en ausencia de cobre el medio se realizo
con agua miliQ, sin la adicién de CuSO4y empleando sales de alto grado de pureza
(BG11c-Cu o0 BG11-Cu).

Para el crecimiento de las estirpes generadas resistentes a antibiéticos el medio se
suplement6 con el antibiético requerido, siendo estos previamente esterilizados por
filtracion, y se afiadieron al medio tras su autoclavado. La concentracion de estos se
detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones de antibiéticos empleadas en las estirpes de cianobacterias.

Antibiotico Concentracion
Kanamicina (km) 50 pg/ml
Espectinomicina (Sp) 5 pg/ml
Estreptomicina (St) 5 pg/ml
Erytromicina (Ery) 5 pg/ml
Nourseotricina (Nat) 50 pg/mli
Cloranfenicol (Cm) 20 pg/ml

Los cultivos en medio liquido se realizaron en matraces Erlenmeyer de 100 y 250 ml
con una quinta parte del volumen del cultivo en agitacién de 100 rpm en incubadores
orbitales IKA Laborthechnik KS501 en camaras de cultivo termostatizadas a 30 °C,
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con una iluminacion continua (50 pmol fotones-m-2 -s* 0 10 ymol fotones-m=2-s1 para
los realizados en +G 0 +G+DCMU) suministrada por paneles de tubos LED. También
se realizaron experimentos con cultivos en medio liquido con de burbujeo en aire
suplementado con 1% CO: (v/v), 3% CO: (v/v) o solo en aire, en frascos de Roux
de 750 ml o tubos cilindricos de 40 a 180 ml en las mismas condiciones de
temperatura e iluminacién. En los experimentos donde se estudio la respuesta a

estrés luminico se emplearon distintas intensidades: 200 o 550 ymol fotones-m2-s-
1

Para el crecimiento de cultivos en medio solido se emple6 medio BG11, BG11-Cu,
BG11lc o BG1llc-Cu estéril suplementado con agar (Bacto-Agar, Difco) al 1% (p/v).
La esterilizacion de los medios y el agar se realiz6 de forma independiente en
autoclave a 120 °C y més de 1 atmésfera de presion durante 20 minutos,
mezclandose posteriormente. En el caso de los cultivos en mixotrofia o
fotoheterotrofia se afiadio la glucosa y la glucosa junto al DCMU al medio tras
esterilizarlo. La mezcla de ambos se vertié en placas de Petri de 50 o 100 ml; los
organismos crecieron en las mismas condiciones de iluminacion y temperatura que
los realizados en medio liquido.

Las estirpes usadas para estudiar el intercambio petJ/petE fueron cultivadas en
BG11c-Cu con condiciones de burbujeo en aire suplementado con 1% CO2 (v/v)
hasta la fase exponencial, afiadiéndose posteriormente la cantidad indicada de Cu?*
o de &cido batocuproinedisulfénico (BCSA) 300 puM.

Para el estudio comparativo del crecimiento de distintas estirpes en fotoautotrofia,
mixotrofia y fotoheterotrofia las estirpes se cultivaron en placas con medio sélido
suplementado con glucosa 10 mM y posteriormente en medio liquido con glucosa
hasta alcanzar la fase exponencial. Tras alcanzar dicha fase los cultivos se lavaron
dos veces con medio BG11c para eliminar la glucosa del medio y se resuspendieron
de nuevo en medio BG11c. Estos cultivos posteriormente se dividieron en el nimero
de cultivos requeridos para cada experimento y se afiadié glucosa 10 mM y DCMU
50 uM cuando fuese necesario.

1.2. Escherichia coli (E. coli).

1.2.1 Estirpes de E. coli utilizadas.

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo y sus genotipos correspondientes
se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Estirpes de E. coli empleadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Referencia
DH5a F-, endAl, hsdR17 (mK+,rK-) supE44, thi-1 recAl (Hanahan, 1983)
gyrA96 relA1 AlacU169 (980-lacZAM15)
BL21 hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 genel) (Studier y Moffatt,

1986)
HB101 F- hsdS20 (rB-mB-) leu supE44 aral4 galk2 lacY1l (Elhai y Wolk, 1988)
proA2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 recA13 mcrB. pRL623
ED8654 lac-3 o lacY1 supE44 supF58 hsdR514 (rk — mk -) (Elhai y Wolk, 1988)
recA56 mcrAl metB1 lacY galk2 galT22 trpR55
pRL623
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1.2.2. Medios y condiciones de cultivo.

Para los cultivos de E. coli se emple6 el medio de cultivo de Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al., 1989) cuya composicion esta detallada en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién del medio LB.

NaCl 10 g/L
Bactotriptona 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L

Para preparar el medio sélido se afiadid agar a una concentracion final de 1,5%
(p/v). Los medios se autoclavaron como se indica en el apartado 1.1.2. Cuando fue
necesario tanto el medio soélido como el medio liquido fueron suplementados con
algunos de los compuestos estériles descritos en la Tabla 6.

Tabla 6. Compuestos empleados en las estirpes de E. coli.

Compuesto Concentracion

Ampicilina 100 ug/ml

Kanamicina 50 pg/mi

Estreptomicina 100 pg/ml

Espectinomicina 100 pg/ml

Nourseotricina 50 pg/mi

Cloranfenicol 40 pg/ml
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) 0,2 uM
IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) 0,5 uM

Los cultivos en medio liquido se realizaron en tubos o matraces Erlenmeyer con 1/5
del volumen ocupado por el medio empleado y con agitacién orbital continua de 200
rom en equipos Innova®43 (New Brunswick Scientific). Para algunos de estos
cultivos se emple6 medio LB y para otros medio minimo M9 (Neidhardt et al., 1974)
suplementado con LB 0,1%. Los cultivos sélidos se realizaron en cajas de Petri
estériles; en ambos casos se incubaron a 37 °C.

1.3. Métodos de recogida de células.

Las células de las distintas estirpes de Anabaena se recogieron mediante filtracion
por vacio empleando filtros de nitrocelulosa de 0,45 ym de diametro de poro
(Millipore HA). En el caso de las células de E. coli y Synechocystis se recogieron por
centrifugacion empleando una microcentrifuga Eppendorf 5415R a temperatura
ambiente o centrifuga refrigerada (tubos de 1,5 o 2 ml), centrifuga Eppendorf 5804R
(tubos de 15 o 50 ml) y centrifuga Beckman Avanti J-25 (tubos GSA o SS34). Los
lavados para eliminar la glucosa del medio se realizaron a temperatura ambiente.
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2. Métodos de biologia molecular

2.1. Plasmidos y oligonucleétidos utilizados.

2.1.1. Oligonucleétidos.

Los oligonucledtidos sintéticos (StabVida) empleados en esta tesis, asi como el
proceso en que se emplearon se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Oligonucledétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleoétido
(numero)
copY_KO_F (223)
copY_KO_R (224)
slr0241_check F (248)
slr0241_check R (249)
copY_KO_F (223)
slr0241_check R (249)
copY_complementation
_Fw (256)
copY R Notl (234)

copY_OE_Fw_Sall
(258)
copY R Notl (234)

petEF (172)
petER (173)
PETEMF (277)
PETEMR (278)
Prom_petE_Notl (53)
petE_ATG_Sal (92)

oligo F1_new_petJSall
(299)
oligo R3 (262)

petJF (174)
petJR (175)
petd KO F (235)
petd KO R (236)

slr0601_KO_5F (287)
slr0601_KO_5R_Hindlll
(288)

sIr0601_KO_3F_Hindlll
(289)
sIr0601_KO_3R (290)

sIr0601_KO_5F (287)
sIr0601_KO_3R (290)

Secuencia 5°—3’

CCAAGGCAAGATTGTGGTGC
CCTGTTCCGGAGACAGCAAT
CAACAGCGACAGGAGGAGAA
AAAGCTCCGGTTGAGAAGGG
CCAAGGCAAGATTGTGGTGC
AAAGCTCCGGTTGAGAAGGG
GACTGAATTCCCCCGGCGATCGCG
CCTTTATC
ATGCGGCCGAAATACTGTGCATTAT
TTCTCC
GTCGACGGAGGTTATCATTATGAG
CTGGATTCCCCCC
ATGCGGCCGAAATACTGTGCATTAT
TTCTCC
ACAATCCTCGCTGGCCTTCT
CGACAACTTTGCCTACCATG
TAAGTTAGGGAGATTGTGCCAG
TCCAAATTTCTTGGCTCTGTC
CGGCGGCCGCTGAGGCTGTATAAT
CTACG
CAGTCGACTTGGCGATTGTATCTAT
AGGG
GATCGTCGACCCACTTCACAAACCT
AGCCAAT
CGCGAAGGTATTATGGGAGGCGGT
CCAGGCAAA
ATTCAACCAAGCTAGCCGAA
TCCGCTTGATCAAGCACGTA
CGAGACGGCACTGAGGATTT
AGTTGGGCTTTACGGGCTAC

TAGATGGCACTGTGGTGGAA
ATCGAAGCTTTTTTCCGGTGACTTG
GTTTC

GGAAAAAAGCTTCGATTCCGTTGG
CATGGTAGGTAT
CAGGTCAGGATTTTCCCTCA

TAGATGGCACTGTGGTGGAA
CAGGTCAGGATTTTCCCTCA

Uso
Generacién de PETR
Generacion de PETP
Comprobacién de la segregacion

petR, petP y petRP
Generaciéon de PETR2

Generaciéon de PETR3

Generacion de la sonda de petE

Comprobacién de la segregacion
petE

Generacion de la sonda del
promotor petE de los retados

Generacién de la sonda del
promotor de petJ de los retados

Generacion de la sonda de petJ

Comprobacién de la segregacion
de petd y creacion del mutante
PETJ

Generacion del fragmento 5’ de
SLR0601

Generacion del fragmento 3’ de
SLR0601

Comprobacion de la segregacion
de SLR0601
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Oligonucleodtido
(numero)
sIr0601F (275)
sIr0601R (276)
slr0601_retardo_F_Sall
(295)
slr0601_retardo_R_Notl
(296)

sIr0602F (273)
sIr0602R (274)
COPMIF (389)
COPMLR (390)

copY_complementation
_Fw (256)
slr0241_R_Xhol (257)

petP _HXA HXA_F
(283)

slr0241_R_Xhol (257)

petP _HXA HXA R
(284)
copY_complementation
_Fw (256)

petP M53A_F (279)
slr0241_R_Xhol (257)

petP M53A_R (280)
copY_complementation
_Fw (256)

petP M58A_F (281)
slr0241_R_Xhol (257)

petP M58A R (282)
copY_complementation
_Fw (256)

phaA_checkF (217)
phaB_checkR (218)

An_petRKO_5 F_Sacl_
BHI (292)
An_petRKO_5 R_Hindll
| (293)
An_petRKO_3 _F Hindll
1 (294)
An_petRKO_3_R_Ncol_
Xhol (295)
An_petRKO_3_R_Ncol_
BHI (370)
AnPetR_check 5 (371)
AnPetP_5 HIII_F (373)

Secuencia 5°—3’

GTCTTTAGACTGCAGCAGCC
TGATTGCTGTGCTCCATGGG
GCCAGTCGACCCCGCAAATGGATT
CATTAG

ACATGCGGCCGCTTAGTAAATTTCT
GCTAAAAG
GGTGGTTTAACCCTCACTCTA
GACGGGCCATCTCATTCATTA
AGCATTCCCATGGGTAATCAATTCT
GGATAT
CATCTCGAGTCACTGACCATACCAG
TTTTCATA
GACTGAATTCCCCCGGCGATCGCG
CCTTTATC
ATGCGCTCGAGTCACCTGAATAGC
TTGAAC
TTAGCTGCTGAAAATGCCGCTCGTT
TTTACCGGGAT
ATCGCTCGAGTCACCTGAATAGCTT
GAAC

AAAACGAGCGGCATTTTCAGCGGC
TAAGACCGCATT
GACTGAATTCCCCCGGCGATCGCG
CCTTTATC

GCCTGGAAGGGCTGTGGTTGG
ATCGCTCGAGTCACCTGAATAGCTT
GAAC
ACAGCCCTTCCAGGCGATCGC
GACTGAATTCCCCCGGCGATCGCG
CCTTTATC

GGTTGGAAGTTTGGCTTCCCC
ATCGCTCGAGTCACCTGAATAGCTT
GAAC
GCCAAACTTCCAACCACAGCC
GACTGAATTCCCCCGGCGATCGCG
CCTTTATC

CATCCCAACCCATGGCATTGG
TAATACTTCGCCGGTGACATAG

AGGAGCTCGGATCCAGTGACTTTC
CCACCACCACGC
CTGGCAAGCTTACATTTGTTTAGGA
CGATAGTCGGG
AAACAAATAAGCTTGCCAGGGAGG
AACAATGATGC
CTCTCGAGCCATGGGTAGAAAATC
AACAAGGTGAAAT
CTGGATCCCCATGGGTAGAAAATC
AACAAGGTGAAAT
CCAGTTCTGGTGTGCAGTCAAGG
AGCAAGCTTCGCATCCCAAGTTGAT
CcC

Uso
Generacién de la sonda de
slr0601
Generacion de la sonda del
promotor slr0601 de los retardos

Generaciéon de la sonda de
slr0602

Generacion de la sonda de copM

Generacion del mutante PETRP
y del mutante PETRP+RP

Generacion del fragmento 5’ de
PETRP+HAHA

Generacion del fragmento 3’ de
PETRP+HAHA

Generacion del fragmento 5’ de
PETRP+M53A

Generacion del fragmento 3’ de
PETRP+M53A

Generacion del fragmento 5’ de

PETRP+M58A y de
PETRP+M53A58A

Generacion del fragmento 3’ de
PETRP+M58A y de
PETRP+M53AM58A

Comprobacién de la segregacion
de PETRP+RP, PETRP+HAHA,
PETRP+M53A, PETRP+M58A y
PETRP+M53AM58A.
Generacion del fragmento 5’ de
PETR_An

Generacion del fragmento 3’ de
PETR_An

Comprobacion de la segregacion
de PETR_Any de PETP_An

Generacion del fragmento 5 de
PETP_An

73



Oligonucleodtido
(numero)
An_petRKO_5 R_Sacl_
BHI (292)

AnPetP_3 HIIl_F (372)
An_petRKO_3_R_Ncol_
Xhol (295)

sIr2094_F_Ndel (142)
sIr2094_R_Notl (143)

SBPasa_C75S_Fw
(250)
sIr2094_R_Notl (143)

SBPasa_C75S_Rv
(251)
slr2094_OE_Sall (164)

SBPasa_C99S_Fw
(254)
sIr2094_R_Notl (143)

SBPasa_C99S_Rv
(255)
slr2094_OE_Sall (164)

AtSBPasa_R_Xhol
(264)
AtSBPasa_madura F_
Ndel (265)

arsB_ORF_rev_Xhol_HI
Il (346)
5 arsB_BssHI (347)
Sp_R_Hindlll (214)

slr2094_R_Notl (143)
slr2094_OE_Sall (164)

sIr0952_F_Ndel (144)
sIr0952_R_Notl (145)

gInN_check_F (50)
gInN_check_R (51)
Prom_CK1_R (41)

Secuencia 5°—3’

GGAGCTCGGATCCAGTGACTTTCC
CACCACCACGC

GCGAAGCTTGCTGTCAAAATCATCA
GCG
CTCTCGAGCCATGGGTAGAAAATC
AACAAGGTGAAAT
TTCAAGCTAGCGACAGCACCCTCG
G
ATAGCGGCCGCGAGGGAAATTAAT
G
GAAGTAGGCATTCGCACCAGAGAA

ATAGCGGCCGCGAGGGAAATTAAT
G

TTCTCTGGTGCTAATGCCTACTTC

CCCTCTGGTCGACTTTTGACTATT

GCTGTTGACCCAGCGAAGGTACCA
AC

ATAGCGGCCGCGAGGGAAATTAAT
G
GTTGGTACCTTCGCTGGGGTCAAC
AGC

CCCTCTGGTCGACTTTTGACTATT

AGTCCTCGAGCTAAGCGGTAACTC
CAATGG
AGTCCATATGACAAAAGCTAAGAGC
AATGG

AACTCGAGAAGCTTGCTGGCAATTA
GGCAAAGTT
AAGCGCGCCGCCCCATCTTTAACA
CTTG
AAAGCTTAAGGCCATCCGTCAGGA
TGGCCTTCTTGCGGATGTTGCGATT
ACTTC
ATAGCGGCCGCGAGGGAAATTAAT
G
CCCTCTGGTCGACTTTTGACTATT
TTTTACATATGACCGTTAGTGAGAT
TC
TTTGCGGCCGCTAAGTAAACTAATT
ACCC

ATGCAGGCCAGTCTTCCTAA
AAATGGCAGTGTCCAAGTCC
AAGAGTGGTACCCATGGTAAACGA
TCCTCATCCTGTCTC

Uso

Generacion del fragmento 3’ de
PETP_An

Generacién de los mutantes
puntuales de las cisteinas de la
FBP/SBPasa

Generacion del fragmento 5’ de
la secuencia C75S/C84S vy
C99S/C75S

Generacion del fragmento 3’ de
la secuencia C75S/C84S vy
C99S/C75S

Generacion del fragmento 5’ de
la secuencia C99S y C99S/C84S

Generacion del fragmento 3’ de
la secuencia C99S y C99S/C84S

Generacion del mutante S.

Comprobacién de los mutantes
que expresar TrxF1

Comprobacién de la segregacion
de AF/S

Comprobacién de la segregacion
de AF

Comprobacion de la segregacion
de FBPasa, de C75S/C84S y de
C99s
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Oligonucleodtido
(numero)
5 nrsD_BssHII_F (204)
3_nrsD_BssHII_R (207)

CAAGCGCGCCTCGGAGTCATGGTG

gInN_check_F (50)
gInN_check_R (51)

rnpB_LEFT (178)
rnpB_RIGHT (179)
slr0601_retardo_F_Sall
(295)
slr0601_retardo_R_Notl
(296)

2.1.2. Plasmidos

Secuencia 5°—3’

AAGCGCGCCTTTCACTGCTTGCGG

AACC

ATGGG
ATGCAGGCCAGTCTTCCTAA
AAATGGCAGTGTCCAAGTCC

GAGTTGCGGATTCCTGTCAC
AATTCCTCAAGCGGTTCCAC

GCCAGTCGACCCCGCAAATGGATT

CATTAG

GCTAAAAG

Uso

Comprobacion de la segregacion
de las estirpes que presentan la
SBPasa de A. thaliana

Comprobacion de la segregacion
de las estirpes que presentan la
SBPasa de P. sativum
Generacién de la sonda de rnpB
Generacién de la sonda de
slr0601

ACATGCGGCCGCTTAGTAAATTTCT

Los plasmidos empleados en este trabajo, pero no construidos en el mismo, asi
como los utilizados y construidos se especifican, junto con sus principales

caracteristicas, en la Tabla 8 y Tabla 9 respectivamente.

Tabla 8. Plasmidos no construidos en este trabajo y su descripcion.

Plasmido

pET28

pSpark® Il

pCSRO

pslr2094_Ery

plat_nrsD_PcpcB_Kmv3R

pginN_PcpcB_natR

Resistencia  Referencia

Km Novagen

Canvax
Biotech

Ap

Sp/St (Merino-
Puerto et al.,
2010)
(Garcia-
Cafas,
2015)
Coleccion
del
laboratorio

Ery

Ap Km

Coleccién
del
laboratorio

Ap Nat

Descripcién

Plasmido donde la expresion
esta controlada bajo el
promotor del fago T7.
Contiene dianas para afadir
una cola de histidinas en
ambos extremos de la
proteina.

Plasmido usado para clonar
fragmentos de PCR. Contiene
el fragmento a de la B-
galactosidasa para
seleccionar a los clones con
inserto.

Vector movilizable derivado
de pCSV3 conteniendo el

gen sacB de Bacillus subtilis.
Plasmido para generar el
mutante AFBP/SBPasa de
Synechocystis.

Derivado del plasmido pBSiII-
KS(+) que contiene regiones
de nrsD interrumpido por el
promotor de cpcB,y un gen de
resistencia a Km. Incluye un
sitio de clonaje mdultiple para
expresar genes bajo el Pcpce.
Derivado del plasmido pBSlI-
KS(+) que contiene regiones
de gInN interrumpido por el
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Plasmido

PGLNN::natT

plat_phaAB_PcpcB_NatR

plat_arsB_PcpcB_Sp

pPET28-trxf1

plat_arsB_PcpcB_trxF1_Sp

pET28_sIr2094

pET28_sIr0952

pET28_sIr2094_C75S

pET28_sIr2094_C84S

pAMC100

Resistencia

Ap Nat

Ap Nat

Sp/St

Km

Ap Sp/St

Km

Km

Km

Km

Km

Referencia

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

(Tejada
Goémez,
2018)

Laboratorio
de FJ
Cejudo

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio
Coleccion
del
laboratorio
(Garcia-
Cafas,
2016)
(Garcia-
Cafas,
2016)
(Carrasco
et al., 1994)

Descripcion

promotor de cpcB,y un gen de
resistencia a Nat. Incluye un
sitio de clonaje mdultiple para
expresar genes bajo el
PcpcB.

Derivado del plasmido pBSII-
KS(+) que contiene regiones
de gInN interrumpido por el
gen de resistencia a Nat.
Incluye un sitio de clonaje
multiple.

Derivado del plasmido pBSilI-
KS(+) que contiene regiones
de phAB interrumpido por el
promotor de cpcB,y un gen de
resistencia a Nat. Incluye un
sitio de clonaje multiple para
expresar genes bajo el Pcpcs.
Derivado del plasmido pBSiII-
KS(+) que contiene regiones
de arsBHC interrumpido por
el promotor de cpcB,y un gen
de resistencia a Sp/St. Incluye
un sitio de clonaje multiple
para expresar genes bajo el
PcpcB.

Derivado del plasmido pET28
empleado para generar el
plasmido
plat_arsB_Pcpce_trxF1_Sp.
Plasmido donde TrxF1 se
expresa bajo el Pcpce. Para
esto el plasmido pET28-trxfly
plat_arsB_PcpcB_Sp se
cortaron con Xbal y Xhol,
ligandose el plasmido
plat_arsB_PcpcB_Sp
linealizado y el inserto de 900
pb derivado del plasmido
pPET28-trxfl se ligaron.
Plasmido empleado para
expresar la proteina
FBP/SBPasa.

Plasmido empleado para
expresar la proteina FBPasa.

Plasmido empleado para
expresar la proteina
FBP/SBPasa C75S.

Plasmido empleado para
expresar la proteina
FBP/SBPasa C84S.

Plasmido empleado para
expresar la proteina FBPasa
cloroplastidica de guisante
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Tabla 9. Plasmidos construidos en este trabajo y su descripcion.

Plasmidos
pPETR

pPETR_Sp

pPSPARK_petR_com

pgInN::PpetR_petR

pSPARK_petR_com3

pginN::PcpcB_rbs_copY

pPETP

pPETP_Ery

pPETJ

pPETJ_Cm

pPETRP

Resistencia

Ap

Ap Sp/St

Ap Nat

Ap NAt

Ap

Ap Ery

Ap

Ap Cm

Ap

Caracteristicas
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regiébn de 1524 pb
amplificada por los oligos 223-224. Es
decir, petRP.
Plasmido derivado de pPETR en el que
se ha insertado en sentido positivo el
cassette de resistencia Sp/St. Para esto
el plasmido pPETR se cort6 con EcoRV
aprovechando que la ORF sIr2040 tras
31 aminoécidos presenta el sitio de corte
de la enzima.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region de 629 pb amplificada
por los oligos 256-234. Incluye el gen
petR y su promotor.
Plasmido derivado de
pSPARK_petR_com donde este y el
plasmido pGLNN::natT fueron digeridos
con EcoRI y Notl.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regién de 482 pb amplificada
por los oligos 258-234. Incluye el gen
petR y su promotor
Plasmido derivado de
pSPARK_petR_com- donde este y el
plasmido pgInN_PcpcB_natR fueron
digeridos con Sall y Notl.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regidn de 970 pb amplificada
por los oligos 248-249. Es decir, petRP.
Plasmido derivado de pPETR en el que
se ha insertado en sentido positivo el
cassette de resistencia Ery. Para esto el
cassette fue cortado con Xbal y el
plasmido pPETP con Nhel,
aprovechando el corte de esta enzima
en la ORF sIr0241 en las bases nimero
210 y 792. Al ser ambos cortes
compatibles tanto el plasmido linealizado
como el cassette se ligaron.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regiébn de 1023 pb
amplificada por los oligos 235-236. Es
decir, petJ.
Plasmido derivado de pPETJ en el que
se ha insertado en sentido positivo el
cassette de resistencia Cm. El cassette
fue cortado con Xbal y el plasmido
pPETJ con Nhel, aprovechando el corte
natural de esta enzima en el gen que
petJ. Al ser ambos cortes compatibles se
ligo el plasmido linealizado con el
cassette.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regiébn de 1492 pb
amplificada por los oligos 256-257. Es
decir, petRP.
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Plasmidos
pPETRP_Sp.

pSpark_slr0601

slr0601::nat

pPHAB_Nat_petRP_WT

PSPARK_petRP_HAHA

pPHAB_Nat_petRP_HAHA

PSPARK_petRP_M53A

Resistencia
Ap Sp/St

Ap

Ap Nat

Ap Nat

Ap

Ap Nat

Ap

Caracteristicas
Plasmido derivado de pPETRP en el que
se ha insertado en sentido positivo el
cassette de resistencia Ery. Para esto el
plasmido se digiri6 con BstEll,
aprovechando que el operén sir0240-41
tenia un sitio de corte natural de esta
enzima entre las bases 351 y 1205. El
cassette de resistencia fue digerido por
Hincll. Aprovechando que el corte de
ambas enzimas es compatible el
plasmido linealizado y la resistencia se
ligaron.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 287-290
de los fragmentos amplificados por los
oligos 287-288 y 289-290, el fragmento
final cuenta con una diana Hindlll en el
interior. El fragmento generado por la
amplificacion con 287-288 fue de 427 pb
y el generado por los oligos 289-290 de
466 pb. El fragmento final con los oligos
287-290 fue de 893 pb, 173 pb menos
que el gen slr0601.
Plasmido derivado de pSpark slr0601 en
el que se hainsertado en sentido positivo
el cassette de resistencia Nat por el corte
con Hindlll. A cada lado del inserto
quedan 427 pb 'y 466 pb
respectivamente.
Plasmido derivado de pPETRP donde
este y pPlat_phaAB_PcpcB_NatR se
cortaron con EcoRI-Xhol. Del primer
plasmido se obtuvieron los genes petRP
que se introdujeron en el plasmido
pPlat_phaAB_PcpcB_NatR linealizado
por el corte donde se habia, por tanto,
eliminado el promotor de cpcB.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 256-257
de los fragmentos de 1073 pb y 431 pb
amplificados por 284-256 y 283-257
respectivamnete. Esta PCR solapante
generé un fragmento de 1492 pb que se
introdujo en pSparkil.
Plasmido derivado de
pSPARK_petRP_HAHA y
pPlat_phaAB_PcpcB_NatR que fueron
procesados como en el plasmido
pPHAB_Nat_petRP_WT.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 256-257
de los fragmentos de 770 pb y 725 pb
amplificados por 280-256 y 279-257
respectivamente. La PCR solapante
gener6 un fragmento de 1492 pb que se
clond en pSparkll.
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Plasmidos
pPHAB_Nat_petRP_M53A

pSPARK_petRP_M58A

pPHAB_Nat_petRP_M58A

pSPARK_petRP_M53A_M58A

pPHAB_Nat_petRP_M53A_M58A

pSpark_AnpetR

pCSRO_An_petR

pSPARK_An_petP

pSPARK_ANP::nat

Resistencia
Ap Nat

Ap

Ap Nat

Ap

Ap Nat

Ap

Sp/St

Ap

Ap Nat

Caracteristicas
Plasmido derivado de
pSPARK_petRP_M53A y
pPlat_phaAB_PcpcB_NatR que fueron
procesados como en el plasmido
pPHAB_Nat_petRP_WT.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 256-257
de los fragmentos de 710 pb y 785 pb
amplificados por 282-256 y 281-257
respectivamente. La PCR solapante
generé un fragmento de 1492 pb que se
clon6 en pSparkli
Plasmido derivado de
pSPARK_petRP_M61A y
pPlat_phaAB_PcpcB_NatR que fueron
procesados como en el plasmido
pPHAB_Nat_petRP_WT.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 256-257
de los fragmentos de 710 pb y 785 pb
amplificados por 282-256 y 281-257
respectivamente sobre
pPHAB_Nat_petRP_M53A. La PCR
solapante generé un fragmento de 1492
pb que se cloné en pSparkll
Plasmido derivado de
PSPARK_petRP_M53A_M58A y
pPlat_phaAB_PcpcB_NatR que fueron
procesados como en el plasmido
pPHAB_Nat_petRP_WT.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regiéon amplificada de 1978
pb mediante PCR solapante con los
oligos 292-295 de los fragmentos de 757
pby 1223 pb amplificados por 292-293 y
294-295 respectivamente. Esta
amplificacion corresponde a la region de
petRP; delecionando 340 pb del gen
petR.
Plasmido derivado de pSpark_AnpetR y
pCSRO. Ambos plasmidos se cortaron
con Xhol-BamHI, obteniéndose del
primer plasmido la regién insertada que
correspondia petR y ligandose esta con
el plasmido pCSRO linealizado.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la regiébn de 2319 pb
amplificada mediante PCR solapante
con los oligos 292-295 de los fragmentos
de 1720 pb y 599 pb amplificados por
292-373 y 372-295 respectivamente. Se
delecionaron 590 pb del gen petP.
Plasmido derivado de
pSPARK_AnN_petP que fue cortado con
Hindlll para introducir un cassette de
resistencia a nourseotricina, este
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Plasmidos

pCSRO_AnpetP_Nat_5

PSPARK_SBPasa_C84S_C75S

pET28_SBPasa_C84S_C75S

pSPARK_SBPasa_C99S

pPET28 SBPasa C99S

PSPARK_SBPasa_C99S_C75S

pET28_SBPasa_C99S_C75S

PSPARK_SBPasa_C84S_C99S

Resistencia

Sp/St Nat

Ap

Km

Ap

Km

Ap

Km

Ap

Caracteristicas
cassette también fue digerido con la
misma enzima para poder ligar ambos.
Plasmido derivado de
pSPARK_AnP::nat y pCSRO donde
ambos fueron cortados con Xhol-BamHI.
De forma que del primer plasmido se
obtuvo el inserto que contenia la region
amplificada por los oligos 292-295 mas
la resistencia y esto se ligb con el
plasmido pCSRO linealizado.
Plasmido derivado de pSparkll que
contiene la region amplificada mediante
PCR solapante con los oligos 142-143
(1134 pb). La PCR solapante se realiz6
usando como base los fragmentos
amplificados por PCR sobre
PET28 sIr2094 C84S usando los pares
de oligos 250-143 (847 pb) y 251-142
(316 pb).
Plasmido derivado de pET28 que
contiene el resultado de ligar
pSPARK_SBPasa_C84S_C75S y
PET28 que han sido cortados con Notl-
Nhel y posteriormente ligados.
Plasmido generado mediante PCR
solapante de igual forma a
pSPARK_SBPasa_C84S_C75S. La
PCR solapante se realizé usando como
base los fragmentos amplificados por
PCR de pET28_sIr2094 usando los
pares de oligos 254-143 (774 pb) y 255-
142 (387 pb).
Plasmido derivado de pET28 que
contiene el resultado de ligar
pSPARK_SBPasa_C99S y pET28 que
han sido cortados con Notl-Nhel y
posteriormente ligados.
Plasmido generado mediante PCR
solapante de igual forma a
pSPARK_SBPasa_C99S. La PCR
solapante se realiz6 usando como base
los fragmentos amplificados por PCR
sobre pET28_sIr2094 C99S usando los
pares de oligos 250-143 (847 pb) y 251-
142 (316 pb).
Plasmido derivado de pET28 que
contiene el resultado de ligar
pSPARK_SBPasa_C99S_C75S y
pPET28 que han sido cortados con Notl-
Nhel y posteriormente ligados.
Plasmido generado mediante PCR
solapante de igual forma a
pSPARK_SBPasa_C99S. La PCR
solapante se realiz6 usando como base
los fragmentos amplificados por PCR
sobre pET28_sIr2094 C84S usando los
pares de oligos 254-143 (774 pb) y 255-
142 (387 pb).
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Plasmidos Resistencia Caracteristicas

pET28 SBPasa_C84S_C99S Km Plasmido derivado de PpET28 que
contiene el resultado de ligar
pSPARK_SBPasa_C84S_C99S y

PET28 que han sido cortados con Notl-

Nhel. y posteriormente ligados
ginN_PcpcB+His_sIr2094 _C99S Ap Nat Plasmido derivado de
pET28_SBPasa_C99S y
pginN_PcpcB _natR que han sido
cortados con Xbal-Xhol, generandose
del plasmido pET28 SBPasa_C99S un
fragmento de 1311 pb que se ligdé con el

plasmido pginN_PcpcB_natR.
gIinN _PcpcB+His_sIr2094 C75S- Ap Nat Plasmido derivado de
c84s pET28_SBPasa_C84S_C75S y
pglnN_PcpcB_natR que han sido
cortados con Xbal-Xhol, generandose
del plasmido
pET28 SBPasa_C84S_C75S un
fragmento de 1311 pb que se ligd con el

plasmido pginN_PcpcB_natR.
pET28_AtSBPasa Km Plasmido derivado de pET28 que
contiene la regibn de 1022 pb
amplificada por PCR con los oligos 265-
264 de DNA de A. thaliana cedido por el
laboratorio de F.J.Cejudo. Tras la
amplificacion tanto el plasmido como el
inserto han sido cortados con Xhol y
Ndel, generandose un fragmento de
1008 pby el plasmido pET28 linealizado.
Posteriormente tanto el inserto como el

plasmido se ligaron.

pNRSD_PcpcB_hisAtSBPsa Ap Km Plasmido derivado de pET28_AtSBPasa
y pPlat_nrsD_PcpcB_Kmv3R donde
ambos fueron cortados con Xbal y Xhol.
De esto se gener6 un fragmento de 1106
pb del plasmido pET28 AtSBPasa que

se ligd con el plasmido
pPlat_nrsD_PcpcB_Kmv3R linealizado.
pginN_FBPasa_guisante Ap Nat Plasmido derivado de pAMC100 vy

pglnN_PcpcB_natR  donde  ambos
fueron cortados con Xbal y Xhol. Del
plasmido pAMC100 se generé un
fragmento de 1211 pb que se ligd con el
plasmido pginN_PcpcB_natR
linealizado.

2. 2. Aislamiento y manipulacion del DNA

2.1.2. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli.

El aislamiento de DNA plasmidico se realiz6 siguiendo el método de lisis alcalina
descrito en (Sambrook et al., 1989). La lisis alcalina de las células se realizé en
presencia de dodecilsulfato sédico (SDS) y NaOH, eliminando tras esto las proteinas
y el DNA cromosémico mediante precipitacién con acetato potasico y centrifugacion.
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El DNA plasmidico se precipitd usando etanol absoluto y se resuspendioé en agua
miliQ. Para eliminar el RNA de las muestras estas fueron tratadas durante 1 hora a
37 °C con RNAsa A de pancreas bovino (Sigma Aldrich) a una concentracion final
de 20 ug/ml. Para aislar DNA plasmidico de alta calidad con el fin de secuenciarlo o
transformar E. coli se utilizé el sistema comercial GEL/ PCR Purification Kit
(FavorPrep™) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.2. Aislamiento de DNA genomico de cianobacterias.

El aislamiento de DNA de Synechocystis se realiz6 siguiendo el método descrito por
(Caiy Wolk, 1990), que se basa en la rotura celular con perlas de vidrio. Las células
de 50 ml de cultivo se recogen por centrifugacion (2000 g, 4°C y 10 minutos) y se
resuspenden en 400 ul de tampoén T.1E 1X (Tris HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8).
A la suspension se le afiadieron 150 ul de perlas de vidrio de (Sigma Aldrich, 0.25-
0.30 mm de diametro) estériles, 400 pl de mezcla fenol (pH 8,0):cloroformo 1:1 (v/v)
y 20 pl de SDS al 10% (p/v). Tras esto la suspension celular se sometio a 10 ciclos
de 1 minuto de agitacién vigorosa y 1 minuto en hielo, posteriormente se centrifugd
(16200 g, 4°C y 15 minutos) y el sobrenadante se sometio a sucesivas extracciones
con fenol:cloroformo 1:1 (v/v). En el caso de Anabaena las células se sometieron
solamente a 5 ciclos de agitacion:hielo. ElI DNA se precipitd a -20 °C con 2
volimenes de etanol absoluto frio y 1/10 de acetato sédico 3M (pH 5,2), tras lo cual
se centrifugd a 16200 g a 4 °C por 15 minutos y se elimind el sobrenadante. El
precipitado se secd y se resuspendio en 50 ul de tampo6n T.1E 1X. Para eliminar el
RNA se tratd con RNAsa A de pancreas bovino (Sigma Aldrich) a una concentracion
final de 20 ug/ml a 37 °C durante 1 hora.

2.3. Introducciéon de DNA exdgeno en organismos.

2.3.1. Transformacién de células de E. coli.

2.3.1.1. Transformacién por choque térmico.

Las células competentes de la estirpe DH5a fueron adquiridas del Servicio de
Cultivos Biologicos del Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja
(cicCartuja). Para transformarlas se mezcl6 el DNA transformante (con un volumen
maximo de 20 uL) con 100 pL de células transformables descongeladas en hielo. La
mezcla se incubd 15 minutos en hielo, se sometié a un choque térmico de 1 minuto
a 42 °C y se incubd 1 minuto en hielo. Tras esto a las células se le afiadié 1 ml de
medio LB y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. A continuacion, se sembraron en
medio LB solido con los antibioticos adecuados para seleccionar los transformantes.

Cuando se emplearon plasmidos que permitian identificar clones recombinantes
gracias a la inactivacion por insercion del gen lacZ, al medio se afiadio IPTG 0,2 mM
y X-gal 40 pg/ml. De tal forma que las colonias recombinantes presentaban color
blanco.
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2.3.1.2. Transformacién por electroporacion.

Las células electroporables de la estirpe BL21 fueron adquiridas del Servicio de
Cultivos Biologicos del Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja
(cicCartuja). En el caso de la estirpe HB10l1 para conseguir estas células
electroporables se inocul6 1 L de medio LB con una colonia de la estirpe bacteriana
y esta se dej6 crecer a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una DOgoonm de 0,6. Tras
esto el crecimiento del cultivo se paré enfridndolo en hielo 10 minutos y
posteriormente se centrifugé a 2000 g en frio (4 °C) durante 10 minutos. Se elimind
el sobrenadante de estas células y las células precipitadas se resuspendieron en
100 ml de agua miliQ, siendo posteriormente centrifugado a 1600 g empleando la
misma temperatura y el mismo tiempo que en el caso anterior. Este paso de lavado
con agua miliQ y centrifugacion se repitié una vez mas. Por Ultimo,las células se
resuspendieron en 950 pL de agua miliQ a la que se le afiadié 200 pL de glicerol y
se distribuyeron en alicuotas de 100 pL. Las células electroporables, para su
transformacion, se mezclaron con el DNA purificado (1-2 pg de DNA en un volumen
méaximo de 5 pL) con 100 pL de las mismas durante 5 minutos en hielo; tras esto se
paso la mezcla a una cubeta tipo Gene Pulser Cuvette (Bio-Rad) con 2 mm de
separacion entre electrodos para someterlas a su electroporacion en un
electroporador MicroPulser (Bio-Rad). Inmediatamente después se afiadido 1 ml de
LB a las células y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, las células se
sembraron en medio LB solido con el antibiético adecuado para la seleccion de
transformantes.

2.3.1.3. Expresion de proteinas en E. coli.

Para la expresion de proteinas se ha utilizado un sistema de expresion heterdloga
en E. coli basado en el promotor del fago T7 (plasmido pET28 de Novagen). Para
expresar estas proteinas se empleo la estirpe BL21 ya que portan la secuencia
codificante para la RNA polimerasa de este fago bajo el control del promotor lacUV5.
Las células se cultivaron a 37 °C en medio LB con el antibiotico adecuado hasta una
DOsgsomm de 0,3-0,6. A continuacion se enfrié el cultivo en hielo y se indujo la
expresion del gen con la adiciéon de IPTG (0,1 mM). Los cultivos se mantuvieron 17-
20 horas a 25 °C antes de recogerlas segun el apartado 1.3.

2.3.2. Transformacién de células de Synechocystis.

Synecocystis presenta un sistema natural con el que es capaz de incorporar a la
célula moléculas de DNA que se encuentran en el medio (Grigorieva y Shestakov,
1982). Si este DNA presenta similitud con alguna secuencia del genoma ademas se
integrara mediante recombinaciéon homaologa.

El método de transformacion se basa en el método descrito por (Chauvat et al.,
1986). Se cultivaron 50 ml de células a los que cada dia, durante 3 dias, se les
renovo el medio BG11c para mantenerlo en fase exponencial. Cuando el cultivo
alcanzo6 una DO7sonm de 0,5 las células fueron recogidas por centrifugacion (2000 g,
10 minutos) y fueron lavadas 2 veces con medio BG11c estéril para eliminar posibles
nucleasas extracelulares. Tras esto se resuspendieron en 1 ml de medio BG1l1lc
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estéril, distribuyéndose en alicuotas de 200 ul en tubos de poliestireno-cristal de 10
ml de Soria Greiner S.A. junto a 2 ug de DNA purificado. La mezcla de ambos fue
incubada durante 2-3 horas a 30 °C y 50 yE m2-s'1de luz, tras lo cual se sembré en
plazas de Petri con medio BG11c solido sobre filtros IMMOBILON-NC 85 mm de
Whatman™ Millipore. Tras 20 horas en condiciones estandar de cultivo los filtros se
transfirieron a placas de Petri con el antibioético adecuado. Cuando se obtuvieron
colonias resistentes (tras 7-10 dias) estas se pasaron a placas nuevas de BG1l1lc
con el antibiético adecuado y de ser necesario, para favorecer la segregacion, se
aumento la concentracion del antibidtico.

2.3.3. Transferencia de DNA a Anabaena por conjugacion triparental.

Este proceso en el que participan dos estirpes de E. coli y Anabaena, se realiza
mediante un protocolo de conjugacion triparental basado en el uso de un plasmido
conjugativo de amplio espectro (Elhai y Wolk, 1988) . Una de las estirpes de E. coli,
la estirpe HB101, porta el pldsmido cargo (plasmido que se desea transferir a
Anabaena, contiene la secuencia génica que quiere introducirse) que cuenta con un
origen de transferencia conjugativa denominado sitio bom (basis of mobilization).
Ademas, esta estirpe porta el vector auxiliar pRL623. pRL623 contiene el gen mob
gue codifica para la endonucleasa que reconoce y corta en el sitio bom de plasmido
cargo, esto sera esencial para la movilizacion. Ademas, pRL623 contiene genes
qgue codifican para metilasas de sitios Aval, Avall y Avalll. (Elhai et al., 1997). Las
metilasas protegen al plasmido cargo de las endonucleasas de restriccion de
Anabaena, evitando que se degrade al introducirse en la cianobacteria. Por otro
lado, la otra estirpe de E. coli (ED8654) porta el plasmido conjugativo pRL443 (Elhai
y Wolk, 1988) con los genes para movilizar el plasmido cargo hacia Anabaena.

Para llevar a cabo la conjugacion la estirpe HB101 se transforma con el plasmido
cargo siguiendo lo descrito en 2.3.1.1. Tanto este cultivo como la otra estirpe de E.
coli se inoculan e incuban a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante 12-15 horas.
Para que ambas estén en fase exponencial para la conjugacién se toman alicuotas
de 350 ul de cada cultivo y se inoculan cultivos de 10 ml de medio LB con el
antibiético adecuado que se incuban a 37°C con agitacion a 200 rpm durante 2,5
horas. A continuacioén, las células se recogieron y se lavaron dos veces mediante
centrifugacion y resuspension suave con 10 ml de medio LB para eliminar los
antibidticos. Tras esto se resuspenden suavemente en 5 ml de medio LB,
combinandose ambas estirpes y se recogen por centrifugaciéon para ser
resuspendidas en 60 pl de medio. La mezcla se incub6 a 30 °C durante 2,5 horas y
tras esto se combinaron con una suspensioén celular de Anabaena (10 pg de
clorofila) en un volumen maximo de 200-300 ul. La mezcla resultante se extendi6
sobre un filtro estéril IMMOBILON-NC 85 mm de Whatman™ Millipore que se
encontraba en una caja Petri con medio BG11 suplementado con LB al 5% (v/v) y
se incubaron a 30 °C a baja intensidad luminosa durante 2h; tras esto se incubaron
a las condiciones habituales 18 h. Tras este tiempo los filtros se transfirieron a placas
de Petri con medio BG11 y tras 24 horas pasaron a placas Petri con el antibi6tico
adecuado. Cada 2 dias los filtros se pasaron a una nueva caja Petri igual a la anterior
hasta que el fondo desaparecié. Cuando se obtuvieron las colonias estas fueron
pasadas a placas de Petri con el antibiético adecuado.
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Para la seleccion de clones mutantes que han incorporado el DNA transferido por
doble recombinacién con el genoma de Anabaena se utilizé un sistema basado en
la letalidad condicional del gen sacB (Cai y Wolk, 1990). El plasmido cargo presenta
este gen, el cual codifica para una levansacarasa que en presencia de sacarosa
genera un compuesto letal para la cianobacteria. Por tanto, los recombinantes
simples donde el vector se ha integrado en el cromosoma mueren en presencia de
sacarosa, mientras que aquellos donde se ha producido una doble recombinacion
pierden el gen sacB. Para favorecer la segregacion cromosomica de la mutacion,
las colonias se cultivan en liquido sin antibiotico y alicuotas de 1 ml se someten a
una sonicacion suave hasta obtener filamentos de 3-5 células. De estos cultivos
sonicados se sembraron diluciones seriadas en placas de Petri con medio BG11
suplementado con NH4Cl 3 mM, sacarosa 5% (p/v) y el antibiético adecuado de ser
necesario. Los dobles recombinantes seran aquellos resistentes a sacarosa, para
asegurarlo se ensayaba su resistencia al antibiético del plasmido cargo (Sp/St) ya
gue si se hubiera producido la doble recombinacion debian ser sensibles al mismo.

2.4. Analisis y cuantificacién del DNA.

2.4.1. Cuantificacion de la concentracion de DNA.

Tanto la concentracion de DNA plasmidico como de fragmentos amplificados por
PCR se determiné mediante un espectrofotometro Termo Scientific NanoDropTM
1000 siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.4.2. Electroforesis en geles de agarosa.

Se realiz6 siguiendo el método descrito en (Sambrook et al., 1989) empleando geles
de agarosa al 0.8-1.50 % (p/v) preparados con tampon TBE 0.5X (Tris-borato 45
mM, EDTA 1 mMy pH 8) y afladiendo RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution a la
concentracion recomendada por el fabricante. A las muestras se les afiadio 1/10 del
volumen de tampdn de carga (azul de bromofenol al 0.25% (p/v), xileno-cianol FF al
0.25 % (p/v) y glicerol al 50% (v/v) en agua destilada). Junto a las mismas, para
determinar el tamafio del DNA, se utilizé el marcado 1 Kb Plus DNA Ladder de
Invitrogen. La electroforesis tuvo lugar en aparatos Mini-Sub® Cell GT de Bio-Rad y
se visualizé con un transiluminador Universal Hood Il (Bio-Rad) con luz ultravioleta
(302 nm) y un sistema Gel-Doc™ XR (Bio-Rad). Finalmente, los geles se
fotrografiaron con un equipo Digital Graphic Printer UP D-897 de Sony.

2.4.3. Extraccion de DNA de geles de agarosa.

Para purificar DNA de los geles de agarosa las bandas se recortaron y el DNA se
extrajo mediante un sistema comercial FavorPrep™ MicroElute GEL Purification Kit,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este mismo kit también se empleo para
eliminar posibles contaminantes.

2.4.4. Amplificacién de fragmentos de DNA mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)
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Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador T-Personal 48 de Biometra
empleando un volumen de 25 o 50 pl. De forma que cada reaccion contenia 2,5 U o
5 U de VELOCITY DNA Polymersase (Bioline), tampon VELOCITY 1X, MgCl> 1,5
mM, dNTPs a final de 0,2 mM cada uno, 1,5 ng de DNA molde y 50 pmol de cada
oligonucledtido especifico.

El programa de amplificacion generalmente consisti6 en un primer ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C (5 minutos), seguido de entre 30-35 ciclos de reaccion y
un ciclo final de polimerizacion a 72 °C (5 minutos). Cada ciclo de reaccion contaba
con:

1. Etapa inicial de desnaturalizacién a 95 °C (1 minuto).

2. Etapa de renaturalizacion a una temperatura entre 50-65 °C ya que depende
de la pareja de oligos empleada (1 minuto).

3. Etapa de polimerizacion a 72 °C (1 minuto por cada kilobase del fragmento a
amplificar).

Los fragmentos amplificados se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y
se purificaron segun los apartados 2.4.2. y 2.4.3.

Para realizar PCR de colonias, con el fin de determinar la segregacion de las
diferentes estirpes de cianobacterias, la polimerasa empleada fue DreamTaq DNA
polimerasa (ThermoFisher Scientific) (2,5 U) y el tampon utilizado fue tampdn 1X
DreamTagq. El resto de los procedimientos se ajustan al mismo protocolo anterior.

2.4.4.1. Generacién de mutantes dirigidos mediante PCR.

En ocasiones esta técnica se emple6 para generar mutantes donde la secuencia
génica final amplificada difiere en un nucleétido de la secuencia base amplificada.
Para esto emplean oligonucleétidos complementarios, de una longitud entre 15y 20
pb, y complementarios a la regién génica donde en su interior se ha alterado un
coddn/codones de la secuencia original hacia el aminoacido/aminoacidosos que se
usara para sustituir a ese aminoacido original. Con estos oligonucledtidos, y los que
aparean con la secuencia 5’ y 3’ del gen original, se generan dos fragmentos de
PCR que solapan por la region donde se ha alterado la secuencia génica. La
reaccion y reactivos empleados es igual a la del apartado 2.4.4. Tras la obtencién
de estos fragmentos se realiza otra PCR donde el molde serian ambos fragmentos
(en igual proporcién) y los oligonucle6tidos empleados seran los de los extremos no
solapantes empleados para amplificar cada uno de los fragmentos. El resto de los
pasos del proceso serian los mismos que los de una PCR simple. Tanto los
oligonucledtidos empleados para esto como los genes alterados durante este trabajo
se recogen en la tabla 10.

Tabla 10. Genes alterados mediante PCR solapante.

Gen y residuo alterado Pares de oligonucleotidos para Plasmido amplificado
cada reaccioén
slr2094 C99S Fragmentos generados por la pET28 sIr2094

amplificacion de 254-142 y 255-142. pET28 sIr2094_C84S
Posteriormente ambos se unieron
mediante su amplificacion
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empleando los oligonucleétidos 142-
142

slr2094 C75S Fragmentos generados por la pET28 sIr2094_C84S
amplificacion de 250-142 y 251-142. PET28_sIr2094_C99S
Posteriormente ambos se unieron

mediante su amplificacion
empleando los oligonucleétidos 142-
142
slr0241 M53A Fragmentos generados por la pPHAB_Nat petRP_WT

amplificacion de 280-256 y 279-257.
Posteriormente ambos se unieron

mediante su amplificacion
empleando los oligonucle6tidos 256-
257
slr0241 M58A Fragmentos generados por la pPHAB_Nat petRP_WT

amplificacion de 282-256 y 281-257. pPHAB_Nat_petRP_M53A
Posteriormente ambos se unieron

mediante su amplificacion
empleando los oligonucleétidos 256-
257

slr0241 H150AH154A | Fragmentos generados por la  pPHAB_Nat_petRP_WT
amplificacion de 284-256 y 282-257.
Posteriormente ambos se unieron

mediante su amplificacion
empleando los oligonucle6tidos 256-
257

2.4.5. Manipulacién enziméatica del DNA.

Para la manipulacion enzimatica del DNA se sigui6 el método descrito por
(Sambrook et al., 1989) empleando endonucleasas de restriccidbn suministradas por
Takara y New Englands Biolabs. Los extremos de vectores abiertos por restriccion
se desfosforilaron para evitar su religacion, para esto se incubaron con una fosfatasa
alcalina (Roche) en tampén Tris-HClI 50 mM (pH 7.5), MgCl> 10 mM y 2-
mercaptoetanol 10 mM durante 1 hora a 37 °C. Tras esto los fragmentos se
purificaron siguiendo lo descrito en el apartado 2.4.3. Las ligaciones se llevaron a
cabo mediante el uso de la ligasa de DNA del fago T4 (Promega). En todos los casos
se siguieron las instrucciones del fabricante.

2.4.6. Secuenciacion del DNA.

La comprobacion de las secuencias de DNA se realiz6 mediante secuenciacion
automatica en el servicio de secuenciacion comercial de StabVida (Portugal).

2.4.7. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) de
fragmentos de DNA.

El DNA sintetizado para los distintos promotores a evaluar se obtuvo siguiendo las
indicaciones sefialas en la Tabla 7 y el método descrito en el apartado 2.4.4. Tras
esto el DNA se dirigio con la enzima de restriccion Sall y se marco con [a-32P]-dCTP
(3000 Ci mmol-t) empleando Sequenase v2.0 (Affymetrix). Tras esto la reaccion de
union de PetR con los promotores se realiz6 en un volumen final de 20 yL que
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contenia 4 ng del DNA marcado y 4 ug de DNA de esperma de salmén en 20 mM
Tris HCI (pH 8), 150 mM KCI, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 10 % glicerol diferentes
cantidades de PetR purificada. La mezcla se incub6 durante 30 minutos a
temperature ambiente tras lo cual se cargaron en un gel no desnaturalizante de
poliacrilamida 6 % (acrilamida:bisacrilamida 30:0,6).

La electroforesis se realizd a 4 °C y 200V en 0,25X TBE. Tras la electroforesis el gel
se transfirido a un papel Whatman 3 MM, se secoé y autorradiografio empleando un
Cyclone Phosphor System (Packard).

2.4.8. Marcaje radioactivo de fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA usados como sondas se obtuvieron por PCR usando los
oligonucledtidos descritos en la Tabla 7 y los plasmidos de la Tabla 8 y Tabla 9
adecuados. Los fragmentos se purificaron siguiendo lo descrito en los apartados
2.4.2.y2.4.3. Para el marcaje se utiliz el sistema comercial Amersham Rediprime™
Il DNA Labeling System (GE Healthcare) de extension de cebadores aleatorios,
segun las instrucciones del fabricante. Aproximadamente 100 ng de DNA
desnaturalizado se marcé radioactivamente usando 20 pCi de 5’[a-32P]dCTP (3000
mCi/mmol) en un volumen de 50 pL. Tras una incubacion de 1 hora a 37 °C los
nucleétidos que no habian sido incorporados se eliminaron con la filtracion de las
muestras en columnas lllustra™ MicroSpin™ S-200 HR columns (GE Healthcare).
La diferencia en el marcaje se estimé mediante la cuantificacion de la radioactividad
de 1 pL de la muestra con un contador de centelleo Beckman LS 2800.

2.5. Analisis y cuantificacién del RNA.

2.5.1. Tratamiento del material.

Para evitar la degradacion del RNA con RNAsas el material empleado se sometio a
diferentes tratamientos. Las soluciones usadas se prepararon con agua MiliQ
tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) 0,1% durante 16 horas a 37 °C,
posteriormente se autoclavé para inactivar el DEPC. El material de vidrio se
esterilizo por calentamiento en un horno JP de Selecta a 200 °C durante 2 horas. El
material de plastico fue tratado con H>O: (33% v/v) durante 10 minutos o
autoclavado. Todos los productos utilizados eran libres de RNAsas y los procesos
se llevaron a cabo en frio.

2.5.2. Aislamiento de RNA total de Synechocystis.

Para el aislamiento de RNA de estas cianobacterias se empleé el método
desarrollado por (Garcia-Dominguez y Florencio, 1997). Se recogieron
aproximadamente 30 U DO7sonm €n fase exponencial de crecimiento (1 U DO7s0nm)
por centrifugacion (7800 g, 5 minutos y 4 °C) y se resuspendieron en 400 pl de
tampén STET (NaCl 0,1 M, Triton X-100 al 5% (v/v), EDTA 1 mM, Tris HCI 10 mM,
pH 8). Para la rotura de las células se afiadieron perlas de vidrio de 0.45-0.6 mm de
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diametro (Sigma Aldrich) tratadas previamente con agua regia y horneadas, y 400
pl de fenol (pH 4,5):cloroformo 1:1 (v/v). Esta mezcla se sometié a 10 ciclos de 1
minuto de agitacion vigorosa y 1 minuto en hielo y posteriormente se centrifugd
(16200 g, 15 minutos y 4°C) y el sobrenadamente se tratdé, como minimo, tres veces
con una mezcla de fenol:cloroformo 1:1 (v/v) para asi eliminar las proteinas. EIl DNA
y RNA se precipitaron con LiCl 0,5 M y 2,5 volumenes de etanol absoluto durante,
como minimo, 2 horas a -20 °C. El precipitado se sec6 y fue resuspendido en agua
tratada con DEPC y se trato con Turbo DNase (Ambion) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Posteriormente se someti0 de nuevo a una extraccion con
fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y el RNA se precipitdé con acetato de sodio 0,1 M y etanol
absoluto. El precipitado se resuspendié en 30 ul de agua tratada con DEPC.

2.5.3. Cuantificacion del RNA aislado.

La concentracion de RNA de las muestras se determind con un espectrofotometro
Termo Scientific NanoDrop™ 1000 siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5.4. Electroforesis de RNA.

El RNA cianobacteriano aislado se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1
% (p/v), preparado en tampon MOPS (4cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
(MOPS) 20 mM, pH 7, acetato de sodio 8 mM, EDTA 1 mM) en presencia de bromuro
de etidio (1 ug/ml) y formaldehido 6.5%. Las muestras cargadas en este gel
contenian entre 5-10 pg de RNA en tampon MOPS 0,5X, formaldehido al 6,5% (v/v)
y formamida desionizada al 50%. Todo esto en un volumen de 27 pl Estas muestras
se incubaron a 65 °C durante 15 minutos para que el RNA fuera desnaturalizado y
tras esto se les afiadié 3 ul de tampon de carga (azul de bromofenol al 0,25 % (p/v),
xileno-cianol FF al 0,25 % (p/v) y glicerol al 50% (v/v) en agua destilada). La
electroforesis se realiz6 durante 35-40 minutos a 90 V en tampén MOPS 1X.

2.5.5. Deteccion del RNAm mediante hibridacion RNA-DNA (Northern blot).

Tras lo descrito en el apartado 2.5.4. el gel se lavo tres veces durante 15 minutos
con agua tratada con DEPC en agitacion suave, tras esto se equilibré dos veces con
SSPE 10X (1,5 M NacCl, 0,1 M NaH2PO4, 10 mM EDTA) 20 minutos cada una de
ellas con agitacion suave. Posteriormente el RNA del gel se transfiri6 a membranas
Immobilon-NY+ (Millipore) empleando un aparato de transferencia por vacio Trans-
Vac™ TE80 (Hoefer Scientific Instruments) y tampén SSPE 10X durante 2 horas
como minimo. Tras la transferencia el filtro se horned durante 10-15 horas a 70 °C.
Posteriormente se realiz6 la prehibridacion de los filtros con la solucion de
hibridacion (fosfato sodico 0,5 M, pH 7,2, EDTA 10 mM y SDS 7% (p/v)) a 65 °C
durante 30 minutos, tras esto fueron incubados con las sondas radioactivas
deseadas entre 15-20 horas (Tabla 11). Posteriormente el filtro se lavé a
temperatura ambiente y posteriormente se realizaron 3 lavados de 15 minutos a 65
°C con solucién de lavado (fosfato sédico 40 mM, pH 7,2 y SDS 1% (p/v)). Para
revelar la sefial radioactiva se emplearon pantallas de autorradiografia y un escaner
Cyclone Storage Phosphor System. Como control de carga se empleé una sonda
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del gen rnpB que codifica para la subunidad de RNA de la RNAsa P y que se
expresa constitutivamente en las condiciones de experimentacion (Vioque, 1992),

Tabla 11. Sondas usadas en la deteccién mediante marcaje radioactivo.

Sonda Caracteristicas mas relevantes
copM Mediante PCR con los oligos 389-390
petE Mediante PCR con los oligos 172-173

slr0601 Mediante PCR con los oligos 275-276
petd Mediante PCR con los oligos 174-175
rnpB Mediante PCR con los oligos 178-179

slr0602 Mediante PCR con los oligos 274-275

2.5.7. Secuenciacion del transcriptoma (RNA-Seq).

Para la secuenciacion del transcriptoma se emplearon muestras de RNA obtenidas
segun lo descrito en el apartado 2.5.2. de las que se analizo la calidad mediante el
calculo del algoritmo RNA Integrity Number o RIN con el equipo Bioanalyzer Agilent
2100 del Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa
(CABIMER). Para eliminar el RNAr de las muestras se usé el el kit Ribo-Zero
Magnetic para bacterias (lllumina), realizado por el personal de StabVida (Portugal).
La secuenciacion también fue realizada por el equipo de StabVida empleando un
secuenciador lllumina HiSeq 4000 utilizando lecturas pareadas o paired-end de 150
pares de bases, y siguiendo las instrucciones del fabricante.

3. Métodos bioquimicos.
3.1. Preparacion de extractos celulares.
3.1.1. Rotura con perlas de vidrio.

Se centrifugaron distintos volumenes de cultivo en tubos de 1,5, 2, 15050 ml y el
precipitado se resuspendié en un volumen de 300 pl del tampén adecuado (50 mM
Tris-HCI pH8, 100 mM NacCl, 1 mM EDTA para Synechocystis y 50 mM Tris-HCI pH
8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol para Anabaena) con 0,5 ml de perlas de
vidrio (0.25-0.30 mm de diametro, Sigma Aldrich). A las muestras, salvo en el caso
donde la actividad proteasa no quiera ser inhibida, se les afiadié fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) a 1 mM de concentracion final. Las células se rompieron
somentiéndolas a dos ciclos de 1 minuto de agitacion en Minibeadbeater (Biospec
Products) y 5 minutos en hielo. Posteriormente las perlas de vidrio fueron separadas
mediante una centrifugacion situando los Brand™ Microcentrifuge Tubes with
Attached Screw Caps con las muestras sobre tubos Eppendorf (387 g, 3 minutos a
4 °C). Posteriormente se sometié a una centrifugacion (1550 g, 5 minutos a 4 °C)
para eliminar los restos celulares y, en caso de que se quisiera separar el extracto
crudo de las membranas, a otra centrifugaciéon (16200 g, 5 minutos a 4 °C).
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3.1.2. Rotura por ultrasonidos.

Este método se empled para obtener extractos de E. coli BL21 que expresase
distintas proteinas. Para esto los cultivos se recogieron por centrifugacion segun el
apartado 1.3. resuspendiéndose en el tampén adecuado (Tris-HCI 50 mM (pH 8),
NaCl 300 mM y 5 mM imidazol) con PMSF a una concentracion final de 1 mM. Las
suspensiones, mantenidas en hielo, fueron sometidas a ciclos de ultrasonidos con
un sonicador modelo S450D de Branson con un 30% de amplitud, estos ciclos fueron
4 de 20 segundos de ultrasonido con 40 segundos de intervalo entre ellos.
Finalmente, la muestra se centrifugé (75600 g, 30 minutos a 4 °C) y el sobrenadante
constituye el extracto crudo.

3.1.3. Preparacion de muestras con células enteras

Las muestras preparadas con células enteras se emplearon para aquellas proteinas
cuya estabilidad se veia alterada ante la rotura celular (PetR). Para esto 1 U DO750nm
del cultivo se recogio por centrifugacion. De forma que el precipitado se resuspendid
en 100 pl de tampdn de carga de proteinas 1X (Tampén Tris-HCI 31,25 mM (pH 6,8),
glicerol 5% (v/v), SDS 0,1% (p/v), 2-mercaptoetanol 2,5% (v/v) y azul de bromofenol
al 0.000625% (p/v)) y se hirvié durante 10 minutos a 100 °C.

3.2. Cuantificacion de proteinas.

La determinacion de la cantidad de proteina se realiz6 por tres métodos diferentes:

1. Siguiendo el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo de
Bio-Rad y siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando una proteina
comercial de albumina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich) para crear una
recta patrén.

2. Usando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher) y el coeficiente de
extincién calculado con ProtParam tool para la proteina cuya concentracion
se quiere conocer. Esto solo se utilizd para proteinas puras.

3. Para determinar las proteinas totales en células o en las membranas se
empled el método de Lowry (Lowry etal.,, 1951) con las modificaciones
descritas por Markwell (Markwell et al., 1978).

3.3. Electroforesis de proteinas

3.3.1. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

La separacion analitica de las proteinas se realizdé en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes basados en el sistema de (Laemmli, 1970) como se
describe en (Sambrook et al., 1989) utilizando aparatos Mini-Protean 3 Cell o Tetra
Cell (Bio-Rad). Los geles presentaban un gel de concentracion (parte superior) y un
gel de separacion (parte inferior). Como eran desnaturalizantes tanto el tampdn
como los geles contenian el detergente dodecil sulfato sédico (SDS) al 0,1% (p/v).
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Los geles de separacion se prepararon en tampon Tris-HCI 375 mM (pH 8,8) y con
una concentracion de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1) de entre 10y 15
% (p/v). Los geles de concentracion se prepararon en Tris-HCIl 125 mM (pH 6,8) y
una concentracion de poliacrilamida del 4% (p/v). En ambos como catalizador de la
reaccion de polimerizacion se afiadio persulfato amonico (APS) al 0,7% y N,N,N",N’-
Tetrametiletilenediamida (TEMED) al 0,1%. A las muestras se les afiadié tampén de
carga de proteinas 1X. Cuando se realizé en condiciones reductoras, se mezclaron
con el tampdn anterior que contenia 2-mercaptoetanol 10% (v/v) o DTT 100 mM. En
cualquier caso, las muestras se desnaturalizan a 100 °C durante 10 minutos. La
electroforesis se realizd a temperatura ambiente a 150 o 200 V y la duracion
dependi6 de la masa molecular de las proteinas. Como marcador de proteinas para
conocer la masa molecular se empledé Unstained SDS-PAGE standars Low Range
(Bio-Rad).

3.3.2. Tincién con Coomasie.

Para realizarla los geles se sumergieron en una solucién de azul de Coomasie
(Brillant Blue R-250 de Sigma Aldrich 0,1% (p/v), acido acético 10% (v/v) y metanol
40% (v/v) en agua) durante como minimo 15 minutos a temperatura ambiente y en
agitacion suave. Tras esto los geles de poliacrilamida se lavaron con soluciéon
destefiidora (metanol 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v)) repetidas veces hasta
alcanzar el grado de tincion deseado.

3.4. Inmunodeteccion de proteinas en membrana (Western Blot).

Tras separar las proteinas mediante electroforesis siguiendo el apartado 3.3.1., pero
empleando un patrén pretefiido Precision Plus Protein™ Dual Color Standars (Bio-
Rad), las proteinas se transfirieron desde el gel a membranas de nitrocelulosa
(Trans-Blot Transfer Medium 0.45 um de Bio-Rad). Para la transferencia se empled
un sistema de transferencia tipo semiseco TE 77 PWR Semi-Dry Transfer Unit (GE
Healthcare) y se siguieron las instrucciones del fabricante. El tiempo de
transferencia fue de 60 minutos a temperatura ambiente, empleando una intensidad
de 0,8 mA-cm?y con un voltaje maximo de 20 V. Tanto el gel como la membrana se
humedecieron en tampén de transferencia (Tris-HCI 49,4 mM, glicina 39 mM, pH
8,3, SDS 1,3 mM y metanol 20% (v/v)). La eficiencia del proceso se comprobd por
la transferencia del marcador a la membrana. Ademas, la correcta transferencia de
las proteinas se visualizd mediante tincién de proteinas con rojo Ponceau que se
elimind mediante lavados con agua. Posteriormente la membrana se incubo durante
1 hora en agitacion suave con solucion de bloqueo compuesta por leche desnatada
en polvo de la casa comercial AppliChem (PANREAC) al 5% (p/v) y Tween-20 al
0,1% (v/v) diluido en tampon PBS (NaCl 26 mM, KCI 0,54 mM, Na;HPO4 0,8 mM,
KH2PO4 0,352 mM). Tras esto se incubd con el correspondiente anticuerpo primario
diluido en solucion de bloqueo durante 10-12 horas en agitacion a 4 °C. Las
diluciones de los anticuerpos se recogen en la Tabla 12. La membrana se lavo 4
veces durante 10 minutos con solucion de lavado (tampon PBS, Tween-20 0,1%
(v/v)) y se incubd en soluciéon de blogueo con el anticuerpo secundario adecuado
durante 1 hora. Normalmente, este era anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado
con peroxidasa (Sigma Aldrich), pero en el caso del anticuerpo primario anti-
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histidinas el anticuerpo secundario fue Goat Anti-Mouse IgG (H + L)-HRP Conjugate
(Sigma). En ambos casos la dilucion empleada fue 1:25000. La membrana volvié a
ser lavada. Para detectar la actividad peroxidasa del anticuerpo secundario se uso
el kit comercial Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 12. Anticuerpos primarios, dilucion de los mismos empleada y peso molecular de
sus dianas.

Anticuerpo Primario Dilucién empleada Peso molecular de las
proteinas

a-GSl 1:250000 (extracto) 52,95 KDa

1:20000 (células)

a-FBP/SBPasa 1:25000 37 KDa

a-FBPasa 1:25000 38,2 KDa

a-FBPasa guisante 1:25000 45,5 KDa

a-TrxF 1:20000 19 KDa

a-His 1:1000 43 KDa (SBPasa)
45,5 KDa (FBPasa)

a-PetR 1:4000 15,8 KDa

a-PetE 1:4000 13,1 KDa

o-PetJ 1:4000 12,4 KDa

a-CopM 1:7000 22,5 KDa
(forma citosdlica)
20,2 KDa

(forma periplasmica)

3.5. Purificacién de proteinas.

Las proteinas purificadas utilizadas en este trabajo mediante cromatografia de
afinidad y, posteriormente, filtracién en gel se recogen en la Tabla 13. Las proteinas
empleadas en este trabajo, pero no purificadas, estan indicadas en la Tabla 14.

3.5.1. Cromatografia de afinidad por niquel.

Para el uso de esta técnica las proteinas fueron etiquetadas con una secuencia de
seis histidinas en su extremo amino terminal. Su purificacion se llevo a cabo a partir
de extractos de BL21 mediante cromatografia manual de afinidad por niquel
utilizando una resina tipo Sephadex His bind (IBA) que se empaquetd en columnas
de plastico Poly-Prep Chromatography Columns de 0,8 x 4 cm (Bio-Rad) tras afadir
4 ml de matriz. Las columnas fueron lavadas con 5 volumenes de agua destilada
para eliminar los posibles restos y se equilibraron 15 ml de tampo6n 50 mM de Tris-
HCL pH 8, 300 mM de NaCl y 5 mM de imidazol. A continuacion, se afadi6 el
extracto crudo que una vez pasado por la columna volvié a ser pasado para
favorecer la correcta interaccién de toda la proteina etiquetada con la matriz. El
eluato constituyo la fraccidn no unida. La columna se lavé con 5 volimenes del
mismo tampon anterior para eliminar restos no unidos (lavado 1); tras esto se lavo
con 5 volimenes de tampon 50 mM de Tris-HCL pH 8, 300 mM de NaCl y 50 mM
de imidazol para eliminar proteinas unidas no fuertemente a la resina (lavado 2).
Finalmente se afiadieron 4 volumenes de tampo6n 50 mM de Tris-HCL pH 8, 300 mM
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de NaCl y 250 mM de imidazol para eluir la proteina unida a la matriz. Recogiéndose
las distintas fracciones.

3.5.2. Cromatografia de exclusién molecular.

Tras realizar la cromatografia de afinidad las fracciones enriquecidas en las
proteinas de interés se sometieron a una filtracién en gel preparativa llevada a cabo
en columnas PD-10 Desalting Columns (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones
del fabricante. De forma que las columnas se equilibraron con 30 ml de tampon Tris-
HCI 50 mM (pH 8) NaCl 150 mM. Y posteriormente se afiadié 2,5 ml de la muestra
con la proteina deseada. Tras esto se afiadié 3,5 ml de tampon en dos ocasiones,
en la primera elucién de 3,5 ml se encuentra la enzima sin contaminantes.

Tabla 13. Proteinas purificadas en este trabajo desde BL21.

Proteina Plasmido Caracteristicas de la proteina
recombinante
FBP/SBPasa pET28_slIr2094 Contiene una secuencia de 6 histidinas en

el extremo amino terminal.

FBP/SBPasa C75S = pET28_sIr2094_C75S Contiene una secuencia de 6 histidinas en
el extremo amino terminal

FBP/SBPasa C84S = pET28 slIr2094 C84S Contiene una secuencia de 6 histidinas en
el extremo amino terminal

FBP/SBPasa C99S pPET28_sIr2094 C99S Contiene una secuencia de 6 histidinas en
el extremo amino terminal

FBP/SBPasa pPET28_SBPasa C84S = Contiene una secuencia de 6 histidinas en

C75SC84S C75S el extremo amino terminal
FBP/SBPasa pPET28_SBPasa C99S = Contiene una secuencia de 6 histidinas en
C75SC99S C75S el extremo amino terminal
FBP/SBPasa pPET28 _SBPasa C84S = Contiene una secuencia de 6 histidinas en
C84SC99S C99s el extremo amino terminal
FBPasa pAMC100 (Serrato et al., 2018)

cloroplastidica de
Pisum sativum

SBPasa de pET28 AtSBPasa Contiene una secuencia de 6 histidinas en
Arabidopsis el extremo amino terminal
thaliana

Tabla 14. Proteinas utilizadas que no han sido purificadas.

Proteina Referencia
TrxA (Mata-Cabana et al., 2007)
TrxB (Pérez-Pérez et al., 2009b)
TrxQ (Pérez-Pérez et al., 2009b)
FBPasa (Gomez Romero, 2015)
PetR-GST (Garcia-Cafas et al., 2021)

3.6. Oxidacion o reduccion de proteinas purificadas.

En los casos donde se requiriese las proteinas purificadas segun lo indicado en el
apartado 3.5.1. se oxidaron de dos formas diferentes:
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1. Oxidacion con aire: las muestras de proteinas purificadas a una
concentracion de 1 mg/ml se sometieron durante 15 horas, a 4 °C, a agitacion
suave de forma que se oxidaron por el oxigeno del aire.

2. Oxidacion con cobre (Cu?*): a las muestras de proteinas purificadas a una
concentracion de 1 mg/ml se les adicion6 50 yM de Cl>Cu y esta mezcla se
incubo durante una hora en hielo.

En aquellos casos donde fuera necesario reducir la proteina a un estado totalmente
reducido a las muestras de proteinas purificadas a una concentracion de 1 mg/ml se
les afiadié 10 mM de DTT y se incubo durante 1 hora en hielo.

3.7. Concentracion de proteinas por ultrafiltracion.

La concentracion de proteinas purificadas se realizé con sistemas de filtracion
Millipore® UFC810096 Amicon® with Ultracel® 100 Regenerated Cellulose
Membrane, NMWL: 30,000. Estos sistemas se lavaron con tampén Tris-HCI 50 mM
(pH 8) y NaCl 150 mM. Posteriormente se afiadieron 2 ml de la muestra proteica a
concentrar y se centrifugé a 387 g (4 °C) hasta quedar un volumen de 0,5 ml. Esta
técnica se emple6 tanto para concentrar como para eliminar proteinas
contaminantes de menor peso molecular.

3.8. Alquilacion de proteinas.

Para estudiar el estado redox de las proteinas in vivo se utilizaron agentes
alquilantes que se unen a las cisteinas reducidas. Para ello a cultivos que se
encontraban en fase exponencial y en diferentes condiciones de crecimiento se les
afadia N-etilmaleimida (NEM) 10 mM uniéndose y bloqueando a los grupos tiol
reducidos incrementando en 125 Da la masa molecular de cada cisteina. Tras una
hora estas células se recogian por centrifugacién (15700 g, durante 5 minutos a 4
°C). Posteriormente las células se resuspendieron en tampon Tris-HCI 50 mM (pH
8) que contenia NEM 10 mM y NaCl 50 mM y se rompieron segun lo descrito en el
apartado 3.1.1. El extracto crudo obtenido se transfirié a un tubo Eppendorf y se
incub6 durante 1 hora en hielo con TCA 10%. A continuacion, se centrifugé a 15700
g durante 10 minutos (4 °C) y el precipitado (que contenia las proteinas) se lavé 3
veces con 1 ml de acetona fria tras lo cual se dej6 secar y se resuspendid en tampon
Tris-HCI 50 mM (pH 8), SDS 2% y NaCl 50 mM y se separ6 en dos fracciones donde
una de ellas contenia el doble del volumen que la otra. Esta Ultima se trat6 con DTT
100 mM durante 1 hora en hielo y a la otra fraccién se le afiadié el mismo volumen
de agua. Tras el tratamiento ambas fracciones se trataron con TCA 10% como en
los pasos anteriores y posteriormente fue lavado con acetona fria. Los precipitados
se resuspendieron en tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7) y SDS 2%y la fraccion tratada
con DTT se divide de nuevo en dos, a una se le afiadi6 el agente alquilante, Metil-
PEG-Maleimida (MM(PEG24)). Este compuesto incrementa en 1,24 kDa masa
molecular de cada grupo tiol reducido (Figura 54A). Las muestras se mantienen a 4
°C durante 10-12 horas para el correcto funcionamiento del agente alquilante y a
todas se les afiadio glicerol 7,5%, y azul de bromofenol 0,01% para ser cargadas en
geles de acrilamida SDS-PAGE.
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4. Métodos biofisicos.

4.1. Evolucién de oxigeno mediante el electrodo de Clark.

La produccion y el consumo de oxigeno en Synechocystis se determiné mediante el
uso de un electrodo de tipo Clark (Chlorolab 2+ System de Hansatech). Para esto
se tomaron 0,5 U DO7sonm de células en fase exponencial en medio BG11c, BG1llc-
Cu+BCSA, BG11lc+G o BG11lc+G+DCMU vy se les afiadié 10 mM de NaHCOs
previamente al inicio de las medidas. Para determinar la produccion de oxigeno a
diferentes intensidades luminosas se empleé un método donde las células se
mantuvieron durante 4 minutos en oscuridad y posteriormente se les aplicaron
intensidades crecientes (25, 60, 95, 120, 170, 245, 485, 1000, 1500umoles
fotones-m2 -s1) con una duracion de 4 minutos cada una. Por otro lado, para
determinar el consumo de oxigeno las células en las mismas condiciones se
sometieron a 5 minutos de oscuridad, 15 minutos de luz de crecimiento y 60 minutos
de oscuridad. Siendo este Ultimo dato el que corresponde al consumo de oxigeno.

5. Ensayos enziméticos.

5.1. Determinacion de la actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Esta actividad enzimatica se determiné mediante la medida del fosfato liberado en
la reaccion en la que la fructosa-1,6-bisfosfato pasa a fructosa-6-fosfato por accion
de la enzima. Para determinar el fosfato liberado de la reaccién se hace reaccionar
el mismo con el reactivo de Fiske-Subbarow ((NH4)sM07024.4H,O 0,053 M,
FeS04.7H20 0,30 M y 4% H»S04 9 N) generdndose un compuesto azul cuya
absorbancia se mide a 660 nm.

5.1.1. Determinacién in vitro de la actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Para realizar estos ensayos se preparé una mezcla de reaccion con MgSO..7H.0
15 mM, tampédn Tris-HCL pH 8 0,15 M y una cantidad variable de agente reductor,
pudiendo ser este DTT y/o tiorredoxina (TrxA, TrxB, TrxQ) a la que se afadio 1 ug
de enzima pura; de forma que el volumen final fuese de 175 pL. La mezcla
permanecié en hielo durante 30 minutos para favorecer la total reduccién de la
enzima por los agentes reductores y tras esto se adiciono el sustrato de la reaccion
(fructosa-1,6-bisfosfato) a una concentracion final de 15 mM. Tras la incubacion a
30 °C durante 30 minutos la reaccién se par6 al afiadir 1 ml de Fiscke-Subbarow.
Previamente a su medida se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Para conocer la cantidad de Pi liberado se realiz6 una recta patron de fosfato (0,2,
0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 mM de fosfato) a la que se someti6é al mismo proceso.

5.1.2. Determinacion in situ de la actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Para la realizacion de la medida con cultivos de distintas estirpes de Synechocystis
se recogieron 4 muestras del mismo cultivo, cada una de 5 unidades de DO7s0nm, Y
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se centrifugaron a 4 °C durante 5 minutos a 3500 g. Tras eliminar el sobrenadante
las células se resuspendieron en tampén Tris-HCL pH 8 0,15 M con una
concentracion de MgS0a4.7H20 variable. A dos de las muestras se les afiadié DTT
10 mM, de forma que finalmente todas las muestras tengan un volumen final de 293
pL. Para permeabilizar las células se le afiadi6é a cada muestra 7 uL de una mezcla
de bromuros de alquil-trimetilamonio (MTA) al 20% (p/v) y se agit6 en vortex durante
5 segundos. Tras esto se afadio fructosa-1,6-bisfosfato 7,15 mM a una muestra con
DTT y a otra muestra sin DTT y se incubd durante 30 minutos a 30 °C. A
continuacion, las muestras se centrifugaron a 13400 g durante 1 minuto y se tomo
el sobrenadante de cada una; siendo este sobrenadante a lo que se afiadié 2 ml de
reactivo Fiske-Subbarow. Tras esto la mezcla se agitdé con vortex durante 10
segundos y se dejé reposar 15 minutos.

5.2. Determinacion enzimatica de glucogeno y glucosa extracelular

La cantidad de glucégeno intracelular se determind siguiendo el método descrito en
(Diaz-Troya et al., 2014) con modificaciones. Para ello se recogieron 2 ml de cada
cultivo a medir y fue sometido a centrifugacion (13400 g, 5 minutos a 4 °C) para
eliminar el medio. Estos precipitados se lavaron tres veces con agua miliQ para
eliminar posibles contaminantes. Tras esto las células se resuspendieron en 300 ul
de acetato sodico 30 mM (pH 5,2) y se rompieron como en el apartado 3.1.1. pero
sin la adicion de PMSF. Tras eliminar las perlas de vidrio mediante centrifugacion a
baja velocidad cada muestra se hierve durante 20 minutos a 100 °C. De cada
muestra se tomaron dos alicuotas de 100 ul, una de ellas se traté con 10 U de
amiloglucosidasa de Asperguillus niger (Sigma Aldrich) y la segunda sin adicién de
amiloglucosidasa; todas las muestras se incubaron durante 12-15 horas a 55 °C. La
glucosa liberada de cada alicuota se determiné mediante el método de la glucosa
oxidasa/peroxidasa (#GAGO-20 catdlogo de Sigma Aldrich). Para determinar la
cantidad exacta se realizd una curva patron con glucégeno comercial, tratados con
amioglucosidasa e incubado con las muestras anteriores. La cantidad de glucosa
liberada se determiné mediante la absorbancia a 540 y en cada par de muestras se
resté la medida correspondiente a la muestra sin amiloglucosidasa.

Para determinar la glucosa extracelular de aquellos cultivos en mixotrofia y
fotoheterotrofia se siguié el mismo proceso que el empleado para el glucégeno tras
la incubacién con amiloglucosidasa. En esta medida se realizé una recta de glucosa
pura, en lugar de glucégeno, en concentraciones entre 0 y 0,35 uM.

5.3. Medida de la actividad proteasa de PetP

La medida de la actividad proteasa de PetP se ensay6 tanto en cultivos de E. coli
como en cultivos de Synechocystis. Los cultivos de Synechocystis en medio BG11c-
Cuy los de E. coli en medio minimo M9 (Neidhardt et al., 1974) suplementado con
LB 0,1%. En ambos casos se recogieron 20 U DO y se resuspendieron en 300 pL
de tampon 10 % glicerol, 1 mM Zn, 50 mM NaCl y 50 mM Tris-HCI pH8, siendo tras
esto sometidos al ciclo de rotura descrito en el apartado 3.1.1. Posteriormente se
centrifugd a baja velocidad (1000 g) en frio, para eliminar las células enteras que
pudieran continuar en la muestra. Tras esto se separan 130 pL de cada muestra en
dos tubos distintos, a uno se le afiade 0.5 uM de Cu?* y al otro tubo se le afiadié la
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misma cantidad de tampon de rotura. Finalmente, a cada muestra se le afiadié 2 ug
de PetR-GST. Las muestras se incuban a 30 °C y se van tomando volimenes
iguales de ambas a diferentes tiempos de incubacion, tras lo cual a cada una de
estas muestras se les aflade tampdn de carga de proteinas 1X y se hierve a 100 °C
durante 10 minutos.

6. Métodos bioinformaticos.

6.1. Obtencion de las secuencias y andalisis basico

Las secuencias de los genesy las proteinas analizadas en este trabajo se obtuvieron
de la base de datos Cyanobase (http://genome.microbedb.jp/cyancbase/), de las
bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y/o de EXPASYy asi como sus herramientas asociadas
(https://www.expasy.org/). El célculo del coeficiente de extincion de las distintas
proteinas se realizO mediante la aplicacibn ProtParam de ExPASy
(https://web.expasy.org/protparam/). Para determinar la posible estructura de PetR
se empled SwissModel de ExPASYy (https://swissmodel.expasy.org/). Para estudiar
la familia a la que pertenecen proteinas de funcion desconocida se emple6 InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Para calcular la cantidad de proteina relativa se
emple6 Image Lab  Software (Bio-Rad) (https://www.bio-rad.com/es-
es/product/image-lab-software?D=KRE6P5E8Z). Para determinar los parametros
cinéticos en base a curvas de Michaelis-Meten se utiliz6 GraphPad Prism version
5.00 para Windows; GraphPad Software, San Diego California USA
(www.graphpad.com). Para la visualizacién de proteinas cuya estructura ya esta
descrita se emple6 UCSF CHIMERA (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

La localizacion de dianas de restriccion de DNA, asi como fases de lectura o
traduccién de secuencias nucleotidicas a proteinas, se realizd con SerialCloner 2.6.
La basqueda de similitud de una secuencia nucleotidica o proteica de Synechocystis
con secuencias de otros organismos existentes en bases de datos se realiz6
mediante la aplicacion BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). Tras esto las
secuencias se alinearon con el algoritmo “MUSCLE” incorporado en el programa
MEGA 7.0.26. (Kumar et al., 2016) y posteriormente la conservacion de residuos en
estos alineamientos se calculé empleando ConSurf (Landau et al., 2005; Ashkenazy
et al., 2016) y WebLogo3 (http://weblogo.threeplusone.com/). Para determinar la
conservacion de los residuos de los diferentes promotores bajo el control de PetR
se empleé MEME (http://meme-suite.org/). Para determinar los diferentes dominios
de la proteina PetP se empleé la herramienta online TMHMM version 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/ ). Para estudiar los promotores de petE y
pet] se empledé la base de datos MGcV (http:/mgcv.cmbi.ru.nl/) y MEME
(http://meme-suite.org/). En el caso de comprobar la co-presencia de varias
proteinas se empleé STRING (http://www.bork.embl-heidelberg.de/STRING/)
(Szklarczyk et al., 2019).

98


http://genome.microbedb.jp/cyanobase/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.expasy.org/
https://web.expasy.org/protparam/
https://swissmodel.expasy.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.bio-rad.com/es-es/product/image-lab-software?ID=KRE6P5E8Z
https://www.bio-rad.com/es-es/product/image-lab-software?ID=KRE6P5E8Z
http://www.graphpad.com/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://weblogo.threeplusone.com/
http://meme-suite.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://mgcv.cmbi.ru.nl/
http://meme-suite.org/
http://www.bork.embl-heidelberg.de/STRING/

7. Otros métodos analiticos.

7.1. Determinacién de la concentraciéon de clorofila.

La concentracion de clorofila se determin6é segun el método (Mackinney, 1941)
expectrofotométricamente. Para esto se tomd 1 ml de células, se centrifugé (12000
rpm durante 1 minuto) y se elimind 900 pL de sobrenadante. En el sobrenadante
sobrante se resuspendi6 el sedimento y se afiadieron 900 puL de metanol absoluto.
Esta mezcla se agitd durante 30 segundos en el vértex y volvio a centrifugarse (3800
g durante 1 minuto). La concentracion de clorofila se determiné del sobrenadante a
665 nm utilizando el coeficiente de extincion de 74.46 mM-t cm™.

7.2. Medidas espectrofotométricas.
Las medidas de absorbancia de luz visible se realizaron con un espectrofotometro
Biomate 5 (Thermo Electron Corporation) siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.3. Medidas de pH.

El pH de las distintas disoluciones se midié con un pH Meter Basic 20 (Crison)
siguiendo las instrucciones del fabricante.
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1. Analisis de la co-presencia con otros genes de petE y petJ.

Para intentar determinar cual seria la posible proteina reguladora implicada en el
cambio de expresion de citocromo (petJ) a plastocianina (petE) en respuesta a cobre
se analizaron los genomas disponibles de 169 cianobacterias. De forma que, en
dichas especies, se identificaron los genes que codifican para ambas proteinas (petJ
y petE) utilizando BLAST. De esta forma se comprob6 en qué estirpes estaban
presentes ambos o0 solo uno de los transportadores, pues si solo una de las
proteinas estaba presente el intercambio entre uno y otro no ocurriria.
Posteriormente se buscaron reguladores transcripcionales que estuvieran
relacionados con estas proteinas mediante el andlisis de los genomas de las
cianobacterias donde las dos estuvieran presentes, buscando por tanto reguladores
gue estuvieran conservados en estas especies. De forma que manualmente se
realizo un analisis del genoma de estas cianobacterias y se determind que existia
un regulador transcripcional de la familia Blal, codificado por la ORF sIr0240 en
Synechocystis (petR), que estaba presente en estas cianobacterias. Aguas abajo de
este gen, y formando un operdon con el mismo en todas las cianobacterias que
presentan este regulador transcripcional, se encontraba el gen slr0241 (petP) para
Synechocystis que codifica para una proteasa tipo M48 (Figura 11A). El hecho de
que el codon de STOP de sIr0240 solape con el ATG del gen slr0241 sugiere que
ambos se expresan como una misma unidad transcripcional, lo que sefala que
posiblemente estén implicados en un mismo proceso de regulacion como ocurre con
sus homologos Blal-BlarR1 y Mecl-MecR1 (Safo et al., 2005, 2006). Al analizar
cianobacteria por cianobacteria la presencia o ausencia de los genes que codifica
para el regulador y la proteasa, asi como su contexto gendémico, se determiné que
en el 20% de las 169 cianobacterias analizadas los genes pet] y petE se
encontraban adyacentes uno con respecto al otro (Synechococcus, Cyanobium,
Microcystis, Cyanothece, Pleurocapsa, Gloeocapsa y algunos Nostocales entre
otros) y que en el 40% de las mismas estos se encuentran adyacentes o cercanos
a petR y petP (Pseudoanabaena, Chroococcidiopsis, Gloeocapsa, Nodosilinea,
Geitlerinema, Spirulina, Moorea Producens, Trichodesmium, Lyngbya vy
Microcoleus) (Figura 11B). Sin embargo, el 18% de las cianobacterias analizadas
gue presentaban petJ y petE no contaban con el operon petRP, perteneciendo a los
géneros Synechococcus o Prochlorococcus. Como se ha comentado anteriormente
esta familia de factores transcripcionales y proteasas suelen estar implicadas en la
regulacion de la expresion de genes ante una determinada sefial que induce la
degradaciéon del regulador mediada por la proteasa (Carretto et al., 2002; Llarrull
etal.,, 2011; Llarrull y Mobashery, 2012). Esto unido al hecho de que estén
correlacionados en cianobacterias con la plastocianina y el citocromo cs sugeria una
posible relacion entre este sistema regulador-proteasa y el intercambio entre los
transportadores electronicos.

De esta forma se determiné que estas cuatro proteinas se encontraban en todos los
grupos cianobacterianos a excepciéon de los clados Synechococcus vy
Prochlorococcus. En base a estos resultados se presupone que donde se produce
este intercambio entre plastocianina y citocromo ce, de forma dependiente a la
disponibilidad de cobre en el medio, también presentaba en su genoma los genes
petR y petP.
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Figura 11. Distribucion en las cianobacterias de los genes que codifican para petR, PetP,
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representacion de la co-localizaciéon de los genes petJ (rojo), petE (azul), perR (verde) y petP
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(amarillo). Todos los Bootstrap se encuentran entre 70 y 100, cuanto mayor sea el diametro del
circulo rojo de cada nodo mayor sera este valor. En morado aparecen remarcadas las
cianobacterias Synechocystis y Anabaena.

2. Analisis funcional de los genes petR y PetP en Synechocystis.

2.1. Analisis in silico de la proteina PetR y su efecto en la regulaciéon
mediada por cobre.

Puesto que PetR es una proteina cuya funcidn y estructura en cianobacterias es
desconocida, a pesar de presentar similitud estructural con reguladores de sistemas
bacterianos, se procedidé a analizar bioinformaticamente las caracteristicas
principales de la misma. Para esto se introdujo la secuencia proteica de PetR, de
Synechocystis, en InterPro, y se determind que esta proteina pertenecia a la
superfamilia Blal (Figura 12A). Ademas, se establecio que se trataba de una proteina
soluble y la predicciébn de su estructura tridimensional, mediante SwissModel,
determin6 que probablemente se trataria de un homodimero, como Blal y Mecl. De
hecho fue Blal (Safo et al., 2005) la proteina empleada como modelo para obtener
dicha prediccion al ser la estructura establecida con mayor similitud en base a la
secuencia.

Para determinar la posible aplicacion de los estudios realizados sobre Blal/BlaR1 y
Mecl/MecR1 de bacterias a esta proteina se estudié la conservacion de residuos
importantes en los reguladores bacterianos mediante el analisis de estas secuencias
de PetR de diferentes cianobacterias que presentaban PetR, PetP, Cit ce y Pc. Las
secuencias se alinearon y posteriormente se comprobd mediante ConSurf y
WebLogo3 la conservacion de los residuos (Figura 12B, 12C), puesto que el grado
de conservacion de residuos implicados en la funcion de las proteinas era alto en
bacterias se esperaba lo mismo para cianobacterias. Esta proteina en algunas
especies presenta un sitio de inicio de la traduccion anterior al observado en la
mayoria de las cianobacterias, este es el caso de algunas estirpes de Nostoc,
Mycrocystis, Calothrix, Leptolyngbia y Crocosphaera. El principal residuo
conservado de interés es la fenilalanina F98 de Synechocystis, presente en todas
las cianobacterias, ya que en Blal de Staphylococcus en esta misma posicion se
encuentra otro residuo de fenilalanina, se cree que es este residuo donde la proteasa
corta al regulador (Peacock y Paterson, 2015). Ademas, destaca el alto grado de
conservacion de los triptéfanos en la posicion 15, 56 y 77 de Synechocystis. Puesto
que el triptéfano es uno de los aminoacidos menos representados en las proteinas
de bacteria (Neidhardt et al., 1990), que una proteina pequefia presente 3 totalmente
conservados es poco comun.

107



HSMIPPYRPOQLSLEPLEQE TLOT TWQLEATVXDTHORTL SOPORELAYSSVT TVLNRL TEKGHLVCHRQGKA THT ARVSADQAKAVQS YEQLOUF LATSNPOVVAAT ADSLOTASTDOL TATADR LRAARQUAREEK

e |PRO05650

FTHR34134

PIREFD19455
PFO39E5
Homologous Superfamily
L] IPRO36383
G30EA-1.10.10.1¢
A IPRO36390
A — 5SF4E7E5

Leptolyngbya sp PCC_T375 MEKFPAYRFFRLSLGPLETEILD ILWQLGT TSATATENQI LEDIDRDLTY SSVATVLRRL

Pseudoanabaena_sp_FCC_6802 SLGPL LHLIWELGTT IHMDRILSDEDRELTY SSVITVL: SRL

Synechocystis ﬁutnwsmpmlmmmmxmnsnmmrsm

Synechocsccus sp JA-2-3B'a(2-13) = =--MLPRHRFRQLSLGPLESEL LOTILWDL IHERT VITVLQRL

Acaryechloris_marina_MBIC11017 MASLFDFRFFQLSLGPL LNLIWDL TSVTTVLNRL

Anabaena7l20 LN TSVTTVLRRL

Bacillus licheniformis_Blal uruur———————stmssmm——mmwnm

Staphylecoccus Mecz 00 o----- II IIEEI- IRTLITRL

staphylococcus Blay 000 ===e= I TUVEL = =QF RTLITRL
P. M op33onEw e 3 N T orr wpp oww

Leptolyngbya sp BCC_T375 ERKGW L ESHERLEQFL DIVARFADTL

FPseudoanabaena_sp_PCC_6802 RGKIL-~ I! EVENADIVARFADEL

Synechocystis TERGWLVCHR- - -~ QGKAF -~ IW FLAT: oV FADSL

Synechococcus_sp_JA-Z-3B'a(2-13) SgRGW FMLWRFR. RAFTELOOFLAVGDFDTVAAFADSL

Acaryochloris _marina MBIC11017 QNRSE DTVAAFADHL

Anabaena7120 TDRGWL NRELL HSFL L

Bacillus licheniformis Blal IKKGA IDESDYT LNRFYNGTLN SMVLNFLEN=

staphylococcus_MecI YRKGEFIDRKE- - --DNKIF--Q¥ TMEVY KGGEFN SLVLNEVEK -

Staphylococcus_Blal YKKEI SENIY--FYSSNIKEDDI LNKLY GGDMK SLVLN FAKN -

. . . ER : EE Lrow

Leptolyngbya sp FCC_T375 DEDSLOGLEA 2 QGREK

Fseudfanabaena_sp_FOC_6802 DLASVDRLEAIAQRLMAIRQEREER--—--~

synechocystis DTASI 1 -

synechococcus_sp JA-2-3B'a(2-13) DQAS' ATAER

Acaryochloris marina MBICL1017 QRS EEIADK

Anabasnailzo - D EATAKR oF

Bacillus_licheniformis_Blal DOL INELYQT

Staphylecoccus_Mecl EDLSQDEIEELRNILNKE------—-=—-==

Staphylnnmf:us_!lat EELNNKEIEELRDILNDISKK-=========

Figura 12. Caracteristicas principales de PetR determinadas mediante analisis
bioinformético. (A) Andlisis empleando InterPro de la proteina PetR, determinando su familia
funcional y su perfil de solubilidad. (B) Alineamiento empleando MUSCLE de las secuencias de
PetR de algunas cianobacterias con las proteinas Blal/Mecl Staphylococcus y Bacillus. (C)
Determinacion de la conservacion de residuos en PetR de 216 secuencias cianobacterianas. Las
secuencias se alinearon con MUSCLE y el grado de conservacion se determind mediante el uso
de WebLogo3. Resaltada en rojo se encuentra la fenilalanina 98 de Synechocystis.
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2.1.1. Cambios en los niveles de Cit cs, Pc y PetR en distintas
concentraciones de cobre.

Ya que existe un cambio de la expresién de Cit cs hacia la expresién de Pc en
presencia de cobre y viceversa (Zhang et al., 1992) se estudi6 como afectaban
distintas cantidades de cobre a la expresion de estas proteinas asi como a PetR
(Figura 13). Para esto Synechocystis creci6 en medio BG11lc-Cu y se analizd
mediante Western Blot su respuesta tras la adicion de cantidades crecientes de
cobre (50, 100, 200 y 500 nM). Por tanto, se determinaron los niveles de las
proteinas PetR, Pc, Cit cs, CopM y Glutamina Sintetasa tipo | (GSI). GSI actuaba
como control de carga ya que su expresion es independiente de la presencia o
ausencia de cobre en el medio y CopM se acumula en respuesta a cobre con una
forma procesada cuya acumulacion aumenta al ser mayor la concentracion de cobre
(Giner-Lamia et al., 2015). En el caso de las muestras que se emplearon para
conocer la acumulacién de PetR se emplearon células enteras ya que en los
extractos la cantidad de PetR de la estirpe silvestre disminuia con respecto a la
cantidad de la misma cuando se empleaban muestras de células enteras.
Posiblemente porque esta proteina, tras la lisis celular, se degradase parcialmente.

A
50 nM 100 nM 200 nM 500 nM

Tiempo(h) 0025051 2 4 240025051 2 4 24 0025051 2 4 240025051 2 4 24
a-Pet)

a-PetE

a-CopM

a-GSI

50 nM 100 nM 200 nM 500 nM

Tiempo(h) 0025051 2 4 240025051 2 4 24 0025051 2 4 24 0025051 2 4 24
a-PetR

a-GSI

Figura 13. Acumulacion en PetR, PetJ y PetE de forma dependiente de cobre. (A) Western
blot de PetJ, PetE, CopM y GSl en la estirpe WT (silvestre) cultivada en BG11c-Cu tras la adicién
de concentraciones crecientes de cobre (50, 100, 200 y 500 nM). Se cargaron 5 pg de proteina
de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-
PAGE. (B) Western blot de PetR y GSI en la estirpe WT (silvestre) tras la adicion de
concentraciones crecientes de cobre (50, 100, 200 y 500 nM). Tras esto las células fueron
recogidas a los tiempos indicados y las células enteras fueron cargadas (0,2 DO7s0nm) y
separadas con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. Los resultados son
representativos de, al menos, tres experimentos independientes. Los anticuerpos empleados en
estos analisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

A bajas concentraciones de cobre (50 y 100 nM) la cantidad de Cit cs apenas
disminuia mientras que la induccion de Pc era pequefa (Figura 13A). En el caso de
PetR, a todas las concentraciones de cobre empleadas, se observo como, tras 30
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minutos de la exposicion a cobre, la proteina desaparecia apareciendo previamente
una doble banda indicativa de un probable corte especifico en esta proteina y una
posible degradacién de la misma (Figura 13B). En aquellos cultivos a los que se les
afadio 50 o 100 nM de cobre también se observé que PetR se recuperaba tras 24
horas de exposicion a dicho metal (Figura 13B). Ademas, en 50 y 100 nM de cobre
la induccién de CopM fue débil y poco apreciable tras 24 horas en relacion a lo
observado con 200 y 500 nM de cobre (Figura 13A). Todo esto indicaba que el cobre
libre, y por tanto capaz de ser detectado por la célula, era bajo tras 24 horas de la
adicion de bajas concentraciones (50 o 100 mM). Debido a que en estos cultivos se
observo una recuperacion en los niveles de PetR (hasta unos niveles similares a los
gue se observaron en medio BG11c-Cu) tras 24 horas de exposicion a 50 nM de Cu
se especuld que fuera esta recuperacion del regulador lo que impidiera una fuerte
induccion de Pc o una fuerte represion de Cit ¢cs (Figura 13). Esta teoria se apoyaba
en que en aquellas condiciones donde este efecto no se observo (200 nM y 500 nM)
si que se observaron cambios importantes en el citocromo ce y la plastocianina.
Puesto que la cantidad o presencia de PetR dependia de la concentracién de cobre,
posiblemente este regulador transcripcional se degrade ante una sefal inducible por
este metal. Por tanto, se podria establecer una relacion entre el regulador y la
expresion de estos genes. En todos los casos se produjo una induccién de la forma
procesada de CopM lo que ratificaba que realmente el cambio producido se debia a
la adicion de cobre.

2.1.2. Generacion de la estirpe PETR.

Con el fin de determinar una posible relacion entre la proteina PetR y la respuesta a
cobre que induce el paso de sintetizar petJ a petE se procedié a generar un mutante
gue careciese de la proteina PetR. Para ellos se transformo la estirpe silvestre con
el plasmido pPETR_Sp en el que se ha insertado un gen de resistencia a
espectinomicina/estreptomicina (Figura 14A); de esta forma se generd la estirpe
PETR que no expresaba petR. La segregacion de esta estirpe se verificO mediante
PCR con oligonucledtidos que apareaban a ambos lados del sitio de insercién
(Figura 14B).

4000pb =

3000pb =
PETR 2000pb =
1500 pb =

WT (1524 pb)
PETR (3325 ph)

500 ph
Figura 14. Generacidon y comprobacién del mutante PETR. (A) Representacion esquematica

de la region gendémica petRP de la estirpe WT (silvestre) y PETR. (B) Analisis mediante PCR de
la segregacion de PETR usando los oligonucledétidos 223-224.
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2.1.3. Caracterizaciéon del intercambio citocromo ce/plastocianina en el
mutante PETR.

Con el fin de determinar si la presencia o0 ausencia de cobre generaba un cambio en
el patron de expresion de la estirpe PETR se cultivaron tanto esta como la estirpe
silvestre en medio BG11c-Cu y se analizé la expresion de petd, petE, copM y rnpB
(como control de carga), mediante Northern Blot, tras la adicion de 500 nM de cobre
(Figura 15A). Como en el caso anterior la sonda de copM se emple6 para comprobar
la adicién de cobre. De esta forma se determind que la respuesta a cobre en cuanto
a la induccion de copM era igual en ambas estirpes, por lo que la relacion de PetR
en la respuesta a cobre no estaba relacionada con CopM. La respuesta en cuanto
al intercambio de petJ a petE si que se alteré en la estirpe PETR. En la estirpe
silvestre tras la adiciébn de cobre la expresién de petJ disminuia y la de petE
aumentaba tal y como estaba descrito. Sin embargo, en la estirpe PETR esto no
ocurrio, sino que Unicamente se expreso petE independientemente del cobre en el
medio. En ningun caso para esta estirpe se observo expresion de petd (Figura 15A).

A B
WT PETR

Tiempo(h) 0051 2 424 0051 2 424

: ¢ i WT PETR
petJ . " Tiempo(h) 0051 2 424 0051 2 4 24

oo L4

a-CopM

copM i

WT PETR

Tiempn(h]_U 025051 2 4 240025051 2 4 24
a-PetR ﬁ”* -

u-GSI_.-_-——--——-_—_.____

Figura 15. Analisis de la expresion y acumulacidon de la plastocianina y citocromo cs en
respuesta a cobre en el mutante PETR. (A) Andlisis mediante Northern Blot de petE, petJ,
copM y rnpB en las estirpes WT (silvestre) y PETR cultivadas en BG11c-Cu en respuesta a la
adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Los filtros se hibridaron con las sondas para
petE, petd y copM y posteriormente, tras eliminar estas sondas, se rehibridé con la sonda de
rnpB. (B) Western Blot de PetJ, PetE, CopM y GSI en las estirpes WT (silvestre) y PETR
cultivadas en BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Se cargaron 5
Hg de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 15% mediante
electroforesis SDS-PAGE. (C) Western Blot de PetR y GSl en las estirpes WT (silvestre) y PETR
cultivadas en BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Tras esto las
células enteras fueron cargadas (0,2 DO7sonm) y separadas con un gel al 15% mediante
electroforesis SDS-PAGE. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos
independientes. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan
descritos en la Tabla 12.
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Igualmente se analizaron en este mismo experimento los niveles de las proteinas
Cit cs, Pc, CopM y GSI mediante Western Blot (Figura 15B). Para la estirpe silvestre
los resultados correlacionaron con los obtenidos en cuanto a la expresion génica, ya
que aumenté la cantidad de Pc y disminuyo la de Cit ce. De igual forma, en respuesta
a cobre empez6 a acumularse CopM, primero en su forma no procesada y
posteriormente en su forma procesada (Giner-Lamia et al., 2015). En el caso de
PETR se mantuvo la ausencia de Cit cs y la expresion constitutiva de Pc. Aunque
en esta estirpe se acumul6 Pc incluso en medio sin cobre parece haber una mayor
acumulacion de Pc tras 24h de la adicion de cobre respecto a medio sin cobre
(Figura 15B), pese a que los niveles de expresion del RNA de la misma eran
constitutivos (Figura 15A). También se comprobd que la estirpe PETR carecia de
PetR y, como en el caso anterior (Figura 13B), tras la adicion de 500 nM de cobre
en la estirpe silvestre la cantidad del regulador disminuye y en tiempos cortos (media
hora tras afadir cobre) se presenté un doble bandeado por la aparicion de una
banda de menor peso molecular a PetR que indicaba que esta proteina
posiblemente se procesaba mediante un corte en la misma (Figura 15C).

2.2. Andlisis in silico de la proteina PetP y su papel en la regulacion
mediada por cobre.

Puesto que al igual que PetR la funcion en cianobacterias de PetP es desconocida
se realizé una primera aproximacioén bioinformatica para determinar su similitud con
las proteasas de bacteria. Para esto se introdujo la secuencia de PetP de
Synechocystis en InterPro, determindndose de esta forma que PetP pertenecia a la
superfamilia de proteasas M48/M56 (familias PFAM PF01435 y PF05569) (Figura
16A). Ademas, a diferencia de PetR (Figura 12A), la prediccidn para esta proteina
determiné la presencia de varias regiones transmembrana (Figura 16A). Estos
datos unidos a los obtenidos para PetR (Figura 12) apoyarian la hipotesis de que
PetP podria actuar sobre el regulador como ocurre en los sistemas de regulacion
bacterianos Blal/BlaR1-Mecl/MecR1 (Carretto et al., 2002; Llarrull et al., 2011). Al
ser una proteina con regiones ancladas a la membrana se analiz6 mas
profundamente mediante el programa bioinformatico TMHMM, especifico de
proteinas de membrana, qué partes de la proteina estarian insertadas en la
membrana y cuales serian las regiones solubles (Figura 16B). De esta forma se
determind la presencia de cuatro segmentos transmembrana como ocurre con las
proteasas M48 (Figura 16B), apoyando asi los datos obtenidos por InterPro (Figura
16A). La principal region soluble de PetP, en base a estas predicciones, se
encontraba entre el tercer y cuarto segmento transmembrana que contenia
aproximadamente 154 residuos, por lo que las otras regiones solubles eran de
menor tamafio. A diferencia de otras proteasas M48, PetP carece del gran segmento
C-terminal soluble que en esta familia se encarga de alterar la estructura de las
proteasas ante la sefial de activacion de las mismas.

Para profundizar sobre su similitud con los sistemas Blal/BlaR1 y Mecl/MecR1 de
bacterias se analiz6 la conservacion de los residuos conservados en las proteasas
bacterianas como son los aminoacidos de coordinacion con zinc o los sitios de corte
y reconocimiento. Asi, se analizaron las secuencias de PetP de las cianobacterias
que ademas presentaban PetR, Cit cs y Pc. Estas secuencias se alinearon vy,
posteriormente, se comprobé con ConSurf y WebLogo3 dicha conservacion,
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determinandose que los residuos implicados en la coordinacion con zinc en PetP se
encontraban conservados en todas las secuencias analizadas,

el motivo HEXXH entre las histidinas 150-154 (Figura 16C).
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Figura 16. Caracteristicas principales de PetP determinadas mediante anélisis
bioinforméatico. (A) Andlisis empleando InterPro de la proteina PetP, determinando su familia
funcional y su solubilidad. (B) Analisis empleando TMHMM de la proteina PetP, determinando
gue esta proteina presenta 4 segmentos transmembrana. (C) Determinacion de la conservacion
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de residuos en PetP mediante el andlisis de 260 secuencias de PetP cianobacterianas. Las
secuencias se alinearon con MUSCLE y el grado de conservacion se determind mediante el uso
de WebLogo3. En rojo estan sefialadas las metioninas 53 y 58 mientras que en morado se resefia
el sitio de coordinacién con zinc.

A pesar de que el sitio de corte autocatalitico tipico de bacterias de la proteasa no
parece estar conservado entre las diferentes proteasas cianobacterianas estas si
presentan secuencias altamente conservadas en el lazo que une el tercer y cuarto
segmentos transmembrana que incluyen argininas como ocurre en Blal/Mecl. Por lo
gue es posible que los residuos que rodean a estas argininas puedan ser distintos
en bacterias y cianobacterias, de forma que este motivo podria estar alterado. Ya
que si PetP fuera la proteasa implicada en el intercambio Cit ceé/Pc deberia ser capaz
de detectar cobre se analizo la conservacion de residuos de metionina en la misma,
puesto que varios estudios sefialan a estos aminoacidos como los principales
implicados en coordinar con cobre (Lu, 2003; Le Sueur etal.,, 2016). Asi se
determiné que presentaba dos metioninas altamente conservadas, M53 y M58
(Figura 16C). Por lo que estas metioninas podrian estar implicadas en la capacidad
de detectar cobre de PetP y en la activacion de su respuesta.

2.2.1. Generacion de la estirpe PETP.

Para comprobar la posible implicacién de esta proteasa en la degradaciéon de PetR
en respuesta a cobre y en el intercambio petJ/petE ante la presencia del mismo
metal se generd la estirpe mutante PETP que no expresaba petP. Esta estirpe se
gener6 mediante la transformacién de la estirpe silvestre con el plasmido
pPETP_Ery, donde el gen slr0241 que codifica para la proteasa estaba interrumpido
por un cassette de resistencia a eritromicina (Figura 17A). La segregacion de esta
estirpe se comprobd mediante PCR empleando los oligonucleétidos que aparean a
ambos lados del operdn slr0240-0241 (Figura 17B).

A B
248 & 'q_.zﬁ""
WT —@“—
249
— 4000pb -

3000pb =
2000pb =
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PETP

WT (976 phb)
PETP (2587 ph)

500 pb

Figura 17. Generacién y comprobacion del mutante PETP. (A) Representacion esquematica
de la region gendémica petRP de la estirpe WT (silvestre) y PETP. (B) Analisis mediante PCR de
la segregacion de slr0241 en PETP usando los oligonuclettidos 248-249.
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2.2.2. Caracterizaciéon del intercambio citocromo ce/plastocianina en el
mutante PETP.

Como en el apartado 2.1.3, para comprobar la relacién de PetP con el intercambio
Cit ce/Pc se analizaron cambios en la expresion de estos genes en la estirpe PETP
respecto a la estirpe silvestre. Puesto que, presumiblemente, esta proteasa estaria
implicada en la degradacion de PetR también se analizaron los cambios en esta
proteina (Figura 18). Como en el caso anterior copM se indujo en respuesta a cobre
independientemente a la ausencia de la proteasa (Figura 18A). Sin embargo, el
intercambio de petJ a petE, como en el caso del mutante PETR (Figura 15A), se vio
alterado. En el mutante PETP este cambio no se produce ya que se mantuvo una
expresion constitutiva y constante de petJ mientras que la expresion de petE nunca
se activo (Figura 18A). Estos datos fueron apoyados con los niveles de proteina,
mediante Western Blot, donde se analiz6 la cantidad de Cit cs, Pc, CopM y GSI
(Figura 18B). Asi en respuesta a cobre en la estirpe PETP se acumulo la forma
procesada de CopM tanto en la estirpe mutante como en la estirpe silvestre pero no
se produjo una acumulacién de Pc, sino que se mantuvo una cantidad alta de Cit cs
de forma casi constitutiva incluso 24 horas después de la adicion de cobre.

Respecto a los cambios en la acumulacién de PetR en respuesta a cobre se observo
gue en la estirpe PETP la cantidad de esta proteina se mantuvo constante incluso
24 horas tras la adicién de cobre (Figura 18C). Todo esto indicaba que PetP
degradaba a PetR y que el regulador esta implicado en el intercambio petJ/petE de
forma dependiente de cobre.
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Figura 18. Anédlisis de la expresidon y acumulacién de la plastocianina y citocromo cg en
respuesta a cobre en el mutante PETP. (A) Analisis mediante Northern Blot de petE, petJ,
copM y rnpB en las estirpes WT (silvestre) y PETP cultivadas en BG11c-Cu en respuesta a la
adicién de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Los filtros se hibridaron con las sondas para
petE, petd y copM y posteriormente, tras eliminar estas sondas, se rehibridé con la sonda de
rnpB. (D) Western Blot de PetJ, PetE, CopM y GSI en las estirpes WT (silvestre) y PETP
cultivadas en BG11c-Cu tras la adicién de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Se cargaron 5
Hg de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 15% mediante
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electroforesis SDS-PAGE. (C) Western Blot de PetR y GSl en las estirpes WT (silvestre) y PETP
cultivadas en BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Tras esto las
células enteras fueron cargadas (0,2 DO7sonm) y Separadas con un gel al 15% mediante
electroforesis SDS-PAGE. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos
independientes. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan
descritos en la Tabla 12.

2.3. Efectos de la mutacion del operdon sIr0240-41 en la regulacion
mediada por cobre.

Con el fin de comprobar que PetP actuaba aguas arriba de PetR se realiz6 este
mismo estudio para una estirpe que careciera tanto de PetR como de PetP, la estirpe
PETRP (Figura 19). Para generar este mutante se transforma la estirpe silvestre con
el plasmido pPETRP_Sp (Figura 19A), de forma que ambos genes quedaban
interrumpidos por el casette de resistencia a Sp/St. La segregacion de esta nueva
estirpe se comprob6 por PCR (Figura 14B).
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Figura 19. Construccion del mutante PETRP y andlisis de la expresion y acumulacion de
la plastocianina y el citocromo ce en respuesta a cobre en él. (A) Representacion
esquematica de la regién gendmica petRP de la estirpe WT (silvestre) y PETRP. (B) Andlisis
mediante PCR de la segregacion de sIr0240 en PETRP usando los oligonucleétidos 223-224. (C)
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Analisis mediante Northern Blot de petE, petd y rnpB en las estirpes WT (silvestre) y PETRP
cultivadas en BG11c-Cu en respuesta a la adicién de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Los
filtros se hibridaron con las sondas para petE y petJ y posteriormente se rehibridd con la sonda
de rnpB. (D) Western Blot de PetR y GSI en las estirpes WT (silvestre) y PETRP cultivadas en
BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Las células enteras fueron
cargadas (0,2 DO7sonm) y separadas con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. (E)
Western Blot de PetJ, PetE, CopM y GSI en las estirpes WT (silvestre) y PETRP cultivadas en
BG11c-Cu tras la adicién de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Se cargaron 5 g de proteina
total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 15% mediante electroforesis
SDS-PAGE. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos independientes.
Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan descritos en la
Tabla 12.

Para poder comparar las caracteristicas de esta nueva estirpe con las estirpes PETR
y PETP se realizaron los mismos que en las Figuras 15 y 18. Los resultados
obtenidos para PETRP fueron idénticos a los observados en el mutante PETR, no
se observo expresion de petJ, ni siquiera en un medio sin cobre, mientras que la
expresion de petE fue constitutiva (Figura 19C). Como se esperaba no se detectd
PetR en ninguna condicién (Figura 19D). En cuanto a los niveles de proteina,
mientras que Cit cs no se acumuld ni siquiera en ausencia de cobre en el medio, Pc
se acumulé tanto en esta condicién como tras la adicién de cobre (Figura 19E). Esto
coincidia con lo que ocurria en el mutante PETR, donde Pc se expresaba y
acumulaba de forma constitutiva (Figura 15). Sin embargo, como también ocurria en
dicho mutante, la acumulacién de Pc parece ser mayor tras 24 horas de la
exposicion al metal. Que el mutante PETRP sea igual al mutante PETR sefalaba
que PetP actia aguas arriba de PetR regulando, probablemente mediante
protedlisis, su actividad.

2.4. Cuantificacion de los niveles de Pc, Cit ce y PetR en relacion a la
disponibilidad de cobre.

Como una primera aproximaciéon para conocer la variacion en la cantidad de estos
transportadores electronicos en las estirpes PETR y PETP se cultivaron tanto estas
como la estirpe silvestre en medios con diferente disponibilidad de cobre: BG11c
(330 nM Cu), BG11c-Cu (~30 nM Cu) o BG11lc-Cu+BCSA (sin cobre disponible)
(Figura 20A). De forma que se analiz6 mediante Western Blot la cantidad de Cit cs,
Pc, PetR y GSI en cada una en las diferentes condiciones. De esta forma se ratificd
que, independientemente de la disponibilidad de cobre, la acumulacion de Cit cs era
constante en el mutante PETP, aunque ligeramente menor a mayor disponibilidad
de cobre. En el mutante PETR, aunque siempre estaba presente Pc
independientemente de la presencia o ausencia de cobre, la proteina disminuia
considerablemente cuanto menor fuera la cantidad de cobre en el medio. Esto
establecia una relaciéon directa entre estas dos proteinas y la regulacion Pc/Cit ce,
de modo que PetR impediria la expresion de la plastocianina 'y PetP la del citocromo
Cs. Ademas, PetR se acumulé en el mutante PETP independientemente de la
disponibilidad de cobre (Figura 20A). Estos datos apoyan que la proteasa seria
quien degradaria al regulador en un proceso dependiente de la presencia de cobre.

Para determinar si realmente la cantidad de proteina era constitutiva o presentaba
variaciones dependiendo de la disponibilidad de cobre en el medio se calculo6 la
cantidad de Cit cs, Pc y PetR mediante Western Blot en las estirpes silvestre, PETR
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y PETP en las diferentes condiciones de disponibilidad de cobre anteriormente
descritas. Para esto se comparé la acumulacion de estas proteinas respecto a la
cantidad que presentaba la estirpe silvestre en condiciones ideales para la sintesis
de Cit cs, Pc 0 PetR. Para Cit cs y PetR se tom6 como maximo los cultivos de
silvestre que habian crecido en BG11c-Cu+BCSA y en el caso de Pc los cultivos
que crecieron en BG11c (Figura 20).

De esta forma se determiné que la cantidad de Pc en el mutante PETR, a pesar de
gue se diera en todas las condiciones de crecimiento, dependia de la disponibilidad
de cobre, algo que no se observaba a nivel de transcrito (Figura 15A), donde la
cantidad de petE no parecia cambiar en medio con Cu respecto a medio sin cobre.
Por lo que la acumulacion de esta proteina en el mutante PETR variaba en funcion
de la disponibilidad de cobre en el medio (disminuyendo un 70% al pasar de un
medio con cobre a un medio sin cobre) (Figura 20B y 20F), no obstante, no se altero
cuando esta estirpe habia crecido en un medio con baja o con nula disponibilidad
de cobre. La cantidad de Pc en la estirpe silvestre fue mucho menor que en la estirpe
PETR incluso cuando ambas estirpes habian crecido con cobre en el medio, en este
caso la cantidad de esta proteina en la estirpe silvestre era casi la mitad de la
obtenida en PETR. Tanto en esta como en el resto de las condiciones de crecimiento
la cantidad de proteina en la estirpe silvestre fue menor que en la estirpe PETR en
dichas condiciones, disminuyendo hasta un 60% ante una baja disponibilidad de
cobre y un 95% ante la ausencia de cobre en el medio (Figura 20B y 20F).

En el caso del citocromo los resultados son idénticos a los observados para la Pc,
pero en el mutante PETP (Figura 20C, 20D, 20G). En dicha estirpe, aunque siempre
se acumula el Cit cs, independientemente de la disponibilidad de cobre del medio, la
acumulacion de la proteina era mayor en medio sin cobre con respecto a medio con
cobre disponible. En este caso de que el medio presentase cobre, BG11c-Cu o
BG11c, la cantidad de Cit ce en PETP disminuyé a la mitad, aunque su acumulacion
no varid entre estas dos condiciones. En cualquier caso, la acumulacion de Cit cs en
la estirpe PETP en medio sin cobre disponible fue un 50% superior a la de la estirpe
silvestre en estas condiciones. La acumulaciéon de citocromo en BG11c-Cu para
ambas estirpes fue similar, pese a esto en condiciones donde la disponibilidad de
cobre era alta (BG11c) la acumulacién de esta proteina en la estirpe silvestre se
encontraba por debajo de los limites de deteccion mientras que en la estirpe PETP
era similar a la observada en condiciones con una baja disponibilidad de cobre
(Figura 20F y 20G). En lo relativo a PetR la variacion de esta proteina en la estirpe
PETP dependiendo de la disponibilidad de cobre fue minima (Figura 20C, 20D, 20H).
Sin embargo, con una baja disponibilidad de cobre, medio BG11c-Cu, en la estirpe
silvestre la disminucion de PetR fue de un 90%, esto indicaba que el sistema de
regulacion de PetR (debido a PetP) debe tener una alta sensibilidad a cobre (Figura
20C, 20D, 20H). Estos resultados demostraron que, excepto en el caso de PetR, la
expresion constitutiva de los genes no se tradujo en una acumulacién constitutiva
de Pc y Cit csen las estirpes PETR y PETP respectivamente, pese a que de forma
independiente de la disponibilidad de cobre en estas estirpes se expresaron dichas
proteinas (Figuras 15, 18 y 20).
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Figura 20. Cuantificacion de PetJ, PetE y PetR en las estirpes WT (silvestre), PETRy PETP
en distintas disponibilidades de cobre. (A) Western Blot de PetJ, PetE, PetR y GSI en las
estirpes WT (silvestre), PETR y PETP cultivadas en BG11c-Cu+BCSA (B), BG11c-Cu (-) o
BG11c (+). Se cargaron 10 ug de proteina de los extractos. (B) Western Blot de PetE y GSI en
las estirpes WT (silvestre) y PETR donde la WT (silvestre) ha crecido en BG1l1lc y PETR en
BG1lc, BG11c-Cu, BG11c-Cu+BCSA. Se cargaron cantidades decrecientes de proteina total de
la estirpe WT (silvestre) (10, 5, 2,5y 1,25 ug) y 10 pg del PETR en cada condicion. (C) Western
Blot de PetJ, PetR y GSl en las estirpes WT (silvestre) y PETP. Se realiz6 el mismo proceso que
el del apartado B pero la estirpe WT (silvestre) crecid en medio BG11lc-Cu+BCSA (D) Western
Blot de PetE y GSI en la estirpe WT (silvestre) que ha crecido en BG11c, BG11c-Cu, BG1l1lc-
Cu+BCSA. Se cargaron cantidades decrecientes de proteina total de la estirpe WT (silvestre) en
BG1ic (10, 5, 2,5y 1,25 pg) y 20 ug de las otras condiciones. (E) Western Blot de PetJ, PetR y
GSl. Se realiz6 el mismo proceso que el del apartado D pero se cargaron cantidades
decrecientes de la estirpe WT (silvestre) en BG11c-Cu+BCSA (F) Cuantificacién de los niveles
de PetE en las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP que se han cultivado en medio BG11c-Cu
+BCSA, BG11c-Cu 0 BG11c. Se cargaron 10 pg de extracto soluble de WT (silvestre), PETR y
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PETP en cada condicion y estos fueron comparados con diluciones seriadas (100%, 50%, 25%
and 12.5%) de extractos de WT (silvestre) que habia crecido en BG11C. Las barras azules
representan el medio BG11c-Cu+BCSA, las naranjas el medio BG11c-Cu y las grises el medio
BG11ic. El calculo de la cantidad de proteina relativa se realizé6 empleando Image Lab Software
y normalizando a la cantidad de GSI de las distintas muestras. (G) Cuantificacion de los niveles
de PetJ realizada de igual forma a la descrita en el apartado F. En este caso se compararon con
la estirpe WT (silvestre) que habia crecido en BG11c-Cu+BCSA. (H) Cuantificacion de los niveles
de PetR en las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP realizada de igual forma a la descrita en el
apartado F. Los resultados son representativos o representan la media de, al menos, tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estandar de las mismas.
En todos los casos las estirpes han crecido burbujeadas con aire enriquecido con 1% (vol/vol)
de CO:a2. Las proteinas fueron separadas en un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE.
Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan descritos en la
Tabla 12.

2.5. ldentificaciobn de los genes regulados mediante el sistema
petRP/PetRP.

Puesto que se ha demostrado que la mutacién de cada uno de los genes del operén
petRP genera cambios en la expresién de petd y petE (Figuras 15B, 18B) se
procedi6 a analizar si estos cambios eran extensibles para otros genes. Ya que PetR
es un regulador transcripcional es posible que no solo actle sobre estos dos genes,
sino que podrian existir otros genes regulados por la proteina PetR en
Synechocystis.

2.5.1. Efectos de la alteracién de PetR y PetP en el transcriptoma.

Para caracterizar el sistema de regulacion mediado por PetR/PetP se realizd un
andlisis transcriptémico utilizando RNA-seq de las estirpes silvestre, PETR, PETP.
Este analisis permitia determinar los diferentes genes cuya expresion pudiese
alterarse de forma dependiente de PetR. Asi, las estirpes se cultivaron en medio
BG11c-Cu hasta fase exponencial, tras lo cual se afiadi6 500 nM de Cu. Para el
andlisis de los transcritos se tomaron puntos previamente a la adicion de Cu y tras
dos horas de su adicidén en las tres estirpes. Por lo que se extrajo el RNA de las
estirpes en ambas condiciones y se analizé el transcriptoma de estas por RNA-seq.
Para determinar si existia una expresion diferencial de algun gen se compararon las
lecturas para cada transcrito de cada mutante con las de la estirpe silvestre. Con el
fin de determinar cuales eran los genes con expresion diferencial para las
comparaciones a realizar, se determiné un nivel de seleccion donde la diferencia de
expresion debia ser de, al menos, un cambio de 2 veces y un FDR (False Discovery
Rate) mayor que 0,01.

Para la estirpe silvestre se identificaron 11 genes inducidos (petE, copMRS, copBAC
y nrsBAC) y 3 genes reprimidos (petJ, slr0601, slr0602) tras afadir cobre al medio,
coincidiendo esto con los de estudios transcriptomicos anteriores (Giner-Lamia
et al., 2014). Para esta misma comparacion en el mutante PETR, se obtuvieron
resultados similares para copMRS, copBAC y nrsBAC en cuanto a su induccién con
cobre. Puesto que el mMRNA de petE estaba ya presente previamente a la presencia
de cobre sus niveles de expresion no variaron en dicha estirpe tras afiadir el metal,
a diferencia de lo que ocurria para la estirpe silvestre. En relacion con los genes
reprimidos en presencia de cobre, a diferencia de la estirpe silvestre, en el mutante
PETR la expresién de petJ, slr0601, slr0602 se mantuvo baja. Por lo que, ya que no
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estaban inducidos en ausencia de cobre, la adicion de cobre no reprimié su
expresion. De tal forma que, si se comparaba la expresion en PETR en ausencia de
cobre de petJ, slr0601, slr0602 respecto a la estirpe silvestre en dichas condiciones,
estos genes resultaron reprimidos en la estirpe PETR. De igual forma si se
comparaba la expresion de petE en ausencia de cobre en ambas estirpes esta
estaba inducida en PETR. Sin embargo, al analizar la estirpe PETP se determiné
que la plastocianina no se expresaba en ninguna condicion mientras que petJ,
slr0601 y slr0602 no se reprimieron tras la adicion de cobre (Figura 21). Por lo que
al comparar la expresion de petE entre esta estirpe y la silvestre tras la adicion de
cobre el gen estaba reprimido en PETP. Mientras que, si se analizaba la expresion
de petJ, sIr0601 y slr0602 en presencia de cobre respecto a la silvestre los genes
estaban inducidos en PETP. Estos datos indican que la regulacion mediada por
PetR-PetP solo se produciria sobre petJ, petE y slr0601-slr0602 en Synechocystis.
Ademas, los genes que se expresaban en un mutante estaban reprimidos en el otro.
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Figura 21. Analisis por RNA-seq de la regulacién que depende de PetR-PetP. (A) Lecturas
de petJ detectadas en el RNA-seq de las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP previa y
posteriormente a la adicion de 500 nM de Cu. (B) Lecturas de slr0601-02 detectadas en el RNA-
seq de las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP previa y posteriormente a la adicion de 500 nM
de Cu. (C) Lecturas de petE detectadas en el RNA-seq de las estirpes WT (silvestre), PETR y
PETP previa y posteriormente a la adicion de 500 nM de Cu. Las flechas indican los sitios de
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inicio de la transcripcion (TSS) obtenidos de (Mitschke et al., 2011). Los resultados provienen de
tres experimentos independientes.

2.5.2. Analisis de la capacidad reguladora de PetR sobre distintos
promotores.

Debido a que PetR es un regulador transcripcional y esta relacionado con la
expresion de petJ y petE (Figuras 15B, 21) se quiso profundizar sobre como
ejerceria esta regulacion sobre los genes que controla. De esta forma se esperaba
determinar si la regulacion era directa sobre los promotores mediante su interaccion
con ellos o necesitaba algun intermediario. Para estudiar este proceso se realizaron
ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) de las regiones
promotoras de los genes regulados por PetR (Figura 21). Para ello se usaron las
sondas de DNA pertenecientes al promotor de petJ o de petE y se incub6 con una
version recombinante de PetR (Figura 22).

Al afadir PetR recombinante a la sonda de la region promotora de petJ (Figura 22A)
la cantidad de sonda libre disminuyé conforme aumentaba la cantidad de proteina.
Lo mismo ocurri6 al afiadir PetR a la sonda perteneciente a la regién promotora de
petE (Figura 22B), solo que en este caso la cantidad de regulador que era necesaria
afadir para que toda la sonda quedara totalmente unida fue del orden de 10 veces
menor. Puesto que para unirse a estas regiones promotoras no era necesaria la
presencia de cobre se determiné que PetR era capaz de actuar directamente sobre
los promotores de petd y petE sin necesidad de este metal (Figura 22A, 22B). Aun
asi, para discernir si la presencia de Cu* o Cu?* podria mejorar o alterar directamente
la union de PetR con estas regiones se realiz6 un ensayo donde una u otra forma
del metal fueron afiadidas junto a la sonda y PetR. La capacidad de union de PetR
a la region promotora de petJ (Figura 22C) o petE (Figura 22D) no se altero por la
presencia de la forma oxidada o reducida de cobre.
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Figura 22. Andlisis de launion de PetR alos promotores de petd y petE. (A) EMSA realizado
con la sonda del promotor de petJ de 103 pb y la proteina recombinante PetR. La cantidad
indicada de PetR fue afladida en cada ensayo. (B) EMSA realizado con la sonda del promotor
de petE de 217 pb y la proteina recombinante PetR. La cantidad indicada de PetR fue afiadida
en cada ensayo. (C) EMSA realizado con la sonda del promotor de petJ de 103 pb y 300 nM de
la proteina recombinante PetR en presencia de 5 0 10 uM de Cu?* o Cu* (reducido con exceso
de 1000 veces de ascorbato). Se afiadié una muestra que solo contenia ascorbato como control.
(D) EMSA realizado con la sonda de 217 pb del promotor de petE y 50 nM de la proteina
recombinante PetR en presencia de 5 0 10 uM de Cu?* o Cu* (reducido con exceso de 1000
veces de ascorbato). Se afiadié una muestra que solo contenia ascorbato como control. Los
resultados son representativos de, al menos, tres experimentos independientes.

Con el fin de identificar los sitios de union de PetR con las secuencias promotoras
de los genes petE y petd se analizaron dichas zonas en distintas cianobacterias.
Para ello se analizaron 300 pb de estas secuencias en ambos genes en los genomas
de las cianobacterias que contaban con petJ, petE y petRP, empleando la base de
datos MGcV. El resultado de dicho analisis, mediante el algoritmo MEMESuite,
identific6 un motivo que presentaba la secuencia GACNsGTC totalmente
conservada (Figura 23A). Esta secuencia conservada se encuentra a 75 pb del ATG
(y 37 pb del sitio de inicio de la transcripcion) en el promotor de petJ y a 118 pb (y
23 pb del sitio de inicio de la transcripcicon) en el caso de petE (Figura 23D). En
cuanto a su posicién en el promotor de petJ, esta posible secuencia de union de
PetR se encuentra en la caja -35 del promotor, algo que sugiere un posible papel de
activador. Sin embargo, en el promotor de petE se encuentra entre las cajas -10 y -
35 lo que es compatible con el papel represor de PetR en este gen. Estos resultados
en base a las secuencias coincidieron con los obtenidos del andlisis de los mutantes
PETR y PETP que indicaban que PetR activa la expresion del citocromo mientras
gue reprime la de la plastocianina. Cuando solo se analizd el enriquecimiento
usando los promotores de petJ se obtuvo un motivo que, aunque incluia el motivo
central anterior, contiene también dos repeticiones directas en la forma TTTGAC-
No-TTTGAC (Figura 23B). Al realizar este analisis, pero utilizando solo los
promotores de petE, se identific6 también una secuencia que presentaba unas
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repeticiones inversas GACA-N3-TGTC (que en Synechocystis es GACG-N3-TGTC)
y el motivo central general (Figura 23C). Estos datos sugieren que PetR, al igual que
Blal y Mecl (Safo etal.,, 2005, 2006) debe unirse como un dimero a estos
promotores. Sin embargo, el que las repeticiones sean directas 0 inversas
dependiendo de su funcion sobre la expresion del gen en cuestion indica que podria
presentar conformaciones diferentes dependiendo de que actie como un activador
0 un represor. De forma que donde actia como un represor (en petE) las
repeticiones son invertidas tal como ocurria para los sitios de interaccion con el DNA
de Mecl y Blal, factores que actian también como represores.
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Figura 23. Anédlisis de los sitios de unién de PetR con los promotores de petd y petE. (A)
Secuencia consenso para la union de PetR con los promotores identificada usando MEME y
secuencias aguas arriba (300 pb) de los genes de petE y petJ de los genomas de cianobacterias
que también presentan petRP. (B) Secuencia consenso para la union de PetR con el promotor
de petJ identificada usando MEME y secuencias aguas arriba (300 pb) del gen de petJ de los
genomas de cianobacterias que también presentan petRP. (C) Secuencia consenso para la union
de PetR con el promotor de petE identificada usando MEME y secuencias aguas arriba (300 pb)
del gen de petE de los genomas de cianobacterias que también presentan petRP. (D)
Alineamiento de las secuencias de los promotores de petJ y petE en Synechocystis. Los sitios
de inicio de la transcripcion estan en mayuscula y subrayado, la caja -10 esta subrayado en
amarillo y los nucleétidos conservados del motivo de A estan resefiados en rojo.

3. Estudio del gen sIr0601 regulado por PetR.

Puesto que el operon slr0601-02 parece formar parte del reguldn de PetR, se estudié
el patron de expresion del gen slr0601 en los mutantes PETR y PETP (Figura 24A).
Para esto se analizaron las muestras de las estirpes silvestre, PETR y PETP
empleadas para los estudios anteriores donde se determinaba el efecto de la adicion
de 500 nM de cobre en la expresion de los genes petE y petd (Figuras 15,18). En
cuanto a la expresion de slr0601 se observo el mismo efecto que se habia observado
respecto a petJ. Por lo que sIr0601 en la estirpe silvestre presentaba una expresion
dependiente de cobre que disminuia cuando este estaba presente. Por tanto, la
expresion de este gen en la estirpe PETP donde la expresion de PetR es
constitutiva, fue constitutiva también (independientemente del metal). Por el
contrario, en la estirpe PETR no se detecto la expresion del mismo (Figura 24A) ni
en ausencia de cobre. Por lo que este gen estaba regulado positivamente por PetR,
como ocurre con petJ. Estos resultados coincidieron con los datos obtenidos por
RNA-seq (Figura 21B). Para determinar si, como en el caso de los dos genes petJ y
petE, la regulacion mediada por PetR se ejercia directamente sobre la region
promotora de sIr0601, se realizaron ensayos de retardo de la movilidad
electroforética. Usando una sonda de la region promotora de slr0601 a la que se le
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adiciond la proteina PetR recombinante (Figura 24B) se determiné que el regulador
era capaz de unirse a esta region del gen slr0601. A diferencia de la union de PetR
con la region promotora de petJ, donde ejercia un efecto activador, se necesitaba
de una cantidad menor de regulador para que toda la sonda se retrasase en el gel
(Figuras 22, 24B). La cantidad necesaria es similar a la requerida para la region
promotora de petE (Figura 22B). Ademas, empleando los métodos bioinformaticos
anteriormente descritos, se determing el sitio de union de PetR con slr0601, donde
este promotor presentaba la misma secuencia conservada (GACNsGTC) que
presentaban los dos promotores anteriores (Figuras 23). Igualmente, el promotor
presentaba las repeticiones directas identificadas solamente en el promotor de petJ.

Por tanto, el sistema regulador PetPR es capaz de regular también la expresion de
este gen. De forma que PetR es capaz de activar la expresion de sIr0601 y esta
regulacién positiva se dificulta cuando hay cobre en el medio, ya que probablemente
se produce la protedlisis de PetR por parte de PetP.
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cccgcaaatggattcattagataaattattggcacataaaattagtggactttegeccet
agccecgecgggaaaccaagtttgacgggetgtecttttgaceccttgaacgttattetgee
taggataggggGecattcttttagcagaaatttactaaattteccccATe

Figura 24. Andlisis de la unién de PetR al promotor de slr0601. (A) Northern Blot del gen
slr0601 en las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP. El RNA total se aisl6 de células que se
cultivaron en medio BG11c-Cu al que se le afiadié 500 nM de Cu. Las células se recogieron a
los tiempos indicados. Los filtros se hibridaron con la sonda slr0601 y posteriormente se
rehibridaron con la sonda de rnpB como control. (B) EMSA realizado con la sonda del promotor
de slr0601 de 177 pb y la proteina recombinante PetR. A cada carril se le afadieron las
concentraciones de PetR indicadas. (C) Secuencia del promotor de slr0601. Los sitios de inicio
de la transcripcion estan marcados con una letra maylscula y subrayados, los nucleétidos
conservados del motivo de la figura 23A estan representados en morado y las repeticiones
directas en rojo. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos
independientes.
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3.1. Estudio fisiolégico del mutante SLR0601.

La proteina codificada por el gen slr0601 corresponde a una molécula de 13,45 KDa
y funcion desconocida. Para estudiar si presenta una relacion con la respuesta a
cobre se generd una estirpe carente de esta proteina mediante una construccion
donde el gen estaba interrumpido por un gen de resistencia a nousetricina (Nat).
Para esto se transformé la estirpe silvestre con el plasmido pSpark_sIr0601::nat,
generandose la estirpe SLR0601 (Figura 25A). La total segregacién de este mutante
se determin6 por PCR de colonias mediante la amplificacién del gen slr0601 (Figura
25B).

El crecimiento de este mutante ante diferentes condiciones de disponibilidad de
cobre (BG11c, BG11lc-Cuy BG11c-Cu+BCSA) se analiz6 mediante su comparacion
con la estirpe silvestre (Figura 25C) para intentar dilucidar una funcion de esta
proteina relacionada con la respuesta a cobre. Sin embargo, no se encontraron
diferencias de crecimiento en ninguna condicion. Por tanto, no se pudo establecer
una relacion entre esta proteina desconocida y la respuesta a cobre.
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Figura 25. Construccién, comprobacion y fenotipo de la estirpe SLRO601. (A)
Representacion esquematica de la region génica slr0601 en la estirpe mutante SLR0601. (B)
Analisis mediante PCR de la segregacion de sIr0601 en SLR0601 usando los oligonucleétidos
287-290. (C) Crecimiento de la estirpe WT (silvestre) y SLR0601 en medio solido con diferentes
disponibilidades de cobre a 50 uymol fotones-m-2 -s; los cultivos en fase exponencial se igualaron
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a DO7s0nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones 1/10 sembrandose 5 pl de cada una. Los resultados
son representativos de, al menos, tres repeticiones independientes.

4. Caracterizacion de la actividad proteasa de PetP sobre PetR.

En los distintos estudios realizados en apartados anteriores se ha sefialado a PetP
como la proteasa que probablemente sea capaz de actuar sobre PetR in vivo y
degradarlo. Seria la encargada de, ante un cambio en la disponibilidad de cobre en
el medio, disparar un sistema de regulacion que daria como resultado al cambio en
la expresion de los genes petJ, petE y slr0601-02. Por tanto, esta proteasa deberia
poder degradar al regulador ante esta sefial como lo hacen las proteinas MecR1 y
BlaR1 de su misma familia sobre sus reguladores (Llarrull et al., 2011; Peacock y
Paterson, 2015). Para comprobar su capacidad proteasa sobre PetR se realizaron
una serie de experimentos in vitro.

4.1. Determinacion in vitro de la actividad proteasa de PetP.

Para estudiar la actividad proteasa de PetP in vitro se han empleado extractos
totales de las estirpes silvestre, PETR y PETP de Synechocystis. Se realiz el
ensayo descrito en el apartado 5.3. de Materiales y Métodos utilizando PetR-GST
como sustrato y analizando los niveles de esta proteina mediante Western Blot a las
0, 1, 3y 5 horas de la adicion, o no, de 500 nM de Cu al extracto obtenido de un
cultivo que habia crecido en un medio sin cobre (Figura 26A). Con este ensayo se
comprob6 que, si el medio no contaba con cobre o contenia solamente las trazas
minimas del metal, no se observaba degradacién del regulador exégeno afiadido a
las membranas de ninguna estirpe. Sin embargo, cuando se afiadid cobre a las
membranas en aquellas muestras que contenian PetP (silvestre, PETR) se observé
una disminucién de la cantidad de PetR-GST. Esta disminucion de la cantidad de
PetR-GST detectada, que debe deberse a la degradacion del regulador, indicaba
gue la proteasa era capaz de, ante una sefial por cobre, activarse y degradar a PetR.
El hecho de que en las membranas del mutante PETP en presencia de cobre no se
produjera un cambio en los niveles de PetR-GST, a diferencia de las membranas de
las estirpes silvestre y PETR, era indicativo de que PetP era necesaria para degradar
PetR (Figura 26A).

Para comprobar que la accion de PetP sobre PetR era directa y no necesitaba de
ninguna otra proteina de Synechocystis se realiz6 este mismo ensayo para estripes
de E. coli que habian sido previamente transformadas con el plasmido
pPHAB_Nat_petRP_WT o pPlat_phaAB_PcpcB_NatR. Las células obtenidas de la
transformacion con el plasmido pPHAB_Nat_petRP_WT (PpetRP) contenian tanto
la proteasa como el regulador de Synechocystis, mientras que las transformadas
con el segundo plasmido (Pvacio) fueron utilizadas de control ya que contenian el
resto del plasmido sin ambos genes. Los extractos totales de PpetRP fueron
capaces de degradar PetR-GST cuando se les afiadié cobre mientras que en
ausencia de cobre este efecto no se observo y en el caso de las muestras
procedentes de las membranas de Pvacio no ocurrié degradacién del regulador ni
en presencia ni en ausencia de cobre (Figura 26B). De esta forma se determin6 que
la accion de PetP era directa sobre PetR y no necesitaba de ninguna proteina
adicional. Por tanto, PetP actla sobre PetR en una respuesta dependiente de cobre
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degradando a PetR, y en este mecanismo proteolitico y de transduccion de la sefial
solo estan implicados PetR y PetP.

Coomasie
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Figura 26. Determinacién de la actividad proteasa de PetP sobre PetR de forma
dependiente de cobre. (A) Las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP crecieron en medio
BG11lc-Cu burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO.. Posteriormente se
obtuvieron los extractos de las mismas y se incubaron con la proteina PetR-GST durante los
tiempos indicados tras la adicion o no de 500 nM de CuSOa. (B) Las estirpes PpetRP y Pvacio
crecieron en medio minimo M9 (Neidhardt et al., 1974) suplementado con LB 0,1%. Se obtuvieron
los extractos de las mismas y se incubaron con la proteina PetR-GST durante los tiempos
indicados tras la adicién o no de 500 nM de CuSOa. Los resultados son representativos de, al
menos, tres experimentos independientes. En ambos casos las proteinas se separaron con un
gel al 12% mediante SDS-PAGE. PetR-GST se detecté mediante Western Blot. Los anticuerpos
empleados en estos analisis, asi como su concentracién, estan descritos en la Tabla 12.

4.2. Determinacion de residuos implicados en la actividad proteasa.

Los resultados obtenidos indicaban que PetP seria capaz de detectar cobre y, como
resultado degradar a PetR. Con el objetivo de determinar qué residuos de PetP
podrian estar implicados en este proceso se procedié a generar mutantes puntuales
tanto de las histidinas conservadas del motivo HEXXH como las metioninas
conservadas que podrian estar implicadas en detectar del cobre.

4.2.1. Generacion de mutantes PETP con residuos alterados.

Para la generacion de los diferentes mutantes puntuales de PetP se transformé el
mutante PETRP con varias construcciones, siendo una de estas la
complementacion de la mutacion PETRP. De forma que, para generar la estirpe
PETRP+RP este se transformé con el plasmido pPHAB_Nat_petRP_WT (Figura
27A). Para generar la estirpe PETRP+HAHA, donde las histidinas 150 y 154 de PetP
fueron sustituidas por alaninas, el mutante PETRP se transformoé con el plasmido
pPHAB_Nat petRP_HAHA. En cuanto a la generacion de los mutantes
PETRP+M53A, PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A, donde las metioninas 53, 58
0 ambas de PetP se alteraron por alaninas, la estirpe PETRP se transformé con el
plasmido pPHAB Nat petRP_M53A, pPHAB_Nat petRP_M58A 0]
pPHAB_Nat_petRP_M53A_M58A. En todos los casos los genes que codifican para
petR y petP se introdujeron bajo su propio promotor (Figura 27A). La segregacion
de estas estirpes se comprob6 mediante PCR (Figura 27B).
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Figura 27. Construccién de las estirpes PETRP+RP, PETRP+HAHA, PETRP+M53A,
PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A. (A) Representacién esquematica de la regién gendmica
phaAB de la estirpe WT (silvestre) y de los mutantes PETRP+RP, PETRP+HAHA,
PETRP+M53A, PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A donde los genes siIr0240-41 (slr0241
puede tener residuos alterados dependiendo del mutante) se expresaron bajo su mismo promotor
en otra regién del genoma de Synechocystis. (B) Analisis mediante PCR de la regién entre phaA
y phaB para comprobar la segregacion de las inserciones de slr0240-41 en los mutantes
PETRP+RP, PETRP+HAHA, PETRP+M53A, PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A empleando
los oligonucleétidos 217 y 218. Como control se empled la estirpe PETRP, parental de los
mutantes.

4.2.2. Analisis fenotipico del mutante PETRP complementado.

Ya que todas las estirpes generadas de mutantes de PetP se basaron en la
complementacion del mutante PETRP bajo su propio promotor se procedid a
comprobar que la estirpe PETRP+RP recuperaba el fenotipo silvestre (Figura 28).
Para ello se realiz6 un experimento donde a las estirpes silvestre y PETRP+RP al
llegar a fase exponencial, creciendo en un medio BG11c-Cu, se les afiadiéo 500 nM
de cobre. A continuacion, se analiz6 la acumulacién de las proteinas Cit ce, Pc,
CopM y GSI mediante Western Blot. Como se muestra en la Figura 28A la estirpe
PETRP+RP presentaba un fenotipo silvestre a diferencia de su parental PETRP
(Figura 19). Ademas, en esta estirpe se observo la presencia de PetR en medio sin
cobre y su degradacion dependiente del mismo (Figura 28B). Por otra parte, para
comprobar la actividad proteasa de la estirpe PETRP+RP se realiz6 el mismo
experimento analizado en el apartado 4.1 con el extracto total de las estirpes
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silvestre, PETRP y PETRP+RP (Figura 28C). Con este experimento se determind
que la estirpe PETRP+RP, a diferencia de las de la estirpe PETRP, es capaz de
degradar la proteina PetR+GST afiadida. Por tanto, la transformacion de la estirpe
PETRP con el plasmido pPHAB_Nat_petRP_WT recupera el fenotipo silvestre
completamente.
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Figura 28. Comprobacién de la recuperacién del fenotipo WT en la estirpe PETRP+RP. (A)
Western Blot de PetJ, PetE, CopM y GSl en las estirpes WT (silvestre) y PETRP+RP, cultivadas
en BG1l1c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu. La proteina total se aisl6 en los tiempos indicados.
Se cargaron 5 ug de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al
15% mediante electroforesis SDS-PAGE. (B) Western Blot de PetR y GSI en las estirpes WT
(silvestre) y PETRP+RP cultivadas en BG11c-Cu tras la adicién de 500 nM de Cu. Tras esto las
células fueron recogidas a los tiempos indicados y las células enteras fueron cargadas (0,2
DOzsonm) Y separadas con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. (C) Las estirpes
WT (silvestre) y PETRP+RP crecieron en medio BG11c-Cu burbujeado con aire enriquecido con
1% (vol/vol) de CO.. Posteriormente se obtuvieron los extractos de las mismas y se incubaron
con la proteina PetR-GST durante los tiempos indicados tras la adicion o no de 500 nM de
CuSOa. Las proteinas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE. PetR-
GST se detectdé mediante Western Blot. Los resultados son representativos de, al menos, tres
experimentos independientes. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su
concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

LCu

4.2.3. Analisis fenotipico de los mutantes puntuales de PetP.

Puesto que la estirpe PETRP+RP era fenotipicamente igual a la estirpe silvestre
(Figura 28) y que se siguié el mismo disefio experimental que para obtener las
estirpes PETRP+HAHA, PETRP+M53A, PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A
(Figura 27) se emple6 PETRP+RP como control en los experimentos relativos a las
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mutaciones puntuales de PetP. Por tanto, la similitud del comportamiento de estas
estirpes con la silvestre se dedujo con respecto a la similitud con PETRP+RP. Como
una primera aproximacion se analizo si se producian cambios en el crecimiento de
estas estirpes mutantes con respecto a las estirpes silvestre, PETRP, y PETRP+RP
en medios con diferente disponibilidad de cobre (Figura 29). Se determiné que, a
diferencia de la estirpe PETRP que crecia mas lentamente en medio sin cobre
disponible, todas las estirpes generadas parecen crecer a la misma velocidad que
la estirpe silvestre independientemente de la disponibilidad de cobre.

BG11C-Cu
300pM BCSA BG11C-Cu BG11C

WT

PETRP

PETRP+RP

PETRP+HAHA

PETRP+M53A

PETRP+M58A

PETRP
+M53AMS8A

Figura 29. Comparacion del crecimiento de las estirpes WT, PETRP, PETRP+RP,
PETRP+HAHA, PETRP+M53A, PETRP+M58A y PETRP+M53AM58A ante diferente
disponibilidad de cobre. Crecimiento de las estirpes en medio solido con diferente
disponibilidad de cobre a 50 umol fotones-m-2 -s1; los cultivos en fase exponencial de cada una
de las estirpes se igualaron a DO7s0nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones 1/10 sembrandose 5 pl
de cada una. Los resultados son representativos de, al menos, tres repeticiones independientes.

4.2.3.1. Analisis fenotipico del mutante PETRP+HAHA.

La primera estirpe analizada fue PETRP+HAHA, aquella en la que se habian
eliminado las histidinas del motivo conservado HEXXH. Estas histidinas en otras
proteasas de la misma familia dependientes de zinc estdn implicadas en la
coordinacién con el atomo de Zn?* (Rawlings y Barrett, 1995; Zhang et al., 2001) .
En dichas proteasas la pérdida de la capacidad de coordinar con este metal conlleva
una pérdida de la actividad proteasa. Para determinar el fenotipo de esta estirpe se
realizaron los mismos experimentos de la seccidn 4.2.2., solo que en esta ocasion
la estirpe control fue PETRP+RP (Figura 30). De forma que primero se estudio la
acumulacion de las proteinas Cit cs, Pc, CopM y GSI (Figura 20A) en respuesta a
cobre. Este mutante presenté grandes semejanzas con la estirpe PETP ya que
acumulaba constitutivamente Cit cs, independientemente de la disponibilidad de
cobre, y no acumulaba Pc aun tras 24 horas en presencia de cobre (Figura 30A).
Para analizar si esta proteina alterada conservaba cierta actividad proteasa se
comprob6 la acumulacién de PetR en respuesta a cobre respecto a la estirpe
PETRP+RP mediante Western Blot (Figura 30B). La estirpe PETRP+HAHA
acumulaba PetR de forma constitutiva e independiente de la presencia o ausencia
de cobre, como ocurria en la estirpe PETP. Por dltimo, se quiso determinar si los
extractos (incluyendo las membranas donde estaria PetP) de esta estirpe
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presentaban actividad proteasa (Figura 30C). Por lo que el extracto total de las
estirpes PETRP+RP y PETRP+HAHA se incubd en presencia o no de cobre con
PetR-GST y se determin6 que tanto en presencia como en ausencia de cobre las
membranas de la estirpe PETRP+HAHA, a diferencia de la estirpe PETRP+RP, eran
incapaces de degradar PetR-GST, tal como ocurria en la estirpe PETP (Figura 26).
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Figura 30. Determinacidn del efecto de la sustitucién de las histidinas H150y H154 en PetP
en el intercambio PetJ/petE y su actividad proteasa sobre PetR. (A) Western Blot de PetJ,
PetE, CopM y GSI en las estirpes PETRP+HAHA y PETRP+RP que han sido cultivadas en
BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu. Se cargaron 5 ug de proteina total de los extractos
solubles y estas se separaron con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. (B) Western
Blot de las proteinas PetR y GSI en las estirpes PETRP+HAHA y PETRP+RP cultivadas en
BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu. Las células fueron recogidas a los tiempos indicados,
cargadas (0,2 DO7sonm) Y separadas con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. (C)
Las estirpes WT (silvestre) y PETRP+HAHA crecieron en medio BG11c-Cu burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2. Posteriormente se obtuvieron los extractos de las mismas
y se incubaron con la proteina PetR-GST durante los tiempos indicados tras la adicion o no de
500 nM de CuSOa. Las proteinas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-
PAGE. PetR-GST se detecté mediante Western Blot. Los resultados son representativos de, al
menos, tres experimentos independientes. En todos los casos los cultivos fueron burbujeado con
aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COx. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como
su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

El conjunto de los resultados obtenidos con el mutante PETRP+HAHA indican que
la eliminacién de las histidinas conservadas inactiva la actividad proteasa de PetP,
probablemente por impedir su unién con el 4&omo de Zn. Como ocurre en las
proteasas de la familia M48/M56.
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4.2.3.2. Andlisis fenotipico de los mutantes puntuales de las metioninas
M53 y M58.

Ya que las metioninas pueden ser residuos implicados en la coordinacién con cobre
(Lu, 2003; Le Sueur etal.,, 2016) y las metioninas M53 y M58 de PetP estan
totalmente conservadas en las cianobacterias (Figura 16A) se generaron los
mutantes de la proteasa M53A, M58A y M53AM58A. De forma que la introduccién
de estas proteinas alteradas permitiera determinar si estos residuos estaban o no
implicadas en el proceso de percepcion de cobre de la proteasa. La primera
aproximacion para determinar si existia una relacion real entre estas metioninas y la
capacidad de detectar cobre de la proteasa se realiz6 mediante la transformacion
de células de E. coli con los plasmidos pPHAB_Nat petRP_WT,
pPHAB_Nat_petRP_M53A, pPHAB_Nat_petRP_M58A y
pPHAB_Nat_petRP_M53AM58A, por lo que estas bacterias expresarian en sus
membranas la proteasa de Synechocystis con o sin las metioninas alteradas. Con
estas células se realizo el mismo experimento que en la seccion 4.1., por lo que los
extractos de las diferentes estirpes generadas se incubaron en presencia o ausencia
de cobre con PetR-GST. En este caso, a diferencia de en la seccion 4.1., se
afadieron concentraciones crecientes de cobre con el objetivo de determinar si
presentaba una sensibilidad a cobre diferente a la de la estirpe control. De los
extractos incubados con cada una de estas concentraciones se tomo un punto tras
5 horas de la adicién de cobre y también se tomé un punto antes y tras 5 horas de
incubacién sin haber afiadido cobre, usando este ultimo como control de que
realmente el medio no contenia un elemento que promoviera la actividad proteasa.
En ninguno de los casos PetP ejercia su actividad proteasa sobre PetR-GST si no
habia cobre presente (Figura 31B). Se comprobd que el doble mutante de ambas
metioninas era incapaz de detectar el cobre independientemente de la
concentracion del mismo mientras que en una proteasa silvestre el cobre se detecta
por encima de 50 nM eficientemente (Figura 31A). En el caso de los mutantes
simples de M53A y M58A se observo una ligera capacidad proteasa con la
consiguiente disminucion de PetR-GST, pero en ningun caso comparable con la de
PetP silvestre (Figura 31A).
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Figura 31. Determinacion del efecto de la sustitucién de las metioninas M53 y/o M58 en la
percepcion de cobre de PetP. (A) La proteina PetR-GST se incubé durante 5 horas con extracto
total de E. coli que habian sido transformadas con los plasmidos pPHAB_Nat_petRP_M53A,
pPHAB_Nat_petRP_M58A, pPHAB_Nat_petRP_M53AM58A o pPHAB_Nat_petRP_WT. Los
resultados son representativos de, al menos, tres experimentos independientes. (B) La proteina
PetR-GST se incubd durante 5 horas a las concentraciones de cobre indicadas con extracto total
de E. coli que habian sido transformadas con los pladsmidos pPHAB_Nat_petRP_M53A,
pPHAB_Nat_petRP_M58A, pPHAB_Nat_petRP_M53AM58A o pPHAB_Nat_petRP_WT. En
ambos casos las células habian crecido en medio minimo M9 suplementado con LB 0,1% y las
proteinas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE. PetR-GST se
detect6 mediante Western Blot. Los anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su
concentracion, estan descritos en la Tabla 12.
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Los resultados obtenidos sugerian que ambas metioninas estarian implicadas en la
deteccion de cobre y cuando se carece de una de ellas la actividad proteasa se veria
mermada, mientras que en el doble mutante la proteina es insensible al cobre
afadido (Figura 31). Para determinar si estas mutaciones afectan in vivo en
Synechocystis a la actividad proteasa se analizé la acumulacion de Cit cs, Pc, CopM
y GSI en las estirpes PETRP+RP, PETRP+M53A, PETRP+M58A vy
PETRP+M53AMS58A en respuesta a la adicion de cantidades crecientes de cobre.
Asi, mediante Western Blot se determiné la respuesta a 500 nM de Cu (Figura 32A,
32B) y 1 uM de Cu (Figura 32C, 32D). Ante la concentracion de cobre estandar (500
nM) se determin6 que el mutante PETRP+M53AM58A presentaba un
comportamiento similar al de la estirpe PETP y PETP+HAHA, ya que en esta estirpe
se observo una expresién constitutiva de Cit cs independientemente de si habia o
no cobre presente. Ademas, en ningun punto tras afiadir cobre se detect6 Pc, pese
a que si se indujo CopM en respuesta a este metal. Relativo a la expresion de PetR
se comprobd que la cantidad de proteina no se alteraba, siendo mayor la cantidad
de esta proteina que en la estirpe PETRP+PR incluso en medio BG11c-Cu (Figura
32A, 32B). Estos datos coincidian con los obtenidos empleando las membranas de
E. coli transformada con los plasmidos pPHAB Nat petRP_M53A,
pPHAB_Nat_petRP_M58A y pPHAB_Nat petRP_M53A_ M58A. (Figura 31). Sin
embargo, los mutantes simples de una u otra metionina presentaron un fenotipo
menos acusado que el de la estirpe PETP. A pesar de que ambos acumulaban PetR
de forma constitutiva, tras afiadir 500 nM de cobre (Figura 32B) la cantidad de esta
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proteina result6 mucho menor a la observada para el doble mutante de las
metioninas. Lo mismo se observo para la acumulacién de Cit ce que sufrié un ligero
descenso tras la adicion de cobre. De hecho, en estos mutantes incluso se observo
una ligera acumulacién de Pc de forma dependiente de cobre. Ya que PetR seria un
represor de petE en las estirpes mutantes PETRP+M53A y PETRP+M58A debe
existir cierto grado de degradacion del regulador que permita esta acumulacion de
Pc que no se daba en el mutante PETP (Figuras 18, 32A, 32B). Cuando la cantidad
de cobre afiadido fue mayor (1 uM) la estirpe PETRP+M53AMS58A volvio a presentar
la misma acumulacién de PetR y Cit ce constitutiva junto con la no acumulacién de
Pc (Figura 32C, 32D). Al ser mayor la cantidad de cobre afiadido la degradacién de
PetR en la estirpe PETRP+RP ocurri6 mas rapidamente. Sin embargo, en estas
condiciones las estirpes PETRP+M53A y PETRP+M58A presentaban una
acumulacion menor de PetR con respecto a los cultivos a los que se les afiadié
menos cobre (Figura 32D). En cualquier caso, esta disminuciéon fue muy leve. El
resultado més significativo en las estirpes PETRP+M53A y PETRP+M58A fue la
menor acumulacién de Cit cs, donde la disminucidn tras la adicion de cobre fue mas
acusada y, ademas, se observo una mayor acumulacion de Pc (Figura 32C).
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Figura 32. Determinacidon de los cambios en la respuesta proteica a cobre debido a la
alteracién de las metioninas M53 y/o M58. (A) Western Blot de PetJ, PetE, CopM y GSI en
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las estirpes PETRP+M53A, PETRP+M58A, PETRP+M53AM58A y PETRP+RP cultivadas en
BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu. La proteina total se aislo6 a los tiempos indicados tras
esto. Se cargaron 5 ug de proteina total de los extractos solubles. (B) Western Blot de PetR y
GSlen las estirpes PETRP+M53A, PETRP+M58A, PETRP+M53AM58A y PETRP+RP cultivadas
en BG1llc-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu. Tras esto las células fueron recogidas a los
tiempos indicados y cargadas (0,2 DO7sonm). (C) Andlisis mediante Western Blot igual al realizado
en el apartado A. A los cultivos se les afiadié 1 uM de Cu. (D) Andlisis mediante Western Blot
igual al realiza en el apartado B. A los cultivos se les afiadié 1 uM de Cu. Los resultados son
representativos de, al menos, tres experimentos independientes. Puesto que el anticuerpo frente
a PetE genera una reaccién cruzada con Pet] en caso de sobreexposicion la banda
correspondiente a PetE aparece remarcada con *. En todos los casos las proteinas se separaron
con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. Los anticuerpos empleados en estos
andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

Esto, unido a los resultados anteriores, sefialé que la capacidad de detectar cobre
al alterar la metionina 53 o 58 se veia parcialmente comprometida mientras que al
eliminar ambas PetP perdia esta capacidad. Por tanto, se determin6 que ambas
metioninas participan en el proceso por el cual PetP es capaz de percibir la
presencia de cobre, siendo un proceso cooperativo que implica tanto a M53 como a
M58.

5. Estudio de la interaccidon genética entre petd, petE, petR y petP.

Con el fin de determinar que realmente no hubiera ningun transportador fotosintético
de electrones alternativo a los candnicos Pc y Cit ce Sse intentd obtener una estirpe
carente de ambas proteinas. Para esto se generé un plasmido que permitiera
obtener una estirpe donde no se expresara petJ, el plasmido pPETJ_Cm. Con este
se transformaron tanto la estirpe silvestre como la estirpe PETE (Giner-Lamia et al.,
2012), generandose asi las estirpes PETJ y PETEJ (Figura 33A). Sin embargo, la
estirpe que careceria de ambos transportadores a pesar de encontrarse totalmente
segregada para la insercion en petE (Figura 33E) no segregé la insercion en petJ ni
tras mas de 2 afios mantenida en presencia del antibiotico de seleccion (Figura 33B).
Esto sugiere que no debe existir un tercer transportador fotosintético de electrones
en el lumen tilacoidal. Igualmente, esto plantea la cuestion de si podria ser factible
sobre un mutante petRP. Para comprobarlo se generaron los mutantes PETER,
PETEP, PETERP (Figura 33C) y PETJR, PETJP, PETJRP (Figura 33D). Ya que
estos mutantes se habian generado mediante la transformacién de PETE y PETJ
con los plasmidos adecuados se verificd la segregacion del operdn slr0240-41 en
los mismos. De forma que solo fueron capaces de segregar PETJR y PETJRP, es
decir aquellos que expresaban constitutivamente petg, y PETEP, es decir aquel que
expresaba constitutivamente petJ. Concluyendo que no es posible obtener un
mutante carente de ambos transportadores a pesar de estudios muy anteriores a
este que aseguran que Synechocystis puede crecer sin ambos (Zhang et al., 1994).
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Figura 33. Comprobacion de la segregaciéon de las estirpes PETJ, PETE, PETEJ, PETER,
PETEP, PETERP, PETJR, PETJP y PETJRP. (A) Esquema de la region gendémica petE y petJ
en la estirpe WT (silvestre) y los mutantes PETE y PETJ. (B) Analisis mediante PCR de la
segregacion de petJ usando los oligonucleétidos 235-236. (C) Analisis mediante PCR de la
segregacion de slIr0240-41 en los mutantes generados sobre fondo PETE usando los
oligonucledtidos 223-248. (D) Analisis mediante PCR de la segregacion de slr0240-41 en los
mutantes generados sobre fondo PETJ usando los oligonuclettidos 223-248. (E) Andlisis
mediante PCR de la segregacién del gen que lo codifica para petE usando los oligonucle6tidos
277-278.

5.1. Estudio de los cambios fisiolégicos de los mutantes PETJ y PETE.

Puesto que los niveles de expresion en la estirpe silvestre de petJ en medio con
cobre y de petE en medio sin cobre parecen despreciables (Figura 15) se procedio
a analizar el crecimiento de las estirpes mutantes generadas. Para ello se realizaron
diluciones seriadas de las mismas donde de una dilucién a otra la cantidad de
células disminuia del orden de 10 veces. Estas estirpes, que provenian de un cultivo
exponencial en BG11c-Cu, se cultivaron en placas con medio BG11c (330 nM Cu),
BG11c-Cu (~30 nM Cu) o BG11c-Cu+BCSA (no hay cobre disponible) y se analizé
su crecimiento (Figura 34A). De esta forma se determind que la estirpe PETE, a
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pesar de ser capaz de crecer en un medio donde haya una alta disponibilidad de
cobre, presenta un importante retraso con respecto a la estirpe silvestre, esto fue
menos acusado en la estirpe PETEP. Ya que los mutantes PETP expresan
constitutivamente petJ (Figura 18) esto debe deberse a la presencia constante de
Cit ce. De igual forma la estirpe PETJ presentaba un ligero retraso respecto a la
estirpe silvestre en medio sin cobre disponible. Este retraso también fue menos
acusado en las estirpes PETJR y PETJRP, probablemente por el mismo motivo.
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Figura 34. Andlisis del crecimiento de las estirpes PETE, PETJ, PETEP, PETJR y PETJRP
ante diferente disponibilidad de cobre. (A) Crecimiento de las estirpes en medio solido con
diferente disponibilidad de cobre a 50 ymol fotones-m-2 -s1; los cultivos en fase exponencial de
cada una de las estirpes se igualaron a DO7s0 nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones 1/10
sembrandose 5 pl de cada una. (B) Andlisis de los niveles de PerE y GSI mediante Western Blot
en las estirpes WT (silvestre), PETP, PETJR y PETJ cultivadas en BG11c-Cu+300 uM BCSA
burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2. Se cargaron 150 ug de proteina total
de un extracto soluble. Estas se separaron con un gel al 15% mediante electroforesis SDS-
PAGE. (C) Analisis de los niveles de Pet] y GSI mediante Western Blot en las estirpes WT
(silvestre), PETR, PETRP, PETEP y PETE cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido
con 1% (vol/vol) de COz2. La carga y separacion de las proteinas se realiz6 como en el apartado
B. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos independientes. Los
anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla
12.

El hecho de que los mutantes PETE y PETJ fueran capaces de crecer en un medio
con cobre y sin cobre disponible, aunque a tasas reducidas (Figura 34A), sugeria
gue en estas condiciones ambas estirpes debian tener un nivel minimo del otro
transportador. Para verificar esto se comprobd mediante Western Blot la presencia
de Pc en el mutante PETJ que habia crecido en medio BG11lc-Cu+BCSA y la
presencia de Cit ce en el mutante PETE que habia crecido en medio BG11c (Figura
34B, 34C). Esto verificoO que, tanto en estas estirpes como en la estirpe silvestre,
para cada una de las condiciones estudiadas esta presente uno u otro transportador.
Por lo que en medio sin disponibilidad de cobre hay una cantidad baja de Pc tanto
en la estirpe silvestre como en la estirpe PETJ, mientras que en medio con cobre
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disponible se acumulaba una cantidad baja de Cit ce tanto en la estirpe silvestre
como en PETE. Lo cual explica el crecimiento en dichas condiciones de los
mutantes. Sin embargo, la cantidad de Pc en el mutante PETP que habia crecido en
medio BG11c-Cu+BCSA o de Cit ¢cs en los mutantes PETR y PETRP que habian
crecido en BGllc estaba fuera de los limites de deteccion. Mediante este
experimento también se ratificé que en medio sin cobre disponible la estirpe PETJR
tiene una alta acumulacién de plastocianina, muy superior a la de la estirpe silvestre
(Figura 34B), mientras que en medio con cobre disponible la estirpe PETEP tiene
una alta acumulacion de citocromo, muy superior a la de la estirpe silvestre (Figura
34C).

6. Estudio a nivel fisiolégicos del efecto de la presencia o ausencia
de cobre en mutantes del sistema PetRP.

Debido al cambio en el patron de expresion de los genes petJd y petE en las estirpes
PETRy PETP y la variacidon en el crecimiento de las estirpes PETJy PETE, respecto
a la estirpe silvestre, se procedid a estudiar aspectos fisioldgicos de los mutantes
gue carecian del sistema de regulacion. Puesto que anteriores estudios, ademas de
los datos plasmados en la Figura 34, desvelaron la dificultad para crecer de
mutantes carentes de plastocianina y citocromo cs en medio con cobre y sin cobre
respectivamente (Duran et al., 2004) se esperaba obtener resultados similares para
los mutante PETR y PETP (Figuras 15, 18). Por tanto, se procedié a determinar si
se producian cambios en el crecimiento o la capacidad fotosintética de estas estirpes
en distintas condiciones de disponibilidad de cobre.

6.1. Efectos sobre en crecimiento.

Para estudiar el efecto del cobre sobre el crecimiento de estirpes PETR, PETRP y
PETP estas, junto a la estirpe silvestre, se cultivaron en la misma manera a la
descrita en la seccidn 5.1. y se siguid su crecimiento (Figura 35A). De forma similar
a lo observado en el mutante PETJ en un medio sin cobre disponible (BG11c-
Cu+BCSA) (Figura 34A), PETR y PETRP presentaron un retraso en el crecimiento
con respecto al resto de estirpes. Sin embargo, si la disponibilidad de cobre era baja
ninguna de estas estirpes presentd un efecto en condiciones de iluminacién
estandar (~50 uymol fotones-m-2 -s'1). Al igual que en estudios anteriores las estirpes
PETRP y PETR fueron indistinguibles entre ellas. A diferencia del mutante PETE, la
estirpe PETP no present6 un retraso en el crecimiento ni siquiera en medio BG11c
(Figuras 34A, 35A), lo cual es debido a que esta estirpe expresa petJ
constitutivamente, por lo que podria usarlo como transportador incluso en presencia
de cobre (Figura 18). Aunque los niveles de citocromo cs en la estirpe PETP son
menores en medio BG11c que en medio BG11c-Cu+BCSA (Figura 20) esta cantidad
del transportador debe ser suficiente para no afectar al crecimiento (Figura 35).

Tanto Pc como Cit cs son necesarios para la reduccion del PSl y, por tanto, para que
la fotosintesis ocurra eficientemente. De forma que se analizo si la alteracion en el
crecimiento era mas acusada a una luz de crecimiento mayor (500 ymol fotones-m-
2 .s1), ya que en esta condicibn se requiere una mayor tasa de transporte
fotosintético. De forma que, ante esto, la presencia de una concentracion mayor de
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estos transportadores podria ser mas necesaria y, por tanto, podria reflejarse un
efecto en el crecimiento que no se observaba a una menor intensidad de luz (Figura
35A) si se reflejase a una mayor luz de crecimiento (Figuras 35B, 35C). Para ello
cultivos de las estirpes silvestre, PETE, PETJ, PETR y PETP que habian crecido en
medio BG11c-Cu se diluyeron en medio BG1llc o BG11lc-Cu+BCSA y una vez
habian alcanzado la fase exponencial se volvieron a diluir a una DO7sonm 0,2. Tras
esto se analizé el crecimiento de los cultivos en ambas condiciones en tiempos
cortos (7 y 24 horas). Se determin6 que en condiciones donde no habia
disponibilidad de cobre tanto el mutante PETJ como el mutante PETR presentaban
un retraso en el crecimiento que era similar en ambas estirpes (Figura 35B). Por otro
lado, cuando habia cobre en el medio el mutante PETE present6 una disminucion
del crecimiento muy acusada, siendo la mitad del de la estirpe silvestre. En estas
mismas condiciones el mutante PETP presentd un ligero retraso respecto a la estirpe
silvestre, algo que no se observaba en las anteriores condiciones (Figura 35A, 35D).
Ya que en estas condiciones PETP expresaba petJ a pesar de haber cobre
disponible (Figura 18), esto sugiere que una diferencia en la eficiencia de Cit cs
respecto a Pc o que la cantidad de Cit ce en la estirpe PETP en medio con cobre era
menor a la cantidad de Pc en la estirpe silvestre en estas condiciones.

6.2. Efectos sobre la fotosintesis.

Para profundizar sobre los cambios fisiolégicos que sufren las distintas estirpes
donde la expresion de petJ y petE se habia visto alterada se estudioé su capacidad
fotosintética utilizando un electrodo de oxigeno. Ya que ambas proteinas son
transportadores de la cadena de transporte electrénica se esperaba que la
capacidad fotosintética de estas estirpes se viera afectada dependiendo de la
disponibilidad de cobre en el medio. Por tanto, se realizaron medidas del
desprendimiento de oxigeno a intensidades luminosas crecientes de estirpes que se
encontraban en fase exponencial en medio BG1llc o medio BG11lc-Cu+BCSA
(Figuras 35D, 35E). A luz saturante los mutantes PETJ, PETJR y PETR, en
condiciones donde el medio no presentaba ninguna disponibilidad de cobre, tuvieron
una ratio de evolucion de oxigeno menor (16,8+0,3 pmol min-t/DO7s0nm, 14,9+1,44
umol mint/DO7sonm Yy 18,9+£0,75 pmol mint/DO7sonm respectivamente) que las
estirpes silvestre  (23+3,82 pumol minY/DO7s0nm), PETE (24,5%£2,46 pmol min-
YDO7s0nm), PETP (23,2+5 pmol min‘Y/DO7sonm) y PETEP (22,2+1,64 pmol min-
1/DO7s0nm), @ pesar que la saturacion se produce a la misma intensidad de luz de
(245 pmol m=2s1). Cuando la disponibilidad de cobre era alta la estirpe PETE
mostraba una gran disminucién en su evolucion de oxigeno alcanzando solo 5,3+2,7
pumol min-t/DO7sonm y Saturandose a 180 pumol m-2s?; las estirpes PETP y PETEP
también presentaron una menor capacidad fotosintética (13,24+2,63 pmol min-
/DO7s50nm Y 13,6£1,56 pmol min-t/DO7sonm respectivamente) que el resto de estirpes
(silvestre (24,11+3,66 pmol min-t/DO7sonm), PETJ (22,25+4,34 pumol min-t/DO750nm),
PETR (21,87+4,36 pumol min-1/D19,8+3,46 pmol min-/DO7sonm) y PETJR (19,8+3,46
umol min-t/DO7s0nm)), a pesar de saturar a la misma intensidad luminosa (245 umol
m-2s1) que el resto de estirpes analizadas. Por lo que en presencia de cobre el
mutante mas afectado fue PETE, posiblemente porque solo presentaba niveles
reducidos de Cit ce. Estos resultados coincidieron con los datos de crecimiento a alta
luz, donde el mas afectado seria el mutante PETE y, pese a expresar de forma
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constitutiva Cit cs, cuando la intensidad luminosa era alta también se veia afectada
la estirpe PETP. En concordancia con el crecimiento (Figura 35F), las estirpes PETR
y PETJ presentaron una menor capacidad fotosintética, respecto a la estirpe
silvestre, cuando no habia cobre disponible; siendo en PETJ un poco mas acusado
(Figuras 34A, 35A, 35D). Puesto que PETR expresaba de forma constitutiva petE
(Figura 15) el retraso deberia deberse a una incapacidad de sintetizar una proteina
funcional sin cobre en el medio.
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Figura 35. Andlisis del crecimiento y la capacidad fotosintética de distintas condiciones
de disponibilidad de cobre para las estirpes PETR, PETP, PETJ, PETE, PETEP y PETJR.
(A) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), PETR, PETP y PETRP en medio solido con
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diferentes disponibilidades de cobre a 50 ymol fotones-m2 -s1; cultivos en fase exponencial de
cada una de las estirpes se igualaron a DO750 nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones 1/10
sembrandose 5 pl de cada una. (B) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), PETJ y PETR en
condiciones donde no hay disponibilidad (BG11lc-Cu + 300 uM BCSA) de cobre a 50 ymol
fotones-m2 -s'1, (C) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), PETE y PETP en condiciones con
alta disponibilidad (BG11c) de cobre a 50 umol fotones-m-2 -s'1, (D) Crecimiento de las estirpes
WT (silvestre), PETJ y PETR en condiciones con alta disponibilidad (BG11c) de cobre a 500 pmol
fotones-m2 -s1, (E) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), PETE y PETP en condiciones
donde no hay disponibilidad (BG11c-Cu + 300 uM BCSA) de cobre a 500 uymol fotones-m-2 -s1,
(F) Evolucion de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), PETJ, PETE, PETR, PETP, PETJR y
PETEP medida con un electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes en cultivos que
se encontraban en fase exponencial (DO7s50=0,5-1) en medio BG11c-Cu+BCSA burbujeado con
aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2. Para PETE se realizaron 5 repeticiones y 4 para la
estirpe WT (silvestre). (G) Evolucion de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), PETJ, PETE,
PETR, PETP, PETJR y PETEP cultivadas en medio BG11c. Las caracteristicas del ensayo son
iguales al del apartado D. Las barras de error corresponden al error estandar de las mismas

7. Andlisis del sistema petRP en la cianobacteria filamentosa
Anabaena.

Puesto que gracias a los diferentes andlisis realizados se ha establecido este
mecanismo de regulacion en respuesta a cobre en Synechocystis se procedio a
estudiar si esto era extensible para otras cianobacterias que contaran con los genes
implicados en el mismo. Para comprobar esto se analizé el intercambio petE/petd y
la relacion de este con el sistema PetR-PetP en la cianobacteria filamentosa y
fijadora de nitrogeno Anabaena sp. PCC 7120. En Anabaena podemos encontrar
una proteina homodloga y que pertenece a la misma familia que PetR de
Synechocystis, esta es la proteina codificada por el gen alr2569. Formando un
operon con este gen se encuentra el gen alr2570, proteina homéloga y de la misma
familia que PetP. PetP en Anabaena, de igual forma que en Synechocystis, cuenta
con 4 regiones transmembrana, aungue se predice que contaria con dos pequefias
hélices reentrantes entre la tercera y cuarta region transmembrana (Figura 36A). Sin
embargo, en lo relativo al citocromo cs hay diferencias respecto a Synechocystis ya
gue Anabaena no solo presenta un gen que codifica para el mismo, alr4251, sino
gue presenta dos variantes de la proteina. De modo que en esta estirpe ademas se
encuentra el citocromo ce-2, codificado por el gen all0161 (Reyes-Sosa et al., 2011;
Pessarakli, 2018), que es capaz de reducir al PSI pero de forma menos eficiente
que el citocromo ces y la plastocianina (Reyes-Sosa et al., 2011) y, ademas, el
citocromo ce-3 (codificado por el gen asl0256). El citocromo cs.3 S€ encuentra solo en
cianobacterias formadoras de heterocistos o en aquellas cianobacterias que han
perdido la capacidad de formarlos, pero en el pasado contaban con ella. En estas
cianobacterias el citocromo Cs.3 S€ encuentra en células vegetativas, su expresion
es independiente de cobre y se cree que podria estar implicado en la diferenciacion
a heterocistos (Torrado, 2017; Torrado et al., 2017). Ademas, Anabaena también
presenta un gen, all0258, que codifica para la plastocianina. Al analizar la
disposicion de estos genes en Anabaena se observaba que el gen que codifica para
la plastocianina se encuentra aguas abajo del gen que codifica para el citocromo Cs.
3 (Figura 36B).
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Figura 36. Estructura tridimensional de PetP en Anabaena y contexto genético de los
genes que codifican para PetR, PetP, plastocianina y los citocromos cs. (A) Analisis
empleando TMHMM de la proteina PetP. Las zonas representadas en rojo corresponderian a
segmentos transmembrana. (B) Representacién esquematica de la distribucion de los genes del
citocromo cs-3 (petJ3), plastocianina (petE), citocromo cs-2 (petJ2), PetR, PetP y citocromo cs
(petd). Solo el operdn petRP esta contiguo en el genoma de la cianobacteria.

6.1. Generacion de los mutantes PETP y PETR

Para estudiar la conservacion de este mecanismo de regulacion se generaron los
mutantes de Anabaena tanto de la proteasa (PETP_An) como del regulador
(PETR_An). Para obtener la estirpe PETR_An se transfirio el plasmido pCSRO
delta_An_petR a Anabaena siguiendo el protocolo de conjugacién triparental
descrito en el apartado 2.3.3. de Materiales y Métodos (Figura 37A). Tras una
primera seleccion en presencia de espectinomicina (Sp), hasta su completa
segregacion, se llevé a cabo un segundo paso para seleccionar las colonias que
eran dobles recombinantes. De forma que estas serian resistentes a sacarosa y
sensibles a Sp, posteriormente estas se comprobaron mediante PCR (Figura 37).
Para generar el mutante PETP_An se siguié la misma estrategia, pero empleando
el plasmido pCSRO_delta_AnpetP_Nat, de forma que este contiene un gen de
resistencia a Nat interrumpiendo el gen alr2570 (Figura 37B). La segregacion
completa de ambas estirpes se comprobé mediante PCR (Figuras 37C, 37D),
determinandose, por tanto, que era posible obtener el mutante de cada una de estas
proteinas también en Anabaena.
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Figura 37. Construccion de las estirpes PETR_An y PETP_An. (A) Representacion
esquematica de la regién génica de alr2569-70 en la estirpe silvestre de Anabaena y el mutante
PETR_An. (B) Representacion esquematica de la region génica de alr2569-70 en la estirpe
silvestre de Anabaena y el mutante PETP_An. (C) Analisis mediante PCR de la segregacion de
alr2560 en el mutante PETR_An usando los oligonucle6tidos 370-371. (D) Andlisis mediante
PCR de la segregacion de alr2570 en el mutante PETP_An usando los oligonucleétidos 370-371.

6.2. Caracterizacién de los mutantes en el sistema petRP de Anabaena.

Con el fin de determinar si en esta cianobacteria también se mantiene la regulacion
por cobre de PetR mediada por PetP se realizd el experimento que se habia
realizado para comprobar la respuesta del mutante PETR a la adiciébn de cobre
(Figura 15) empleando las estirpes silvestres, PETR_Any PETP_An. Analizando su
expresion génica mediante Northern Blot y proteica mediante Western Blot (Figura
38). En este caso el tampon de rotura empleado en las muestras utilizadas para
Western Blot contenia, ademas, 5% de glicerol y 1 mM de EDTA. Con el objetivo de
evitar la degradacion de PetR al romper las células para obtener los extractos
proteicos.

De forma que mediante el analisis de la expresion génica se determiné que, al igual
que ocurre en Synechocystis, el intercambio petJ/petE en respuesta a cobre era
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dependiente de la presencia de PetR y PetP. En el mutante PETR_An nunca se
expresaba petJ ni siquiera en medio con una baja disponibilidad de cobre (BG11-
Cu), condicion en la que si se expresaba en la estirpe silvestre. Ademas, en este
mutante la expresion de petE era constitutiva, independientemente de la presencia
0 no de cobre en el medio (Figura 38A); la expresion de petE en la estirpe silvestre
se observaba solo tras la adicion de cobre. De hecho, como ocurria en
Synechocystis en el mutante PETP_An el efecto fue el contrario al del mutante
PETR_An. En PETP_An petJ se expreso constitutivamente, aunque hubiera cobre
en el medio (Figura 38A) y no se observo expresion de petE, incluso tras 24 horas
de la adicion de cobre. Estos resultados son similares a los obtenidos en
Synechocystis (Figuras 15 y 18), indicando que este mecanismo y su
funcionamiento estan conservados en aquellas cianobacterias que presentan los
genes petJ, petE y petRP.

A WT PETR_An PETP_An
Tiempo(h) 0051 2 424 0051 2 4324 0051 2 424
pet o
petE -
B
WT PETR_An PETP_An
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Figura 38. Anédlisis del sistema de regulacién PetR-PetP y su control en el intercambio
petJ/petE ante cobre en Anabaena. (A) Andlisis mediante Northern Blot de petE y petJ en las
estirpes silvestre, PETR_An y PETP_An. Los filtros con el RNA aislado se hibridaron con las
sondas para petE, petJ y copM y posteriormente se rehibridé con la sonda de rnpB. (B) Western
Blot de PetJ, PetR y GSI en las estirpes de Anabaena silvestre, PETR_An y PETP_An. Se
cargaron 5 pg totales de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel
al 15% mediante electroforesis SDS-PAGE. El simbolo * sefiala la banda especifica de PetR.
Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos independientes. En ambos
casos las células fueron cultivadas en medio BG11-Cu burbujeado con aire enriquecido con 1%
(vol/ivol) de CO2y se tomaron las muestras a los tiempos indicados tras afiadir 500 nM de Cu.
Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan descritos en la
Tabla 12.

Respecto a la acumulacion de estas proteinas solo se estudiaron los niveles de Cit
Cs Y PetR puesto que debido a las diferencias entre la plastocianina de Anabaena 'y
Synechocystis los anticuerpos empleados anteriormente no detectaban la proteina
de Anabaena. El resultado fue similar (Figura 38B) al observado para Synechocystis
(Figuras 15, 18). En la estirpe silvestre se observaba una degradacion de PetR
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dependiente de cobre, algo que no ocurrio en la estirpe PETP_An, en la estirpe
PETR_An no se detect6 PetR en ninguna condicion. Por tanto, en esta cianobacteria
también seria la proteasa la encargada de catalizar la protedlisis de PetR en
respuesta a cobre. El que PetR no disminuyera ante la presencia de cobre en
PETP_An correlaciona con una acumulacién de Cit cs en esta estirpe respecto a la
silvestre, mientras que en PETR_An Cit ce no esta presente (Figura 38B). Esto que
apoyaba que su expresion estaria activada por el regulador. Sin embargo, algo
diferencial en Anabaena con respecto a Synechocystis fue que para esta misma
cantidad de cobre afiadido PetR reaparece tras 24 horas de exposicion a cobre,
mientras que este fendmeno en Synechocystis solamente ocurria a concentraciones
menores (Figura 13). Por tanto, el tiempo de activacion de la proteasa seria menor
en esta cianobacteria o la cantidad de cobre efectiva en ambos organismos debe
diferir ante una misma concentracion exterior. Este hecho coincidié con la menor
disminucion en la cantidad de Cit cs en la estirpe silvestre de Anabaena (Figura 38B),
semejante a lo que sucede en Synechocystis para menor cantidad de cobre afiadido
(Figura 13).

Por tanto, en una cianobacteria diazotréfica como Anabaena parece ser que el
regulador controla de forma dependiente de cobre la expresion de los genes petE y
petJ. Esta proteina activa la expresion de petJ y reprime al gen petE y, a su vez,
seria degradada por PetP ante la presencia de cobre en el medio.
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B. Estudio funcional y
caracterizacion de las
FBPasas de Synechocystis
sp. PCC 6803.
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1. Andlisis fenotipico y fisioldgico de los mutantes de la FBPasay
FBP/SBPasa en Synechocystis.

La actividad FBPasa en organismos fotosintéticos esta implicada tanto en la ruta
oxidativa de las pentosas fosfato como el ciclo CBB y la actividad SBPasa esta
implicada exclusivamente en el ciclo CBB. En cianobacterias, a diferencia de
plantas, no existe una compartimentalizacién y separacion de los procesos entre
cloroplasto (Ciclo CBB) y citoplasma (ruta PPP). Por tanto, el estudio de la
regulaciéon y relacion de estas proteinas de cianobacterias respecto a estos
procesos es necesaria. Las cianobacterias, presentan una enzima doble que
presenta tanto actividad FBPasa como SBPasa (FBP/SBPasa). Algunas
cianobacterias (incluida Synechocystis) ademas presentan una enzima con
actividad FBPasa exclusivamente (FBPasa) (Tamoi et al., 1998). Por tanto, se han
realizado estudios para profundizar el conocimiento sobre la regulacién y
esencialidad de estas actividades

1.1. Determinacién de los niveles de ambas proteinas ante distintas
condiciones de crecimiento.

Como primera aproximacién para conocer los posibles procesos en los que podrian
estar implicados ambas enzimas se realizé la cuantificacion de los niveles de ambas
en distintas condiciones de crecimiento. Para esto se cultivé la estirpe silvestre en
diferentes condiciones respecto a la disponibilidad de carbono y/o luz. De forma que
durante 30 horas esta estirpe crecidé en un medio con limitacién de carbono (BG11
sin suplementacion de carbono y 50 ymol fotones-m -s'1), condiciones estandar de
crecimiento (BG11c con suplementacion de carbono al 1% y 50 ymol fotones-m2 -s-
1), alto carbono (BG11c con suplementaciéon de carbono al 3% y 50 umol fotones-m-
2.s1), oscuridad (BG11c con suplementacién de carbono al 1% y O ymol fotones-m-
2.s1), alta luz (BG11c con suplementacion de carbono al 1% y 185 umol fotones-m-
2.s1), baja luz (BG11c con suplementacién de carbono al 1% y 5 ymol fotones-m-2
-s'1), mixotrofia (BG11c con suplementacion de carbono al 1%, glucosa 10 mM y 5
pmol fotones-m2 -s'1) y fotoheterotrofia (BG11c con suplementacion de carbono al
1%, glucosa 10 mM, DCMU 50 uM y 5 pmol fotones-m-? -s1). En estos cultivos se
determind la cantidad de ambas proteinas mediante Western Blot (empleando los
anticuerpos obtenidos previamente por el laboratorio), utilizando como valor de
referencia las condiciones de cultivo estandar. De forma general, los niveles de
proteina permanecen constantes independientemente de las condiciones de
crecimiento, observandose solo un aumento de ambas cuando la cantidad de
carbono estaba limitada (Figura 39).

Por tanto la cantidad de estas enzimas permanece constante de forma general,
aunque la actividad FBPasa total aun podria variar por su regulacion, como ocurre
en las enzimas de plantas (Michelet et al., 2013). Por tanto, que no hubiera grandes
diferencias en la cantidad de ambas enzimas no significa que las actividades
FBPasa y SBPasa permanezcan constantes en estas condiciones.
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Figura 39. Regulaciéon de la cantidad de FBP/SBPasa y FBPasa dependiente de las
condiciones de luz y carbono. mediante por Western Blot de la cantidad de FBP/SBPasa o
FBPasa con respecto a la cantidad de las mismas en BG11c burbujeado con aire enriquecido
con 1% (vol/vol) de CO2 a 50 ymol fotones'm2 -s'1 (UE). G hace referencia a medio BG11c con
10 mM de glucosa (mixotrofia) y G+D a medio BG11c con 10 mM de glucosa y 50 uyM de DCMU
(fotoheterotrofia). Se cargaron 5 g totales de proteina total de los extractos solubles y estos se
separaron mediante un gel al 10% de SDS-PAGE. A menos que se indique el porcentaje de
carbono burbujeado corresponden al 1% (vol/vol) de CO.. El cultivo realizado aire se tamponé
con 10 mM pH 7,5 TES-NaOH. Los resultados se normalizaron con la cantidad de GSI. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de las mismas. Los anticuerpos empleados en estos
andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

1.2. Estudio de los mutantes AF y AF/S.

Para determinar la importancia de ambas enzimas en Synechocystis se realiz6 el
analisis fenotipico y fisiolégico de los mutantes carentes de la enzima bifuncional
(AF/S; slr2094::EryR; Tabla 1) (Garcia-Cafias, 2015) o de la enzima que solo
presentaba actividad FBPasa (AF; slr0952::Sp/StR; Tabla 1). La segregacion de las
estirpes se comprob6 mediante PCR y la no expresion de la FBPasa en el mutante
AF y de la FBP/SBPasa en el mutante AF/S se comprob6 mediante Western Blot
(Figura 40). El mutante AF/S solo segregaba ante la presencia de glucosa en el
medio de cultivo (Yan y Xu, 2008; Garcia-Cafias, 2015). Sin embargo, el doble
mutante carente de ambas enzimas no segregaba en ninguna de las condiciones de
cultivo empleadas (Figura 40A). Para analizar en mayor detalle el comportamiento
de estas estirpes se cultivaron en condiciones de fotoautotrofia, mixotrofia o
fotoheterotrofia; midiéndose su crecimiento (como DOg7sonm), acumulacién de
clorofila y capacidad de crecer en dichas condiciones. En todos los casos las
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estirpes provenian de cultivos sélidos donde ya estaban adaptadas a mixotrofia y
los preindculos de cultivos liquidos también crecieron en condiciones de mixotrofia.
Este proceso de preadaptacion se realizo para asegurar que las posibles diferencias
en el crecimiento realmente se debieran a cambios en el metabolismo debidos a las
caracteristicas de cada estirpe y no a una alteracion en la capacidad de adaptarse
a glucosa.
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Figura 40. Crecimiento de los mutantes AF y AF/S en diferentes condiciones de
disponibilidad de carbono y luz. (A) Representacién esquematica de la regién gendémica
slr2094 en la estirpe WT (silvestre) y el mutante de insercion AF/S. Comprobacion de la
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segregacion de AF/S y de la estirpe AF/SAF cultivados en mixotrofia mediante PCR con los
oligonucledtidos 143 y 164. (B) Representacion esquematica de la region gendémica slr0954 en
la estirpe WT (silvestre) y el mutante de insercion AF. Comprobacion de la segregacion de AF
cultivado en mixotrofia mediante PCR con los oligonucleétidos 144 y 145. (C) Andlisis mediante
Western Blot de la enzima FBP/SBPasa en las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF cultivadas en
mixotrofia. Se cargaron 5 ug totales de proteina total de los extractos solubles y estas se
separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE. (D) Western Blot de la enzima
FBPasa realizado de igual forma al del apartado C. (E) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre),
AF/S y AF en diferentes condiciones tréficas: fotoautotrofia, mixotrofia o fotoheterotrofia (con 10
mM de glucosa y 0,05 mM de DCMU). Los cultivos en fase exponencial de cada una de las
estirpes se igualaron a DO7s0nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones 1/10 sembrandose 5 pl de cada
una. (F) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en agitacion y condiciones de
fotoheterotrofia. (G) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en agitacion y
condiciones de mixotrofia. (H) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en agitacion
y condiciones de fotoautotrofia. (I) Cantidad de clorofila normalizada por el crecimiento de las
estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en agitacion y condiciones de fotoautotrofia (BG11c),
mixotrofia (G) y fotoheterotrofia (G+D) (J) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre) y AF en
diferentes regimenes de luz: luz continua, dia largo (16 horas de luz) o dia corto (8 horas de luz.
El experimento se realiz6 como el apartado E En este caso las estirpes se cultivaron en un fitotrén
con una luz de crecimiento fue de 60 umol fotones-m2 -s'1, Las placas de dia corto se cultivaron
durante 11 dias mientras que las placas de dia largo y luz continua solo 7 dias. Los resultados
representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de error
corresponden al error estandar de los mismos. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi
€como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

En una primera aproximacion se determino el crecimiento de cada estirpe en las
diferentes condiciones. Por tanto, se realizaron diluciones seriadas de los cultivos
en medio solido y fotoautotrofia, mixotrofia o fotoheterotrofia (Figura 40E). Del
mismo modo, se analizaron mas detalladamente sus caracteristicas en medio
liquido y las diferentes condiciones mediante el estudio de su crecimiento y la
acumulacion de clorofila. Ya que la estirpe AF/S era sensible a luz los experimentos
se realizaron a baja luz (5 pmol fotones-m= -s'1). De esta forma se ratifico que dicha
estirpe era incapaz de crecer fotoautotréficamente (Figura 40E, 40H), posiblemente
debido a que sin una actividad SBPasa la cianobacteria es incapaz de fijar carbono
fotosintéticamente. Ademas, esta estirpe en condiciones de mixotrofia y
fotoheterotrofia alcanz6 un mayor crecimiento que el resto de las estirpes a los
tiempos estudiados (Figura 40E, 40F, 40G). Puesto que las rutas del catabolismo de
la glucosa y la fijacion de carbono comparten intermediarios esta mejora del
crecimiento podria deberse a una menor toma de estos intermediarios desde las
rutas catabdlicas hacia la fijacion (Makowka et al., 2020). Sin embargo, pese a que
la estirpe AF result6 indistinguible de la estirpe silvestre tanto en fotoautotrofia como
en mixotrofia o fotoheterotrofia, se determiné que cuando dicha estirpe crecia en
ciclos de luz/oscuridad presentaba una disminucién en el crecimiento respecto a la
estirpe silvestre (Figura 40J). Este efecto se potenciaba en ciclos de dia corto (8
horas de luz y 16 horas de oscuridad) respecto a ciclos de dia largo (16 horas de
luz), lo que apoyaba que la enzima tuviera un papel en la ruta de las pentosas fosfato
durante la oscuridad.

1.2.2. Determinacién del consumo de carbono.

Ya que tanto la actividad FBPasa como la actividad SBPasa son importantes para
los ciclos del carbono en organismos fotosintéticos, se analizé la capacidad de
acumular carbono en forma de glucégeno o tomar la glucosa del medio de las
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estirpes mutantes AF/S y AF respecto a la estirpe silvestre. Como la estirpe AF/S es
incapaz de crecer sin un aporte exdgeno de carbono, se determin6 el consumo de
glucosa del medio en mixotrofiay, debido a la sensibilidad a la luz de esta estirpe,
estos experimentos se realizaron a baja luz (5 ymol fotones'-m=2? -s1). A esta
intensidad de luz la actividad metabdlica a través de las pentosas fosfato debe estar
activa para la metabolizacion de la glucosa (Nakajima et al., 2014).

Para estudiar la metabolizacién del carbono se determiné la cantidad de glucosa
extracelular que quedaba en el medio en las distintas estirpes tras inocularlas en
medio fresco que contenia glucosa 10 mM; estos cultivos fueron burbujeados con
aire que contenia CO, (1% vol/vol) (Figura 41B). Para cuantificar la glucosa se
tomaron muestras de sobrenadante de los cultivos a la vez que se determinaba el
crecimiento de los cultivos. Tanto en agitacion como en esta condicion, donde las
estirpes contaban con un suplemento de CO., la estirpe silvestre y la estirpe AF
crecieron a la misma tasa y mas lentamente que la estirpe AF/S en mixotrofia
(Figuras 40G, 41A). Se determind que las estirpes silvestre y AF casi no empleaban
esta glucosa afadida para crecer, ya que la cantidad de glucosa en el medio durante
los primeros dos dias vari6 muy levemente. Sin embargo, estas estirpes si que
presentaron un aumento en su crecimiento al emplear el CO2 del aire. En el caso del
mutante AF/S, este utilizd la glucosa extracelular para crecer puesto que esta
disminuy6 progresivamente conforme aumentaba el crecimiento del cultivo (Figura
41A, 41B). Tras 96 horas de crecimiento mixotréfico esta estirpe solo presentaba el
4% de la glucosa inicial mientras que las otras estirpes aun contaban con mas del
45% de la glucosa inicial en el medio. De hecho, tras solo 24 horas de cultivo, las
estirpes AF vy silvestre habian consumido menos del 10% de glucosa extracelular
mientras que en el caso del mutante AF/S ya se habia consumido casi el 40% de la
glucosa.

Por otro lado, se determiné la cantidad de glucdgeno en estas estirpes tanto en
condiciones de mixotrofia como en fotoautotrofia (Figuras 41C, 41E). En este caso
hay que sefialar que la estirpe AF/S no sobrevive tras 72 horas sin glucosa, de forma
que fue imposible determinar la cantidad de glucégeno en fotoautotrofia a las 72
horas (Figura 41D). Tanto en mixotrofia como fotoautotrofia, durante las primeras
horas, el mutante AF presentaba una menor disminucién en los niveles de glucégeno
por lo que probablemente lo consumia mas lentamente. Asi, tras 24 horas creciendo
en condiciones fotoautotréficas los niveles de glucégeno fueron un 20% mayor que
los de la estirpe silvestre (Figura 41E), mientras que en mixotrofia fueron un 11%
mayor (Figura 41C). Los niveles de glucégeno del mutante AF/S en fotoautotrofia
(Figura 41E) no presentaron cambios tras las primeras 24 horas en dicha condicion,
mientras que las estirpes AF y silvestre si presentaron una leve disminucién
paulatina de glucégeno. Sin embargo, en condiciones mixotréficas la estirpe AF/S si
gue movilizé este glucégeno de una forma similar a la observada en las otras
estirpes analizadas (Figura 41C). Por tanto, la mayor cantidad de glucosa que
interiorizo la estirpe AF/S con respecto a las estirpes silvestre y AF no se acumulo
en forma de glucogeno, sino que se emple6 para su crecimiento. Posiblemente la
toma de glucosa del medio fue preferente para la estirpe AF/S respecto al consumo
de glucdgeno propio.
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Figura 41. Consumo de glucosa extracelular y glucégeno de las estirpes WT AF y AF/S en
mixotrofia y fotoautotrofia. (A) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en medio
mixotrofia. (B) Consumo de glucosa en las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF cultivadas en
condiciones de mixotrofia. El 100% es la medida de glucosa obtenida de BG11c+10mM de
glucosa afadida. (C) Niveles de glucégeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF cultivadas
en condiciones de mixotrofia. (D) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF en
fotoautotrofia. (E) Niveles de glucégeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF cultivadas en
condiciones de fotoautotrofia. Los resultados representan la media de, al menos, tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estdndar de los mismos.
Los experimentos se realizaron a baja luz 5 umol fotones-m-2 -s, y los cultivos fueron burbujeado
con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COs..

1.2.3 Determinacién de las tasas fotosintética y respiratorio de las estirpes
AF/S y AF.

Puesto que la estirpe AF/S presenta grandes diferencias respecto a la estirpe
silvestre en crecimiento y metabolizacion de carbono dependiendo de las
condiciones tréficas, se estudié la capacidad respiratoria y fotosintética de las
diferentes estirpes. Ademas, puesto que la estirpe AF presentaba ligeras diferencias
en cuanto a la degradacién de glucégeno podria presentar variaciones en la tasa
respiratoria. Ya que ambas actividades enzimaticas estan implicadas en el ciclo de
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CBB es esperable esté afectado y se acumule algun metabolito por variaciones en
una o ambas actividades.

Para determinar la capacidad fotosintética de las distintas estirpes se realizo el
mismo experimento que el descrito en el punto 1.2.2., por lo que las estirpes
crecieron en mixotrofia como un pre-cultivo y este se lavé para finalmente crecer en
fotoautotrofia o mixotrofia. De estos cultivos se realizaron curvas de saturacion a
intensidades luminosas crecientes con un electrodo de Clark en ambas condiciones
a las 24 y 48 horas de crecimiento (Figura 41A). Ya que estos cultivos estaban
creciendo en condiciones de baja intensidad luminosa (5 pmol fotones-m? -s1;
Figura 21), la estirpe silvestre saturaba antes que en experimentos anteriores donde
la luz de crecimiento era de 50 umol fotones-m-2 -s1 (Figura 35D), pues contaban
con una maquinaria de captacion de energia adaptada a baja luz. Tras 24 horas de
crecimiento mixotréfico todas las estirpes saturaban a la misma intensidad luminosa
(500 pmol fotones'm=2 -s1), siendo ligeramente menor la ratio de evolucién de
oxigeno del mutante AF/S (5,5 1,2 pmol min-/DO7sonm) que la de las estirpes AF y
silvestre (6,712 pmol min-t/DO7sonm Yy 7,5£1,7 pmol min-/DO7sonm, respectivamente)
(Figura 42A). A pesar de esto, el crecimiento de la estirpe AF/S era mayor (Figura
41A), por lo que este aumento en el crecimiento no guardaba relacién con una mayor
capacidad fotosintética. Puesto que al carecer de la actividad SBPasa no deberia
ser capaz de fijar carbono, el aumento en el crecimiento de esta estirpe estaria
fundamentado en una mayor eficiencia en el consumo de glucosa (Figura 41B). Tras
48 horas de crecimiento en estas condiciones, la intensidad luminosa a la que
saturaban las tres estirpes se mantuvo constante mientras que la estirpe silvestre
presenté una mayor ratio de evoluciéon de oxigeno (12,2 +3,7 umol min-/DO7s0nm)
que 24 horas antes, siendo a su vez ligeramente superior al de las estirpes AF y
AF/S (1022 pmol mint/DO7sonm ¥y 8,5+1,5 pumol min-t/DO7sonm, respectivamente)
(Figura 42B).

Respecto al desprendimiento de oxigeno durante el crecimiento fotoautotrofico las
estirpes silvestre y AF presentaban ratios similares de evolucion de oxigeno (11,442
pumol min-t/DO7sonm Yy 11,4+1,3 pumol min-t/DO7s0nm respectivamente tras 24 horas de
crecimiento fotoautotrofico y 13,2+2,4 pmol mint/DO7sonm y 13,5+0,9 pmol min-
1/DO7s0nm respectivamente tras 48 horas) y saturaron a la misma intensidad de luz
gue en mixotrofia, 500 ymol fotones-m= -s-1 (Figura 42C, 42D). Ya que estas estirpes
presentaban un crecimiento casi idéntico tanto en baja luz (Figura 41A) como en alta
luz (Figura 59A, 59B) era esperable que tuvieran la misma capacidad fotosintética
en fotoautotrofia. En esta condicidén trofica el mutante AF/S presenté grandes
diferencias con respecto a las otras estirpes, pues saturé a 245 pymol fotones-m=2 -s-
1y la ratio de evolucién de oxigeno era un 80% menor a la de las otras dos estirpes
tras 24 horas de crecimiento sin glucosa en el medio (Figura 42C). A las 48 horas
de crecimiento en esta condicion el mutante AF/S no presentdé produccion de
oxigeno, por lo que el transporte electronico fotosintético no ocurria en este
organismo o la tasa del mismo era menor a la tasa respiratoria.
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Figura 42. Desprendimiento de oxigeno ante diferentes condiciones de disponibilidad de
carbono de las estirpes AF/S y AF. (A) Evolucién de oxigeno de las estirpes WT (silvestre),
AF/S y AF medida con un electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes tras 24 horas
de crecimiento en mixotrofia. (B) Evolucion de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF
medida con un electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes tras 48 horas de
crecimiento en mixotrofia. (C) Evolucion de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF
medida con un electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes tras 24 horas de
crecimiento en fotoautotrofia. (D) Evolucion de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF
medida con un electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes tras 48 horas de
crecimiento en fotoautotrofia. Los resultados representan la media de, al menos, tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estdndar de los mismos.
Todos los cultivos crecieron burbujeados con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COs-.

Para determinar la tasa respiratoria de los diferentes mutantes en mixotrofia y
fotoheterotrofia se realiz6 el mismo disefio de los experimentos anteriores, pero
cultivandolos durante 24 horas en condiciones de mixotrofia o fotoheterotrofia. La
respiracion se midido con un electrodo de Clark, determinandose el consumo de
oxigeno durante 60 minutos de oscuridad. Tanto en mixotrofia como en
fotoheterotrofia las estirpes AF y silvestre presentaron una respiracion y, por tanto,
probablemente un consumo de glucosa similar (Figura 42). Este consumo de
oxigeno medido era superior en condiciones de fotoheterotrofia (2,24+0,8 y 2,4+0,8
pumol mint/DO7sonm en mixotrofia y 3,26+0,3 y 3,6+0,6 pmol mint/DO7sonm €N
fotoheterotrofia para AF y la estirpe silvestre respectivamente). Puesto que al afiadir
DCMU (para simular fotoheterotrofia) Synechocystis solo puede realizar el flujo
ciclico de electrones y no el lineal (donde se libera oxigeno) es esperable que el
consumo de oxigeno total sea mayor. En el caso de la estirpe silvestre este consumo
ligeramente superior, coincidia con el consumo de glucodgeno ligeramente superior
también (Figura 41C). En mixotrofia y fotoheterotrofia el consumo de oxigeno para
el mutante AF/S fue de 4,240,3 y 6,4+0,6 pmol min-Y/DO7s0nm respectivamente,
siendo mayor en fotoheterotrofia y superior al experimentado por las otras estirpes.
Ya que esta estirpe en mixotrofia tenia una cantidad de glucdégeno similar al resto
de estirpes el mayor aumento de la tasa respiratorio correlacionaba con un mayor
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consumo de glucosa extracelular (Figura 41B). El que todas las estirpes presentaran
un mayor consumo de oxigeno al afladir DCMU sefiala que probablemente habria
diferencias respecto a la actividad de las oxidasas terminales.
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Figura 43. Consumo de oxigeno de las estirpes AF/S y AF e mixotrofia y fotoheterotrofia.
Consumo de oxigeno de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF medida con un electrodo de Clark
tras estar los cultivos 60 minutos de oscuridad. Estos cultivos se encontraban en fase
exponencial (DO7s0=0,5-1) creciendo en mixotrofia o fotoheterotrofia burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de CO.. Los resultados representan la media de, al menos, tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estdndar de los mismos.

2. Analisis de la regulacién redox de la FBP/SBPasa y la FBPasa.

Estudios anteriores realizados in vitro en estas dos enzimas determinaron que
ambas sufrian una regulacién inversa, asi la enzima FBP/SBPasa es activa reducida
y su actividad disminuye al oxidarse (Garcia-Cafas, 2015) mientras que la enzima
FBPasa es activa en su forma oxidada y su actividad disminuye al reducirse (Gomez
Romero, 2015). Sin embargo, aunque las cisteinas implicadas en el puente disulfuro
que activaria a la enzima FBPasa ya se determinaron (Gémez Romero, 2015), en el
caso de la FBP/SBPasa las cisteinas implicadas en el puente disulfuro que
inactivarian a la enzima no se conocian con precision (Feng et al., 2013; Cotton
et al., 2015). Esta dificultad para discernir las cisteinas implicadas se basa en que
la enzima FBP/SBPasa presenta 9 cisteinas, mientras que la enzima FBPasa solo
3. De la misma forma, la regulacion in vivo ante diferentes condiciones de
crecimiento, para ambas enzimas, era desconocida.

Para profundizar en si realmente esta regulacion redox ocurria in vivo y, por tanto,
era posible que ambas FBPasas estén implicadas de forma diferencial en la fijacion
de CO: o0 en la ruta OPP, se analiz6 la actividad in situ (Figura 44). De forma que,
empleando las estirpes AF/S y AF se buscaba conocer en qué condiciones redox
estas enzimas serian funcionales, como FBPasas, en el interior celular. Con el fin
de determinar la cantidad de magnesio necesaria para este ensayo, ya que es un
cofactor esencial, la actividad se midié a diferentes concentraciones del mismo (15,
30, 75y 150 mM) y se establecid que, en el caso de estas enzimas cianobacterianas,
75 mM era la cantidad adecuada para obtener la maxima actividad posible. La
necesidad de una cantidad tan elevada de magnesio probablemente se deba a que,
al realizar el ensayo con un organismo con una cantidad de clorofila elevada, esta
clorofila actie quelando magnesio de forma parcial. Por tanto, la cantidad efectiva
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del mismo seria menor. El ensayo se realiz6 siguiendo las indicaciones establecidas
en la seccion 5.1.2. de Materiales y Métodos. Puesto que la enzima FBP/SBPasa
era facilmente oxidable por aire no pudo descartarse que al realizar este ensayo la
enzima se oxidara de forma parcial artificialmente.

Como se puede observar en la figura 44 la actividad FBPasa de la estirpe AF/S
disminuy6 en condiciones reductoras (Figura 44A) mientras que la de la estirpe AF
disminuy6d en condiciones no reductoras (Figura 44B). Sin embargo, tanto en
condiciones no reductoras para la estirpe AF/S como en condiciones reductoras
para la estirpe AF la actividad fue muy similar a la de la estirpe silvestre, presentando
ligeras variaciones a la menor concentracion de magnesio estudiada. Ya que la
actividad FBPasa obtenida en el mutante AF/S corresponderia a la de la enzima
FBPasa los resultados coincidieron con que esta enzima principalmente seria
funcional en condiciones no reductoras (Figura 41B), mientras que en condiciones
reductoras esta estirpe presentd menos de un 20% de la actividad de la estirpe
silvestre. Esto apoya los estudios in vitro sobre la regulacion de esta enzima, que
seria activa oxidada y su actividad disminuiria en condiciones reductoras (Gomez
Romero, 2015). En la estirpe AF la actividad fructosa-1 6-bisfosfatasa seria
exclusivamente debida a la enzima FBP/SBPasa. En este caso en condiciones
reductoras la actividad era muy similar a la de la estirpe silvestre (Figura 44A) lo que
coincidia con el hecho de que la FBP/SBPasa al reducirse pase a un estado activo
(Garcia-Cafas, 2015). De igual forma en condiciones no reductoras la actividad fue
menor a la mitad de la actividad total de la estirpe silvestre.
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Figura 44. Medida in situ de la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa. (A) Medida de actividad
FBPasa in situ tras la adicion de 10 mM de DTT de las estirpes WT (silvestre), AF/S y AF con
distintas concentraciones de magnesio en el ensayo. (B) Medida igual al apartado A pero sin
DTT afiadido. Los resultados provienen de, al menos, tres experimentos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar de los mismos. Las muestras se tomaron de
células cultivadas en mixotrofia, baja luz (5 umol fotones-m=2 -s1) y burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de CO:2

Estos resultados sugieren que, en Synechocystis, la enzima FBP/SBPasa actla en
condiciones reductoras (fotosintesis activa), mientras que la FBPasa actuaria en
condiciones no reductoras, que coincidirian con periodos de oscuridad.

2.1. Regulacion in vitro en la actividad FBPasa por tiorredoxina en
Synechocystis.
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Para los ensayos de regulacion por oxidacion-reduccion de las enzimas FBPasa y
FBP/SBPasa realizados con anterioridad se habian empleado, de forma general,
oxidantes artificiales como DTNB o Cu (Feng et al.,, 2013; Garcia-Cafas, 2015;
GoOmez Romero, 2015). Con el fin de determinar si estos oxidantes podian generar
cambios irreversibles por sobreoxidacion en las enzimas se realizé un estudio de la
reactivacion de las mismas tras el tratamiento con estos compuestos (Figura 45A).
Se midi6 la actividad de la enzima recombinante FBP/SBPasa que, tras su
purificacién, fue oxidada con 50 uM de CIl>Cu o con el Oz atmosférico mediante su
agitacion durante la noche. Tanto la enzima oxidada, por ambos métodos, como la
enzima recién purificada se redujeron con 10 mM de DTT, para asi determinar si la
actividad méxima coincidia tras los diferentes métodos de oxidacion o estos habian
generado cambios irreversibles. Mientras que con la oxidacion mediada por cobre
producia una inactivacion total, la oxidacion por aire reducia la actividad a un 5 %
de la actividad maxima (Figura 45A). Sin embargo, la reactivacion por reduccion con
DTT tras uno y otro tratamiento presentd grandes diferencias; la proteina oxidada
con cobre alcanz6 un 40 % de su actividad maxima tras reducirse con DTT, mientras
que la proteina oxidada con aire alcanzé mas de un 80% de su maxima actividad al
reducirse. De forma que la oxidacién con cobre debia haber generado cambios
irreversibles en la enzima. Basandonos en estos resultados se escogio la oxidacion
en aire como el mejor método de oxidacién de las enzimas. En el caso de la FBPasa,
al ser activa oxidada, la oxidacién con cobre y aire aumento la actividad de la enzima
y posteriormente pudo ser reducida con DTT hasta una actividad similar a la
observada en la proteina que no habia sido oxidada (Figura 45C). De forma que en
esta enzima no se produciria un cambio irreversible en la misma al oxidarla con
cobre.
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Figura 45. Regulacion redox in vitro de la actividad de la FBP/SBPasa y FBPasa de
Synechocystis. (A) Ensayo de la actividad FBPasa en preparaciones de la enzima FBP/SBPasa
recién purificada, oxidada durante 15 horas con aire mediante su agitacion u oxidada con 50 yM
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de Cl:Cu. Para comprobar la actividad totalmente reducida tras los tratamientos las
preparaciones se trataron con 10 mM de DTT. (B) Valoracién redox de la actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa de la FBP/SBPasa que previamente habia sido oxidada con aire durante 15 horas.
La actividad se analiz6 tras 30 minutos de incubacion a los En indicados obtenidos mediante la
adicién de 20 mM de DTT en diferentes proporciones de ditiol/disulfuro. Tras esto se afiadi6 el
sustrato. El potencial redox del punto medio se calculé empleando el programa informatico
Prism5. (C) Ensayo de la actividad FBPasa en preparaciones de la enzima FBPasa recién
purificada, oxidada durante 15 horas con aire mediante su agitaciéon u oxidada con 50 yM de
Cl2Cu. Para comprobar la actividad totalmente reducida tras los tratamientos las preparaciones
se trataron con 10 mM de DTT. (D) Valoracion redox de la enzima FBPasa realizada como en
el apartado B. Los resultados representan la media de, al menos, tres experimentos
independientes. Las barras de error corresponden al error estandar de los mismos.

Uno de los principales sistemas de regulacion redox en los diferentes organismos
son las tiorredoxinas. Synechocystis presenta 4 tipos de tiorredoxinas: TrxA, TrxB,
TrxQ y TrxC (Florencio et al., 2006), aunque recientemente se ha demostrado que
TrxC no presenta la actividad tiorredoxina tipica, de forma que no parece estar
implicada en la regulacion redox de proteinas diana (Deschoenmaeker et al., 2018;
Lépez-Maury et al., 2018; Mihara et al., 2020). Ya que existia la posibilidad de que
al presentar regulacion redox estas enzimas estuvieran reguladas por las
tiorredoxinas A, B 0 Q se analiz6 el potencial redox de las mismas a pH 8. Para esto
se emplearon diferentes porcentajes de DTT oxidado y reducido que se incubaron
con las enzimas y posteriormente se midio su actividad FBPasa (Figura 45). De
forma que se determiné que la FBPasa a pH 8 presenta un punto medio de potencial
redox (Ems) de -356 mV (Figura 45D) y que, tal y como indicaban los estudios
anteriores (Gomez Romero, 2015), el cambio de un estado activo a un estado
inactivo por su reducciéon se deberia a la ruptura de un solo puente disulfuro. Sin
embargo, en el caso de la FBP/SBPasa el paso de un estado inactivo a un estado
activo, por su reduccion, parece deberse a la ruptura de dos puentes disulfuro ya
que la valoracion redox de esta enzima muestra un doble punto de inflexion (Figura
45B). Por tanto, habria mas de un par de cisteinas implicadas. Del mismo modo, se
calculd Eng para estos dos puentes y corresponderia con un valor de -354,6 y -308,5
mV. En ambos casos, estos valores podrian ser compatibles con una posible
reduccion de las enzimas debido al efecto de las tiorredoxinas (Mihara et al., 2020).
Por tanto, se estudio in vitro la posible regulacion de ambas FBPasas mediada por
las tiorredoxinas TrxA, TrxB y TrxQ (Figura 46).

Tras esto se realizaron ensayos de actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa al afadir
TrxA, TrxB y TrxQ de ambas enzimas que habian sido oxidadas con aire. Para
asegurar la total reduccion de la tiorredoxina adicionada esta se incub6 30 minutos
con 10 uM de DTT en la mezcla de reaccion antes de la adicion de la enzima y el
sustrato de la reaccion, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.1.1. de
Materiales y Métodos. La cantidad de DTT afiadida fue un compromiso para que no
se produjera una fuerte inactivacion de la FBPasa, ni una gran activacion de la
FBP/SBPasa. Se afadié una cantidad de DTT que generaba una inactivacion de un
10 % en la FBPasa y una activacion menor al 20 % en la FBP/SBPasa. Al estudiar
la activacion por tiorredoxina de ambas proteinas se determind que la enzima
FBP/SBPasa era capaz de regularse positivamente por las tres tiorredoxinas (Figura
46A), aunque en el caso de TrxB y TrxQ necesitaria de una cantidad elevada de
estas tiorredoxinas para llegar a duplicar su actividad (5 pM). Sin embargo, TrxA si
provocaba una activacién significativa a bajas concentraciones, observandose una
activacion de 4 veces con menos de 1 pM. Sin embargo, esta misma concentracion
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de TrxB y TrxQ no produjo un efecto significativo en la actividad enzimética (Figura
46C, 46D). Con estos datos se calcularon los pardmetros cinéticos para la
FBP/SBPasa con las distintas tiorredoxinas, determinandose que para TrxA la Kcat
(constante catalitica) es de 0,37 uM; para la TrxB de 3,4 uM; y para la TrxQ de 4,5
UM. Por tanto, se determiné que la afinidad por la tiorredoxina A era del orden de 10
veces mayor mientras que el de las otras tiorredoxinas era similar entre ellas.
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Figura 46. Regulacion de la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa de las enzimas
FBP/SBPasa y FBPasa de Synechocystis mediada por tiorredoxina. (A) Ensayo de la
actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa en preparaciones de la enzima FBP/SBPasa oxidada con aire
y tratada con concentraciones crecientes de TrxA, TrxB y TrxQ reducidas con 10 uM de DTT. (B)

161



Ampliacion del apartado A. (C) Ensayo de la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa en
preparaciones de la enzima FBPasa realizada como en el apartado A. (D) Ensayo de la actividad
fructosa-1, 6-bisfosfatasa en preparaciones de las enzimas FBP/SBPasa y FBPasa oxidadas con
aire y tratadas con10 uM de DTT, 1 uyM de TrxA reducidas con 10 yM de DTT, 1 uM de TrxB
reducidas con 10 yM de DTT, 1 uyM de TrxC reducidas con 10 yuM de DTT o sin tratar (control).
(E) Coomassie de la mezcla de reaccion de actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa donde la enzima
FBP/SBPasa de Synechocystis fue previamente oxidada con aire. Se cargaron 5 ug de proteina
FBP/SBPasa con diferentes cantidades de DTT y TrxA y estas se separaron con un gel al 10%
en condiciones reductoras y un gel al 7% en condiciones no reductoras mediante electroforesis
SDS-PAGE. (F) Coomassie de la FBPasa realizado al igual que en el apartado E. Los resultados
representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de error
corresponden al error estandar de los mismos.

En el caso de la enzima FBPasa se determin6 que solo la adicion de TrxA reducida
producia una disminucion en la actividad de la proteina (Figura 46B, 46D). La adicién
de TrxB o TrxQ, incluso a concentraciones elevadas de las mismas, no provoc6 una
disminucion en la actividad enzimatica. En el caso de TrxA, aunque necesita una
mayor cantidad que para generar el cambio en la que genera en la enzima
bifuncional, con menos de 1 uM de TrxA la actividad disminuy6 3 veces. De forma
que, in vitro, una cantidad relativamente pequefia de TrxA es capaz de generar una
gran disminucién en la actividad. Por lo que ambas enzimas presentaban una
regulacion contraria, que in vitro podia ser realizada por TrxA de manera eficiente
(Figura 46D).

Ya que ambas enzimas experimentan cambios en cuanto a su estructura cuaternaria
(Feng et al., 2013; Gomez Romero, 2015) dependientes de su estado de oxidacion
se estudid si estos cambios se observaban también inducidos por la reduccion
mediada por TrxA. Para esto se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones
reductoras y no reductoras, con cantidades crecientes de TrxA afadida, de ambas
proteinas recombinantes que previamente habian sido oxidadas con aire. El gel en
condiciones reductoras se empleé como control de carga mientras que el gel en
condiciones no reductoras se empled para determinar si se observaban cambios
conformacionales derivados de esta reduccion. Para realizarlos se emplearon las
mismas mezclas que para la medida de la actividad, por lo que no solo se afiadio la
enzima y el reductor sino también el tampdén a pH basico y el cofactor, de forma que
tanto las medidas de actividad como los cambios conformacionales causantes de
estos fueran comparables. Cuando la FBP/SBPasa se oxidd con aire se observo la
aparicion de oligbmeros de alto peso molecular, que podrian coincidir con
tetrdmeros, asi como una forma de entre 90-100 kDa que podria coincidir con una
forma dimérica de la proteina (Figura 46D). Ademas, se observé una forma de peso
ligeramente inferior al mondmero que podria tratarse de este mismo oxidado
formando un puente disulfuro intramolecular. Cuando la enzima se traté con DTT 10
mM o TrxA 20 uM estas formas desaparecieron, quedando solamente el monémero
reducido. De forma que al aumentar la cantidad de TrxA afiadida las formas
diméricas, tetraméricas y el monomero oxidado generaron el monémero reducido.
Con este experimento se determiné que TrxA, al igual que una alta concentracion
de DTT, era capaz de provocar una disminucion de las formas oligomeéricas oxidadas
de la FBP/SBPasa. Sin embargo, a pesar de alcanzarse casi la actividad maxima de
la enzima tras afiadir 1 uM de la tiorredoxina, las formas oxidadas no desaparecieron
completamente en el gel con dicha concentracién (Figura 46E). Esto implica que en
la forma tetramérica activa es posible que estén presentes algunos puentes disulfuro
entre cisteinas. En el caso de la FBPasa, al oxidarse aparecia una forma cuyo peso
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molecular podria coincidir con un dimero de la enzima que desaparecia al reducirse
con DTT. Ante cantidades crecientes de tiorredoxina este posible dimero también
desaparecia (Figura 46F). Por lo que en ambos casos tras la adicion de TrxA se
observaron cambios conformacionales similares a los generados por DTT (Figura
46, (Garcia-Cafas, 2015)).

2.2. Determinacion de las cisteinas implicadas en la regulacion de la
FBP/SBPasa.

Puesto que las cisteinas implicadas en la regulacion redox de la enzima FBPasa ya
son conocidas, se procedio a intentar determinar cuales eran estos residuos en la
FBP/SBPasa. En el caso de la FBPasa se ha determinado que son las cisteinas 102
y 119 aquellas capaces de formar un puente disulfuro que provoca la activacion de
la enzima, por lo que la alteracion de una de ellas o ambas provocaba la pérdida de
su actividad (Gémez Romero, 2015). Sin embargo, para la enzima FBP/SBPasa las
cisteinas que formarian el puente disulfuro que provocaria su inactivacién no han
sido descritas con precision. Estudios cristalograficos sefialaron la posible existencia
de dos estados tetraméricos en la proteina FBP/SBPasa de cianobacteria (Feng
et al., 2013), donde el estado tetrameérico reducido seria el activo y el oxidado seria
inactivo, coincidiendo asi con las medidas de actividad realizadas (Figura 45). El
estado inactivo, o de baja actividad estaria posibilitado por la formacién de un puente
disulfuro entre dos cisteinas de la proteina. Varios estudios sefialan a los pares de
cisteinas C75y C99, C75 y C84 o C75 y C235 como posibles culpables de la
formacion de este puente disulfuro, por lo que los diferentes estudios realizados
sobre dicho puente disulfuro se contradicen (Feng et al., 2013; Guo et al., 2014;
Cotton et al., 2015).

2.2.1. Aproximacién bioinformética de las cisteinas esenciales.

Para determinar las posibles cisteinas implicadas en la regulacion redox de la
actividad de la enzima FBP/SBPasa se procedi6 a analizar la conservacion de estos
residuos en las cianobacterias tomando la secuencia de 315 proteinas FBP/SBPasa
cianobacterianas. Estas fueron alineadas con MUSCLE vy, posteriormente, se
estudid el grado de conservacion de cada aminoacido empleando WebLogo3
(Figura 47A). De este modo se determino que, de las 9 cisteinas de la proteina, los
principales residuos de cisteina conservados en las diferentes cianobacterias son
las cisteinas 75, 84 y 99. A pesar de los estudios que sefalaban a la cisteina 235
como uno de los posibles residuos implicados en la regulacion redox esta mostraba
un grado de conservacion muy bajo (Guo et al., 2014).

Esta aproximacion bioinformatica coincide con aquellos estudios que marcaban a
C75, C84 o C99 como posibles residuos involucrados en el puente disulfuro
inactivador (Feng et al., 2013; Cotton et al., 2015), esto se ve apoyado porque en la
estructura cristalogréfica de la FBP/SBPasa de Synechocystis de la PDB (3RPL)
estos tres residuos estan cercanos entre si (Figura 47B). Ademas, los residuos C75
y C84 de uno y otro monémero son cercanos, algo ya descrito por (Cotton et al.,
2015). Por tanto, se procedio a generar versiones mutantes de esta proteina con
dichos residuos alterados.
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Figura 47. Analisis bioinformético de la conservacion de cisteinas en la FBP/SBPasa. (A)
Determinacion de la conservacion de los residuos de cisteina en la proteina FBP/SBPasa
analizando 315 secuencias cianobacterianas. Las posiciones donde se encuentran cisteinas en
la proteina FBP/SBPasa de Synechocystis se resaltan en rojo. Las secuencias se alinearon con
MUSCLE vy la conservacion de los residuos se determindé con WebLogo3. (B) Representacion
con CHIMERA de la estructura de la FBP/SBPasa (cadenas D y A) obtenida de la PDB mediante
el codigo de acceso 3RPL. Las cisteinas y los atomos de magnesio aparecen representados en
verde. C75 esta remarcada con un circulo azul, C84 rojo y C99 amarillo.

2.2.2. Generacion y purificacion de las proteinas C99S, C77SC84S,
C75SC99S y C84SC99S.

Para comprobar la implicacion de las cisteinas 75, 84 y 99 en la regulacion redox se
purificaron proteinas recombinantes donde uno o dos de estas cisteinas fueron
sustituidas por serinas, impidiendo por tanto que se establezcan puentes disulfuro.
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Puesto que ya se contaba con los plasmidos de expresion para las proteinas
recombinantes C75S y C84S (Garcia-Cafas, 2016) se crearon los necesarios para
obtener las proteinas C99S, C75SC84S, C75SC99S y C84SC99S de acuerdo con
lo descrito en la seccibn 2.1.2. de Materiales y Métodos. Las proteinas
recombinantes se expresaron en E. coli BL21 y se purificaron tal y como se describe
en la Tabla 12. De forma que todas las proteinas se purificaron mediante
cromatografia de afinidad (Figura 48A) y en el caso de la proteina C84SC99S gran
parte de la misma resulto ser insoluble.

2.2.3. Regulaciéon redox de la actividad FBPasa de los mutantes C75S,
C84S, C99S, C75SC84S, C75SC99S y C84SC9I9S.

Para determinar si las cisteinas 75, 84 o0 99 estaban implicadas en el puente disulfuro
inactivador se analiz6 la respuesta de las variantes que carecian de uno o dos de
estos residuos a reduccion y oxidacion. Tras su completa purificacion las enzimas
fueron oxidadas con aire mediante agitacion durante 15 horas. Puesto que al
oxidarse seria la formacidn de este puente disulfuro quien posibilitaria la estructura
inactiva si no pudiera formarse el mismo la actividad de la enzima no decaeria.
Inicialmente se estudio la actividad FBPasa de las proteinas silvestre, C75S, C84S
y C99S tras ser oxidadas y posteriormente reactivadas con DTT como agente
reductor (Figura 48). Como anteriormente se mostro para la proteina silvestre
recombinante, la oxidacion con cobre incapacitaba la completa recuperacion de su
actividad al reducirse mientras que la oxidacion con aire no (Figura 45A, Figura 48).
De esta forma, no se produjo la reactivacién de las proteinas C75S y C84S tras su
oxidacion con cobre ya que solo alcanzaron un 5% de la actividad total de la proteina
al reactivarse con 10 mM de DTT (Figura 48C, 48D). Por tanto, estas cisteinas
podrian cumplir alguna funcion para evitar la sobreoxidacion que inducirian agentes
como el cobre. Al ser oxidadas con aire y posteriormente reducidas ambas proteinas
mostraron una reactivacion similar, aunque la actividad total maxima de la proteina
C75S fue ligeramente menor. De forma general, la actividad maxima total de las
proteinas C75S y C84S representaron el 74% y 88% de la de la proteina silvestre
(Figura 48B, 48C, 48D).

Sin embargo, la mayor diferencia en lo referente a la actividad se observo en la
proteina C99S, donde la oxidacion con cobre no generd un cambio en la actividad
total de la proteina ya que incluso recién purificada necesitaba de una gran cantidad
de DTT para presentar actividad (Figura 48E). Independientemente de que hubiera
sido o no oxidada la actividad total de la misma fue menor a un 15% de la actividad
de la version silvestre. Ya que la cisteina 99 se encuentra cerca del sitio de
coordinacién con magnesio (Figura 47B) se estudi6 si esta baja actividad se debia
a una menor afinidad por el cofactor que haria que fuera necesaria una mayor
concentracion para actuar eficientemente. De forma que se afiadio 10 mM de DTT
a C99S sometida a los diferentes tratamientos y se midio la actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa con diferentes concentraciones de magnesio (Figura 48F). Con esto se
determiné que la actividad maxima, independientemente del tratamiento previo, era
constante e independiente de la cantidad de magnesio. Por lo que si el cambio en
la actividad se debia a una menor afinidad con el magnesio esto no era
compensable.
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Figura 48. Purificacién de las proteinas con las cisteinas 75, 84 y/o 99 alterados a serinay
regulacién redox de las proteinas FBP/SBPasa C75S, C84S y C99S. (A) Coomassie de la
purificacion por afinidad con columna de niquel de la enzima FBP/SBPasa de Synechocystis
recombinante en diferentes versiones. Se cargaron 5 pg de la purificacion y estos se separaron
con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE. Cada purificacion se realiz6 3 veces,
como minimo. (B) Ensayo de la actividad FBPasa en preparaciones de la enzima FBP/SBPasa
recién purificada, oxidada durante 15 horas con aire u oxidada con 50 uyM de CI2Cu. Las
preparaciones se trataron con concentraciones crecientes de DTT. (C) Ensayo realizado como
en el apartado A de la enzima FBP/SBPasa C75S (D) Ensayo realizado como en el apartado A
de la enzima FBP/SBPasa C84S (E) Ensayo realizado como en el apartado A de la enzima
FBP/SBPasa C99S (F) Ensayo de la actividad FBPasa en preparaciones de la enzima
FBP/SBPasa C99S recién purificada, oxidada durante 15 horas con aire u oxidada con 50 uyM de
Cl2Cu. Las preparaciones se trataron con 10 mM de DTT y concentraciones crecientes de
magnesio. Los resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes.
Las barras de error corresponden al error estandar de los mismos.

Puesto que en ninguno de los mutantes simples de las cisteinas se obtuvieron
resultados que indujeran a pensar que la eliminacion de una de ellas produjo una
estructura permanentemente activa, se desestimé que entre estas cisteinas se
estableciera solamente un puente intramolecular al oxidarse que mantuviera la
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conformacion inactiva. Por tanto, se procedid a analizar la actividad en estas
condiciones de las enzimas C75SC84S, C75SC99S y C84SC99S, donde dos
cisteinas habian sido alteradas a la vez (Figura 49). De esta forma se determiné que
la proteina C75SC84S presentaba una actividad maxima mayor a la de la proteina
silvestre, tanto oxidada con aire, cobre o sin haber sido tratada. De forma que la
actividad maxima de la proteina silvestre oxidada con aire era de 200 U/mg proteina
mientras que la de C75SC84S era de 250 (Figura 49A, 49B). De hecho, presentaba
una actividad similar a la de la proteina silvestre tras ser activada con 0,1 mM de
DTT. Incluso su actividad maxima al oxidarse con cobre y reactivarse fue del doble
de la de la FBP/SBPasa silvestre. Esto sefialé que ambos residuos podrian estar
implicados en la formacion de una conformacién inactiva, puesto que las proteinas
C75S y C84S presentaron una regulacién similar a la de la proteina silvestre (Figuras
48C, 48D, 49E) y solo cuando ambas fueron alteradas se obtuvo una proteina
siempre activa (Figura 49B, 49E), podria deberse tanto a un puente intra- como
intermolecular donde intervinieran ambas. Por lo que debe ser capaz de
establecerse puentes disulfuro C75-C84, C75-C75 y C84-C84 de uno y otro
monomero (dado la proximidad entre diferentes monémeros de ambas).
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Figura 49. Las proteinas C75SC99S y C84SC99S, a diferencia de C75SC84S, no son
susceptibles de regulacion redox. (A) Ensayo de la actividad FBPasa en preparaciones de la
enzima FBP/SBPasa recién purificada, oxidada durante 15 horas con aire u oxidada con 50 uM
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de ClzCu. Las preparaciones se trataron con concentraciones crecientes de DTT. (B) Ensayo
realizado como en el apartado A de la enzima FBP/SBPasa C75SC85S. (C) Ensayo realizado
como en el apartado A de la enzima FBP/SBPasa C75SC99S. (D) Ensayo realizado como en el
apartado A de la enzima FBP/SBPasa C84SC99S. (E) Ensayo de la actividad FBPasa en
preparaciones de las enzimas FBP/SBPasa, C75S, C84S, C99S, C75SC84S, C75SC99S o
C84SC99S oxidadas durante 15 horas con aire y tratadas, o no, con 10 mM de DTT. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos.

En el caso de la proteina C75SC99S, al oxidarse con cobre paso a ser totalmente
inactiva (Figura 49C), por lo que su reduccioén no se tradujo en un aumento en la
actividad. Esta proteina presentd una actividad constante tanto recién purificada
como oxidada con aire independientemente de la adicion o no de un agente reductor,
aunque la oxidada con aire presenté una menor actividad. En el caso de la proteina
que no habia sido oxidada su actividad fue un 6% de la actividad maxima de la
enzima silvestre y tras oxidarse con aire esta actividad bajo a un 2% (Figura 49A,
49C, 49E). Por ultimo, la proteina C84SC99S independientemente de la cantidad de
agente reductor o de si previamente habia sido o no oxidada no presento actividad
FBPasa (Figura 49D, 49E). En todos los casos, la alteracion de la cisteina 75 u 84
en combinacion con la 99 agravé el efecto de la alteracion exclusivamente de la
cisteina 99 (Figuras 48 y 49).

2.2.4. Cambios conformacionales de las proteinas C75S, C84S, C99S,
C75SC84S, C75SC99S y C84SC99S.

Ya que dependiendo del estado de oxidacion la FBP/SBPasa presenta diferentes
conformaciones, se analizaron los cambios conformacionales para las diferentes
versiones generadas. Para esto se emplearon geles de poliacrilamida en
condiciones reductoras y no reductoras, al igual que en el apartado 2.1., empleando
las mismas mezclas de tampdn, enzima, magnesio y reductor que para las medidas
de actividad (Figura 50).

En el caso de la proteina silvestre, esta presentaba la forma monomérica oxidada,
asi como posibles dimeros y oligdmeros de alto peso molecular que podrian
corresponderse con tetrAmeros en estado oxidado (Figura 50A). Estas estructuras
también estaban presentes en el caso de las proteinas C75S y C84S, pues ambas
presentaban el mismo patrén una con respecto a otra. A diferencia de la proteina
silvestre, que presentaba varias formas monoméricas oxidadas, estos dos mutantes
presentaron principalmente una sola forma al oxidarse. Ademas, el patron de
oxidacion de las proteinas C75S y C84S presentaba una mayor presencia de
estructuras oligoméricas de alto peso molecular (Figura 50B, 50C). La mayor
diferencia en cuanto a las proteinas donde solo una cisteina fue modificada, al igual
que en el caso de la actividad, se observo en la proteina C99S (Figuras 48D, 50D).
En esta, a diferencia de en las anteriores, las formas diméricas y oligoméricas
estaban igualmente representadas, aunque el porcentaje de estas respecto a la
forma monomeérica fue bajo. Ademas, contaba con una forma monomeérica oxidada
mayoritaria, En este caso el patrén de oxidacion fue totalmente diferente, tras afadir
0,01 mM de DTT ya no se presentaron formas oxidadas de alto peso molecular o
monomeéricas, pese a que a esa cantidad de reductor no presenta actividad fructosa-
1,6-bisfosfatasa (Figura 48E, 50C).

168



WT

DTT (uM)
|
10000 5000 1000 100 50 10 0

- Oligémeros
97,4 kDa -
Posible
66,2 kDa - dimero
45kDa - - p ! . B
_— “ = - Mondémero
R SR ——
C755
DTT {uM})
|
10000 5000 1000 100 50 10 0
- Oligémeros
97,4 kDa -
Posible
66,2 kDa - dimero
o m' ' '
- Meonémere
oxidado
o - (DD DD D D
C845s
DTT (uM)
1
10000 5000 1000 100 50 10 ']
E - Oligémeros
Posible
97,4 kDa - dimero
66,2 kDa -
45kDa - --.~ e B - Mondémero
oxidado
0N | e s i e e s |
C998
DTT (uM)
|
10000 5000 1000 100 50 10 0
- Oligémeros
97,4 kDa - Posible
dimero
66,2 kDa -

J—
s | - Monémero
oxidado

d5KDa - |- G

45kDa - w-‘

Figura 50. Cambios conformacionales en la proteina FBP/SBPasa y sus variantes con una
cisteina alterada ante la oxidaciéon-reduccion. (A) Coomassie de la mezcla de reaccion de
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actividad FBPasa donde la enzima FBP/SBPasa WT (silvestre) de Synechocystis fue
previamente oxidada con aire. Se cargaron 5 g de proteina con diferentes cantidades de DTT y
estas se separaron con un gel al 10% en condiciones reductoras y un gel al 7% en condiciones
no reductoras mediante electroforesis SDS-PAGE. (B) Coomassie de la enzima C75S realizado
como en el apartado A. (C) Coomassie de la enzima C84S realizado como en el apartado A. (D)
Coomassie de la enzima C99S realizado como en el apartado A. En todos los casos la imagen
superior corresponde a condiciones no reductoras y la inferior a condiciones reductoras.

En las proteinas con dos residuos de cisteinas alterados también se observéd un
patron diferencial respecto al de las proteinas donde solo un residuo habia sido
sustituido. La proteina C75SC84S oxidada presentaba un enriquecimiento en
formas oligoméricas mientras que la representacion de formas diméricas inactivas
era escasa (Figura 51A). Ademas, a diferencia de las formas de alto peso molecular
de las proteinas anteriores, en la proteina C75SC84S habia una forma
principalmente representada que, en base a las medidas de actividad oxidada,
probablemente sea activa (Figura 49B, 51A). A diferencia de las proteinas anteriores
su patron de mondémero oxidado fue el que presentaba una mayor similitud con la
proteina silvestre. La proteina C75SC99S, aquella que siempre presentaba una
actividad que era invariable (Figura 49C), fue capaz de adoptar diferentes
conformaciones al oxidarse. Fue la proteina donde mas se favorecieron las
conformaciones diméricas, que a su vez eran diferenciables a las del resto (Figura
51B). Ademas, el patron de monémero oxidado de esta fue similar al de la proteina
C99S, aunque C75SC99S siempre presentaba un porcentaje de mondémero
reducido. Ya que al oxidarse con cobre perdia su capacidad catalitica se comparé
el patron adoptado al oxidarse con cobre con respecto al patron obtenido al oxidarse
con aire (Figura 51C). Al oxidarse con cobre hay una disminucion las formas
diméricas y aumentan las formas oligoméricas respecto a la oxidada con aire.
Ademas, necesité de una mayor cantidad de DTT para adoptar una conformacién
totalmente reducida (Figura 51C). En el caso de la proteina C84SC99S, que carecia
de capacidad catalitica, se observo que el patrén de oxidacion no incluyo estructuras
oligoméricas o diméricas mientras que la estructura monomérica oxidada no
presento similitudes con ninguna otra proteina (Figura 51D).
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Figura 51. Cambios conformacionales en las proteinas FBP/SBPasa con dos de sus
cisteinas alteradas ante la oxidacion-reduccién. (A) Coomassie de la mezcla de reaccion de
actividad FBPasa donde la enzima C75SC84S fue previamente oxidada con aire. Se cargaron 5
ug de proteina con diferentes cantidades de DTT y estas se separaron con un gel al 10% en
condiciones reductoras y un gel al 7% en condiciones no reductoras mediante electroforesis
SDS-PAGE. (B) Coomassie de la enzima C75SC99S realizado como en el apartado A. (C)
Coomassie de la mezcla de reaccion de actividad FBPasa donde la enzima C75SC99S fue
previamente oxidada con aire 0 50 uM de cobre. Se cargaron 4 ug de proteina con diferentes
cantidades de DTT y estas se separaron con un gel al 10% en condiciones reductoras y un gel
al 7% en condiciones no reductoras mediante electroforesis SDS-PAGE. (D) Coomassie de la
enzima C84SC99S realizado como en el apartado A. Se cargaron 3,5 ug de enzima. En todos
los casos la imagen superior corresponde a condiciones no reductoras y la inferior a condiciones
reductoras.

2.2.5. Efectos de la sobreexpresion de las variantes C75SC85S y C99S de
la FBP/SBPasa.

Puesto que, in vitro, la proteina C75SC84S presentaba actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa independientemente de que esté oxidada o reducida y la proteina C99S
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tenia una actividad muy baja, se procedi6 a estudiar si estas caracteristicas también
se mantendrian in vivo. Para esto se generaron estirpes de Synechocystis que
expresaban de forma constitutiva tanto una como otra proteina ademas de la
proteina silvestre FBP/SBPasa.

2.2.5.1. Generacién de las estirpes sobreexpresoras de C75SC85S y C99S
en Synechocystis.

Para generar la estirpe C75SC84S, que expresaba constitutivamente la proteina
FBP/SBPasa con las cisteinas 75 y 84 sustituidas por serinas, y la estirpe C99S,
gue expresaba la proteina FBP/SBPasa con la cisteina 99 sustituida por serina, se
transformé la estirpe silvestre de Synechocystis con los plasmidos
ginN_pCpcB+His_sIr2094_C75S-C84S y gInN_pCpcB+His_slr2094_C99S,
respectivamente. De esta forma el gen que codifica para la FBP/SBPasa alterada
en cada estirpe queda bajo el control del promotor constitutivo fuerte de cpcB (Zhou
et al., 2014), ademas estas proteinas contaban con una cola de 6 histidinas en su
extremo amino y el sitio de unién con el ribosoma (RBS) de E. coli (Figura 52A).

Tras la transformacién de la estirpe silvestre con las construcciones realizadas, la
segregacion de ambas estirpes se comprobd mediante PCR (Figura 52B).
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Figura 52. Construccidon de las estirpes C99S y C75SC84S de Synechocystis. (A)
Representacion esquematica de la de la region ginN en las estirpes WT (silvestre), C99S y
C75SC84S. Las versiones alteradas del gen slr2094, con la secuencia codificante para una cola
de histidinas, se expresaron bajo un promotor constitutivo con un sitio de unién al ribosoma (RBS)
de E. coli en otra region del genoma de Synechocystis (ginN). (B) Andlisis por PCR de la
segregacion de las estirpes C75SC84S, C99S y WT (silvestre) usando los oligonucleétidos 159,
50y 51.
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2.2.5.2. Andlisis fisiolégico de las estirpes C75SC85S y C99S.

Puesto que las construcciones para la generacion de las estirpes se realizaron de
manera analoga a las de la estirpe S/F (Garcia-Cafias, 2016) (estirpe
sobreexpresora de la FBP/SBPasa) se emplearon tanto esta como la estirpe
silvestre como controles. Asi, se buscd determinar si la sobreexpresion de las
variantes de esta enzima suponia una mejora respecto a la sobreexpresion de la
enzima silvestre (estirpe S/F) o, por el contrario, eran similares a la estirpe silvestre.

Como una primera aproximacion sobre el posible efecto de estas proteinas se
estudié el crecimiento de las estirpes C75SC85S, C99S, S/F y silvestre ante
diferentes intensidades luminosas (Figura 53A, 53B, 53C). Las cuatro estirpes
crecieron a la misma velocidad en condiciones de crecimiento estdndar (BG11c con
1% CO.y 50 umol fotones-m-2 -s1) (Figura 53A). Anteriores estudios habian descrito
que la estirpe S/F presentaba una mejora en el crecimiento solo ante mayores
intensidades luminosas (Garcia-Cafias, 2016; Liang y Lindblad, 2016), por lo que se
cultivaron las cuatro estirpes a distintas intensidades luminicas para comprobar si
en estas condiciones la sobreexpresion de una enzima con baja actividad (C99S) o
con alta actividad (C75SC85S) supondria una ventaja respecto a la estirpe S/F.
Estas intensidades fueron de 185 y 360 ymol fotones-m= -s'1 (Figura 53B, 53C). Se
determin6 que en ambos casos la sobreexpresion de la enzima C99S no suponia
una ventaja en el crecimiento, incluso supuso un leve retraso respecto a la estirpe
silvestre (Figura 53B, 53C). Por lo que, a pesar de expresar la proteina endogena,
el que exprese a su vez una proteina donde esta cisteina ha sido alterada disminuyé
la eficiencia de la silvestre. La estirpe C75SC84S, a pesar de que esta enzima
presentd una mayor actividad que la proteina silvestre y de que su bajada en la
actividad por la oxidacion fue menor (Figura 49), presentdé una mejora en el
crecimiento en alta luz similar al de la estirpe S/F (Figura 53B, 53C). Por lo que el
gue la estirpe C75SC84S sobreexpresase una enzima FBP/SBPasa mas eficiente
que la silvestre no supuso una ventaja en la eficiencia. Adicionalmente se determiné
la cantidad de clorofila por OD de las diferentes estirpes a las distintas intensidades
de luz de crecimiento (Figura 53D). Las diferencias observadas en el crecimiento se
mantuvieron para la cantidad de clorofila, siendo mayor la diferencia cuanto mayor
fue la luz de crecimiento. En el caso de la estirpe C99S esta medida también fueron
levemente inferior a la estirpe silvestre. Para comprobar que realmente se producia
una sobreexpresion de la FBP/SBPasa, especialmente en el caso de la estirpe
C99S, se analiz6 la cantidad de proteina mediante Western Blot tras 24 horas en
condiciones de crecimiento estandar (Figura 53E). Determinandose asi que las
estirpes S/F, C75SC84S y C99S presentaban una acumulacion mayor de dicha
proteina que la estirpe silvestre. Por lo que el fenotipo de la estirpe C99S no se debia
a que realmente no sobreexpresara la enzima. Sin embargo, al estudiar si habia
cambios en el crecimiento debidos a diferentes regimenes de luz (ciclos de luz
durante 8h y oscuridad durante 16h o viceversa) no se observé ningun cambio en el
crecimiento a luz de crecimiento estandar (Figura 53F). Por lo que no parece haber
relacién entre esta proteina y la respuesta metabdlica en oscuridad.

Puesto que los estudios anteriores sefialaron que la estirpe S/F presentaba una
mayor acumulacién de glucégeno ante alta luz (Garcia-Cafas, 2016) se estudio esto
para las estirpes C75SC84S y C99S cultivados a 185 y 360 pmol fotones-m=2 -s1
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(Figura 53G 53H). En todas las estirpes la acumulacién de glucégeno fue mayor
cuanto mayor fue la luz de crecimiento, pero las estirpes S/F y C75SC84S fueron
las que presentaron una mayor cantidad de glucogeno. Ambas estirpes presentaron
una acumulacién similar entre ellas. En el caso de la estirpe C99S, al igual que en
cuanto al crecimiento, su acumulacion de glucdégeno fue similar e incluso levemente
menor a la de la estirpe silvestre. Por tanto, la sobreexpresién de ambas proteinas
NO SUPUSO una mejora respecto a la sobreexpresion de la version de la FBP/SBPasa
no alterada (Figura 53).
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Figura 53. Analisis del fenotipo de los mutantes sobreexpresores de la FBP/SBPasa
C75SC84S y C99S. (A) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), S/F, C75SC84S y C99S
cultivadas en BG1l1lc burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COz a 50 ymol
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fotones-m?2 -s1. (B) Crecimiento a 185 pmol fotones-m? s igual al del apartado A. (C)
Crecimiento a 360 pmol fotones-m? -s igual al del apartado A. (D) Cantidad de clorofila
normalizada por unidades de densidad 6ptica a 750 nm realizado de los cultivos de los apartados
A, By C. (E) Western Blot de FBP/SBPasa y GSl en las estirpes WT (silvestre), S/F, C75SC84S
y C99S del apartado A a las 24 horas. Se cargaron 5 ug de proteina total de los extractos solubles
y estas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE. (F) Crecimiento de
las estirpes WT (silvestre), S/F, C75S/C84S y C99S en diferentes regimenes de luz. Siendo
estas: luz continua, dia largo (16 horas de luz) o dia corto (8 horas de luz); los cultivos en fase
exponencial de cada una de las estirpes se igualaron a DO7sonm de 0,2 y se hicieron 5 diluciones
1/10 sembrandose 5 pl de cada una. En este caso la luz de crecimiento fue de 60 umol fotones-m-
2.5, Las placas de dia corto se cultivaron durante 11 dias mientras que las plazas de dia largo
y luz continua se mantuvieron durante 7 dias. Los resultados representan la media de, al menos,
tres experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estandar de los
mismos. (G) Medida de glucdgeno de las estirpes WT (silvestre), S/F, C75SC84S y C99S del
apartado B. (H) Medida de glucdgeno de las estirpes WT (silvestre), S/F, C75SC84S y C99S del
apartado C. Los anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su concentracion, estan
descritos en la Tabla 12.

2.3. Regulacion redox de la FBP/SBPasay la FBPasa in vivo.

Puesto que tanto la enzima FBP/SBPasa como la FBPasa son susceptibles de
regulacion redox, in vitro, se intentd correlacionar esto con una regulacion redox in
vivo dependiente de las condiciones de crecimiento. Con esto se buscaba
determinar si estas enzimas, al igual que en caso de las enzimas FBPasa y SBPasa
de plantas, presentan una regulacibn mediante reduccion dependiente de luz
(Montrichard et al., 2009; Gutle et al., 2016).

Para estudiar el estado redox de dichas enzimas en Synechocystis se realizaron
experimentos de alquilacion de proteinas. Por lo que cultivos de las estirpes a
analizar se trataron con NEM, molécula que se une a los residuos de cisteina
reducidos de las proteinas y es capaz de entrar al interior de las células. Tras esto
se obtuvo un extracto de las proteinas de cada estirpe y estos se trataron con DTT.
Por tanto, las cisteinas que antes estaban oxidadas formando puentes disulfuro
pasan a estar reducidas y tras esto se trataron con MM(PEG24). Este compuesto,
al igual que el NEM, se une a las cisteinas reducidas, por lo que en este caso las
cisteinas reducidas serian las que inicialmente estaban oxidadas. Como la union de
MM(PEG24) a cada cisteina incorpora 1,24 KDa se puede conocer el grado de
oxidacion de una proteina atendiendo a su movilidad electroforética pues cuando
mayor sea el nimero de puentes disulfuro que se formen en la proteina mayor
namero de moléculas de MM(PEG24) se unirdn y menor serd su movilidad
electroforética. Todo esto se realizé siguiendo lo descrito en apartado 3.8. de
Materiales y Métodos. Para conocer el patrén generado por ambas FBPasas,
dependiendo de su grado de oxidacion, se analizo el mismo para las proteinas puras
FBP/SBPasa y FBPasa siguiendo este protocolo (Figura 54A). Esto se realizé tanto
para las proteinas oxidadas con aire durante 15 horas o 50 yM de CI,Cu durante
una hora como para las proteinas reducidas con 10 mM de DTT durante una hora.

Puesto que la enzima FBP/SBPasa cuenta con 9 cisteinas (Figura 47) solo con la
union de NEM, a las mismas al estar totalmente reducida, ya se observaba una
disminucion de la movilidad debido al aumento del peso molecular (Figura 54B). Ya
que la FBPasa contaba con solo 3 cisteinas esto no se observé con facilidad (Figura
54C). En cualquier caso, se determind que las proteinas reducidas presentaban
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mayoritariamente una Unica banda mientras que al oxidarse la FBP/SBPasa
presentaba seis bandas donde dos eran mayoritarias, una de mas de 65 kDa que
posiblemente corresponda a la enzima donde todos los residuos de cisteina
estuvieran oxidados y otra de unos 42 KDa. De forma que al oxidarse, incluso
perdiendo su actividad, existe una poblaciéon de la enzima donde no todas sus
cisteinas estdn oxidadas. En el caso de la FBPasa, esta al oxidarse presento 3
bandas de pesos moleculares muy similares por lo que probablemente ninguno de
los dos métodos de oxidacion consiguid solamente una poblacion de enzima
totalmente oxidada, sino que se obtuvo una mezcla de proteina con diferentes
grados de oxidacion. Por tanto, puede que presente algin mecanismo para evitar la
sobreoxidacion.
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Figura 54. Ensayos de alquilacién de las proteinas FBP/SBPasa y FBPasa tras su
reduccién/oxidacién. (A) Esquema del tratamiento realizado y de los cambios sufridos por la
proteina en el extracto o purificada tras la adicion de NEM y MM(PEG24) (MMPEG), ambas
moléculas provocan un incremento en el peso molecular al unirse a cisteinas reducidas y por
tanto altera la movilidad electroforética. (B) Western Blot de FBP/SBPasa purificada de E. coli
tras ser reducida con 10 mM de DTT (DTT), oxidada durante 15 horas con aire (Aire) u oxidada
con 50 yM de Cl>Cu (Cu). Tras esto el cobre y el DTT se eliminaron mediante filtracion en gel.
Tras esto se siguio el protocolo descrito en el punto 3.8. de Materiales y Métodos. (C) Western
blot de FBPasa purificada de E. coli tras ser reducida con 10 mM de DTT (DTT), oxidada durante
15 horas con aire (Aire) u oxidada con 50 uyM de ClzCu (Cu). El tratamiento y electroforesis de la
proteina fue igual al de apartado A. En ambos la proteina se analizé mediante Western Blot la
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movilidad de la proteina. El signo * hace referencia al estado reducido y el signo + al estado
oxidado. Los anticuerpos empleados en estos analisis, asi como su concentracion, estan
descritos en la Tabla 12.

2.3.1. Regulacion dependiente de luz.

In vitro se ha demostrado la posible regulacion redox de la FBP/SBPasa y de la
FBPasa de Synechocystis mediada por TrxA (Figura 46). Estudios in vivo, con un
mutante con niveles de TrxA reducidos sefialan que esto podria ser algo extensible
a Synechocystis ya que el estado de reduccion de ambas proteinas se altera
(Mallen-Ponce, 2020). Puesto que la regulaciéon realizada por tiorredoxinas esta
relacionada con la luz, momento en que las tiorredoxinas se reducen gracias a la
cadena de transporte electronico fotosintética (Couturier et al., 2013), se analizo el
estado redox de ambas proteinas tras 24 horas de oscuridad (O), una intensidad
luminica de 50 ymol fotones-m=2 -s-1 (luz de crecimiento estandar) o una intensidad
mayor, o alta luz, de 185 ymol fotones'm2 -s (Figura 55).
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Figura 55. Andlisis de los cambios en el estado redox de las proteinas FBPasa y
FBP/SBPasa dependientes de luz. (A) Western Blot de FBP/SBPasa de las estirpes WT
(silvestre) y AF/S, cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO:
durante 24 horas en oscuridad (O) o a 50 pymol fotones-m=2 -s1 (L). A las células se les afiadio
NEM (10 mM) y en dichas condiciones se extrajeron las proteinas. Tras esto se sigui6 el protocolo
descrito en el punto 3.8. de Materiales y Métodos. (B) Western Blot de FBP/SBPasa de las
estirpes WT (silvestre) y AF/S, cultivadas BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1%
(vol/vol) de CO2 durante 24 horas en 185 ymol fotones-m-2 -s-1 (HL) o a 50 ymol fotones-m=2 -s1
(L). El tratamiento de las células fue igual al de apartado A. (C) Western Blot de FBPasa de las
estirpes WT (silvestre) y AF. Las caracteristicas del cultivo, el tratamiento de las células fue igual
al de apartado A. (D) Western Blot de FBPasa en las estirpes WT (silvestre) y AF. Las
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caracteristicas del cultivo, el tratamiento de las células fue igual al de apartado A. Los resultados
son representativos de, al menos, tres repeticiones bioldgicas independientes con los mismos
resultados. El signo * hace referencia al estado reducido, el signo + al estado oxidado y el signo
— a las bandas inespecificas de cada anticuerpo. En todos los casos se cargaron 20 pg de
proteina total y estas se separaron con un gel al 10% mediante electroforesis SDS-PAGE en
condiciones no reductoras. Posteriormente se analiz6 por Western Blot. Los anticuerpos
empleados en estos analisis, asi como su concentracién, estan descritos en la Tabla 12.

Como control de cada una de las proteinas se emplearon los mutantes de las
mismas (AF/S y AF para la FBP/SBPasa y FBPasa respectivamente), buscando asi
descartar las reacciones inespecificas del anticuerpo primario con otras proteinas
(Figuras 55A, 55B). De esta forma se determind que la FBP/SBPasa en oscuridad
presentaba un mayor grado de oxidacion (menor movilidad electroforética debida a
la unibn de MMPEG a un mayor numero de residuos de cisteinas) que en
condiciones de luz de crecimiento estandar (50 umol fotones-m-2 -s1) (Figura 55A).
Por tanto, la FBP/SBPasa en oscuridad presentaria una actividad menor ya que en
esta enzima la forma funcional es la forma reducida (Figura 48) (Garcia-Cafas,
2015). En el caso de la proteina FBPasa también se observé un cambio similar, pues
en células mantenidas 24 horas en oscuridad aumentaba la forma oxidada (Figura
55C). En el caso del crecimiento a alta luz, a pesar de que el estado redox de TrxA
no cambia con respecto a luz de crecimiento normal (Mallen-Ponce, 2020), tanto
para la enzima FBP/SBPasa como para la enzima FBPasa el grado de reduccion de
la proteina aumentaba ligeramente (mayor movilidad electroforética; Figuras 55B,
55D). Por tanto, en alta luz la enzima FBP/SBPasa estarda mas activa mientras que
la proteina FBPasa estard en una forma alun mas inactiva. En el caso de la
FBP/SBPasa en ningun momento se observO exclusivamente la banda que
corresponde a la enzima totalmente reducida, por lo que probablemente lo que se
produce, de forma dependiente de luz, es una menor o mayor oxidacion, pero en
ningun caso una reduccion total. En el caso de la FBPasa tampoco se alcanz6 una
forma totalmente reducida, a pesar de que la banda correspondiente a esta si
estuviera representada, de forma que siempre se detectd una fraccidon
correspondiente a la forma oxidada.

Asi, la FBP/SBPasa seria principalmente activa en condiciones de luz, siendo mayor
su activacién a mayor luz de crecimiento. Por lo que estaria activa a la vez que el
transporte electronico fotosintético; lo que concuerda con su papel en el ciclo de
CBB. Sin embargo, la FBPasa seria funcional en condiciones de crecimiento en
oscuridad, siendo més inactiva cuanta mayor intensidad de luz. De forma que estaria
relacionada con las principales rutas de catabolizacién de la glucosa.

2.3.2. Regulacion dependiente de las condiciones tréficas.

Ya que dependiendo de las condiciones de crecimiento unas u otras rutas de
asimilacion de la glucosa son mas activas (Chen et al., 2016; Ueda et al., 2018;
Makowka et al., 2020) se estudié el cambio en el estado redox de ambas proteinas
en fotoautotrofia, mixotrofia (G), o fotoheterotrofia (G+D). Cuando la estirpe silvestre
crecio con una intensidad baja de luz (5 ymol fotones-m-? -s'1) (Figura 56A, 56C) el
grado de oxidacién de ambas proteinas en las tres condiciones fue igual. Por tanto,
la actividad de ambas se mantenia constante independientemente de si habia una
fuente de carbono externa mientras crecieran en baja luz. Sin embargo, el grado de
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oxidacion de ambas proteinas fue mayor respecto a aquellas que crecieron en luz
estandar (Figuras 55A, 55C, 56A, 56C).

B
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Figura 56. Anédlisis de los cambios en el estado redox de las proteinas FBP/SBPasa y
FBPasa en autotrofia, mixotrofia y heterotrofia. (A) Western Blot de FBP/SBPasa en la
estirpe WT (silvestre), cultivada en BG11c, BG11c con glucosa 10 mM (G) o BG11c con glucosa
10 mM (G+D) y DCMU 50 uM burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2 a5 pymol
fotones-m=2 s durante 24 horas. A las células se les afiadi6 NEM (10 mM) y en dichas
condiciones se extrajeron las proteinas. Tras esto se siguio el protocolo descrito en el punto 3.8.
de Materiales y Métodos. (B) Western Blot de FBP/SBPasa en la estirpe WT (silvestre), cultivada
en BG11c, BG11c con glucosa 10 mM o BG11c con glucosa 10 mM y DCMU 50 uM burbujeado
con aire enriguecido con 1% (vol/vol) de CO: y oscuridad durante 24 horas. El tratamiento de las
células fue igual al de apartado A. Posteriormente se analiz6 por Western Blot la cantidad de
proteina. (C) Western Blot de FBPasa en la estirpe WT (silvestre). Las condiciones de cultivo, el
tratamiento de las células fue igual al de apartado A. Posteriormente se analizé por Western Blot
la cantidad de proteina. (D) Western Blot de FBPasa en la estirpe WT (silvestre). Las condiciones
de cultivo, el tratamiento de las células fue igual al de apartado A. Posteriormente se analizé por
Western Blot la cantidad de proteina. Los resultados son representativos de, al menos, tres
repeticiones bioldgicas independientes con los mismos resultados. El signo * hace referencia al
estado reducido, el signo + al estado oxidado y el signo — a las bandas inespecificas de cada
anticuerpo. En todos los casos se cargaron 20 ug de proteina total y estas se separaron con un
gel al 10% mediante electroforesis SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Posteriormente se
analiz6 por Western Blot. Los anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su
concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

Para determinar si, al presentar regulacion redox mediada por luz, la baja intensidad
de esta impedia ver diferencias en la oxidacion de las proteinas en las diferentes
condiciones tréficas, se realiz6 el mismo experimento solo que los cultivos se
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mantuvieron durante 24 horas en dichas condiciones en oscuridad (Figura 56B,
56D). Asegurando asi que no haya transporte electrénico fotosintético en la estirpe
silvestre. En dichas condiciones el estado redox de las proteinas en oscuridad fue
similar a su estado tras crecer a 5 ymol fotones-m2 -s'1 (Figura 56). Sin embargo,
en el caso de la FBP/SBPasa, cuando crecid en oscuridad con glucosa en el medio
el estado de oxidacion de la misma aumento (Figura 56B). Para la FBPasa se
obtuvieron los mismos resultados, aumentando asi su estado de oxidacion ante la
presencia de glucosa en el medio (Figura 56D). Cuando crecieron en oscuridad con
disponibilidad de glucosa y DCMU fue cuando alcanzaron su mayor grado de
oxidacion, lo que podria deberse a que en dichas condiciones se potencie mas la
oxidacion de las proteinas reguladoras que reducen a ambas FBPasas 0 un
incremento de moléculas oxidantes, algo que no ocurriria cuando habia luz
disponible. Esto indicaba que, incluso cuando se afiadié un compuesto que impedia
el flujo lineal de electrones como es el DCMU, el grado de oxidacién dependia de la
disponibilidad o no de luz (Figura 56). De forma que posiblemente parte de los
electrones obtenidos de la oxidacion de la glucosa tendran como destino la
reduccion de la ferredoxina en lugar de la respiracion.

3. Determinacion de la esencialidad de las actividades SBPasa y
FBPasa para el crecimiento fotoautotrofico.

La pérdida de la enzima FBP/SBPasa genera una estirpe (AF/S) incapaz de crecer
sin una fuente reducida de carbono como es la glucosa (Yan y Xu, 2008; Garcia-
Cafas, 2015) (Figura 40E). Puesto que en condiciones de mixotrofia o en las
primeras horas de su crecimiento fotoautotréfico (previas a su muerte) la estirpe
genera oxigeno (Figura 43) esta incapacidad probablemente no se deba a un
problema en la cadena de transporte electronico fotosintética sino a un problema en
el ciclo de CBB. Puesto que fue imposible segregar el doble mutante AF/SAF (Figura
57B) la existencia de una actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa debe ser esencial para
este crecimiento en mixotrofia y fotoheterotrofia. Puesto que tanto la actividad
fructosa-1,6-bisfosfatasa como la actividad sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa son
necesarias para la fijacion de carbono mediante el ciclo CBB se decidio analizar si
la expresion de un gen que codifica una sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa permitiria
el crecimiento fotoautotréfico con la presencia de la FBPasa cianobacteriana. Por
tanto, para determinar si con la adicion de una actividad sedoheptulosa-1, 7-
bisfosfatasa el mutante AF/S creceria sin una fuente de carbono exdgeno, se intentd
recuperar el fenotipo silvestre de este mutante mediante la expresion de la SBPasa
de A. thaliana (SBPasaAt). En el caso de que la FBPasa de Synechocystis no
presentase suficiente actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa, también se generaron
mutantes que expresaban la FBPasa de P. sativum (FBPasaPs). Posteriormente,
se introdujo la FBPasa cloroplastidica a los mutantes que expresaban la SBPasa,
obteniéndose asi estirpes donde el sistema FBPasa-SBPasa seria el mismo al
cloroplasto de plantas. En todos los casos la eliminacion de la FBP/SBPasa se
realizé como la ultima transformacion y aquellos que carecian de esta enzima fueron
segregados fotoheterotréficamente.

Para generar las estirpes donde se expresara la SBPasa de A. thaliana (estirpe S)
de forma constitutiva se transformo la estirpe silvestre de Synechocystis con el
plasmido pNRSD_PcpcB_hisAtSBPsa (Figura 57A) y para la estirpe AF+S se
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transformé la estirpe AF. Posteriormente estas estirpes se transformaron con el
plasmido pslr2094 Ery (Garcia-Cafnas, 2015) generdndose también las estirpes
AF/S+S e AF/SAF+S. Todas las estirpes generadas que expresaban la SBPasaAt
se comprobaron por PCR (Figura 57B) y la acumulacion de esta proteina se estudio
mediante Western Blot (Figura 57C).
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Figura 57. Construccién de las estirpes sobreexpresoras de la SBPasaAt. (A)
Representacion esquemética de la region génica de nrsD en la estirpe WT (silvestre) y las
estirpes que expresaban la SBPasaAt. La secuencia codificante de esta proteina presenta una
cola de histidinas y se expreso6 bajo un promotor constitutivo con un sitio de unién al ribosoma
(RBS) de E. coli. (B) Analisis mediante PCR de la segregacion de las estirpes empleando los
oligonucleétidos 204 y 207. (C) Western Blot contra las proteinas con cola de histidina en las
estirpes WT (silvestre), AF/S, AF, S, F, S+F, AF/S+S, AF+S, AF/S+F, AF+F, AF/S+S+F,
AF/SAF+S, AF/SAF+F, AF/SAF+F+S cultivadas en BG11c con glucosa 10 mM y burbujeado con
aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COza 5 pmol fotones-m=2 -s. Se cargaron 350 g totales
de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 10% mediante
electroforesis SDS-PAGE. En las estirpes con dos bandas la banda inferior corresponde a la de
la SBPasaAt. El anticuerpo empleado en estos analisis, asi como su concentracion, esta descrito
en la Tabla 12.

Para generar la estirpe donde se expresase de forma constitutiva la FBPasaPs (F)
la estirpe silvestre se Synechocystis se transformé con el plasmido
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gInN_FBPasa_guisante, donde este gen se introdujo en gInN (Figura 58A). Con este
plasmido también se transformaron las estirpes AF, AF+S y S; generandose las
estirpes F, AF+F, AF+F+S y S+F. Una vez segregadas estas estirpes se
transformaron con el plasmido pslr2094_Ery (Garcia-Cafias, 2015); generandose
asi las estirpes AF/S+F, AF/SAF+F, AF/SAF+F+S e AF/S+S+F. La segregacion de
todas las estirpes que contenian esta construccion se comprobd por PCR de
colonias (Figura 58B) y la acumulacién de la proteina se verific6 mediante Western
Blot (Figura 58C).
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Figura 58. Construccion de las estirpes que expresaban la FBPasaPs. (A) Representacion
esquematica de la regién génica gInN tanto en la estirpe WT (silvestre) como en las estirpes que
expresaban la FBPasaPs. La secuencia codificante para la FBPasaPs presenta, ademas, una
cola de histidinas y se encontraba bajo un promotor constitutivo con un sitio de unién al ribosoma
(RBS) de E. coli. (B) Analisis mediante PCR de la segregacion de las estirpes que contenian la
FBPasa cloroplastidica de P. sativum usando los oligonucleétidos 50 y 51. (C) Western Blot de
la FBPasaPs en las estirpes WT (silvestre), AF/S, AF, S, F, S+F, AF/S+S, AF+S, AF/S+F, AF+F,
AF/S+S+F, AF/SAF+S, AF/SAF+F, AF/SAF+F+S cultivadas en BG11c con glucosa 10 mM y
burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COza 5 pmol fotones-m2 -s1. Se cargaron
5 ug totales de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 12%
mediante electroforesis SDS-PAGE. El anticuerpo empleado en este analisis, asi como su
concentracion, esta descrito en la Tabla 12.
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Previamente al estudio de las mismas se comprobd que todas las estirpes
generadas sobre fondo AF conservaran esta caracteristica y que las estirpes AF/S
no expresaran la proteina FBP/SBPasa (Figura 59). De forma que se analizé su
segregacion mediante PCR y la expresion de ambas proteinas mediante Western
Blot en estirpes cultivadas en mixotrofia.
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Figura 59. Comprobacion de las estirpes AF/S y AF. (A) Representacion esquematica de la
regién génica slr2094 en los mutantes carentes de la FBP/SBPasa (B) Andlisis mediante PCR
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de la segregacion de las estirpes sefalas usando los oligonucleotidos 143 y 164. (C) Western
Blot de la FBP/SBPasa en las estirpes WT (silvestre), AF/S, AF, S, F, S+F, AF/S+S, AF+S,
AF/S+F, AF+F, AF/S+S+F, AF/SAF+S, AF/SAF+F, AF/SAF+F+S. Estas fueron cultivadas en
BG11c con glucosa 10 mM y gaseo al 1% COza 50 pmol fotones-m-2 -s1. Se cargaron 5 pg de
proteina total de los extractos solubles de cada estirpe y estas se separaron con un gel al 12%
mediante electroforesis SDS-PAGE. (D) Representacién esquematica de la region génica
slr0952 en los mutantes carentes de la FBPasa (E) Andlisis por PCR de la segregacion de las
estirpes sefialas usando los oligonucledtidos 144 y 145. (F) Comprobacién mediante Western
Blot de la presencia de la FBPasa. Las estirpes analizadas, sus condiciones de cultivo y la
separacién de las proteinas son iguales a las del apartado C. Los anticuerpos empleados en
estos andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

3.1. Andlisis de la complementacion con la SBPasa de Arabidopsis
thaliana.

Estudios realizados en plantas demuestran que, aunque tanto la FBPasa como la
SBPasa patrticipan en el ciclo de CBB, la SBPasa ocuparia un papel mas importante
en la regeneracion de la ribulosa-1,5-bisfosfato (Tamoi et al., 2006). La estirpe AF/S
ya cuenta con una actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa, a pesar de que esta presenta
una regulacion contraria estando mas activa en oscuridad. Puesto que es posible
obtener el mutante AF/S en esta estirpe, la actividad FBPasa debe ser suficiente en
mixotrofia y fotoheterotrofia. Por lo que existia la posibilidad de que la FBPasa fuera
capaz de cumplir eficientemente la funcion fructosa-1, 6-bisfosfatasa en la fijacion
de carbono. De forma que, mediante la expresion de la SBPasaAt y la FBPasa
endogena se pudiera reconstruir el ciclo; de ser asi el mutante AF/S+S deberia ser
capaz de sobrevivir fotoautotréficamente.

Puesto que las enzimas SBPasas presentan cierta actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa (Gutle etal., 2016) y se queria determinar la esencialidad
exclusivamente de actividad la SBPasa, se comprobé la actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa de la SBPasaAt. Para esto la enzima se indujo y purific6 de BL21
mediante una cromatografia de afinidad por niquel y se determind la actividad
fructosa-1, 6-bisfosfatasa in vitro con la medida del desprendimiento de fosforo tras
adicionar la enzima y fructosa-1, 6-bisfosfato a una mezcla con tampén a pH 8y 15
mM de magnesio. De esta forma se comprobé que la actividad FBPasa de la enzima
totalmente reducida era muy baja, siendo esta solo un 2,4% de la actividad total de
la enzima FBP/SBPasa reducida (Figura 60A). Aun asi, destacé la segregacion de
la estirpe AF/SAF+S que no contaba con ninguna de las FBPasas de Synechocystis
mientras que el doble mutante que simplemente no expresaba ninguna enzima de
planta, no era capaz de segregar (Figuras 59). Por lo que la expresion de esta
proteina debe suplementar suficiente actividad FBPasa para sobrevivir con una
fuente de carbono exdgeno (Figura 60). Puesto que la enzima FBPasa de
Synechocystis no cuenta con actividad sedoheptulosa-1, 7- bisfosfatasa (Tamoi
et al., 1996) pero permite la supervivencia de la estirpe AF/S debe ser necesario una
minima actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa, y por tanto probablemente cierto flujo de
carbono por la via OPP, para crecer en mixotrofia y fotoheterotrofia.

Posteriormente se comprob0 si la expresion de esta enzima era capaz de recuperar
el fenotipo de la estirpe AF/S (Figura 60B, 60C), permitiendo que fuera capaz de
crecer fotoautotréficamente. Para esto se estudio el crecimiento de las estirpes
silvestre, S, AF/S+S y AF/SAF+S en medio solido y fotoautotrofia, mixotrofia y
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fotoheterotrofia. Las estirpes crecieron en mixotrofia hasta su fase exponencial
cuando se lavaron y se realizaron diluciones seriadas de las mismas. También se
comprob6 en medio liquido mediante la medida del crecimiento de las anteriores
estirpes ademas de las estirpes AF, AF/S e AF+S en estas mismas condiciones
troficas. Con estos experimentos se determind que la estirpe AF/S+S seguia siendo
incapaz de crecer sin una fuente de carbono exdgeno tanto en medio liquido (Figura
60C) como en medio solido (Figura 60B).
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Figura 60. Determinacién de la supervivenciay crecimiento en fotoautotrofia, mixotrofiay
fotoheterotrofia de las estirpes sobreexpresoras de la SBPasaAt. (A) Ensayo de la actividad
FBPasa en preparaciones de las enzimas FBP/SBPasa y SBPasaAt oxidadas con aire y tratada
con 10 mM de DTT. (B) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), S, AF/S+S e AF/SAF+S en
fotoautotrofia, mixotrofia y fotoheterotrofia. Se realizaron diluciones seriadas partiendo de 0,2
DO7sonm de las diferentes estirpes cultivadas en mixotrofia hasta su fase exponencial y se dejaron
crecer durante 6 dias en baja luz. (C) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S, AF, S,
AF/S+S, AF/SAF+S e AF+S en agitacion y fotoautotrofia (D) fotoheterotrofia y (E) mixotrofia. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos. Los experimentos de crecimiento se
realizaron a baja luz 5 ymol fotones-m2 -s1
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Aunque las estirpes que expresaban la SBPasaAt no recuperaron el fenotipo del
mutante AF/S, si que presentaron diferencias con respecto a esta estirpe en el
crecimiento ante diferentes condiciones troficas. En condiciones de fotoheterotrofia
y mixotrofia (Figura 60D, 60E) las estirpes S y AF+S mostraron un crecimiento
similar entre ellas, que a su vez era ligeramente mas rapido que el de las estirpes
AF o silvestre, pero mas lento que el de la estirpe AF/S. Sin embargo, cuando se
expreso sobre un mutante AF/S afectd negativamente a su crecimiento, puesto que
el mutante AF/S+S crece mas lentamente que el mutante AF/S con una fuente de
carbono exogena. Al comprobar el crecimiento del mutante carente de ambas
enzimas de cianobacteria y que, a su vez, expresaba la SBPasaAt (AF/S AF) se
determind que crecia mas lentamente que la estirpe silvestre. En condiciones
fotoautrotroficas a baja luz de crecimiento (5 ymol fotones-m-? -s1) el crecimiento
estuvo favorecido para aquellas estirpes que expresaron la enzima de plantas
capaces de sobrevivir, es decir aquellas que no carecian de la enzima bifuncional.
Por lo que las estirpes S e AF+S crecieron mas rapidamente en medio liquido en
dichas condiciones que la estirpe silvestre (Figura 60C).

3.2. Analisis de la complementacion con la FBPasa cloroplastidica de
Pisum sativum.

Ya que el mutante AF/S cuenta con otra enzima que presenta actividad FBPasa
(codificada por slr0952) pero esta tiene una regulacién contraria a la FBP/SBPasa
(mayoritariamente inactiva en condiciones de luz ambiental (Figuras 45, 55)), se
especuld sobre que una actividad FBPasa regulada positivamente por luz fuera
necesaria para crecer fotoautotréficamente. Pues se habia determinado que no era
la falta de una actividad SBPasa quien impedia esto (Figura 60). De forma que,
puesto que la FBPasa endogena no aportaba una actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa suficiente como para realizar el ciclo CBB, se procedio a determinar si
con una actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa activada al reducirse el mutante AF/S
podia crecer fotoautotroficamente. Para ello se analizaron los mutantes que
expresaban la FBPasaPs, una enzima que se regula positivamente por luz,
concretamente por las tiorredoxinas tipo f (Michelet et al., 2013; Gutle et al., 2016;
Fernandez-Trijueque et al., 2019). De la misma forma, si existiera un método
alternativo a la actividad sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa para regenerar ribulosa-1,
5-bisfosfato la estirpe AF/S+F deberia poder sobrevivir fotoautotréficamente.

3.2.1. Complementacion de la estirpe AF/S por la expresion de una FBPasa
cloroplastidica.

Para comprobar si la expresion de una enzima FBPasa cloroplastidica era capaz de
recuperar el fenotipo de la estirpe AF/S y permitia que esta estirpe creciera
fotoautotréficamente se analizd el crecimiento de las estirpes segregadas F,
AF/S+F, AF/SAF+F, AF/S, AF y silvestre en medio sdlido y liquido (Figuras 58, 61A,
61B). Para comprobar el crecimiento en medio solido las estirpes F, AF/S+F,
AF/SAF+F y silvestre se cultivaron en mixotrofia y tras llegar a su fase exponencial
se realizaron diluciones seriadas de las mismas en placas y fotoautotrofia, mixotrofia
y fotoheterotrofia. Por otro lado, también se analizé mediante el andlisis de su
crecimiento en medio liquido y fotoautotrofia, mixotrofia y fotoheterotrofia. Como en
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caso de la expresion de la SBPasaAt solo con la introduccion de la FBPasaPs no se
recuperaba el fenotipo de la estirpe AF/S, pues solo fue capaz de crecer en
fotoheterotrofia 0 mixotrofia, tanto en medio liquido como en medio solido (Figura
61). Esto sefiala que realmente no hay una ruta alternativa que permita la fijacion de
carbono sin una actividad sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa.
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Figura 61. Determinacién de la supervivenciay crecimiento en fotoautotrofia, mixotrofiay
fotoheterotrofia de las estirpes sobreexpresoras de la FBPasaPs. (A) Crecimiento de las
estirpes WT (silvestre), F e AF/S+F en fotoheterotrofia, mixotrofia y fotoautotrofia. Se realizaron
diluciones seriadas partiendo de 0,2 DO7sonm de las diferentes estirpes cultivadas en mixotrofia
hasta su fase exponencial y se dejaron crecer durante 6 dias en baja luz. (B) Crecimiento de las
estirpes WT (silvestre), AF/S, AF, F e AF/S+F en agitacion y fotoautotrofia (C) fotoheterotrofia y
(D) mixotrofia. Los resultados representan la media de, al menos, tres experimentos
independientes. Las barras de error corresponden al error estadndar de los mismos. Los
experimentos de crecimiento se realizaron a baja luz 5 ymol fotones:m2 -s1

En el caso de la estirpe AF/S+F en mixotrofia y fotoheterotrofia crecié de forma
similar a las estirpes AF vy silvestre, a diferencia de la estripe AF/S que crecié mas
rapidamente. Ya que la estirpe AF/SAF+F fue capaz de segregar (Figura 58), a
pesar de seguir necesitando una fuente de carbono exdgena para crecer (Figura
61), esto sefalaba que realmente es necesaria una actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa, independientemente de su regulacién, para crecer en mixotrofia o
fotoheterotrofia (metabolizar glucosa). Ademas, la estirpe AF/SAF+F crecié mas
lentamente que las estirpes AF/S+S y AF/S+F (Figuras 60, 61). A diferencia del
resultado de la sobreexpresion de la SBPasaAt sobre el fondo silvestre, la
sobreexpresion de la FBPasaPs ejerci6 un efecto negativo con respecto al
crecimiento en fotoheterotrofia y mixotrofia. La estirpe F presentd, en dichas
condiciones, un crecimiento no solo menor que el de la estirpe silvestre, sino incluso
menor al de la estirpe AF/SAF+S.
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3.3. Analisis de la expresion conjunta de la FBPasa y SBPasa de planta.

Puesto que la expresion por separado de la SBPasaAt o la FBPasaPs no consiguio
revertir el fenotipo del mutante AF/S (Figuras 60, 61) se determind que las
actividades SBPasa y FBPasa eran esenciales para el crecimiento fotoautotrofico y
que, a su vez, la actividad FBPasa era necesaria para el crecimiento en
mixotrofia/fotoheterotrofia. Puesto que se habian generado estirpes que
presentaban ambas enzimas de planta (S+F, AF/S+S+F, AF/SAF+S+F e AF+S+F)
se procediod a analizar las caracteristicas de las mismas en diferentes condiciones
troficas (Figura 62).

3.3.1. Recuperacion del crecimiento fotoautotréfico del mutante AF/S.

Para determinar el efecto de la expresidon conjunta de ambas proteinas se analizaron
las estirpes que contaban con estas tanto en medio sélido como en medio liquido.
En ambos casos esto se analiz6 de igual forma a lo realizado en los apartados 3.1.1.
y 3.2.1. De este modo se determind que al presentar ambas enzimas se revertia el
fenotipo del mutante AF/S, siendo estas estirpes capaces de sobrevivir en
fotoautotrofia (Figura 62A). Asi, ambas FBPasas de cianobacteria podian ser
sustituidas por las enzimas de planta y crecer fotoautotroficamente, obteniéndose
asi una situacion similar a lo que ocurre en el cloroplasto relativo a estas dos
actividades. Sin embargo, estas estirpes generadas presentan un fenotipo, en su
crecimiento, similar al de la estirpe F pues en todas las condiciones este era mas
lento que el de la estirpe silvestre (Figura 62). En cuanto a los cultivos en medio
liquido se determind que la estirpe AF/S+S+F presentaba un crecimiento similar en
fotoautotrofia, aunque levemente menor, al del silvestre (con una baja luz de
crecimiento), mientras que la estirpe AF/SAF+S+F crecia mas lentamente que
ambas (Figura 62B). En cuanto al crecimiento en mixotrofia tanto el crecimiento de
la estirpe AF/SAF+S+F como el de AF/S+S+F fue inferior al del silvestre y, por tanto,
muy inferior al de la estirpe AF/S (Figura 62C). Ambas presentaron una velocidad
de crecimiento muy similar en estas condiciones. Por lo que la regulacion de estas
enzimas en mixotrofia parece ser menos eficiente que la de la FBP/SBPasa que
presentaba la estirpe silvestre.

Cuando las estirpes AF/SAF+S+F y AF/S+S+F se cultivaron a luz de crecimiento
estandar (50 ymol fotones-m-2 -s1) la velocidad de crecimiento de las mismas se vio
afectada de forma severa. Estas estirpes presentaron un retraso con respecto a la
estirpe silvestre que fue mas acusado en la estirpe AF/SAF+S+F (Figura 62D). Por
lo que la FBPasa de Synechocystis debe favorecer el crecimiento en la estirpe
AF/S+S+F, respecto a AF/SAF+S+F, a pesar de no estar totalmente oxidada en
dichas condiciones. Sin embargo, cuando se cultivaron en mixotrofia a luz de
crecimiento estandar supuso una ventaja no expresar la FBPasa de cianobacteria
(Figura 62E); puesto que en dichas condiciones el crecimiento de la estirpe
AF/S+S+F presenta un mayor retraso respecto a la estirpe silvestre mientras que el
de la AF/SAF+S+F crece a una velocidad similar a la que crecia sin glucosa en el
medio (Figura 62C). Por tanto, la expresion de la FBPasa supuso una desventaja en
condiciones de mixotrofia en los mutantes que expresaban las enzimas de planta.
La diferencia en el crecimiento fotoautotrofico de la estirpe AF/S+S+F respecto a la
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estirpe silvestre se potencié al incrementar la luz de crecimiento hasta 185 pmol
fotones-m2 -s'1, siendo en este caso la DO7sonm tras 24 horas un tercio de la de la
estirpe silvestre (Figura 62F). En el caso de la estirpe AF/SAF+S+F este aumento
de luz inducia la muerte de la misma. De forma que, pese a haber suprimido el
fenotipo de la estirpe AF/S, la expresion de las enzimas de plantas no permitié un
crecimiento 6ptimo en fotoautotrofia.
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Figura 62 Determinacion de la supervivenciay crecimiento en fotoautotrofia, mixotrofiay
fotoheterotrofia de las estirpes sobrexpresoras de la FBPasaPs y SBPasaAt. (A)
Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), S+F, AF/S+S+F e AF/SAF+S+F en diferentes
condiciones y con una iluminacién de 5 pmol fotones-m-2 -s. Los cultivos en fase exponencial
en mixotrofia de cada una de las estirpes se igualaron a DO7s0nm de 0,2 y se hicieron 4 diluciones
1/10 sembrandose 5 pl de cada una dejandose crecer crecer durante 6 dias. Las estirpes
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AF/S+S+F e AF/SAF+S+F se cultivaron durante 5 dias mas que el resto de las estirpes para
corroborar su crecimiento en mixotrofia. (B) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S,
AF/S+S+F e AF/SAF+S+F cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol)
de CO2 a 5 uymol fotones-m-2 -s'1, (C) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), AF/S, AF/S+S+F
y AF/SAF+S+F cultivadas en mixotrofia e iguales condiciones al apartado B. (D) Crecimiento de
las estirpes WT (silvestre), AF/S, AF/S+S+F e AF/SAF+S+F cultivadas en BG11c burbujeado
con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2 a 50 ymol fotones-m2 -s'1. (E) Crecimiento de las
estirpes WT (silvestre), AF/S, AF/S+S+F e AF/SAF+S+F cultivadas en mixotrofia e iguales
condiciones al apartado D. (F) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre) e AF/S+S+F cultivadas
a 185 pmol fotones-m2 -s-1 e iguales condiciones al apartado D. Los resultados representan la
media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar de los mismos.

3.3.2. Efecto de la sobreexpresion de las enzimas de plantas en
fotoautotrofia.

Debido a la posibilidad de que la introduccién de cualquiera de que la SBPasaAt
generase cambios en el metabolismo general del carbono en condiciones
fotoautotrdficas, se estudid el crecimiento de las estirpes AF+S, S, AF y silvestre
ante diferentes intensidades de luz de crecimiento. A una intensidad de luz estandar
(50 pmol fotones-m=2 -s1) las estirpes silvestre y AF presentaron la misma
acumulacion de clorofila y velocidad de crecimiento entre ellas. Sin embargo, la
estirpe S mostro un ligero retraso en el crecimiento respecto al resto de estirpes que
correlacionaba con una menor acumulacion de clorofila. Ademas, la estirpe AF+S
present6 un ligero incremento del crecimiento respecto al resto de estirpes, y una
mayor acumulacion de clorofila (Figura 63A). El crecimiento del resto de estirpes
solo presento diferencias en alta luz (550 ymol fotones-m2 -s1).
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Figura 63. Crecimiento de los mutantes Sy AF+S ante diferentes intensidades luminosas.
(A) DO7sonm y medida de clorofila de las estirpes WT (silvestre), AF, S, e AF+S cultivadas en
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BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2 a 50 ymol fotones-m2 s, (B)
DO7sonm Yy medida de clorofila de las estirpes WT (silvestre), AF, S, e AF+S cultivadas en BG11c
burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2 a 550 pmol fotones-m=2 -s1. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos.

En estas condiciones de alta luz se comprob6 que las estirpes silvestre y AF no
presentaban diferencias en cuanto a su crecimiento o acumulacién de clorofila entre
ellas. Esto sugeria que la FBPasa de Synechocystis seria prescindible para un
proceso fotosintético eficiente en luz continua (Figura 63B). Sin embargo, el retraso
de la estirpe S se potencio (Figura 63B). En el caso de la estirpe AF+S el efecto fue
el contrario y se potencio tanto el crecimiento como la acumulacion de clorofila
(Figura 63B). Por tanto, la expresion de la SBPasaAt potenci6 el crecimiento a baja
luz y en condiciones de mixotrofia y fotoheterotrofia (Figura 60) mientras que dificultd
el crecimiento en condiciones fotoautotréficas donde era necesaria la fijacion de
carbono. Sin embargo, en ausencia de la FBPasa el efecto obtenido fue contrario,
potenciandose el crecimiento.

Para estudiar, de igual forma, el efecto de la expresion de la FBPasaPs se analizo
el crecimiento de la estirpe F en alta luz (Figura 64). De forma que esta estirpe y la
estirpe silvestre se cultivaron a 550 pymol fotones-m-2 -s1, midiéndose su crecimiento
y acumulacion de clorofila. En la estirpe F, a diferencia de lo que ocurria en dichas
condiciones para la estirpe S, el crecimiento aumento en alta luz, siendo superior
respecto a la estirpe silvestre. Por tanto, un aumento de la actividad FBPasa
favorecia el crecimiento en alta luz, mientras que el aumento de la actividad SBPasa
era negativo (Figuras 63 y 64). En estas mismas condiciones se comparé el
crecimiento con la estirpe S/F, ya que el sobreexpresor de la FBP/SBPasa también
presentaba un mayor crecimiento a alta luz (Garcia-Cafas, 2016) (Figura 53). Sin
embargo, en el caso de la sobreexpresién de la FBP/SBPasa el aumento en el
crecimiento era mayor. Esto indica que la enzima FBP/SBPasa presenta una fina
regulacion coordinada de ambas actividades para aumentar la eficiencia al maximo
dependiendo de las condiciones de crecimiento, algo que no se obtuvo con las
enzimas cloroplastidicas.
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Figura 64. Crecimiento del mutantes F en alta intensidad luminosa. DOvsonm y medida de
clorofila de las estirpes WT (silvestre), F, S/F y S+F cultivadas en BG11c burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de COs.. Los resultados representan la media de, al menos, tres
experimentos independientes. Las barras de error corresponden al error estdndar de los mismos.
Los experimentos de crecimiento se realizaron con una alta intensidad luminosa, 550 umol
fotones-m2 -s,

Puesto que la sobreexprexpresion por separado de solamente la SBPasaAt o la
FBPasaPs gener6 un retraso y un incremento en el crecimiento respectivamente, se
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procedié a analizar el efecto conjunto de la expresion de ambas a 550 pmol
fotones-m2 -s'1. Este mutante, a diferencia de las estirpes S y F (Figuras 63 y 64),
presento una DO7sonm Y cantidad de clorofila similar a la de la estirpe silvestre en alta
luz. La Unica diferencia entre ambas fue que la estirpe S+F presentaba un ligero
retraso, aunque la cantidad de clorofila acumulada fue idéntica a la de la estirpe
silvestre. Lo que sugiere que la cantidad de clorofila por unidad de densidad 6ptica
a 750 nm seria mayor en el mutante S+F. Esta diferencia en el crecimiento con
respecto al silvestre no fue, en ningun caso, comparable con el de las estirpes S 'y
F. De forma que la expresion conjunta realmente anulaba los efectos individuales
de cada enzima.

3.3.3. Cambios en la actividad FBPasa de las estirpes.

Para determinar si los problemas en cuanto al crecimiento de las estirpes
AF/SAF+S+F y AF/S+S+F se debian a defectos en la actividad FBPasa general, se
realizaron experimentos donde se midié la actividad FBPasa in situ de estas dos
estirpes y de estirpes que expresaban las enzimas de planta, tanto en condiciones
reductoras como no reductoras. Puesto que la cantidad de magnesio que necesitan
las enzimas de plantas para dichas condiciones de ensayo no estaba determinada
se probaron diferentes concentraciones del mismo. Las estirpes analizadas
crecieron en medio BG11c hasta la fase exponencial con una luz de crecimiento de
50 umol fotones-m=2 -s1, tras esto se sigui6 el método descrito en el apartado 5.1.2.
de Materiales y Métodos con concentraciones crecientes de magnesio, para las
estirpes silvestre, S/F, S, F, S+F, AF/SAF+S+F e AF/S+S+F a las que se les afadio,
o no, 10 mM de DTT como agente reductor (Figura 65). Respecto a la estirpe
silvestre, para la que se habia realizado este mismo experimento con una luz de
crecimiento baja (Figura 44), se determind que la actividad FBPasa en condiciones
reductoras con 75 mM de magnesio era superior a una mayor luz de crecimiento
mientras que en condiciones no reductoras era similar. De forma que la actividad
fructosa-1,6-bisfosfatasa generada por la enzima FBP/SBPasa era mayor pese a
que la cantidad de la misma en ambas condiciones era muy similar (Figuras 39A,
65A). Sin embargo, la actividad debida a la enzima FBPasa no se veia afectada por
este cambio en la intensidad luminosa, siendo la medida igual en ambos (Figura
65B). En el caso de la estirpe S/F la actividad en condiciones reductoras fue un 21%
superior a la de la estirpe silvestre con 75 mM de magnesio, aunque a todas las
concentraciones de magnesio fue superior, mientras que en condiciones no
reductoras es solo un 7% superior a la de la estirpe silvestre. Esto coincide con que
el efecto de dicha enzima principalmente se observaba en condiciones reductoras.
En el caso del mutante S este presentd una actividad en condiciones reductoras
similares a las del mutante S/F, siendo la principal diferencia que a muy altas
concentraciones de magnesio esta decrecia en el mutante S pero no en el S/F. Por
lo que este mutante presenté un incremento de actividad, respecto a la estirpe
silvestre, de un 18%. Ya que fue posible segregar el mutante AF/SAF+S,
posiblemente esta sea la actividad FBPasa necesaria para que un doble mutante
AF/SAF pueda sobrevivir con una fuente de carbono externa (Figura 55). De forma
gue en dichas condiciones el mutante S, a pesar de solo haber incluido una actividad
SBPasa, presenta una mayor actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa; lo que confirmo
que esta enzima presenta ambas actividades (Gutle et al., 2016). En el caso de
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condiciones no reductoras, también a 75 mM de magnesio, la estirpe S presento un
23% mas de actividad que la estirpe silvestre por lo que esta enzima no se
encontraria totalmente oxidada. Esto puede deberse a que las proteinas de
cianobacterias sean mas susceptibles a la oxidacion por aire (ya que en esta técnica
la muestra se agita). Esto se apoyo6 también con los resultados de la estirpe F, que
con 75 mM de Mg en condiciones no reductoras presento casi el triple de actividad
fructosa-1, 6-bisfosfatasa que la estirpe silvestre. En condiciones reductoras esta
diferencia con respecto a la estirpe silvestre fue de un 37%. La estirpe S+F presento,
en condiciones reductoras, un incremento del 80% de actividad respecto a la estirpe
silvestre a 75 mM de Mg y en condiciones no reductoras el incremento de actividad
fue de mas de 3 veces. En ambos casos, a una concentracion de exceso de Mg, el
incremento de actividad fue incluso superior a diferencia de en los mutantes Sy F
donde con un exceso de cofactor la actividad disminuyd. Por lo que la expresion de
ambas enzimas en condiciones reductoras tuvo un incremento de actividad mayor
al sumatorio del efecto de cada una.
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Figura 65. Medida de actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa en mutantes que expresan
SBPasaAt y FBPasaPs. (A) Medida de actividad FBPasa in situ de las estirpes WT (silvestre),
S/F, S+F, F, S AF/SAF+S+F e AF/S+S+F donde se afiadieron diferentes concentraciones de
magnesio al ensayo que se realizé con 10 mM de DTT. (B) Medida de actividad FBPasa in situ
de las estirpes WT (silvestre), S/F, S+F, F, S AF/SAF+S+F e AF/S+S+F donde se afadieron
diferentes concentraciones de magnesio al ensayo que se realizé sin la adicion de DTT. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos. Los experimentos se realizaron a 50 ymol
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fotones-m=2 -s1. Los datos se normalizaron tomando de referencia la actividad FBPasa de la
estirpe WT (silvestre) con 10 mM de DTT.

Las estirpes mutantes generadas donde se recupero el crecimiento fotoautotréfico,
AF/SAF+S+F e AF/S+S+F, presentaron una gran disminucién de la actividad
FBPasa en condiciones reductoras con respecto a la estirpe silvestre a
concentraciones inferiores a 75 mM de magnesio. Asi, a 15 mM de magnesio la
diferencia fue de un 40% con la actividad del silvestre en ambas estirpes, a 50 mM
la actividad fue la mitad de la estirpe silvestre en esas mismas condiciones y a 75
mM de magnesio la actividad ascendiéo a un 75% de la actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa de la estirpe silvestre. Por tanto, ambas estirpes presentaban una gran
disminucion de la actividad FBPasa debida a la pérdida de la FBP/SBPasa. Esto
indic6 que el retraso en el crecimiento de las estirpes podria deberse a que las
enzimas de plantas no realizarian eficientemente estas actividades. En el caso de
condiciones no reductoras, con 15 mM de magnesio la estirpe AF/S+S+F present6
un incremento de un 35 % de actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa respecto a la
estirpe silvestre. Este efecto era igual al observado en las estirpes Sy F, pero inferior
al de la estirpe S+F. La diferencia en la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa respecto
a la estirpe silvestre se mantuvo en todas las concentraciones superiores de Mg. Sin
embargo, la estirpe AF/SAF+S+F que ademas carecia de la enzima FBPasa,
present6 una disminucién de un 60% Yy 75% a 15 y 30 mM de magnesio; esta estirpe
Unicamente supero la actividad de la enzima silvestre a altas concentraciones de Mg
donde su actividad se equipar6é a la de la estirpe AF/S+S+F. Por lo que, en
condiciones no reductoras y a concentraciones bajas de magnesio, la actividad
fructosa-1, 6-bisfosfatasa de las enzimas de plantas era inferior a la de
Synechocystis.

3.4. Cambios en la eficiencia de las proteinas cloroplastidicas por la
presencia de la tiorredoxina f1 de Arabidopsis thaliana.

En plantas las principales tiorredoxina implicadas en la regulacion de las enzimas
FBPasa y SBPasa cloroplastidicas son las tiorredoxinas f (Yoshida et al., 2015;
Gutle et al., 2016; Fernandez-Trijueque et al., 2019). Sin embargo, Synechocystis
carece de una tiorredoxina tipo f, a diferencia de plantas (Florencio et al., 2006), por
tanto las diferencias en el crecimiento fotoautotréfico dependientes de luz de las
estirpes AF/SAF+S+F y AF/S+S+F podrian deberse a una incorrecta regulacion
dependiente de luz de dichas enzimas. De forma que es posible que el sistema
reductor de tiorredoxinas y glutarredoxinas de Synechocystis no pueda activar
eficientemente por reduccion a las proteinas de plantas. Puesto que en las proteinas
de cianobacteria el grado de reduccion aumenta al aumentar la intensidad de la luz
de crecimiento (Figuras 55, 56), es posible que esto no ocurra tan eficientemente en
las proteinas de plantas introducidas. Para comprobar si el menor crecimiento se
debia a una menor reduccion ante la falta de tiorredoxinas f en Synechocystis esto
se introdujo la tiorredoxina f1 de A. thaliana en la estirpe AF/S+S+F.

3.4.1. Generacion de la estirpe sobreexpresora de Trx f1.

Para la generacion de una estirpe que expresara de forma constitutiva Trx fl1 se
transformaron las  estirpes silvestre 'y S+F con el plasmido
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plat_arsB_PcpcB_trxF1_Sp, generandose asi las estirpes TrxF y S+F+TrxF. En
estas la secuencia codificante para la proteina de A. thaliana Trx f1 (TrxF1) quedé
bajo el promotor constitutivo de cpcB (Figura 66), insertado en el operon arsBHC.
Posteriormente la estirpe S+F+TrxF se transformé con el pldsmido pslr2094 Ery
(Garcia-Cafias, 2015) para generar la estirpe AF/S+S+F+TrxF. La segregacion de
ambas transformaciones se comprob6 mediante PCR (Figura 66B y 66C), ademas
la acumulacion de las proteinas se determindé mediante Western Blot (Figura 66D,
66E).
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Figura 66. Construccion de las estirpes que expresaban la tiorredoxina f1 de A. thaliana.
(A) Representacion esquematica de la de la regién génica del operon ars en los mutantes
sobreexpresores de la TrxF1 de A. thaliana y la estirpe WT (silvestre). El gen introducido presenta
la secuencia codificante para una cola de histidinas, que se expreso6 bajo un promotor constitutivo
con un sitio de unién al ribosoma (RBS) de E. coli. (B) Analisis por PCR de la segregacién de la
region génica del operdn ars en las estirpes TrxF, S+F+TrxF y AF/S+S+F+TrxF empleando los
oligonucledtidos 346, 214 y 347. (C) Analisis por PCR de la segregacién de la mutacién
sIr2094::Ery en la estirpe AF/S+S+F+TrxF usando los oligonucleétidos 143 y 164. (D) Western
Blot de GSI y tiorredoxina f1 de Arabidopsis thaliana en las estirpes WT (silvestre), TrxF,
S+F+TrxF y AF/S+S+F+TrxF cultivadas en BG11c y burbujeado con aire enriquecido con 1%
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(volivol) de CO2 a 50 ymol fotones-m -s. Se cargaron 10 ug totales de proteina total de los
extractos solubles y estas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE.
(E) Western Blot de la FBP/SBPasa y de las proteinas con colas de histidina en las estirpes TrxF,
S+F+TrxF y AF/S+S+F+TrxF cultivadas en BG11c y burbujeado con aire enriquecido con 1%
(vol/vol) de CO2a 50 uymol fotones'm2 -s1. Se cargaron 10 pg para el anticuerpo frente a la
FBP/SBPasa y 350 g totales de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron
con un gel al 10% mediante electroforesis SDS-PAGE. Los anticuerpos empleados en estos
andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

3.4.2. Efectos en el crecimiento y en la capacidad fotosintética.

Con el fin de determinar si la expresion de TrxF1 suponia una mejora para la estirpe
AF/S+S+F+TrxF respecto a su parental se analizé el crecimiento de ambas a
diferentes intensidades luminosas (Figura 67). Ya que el crecimiento de las estirpes
AF/S+S+F y silvestre fue similar a baja luz, cuando los requerimientos fotosintéticos
eran bajos, se analiz6 el crecimiento de las estirpes AF/S+S+F+TrxF, AF/S+S+F,
TrxF y silvestre a mayores intensidades luminosas. Para esto las estirpes
AF/S+S+F+TrxF, AF/S+S+F, TrxF vy silvestre se cultivaron a 50 ymol fotones-m2 -s-
1 (Figura 67A) y 185 umol fotones-m2 -s'1 (Figura 67B). Tanto cuando las estirpes
crecieron a una luz de crecimiento estandar como a alta luz, la sola expresion de
TrxF1 no afectdé al crecimiento (Figura 67) pues las estirpes TrxF y silvestre
presentaron un patrén idéntico de crecimiento en ambas condiciones. Por lo que,
aun si esta tiorredoxina afectase al estado redox de proteinas de Synechocystis,
esto no se reflejé en el crecimiento. Sin embargo, la expresién de TrxF1 en un
mutante que presentaba la FBPasaPs y SBPasaAt y a su vez carecia de la enzima
FBP/SBPasa de cianobacteria (mutante AF/S+S+F+TrxF) supuso una diferencia
con respecto a la no expresion de este regulador redox, tanto a luz de crecimiento
estandar como a alta luz (Figura 67). Asi, el mutante AF/S+S+F+TrxF no presentd
un retraso en el crecimiento con respecto a la estirpe silvestre algo que si ocurria en
la estirpe AF/S+S+F, a una luz de crecimiento estandar. En cuanto a alta luz, la
estirpe AF/S+S+F presentd un gran retraso respecto a la estirpe silvestre y la estirpe
AF/S+S+F+TrxF present6 solamente un ligero retraso. Estos resultados sefalaban
que la expresion de TrxF1 producia una mejora en el fenotipo de la estirpe
AF/S+S+F. Por lo que esta tiorredoxina posiblemente era capaz de reducir las
enzimas de planta haciendo que fueran mas eficientes.
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Figura 67. Crecimiento a diferentes intensidades luminosas de la estirpe AF/S+S+F+TrxF.
(A) Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), TrxF, AF/S+S+F y AF/S+S+F+TrxF cultivadas a
50 pmol fotones-m2 -s** en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2. (B)
Crecimiento de las estirpes WT (silvestre), TrxF, AF/S+S+F e AF/S+S+F+TrxF cultivadas a 185
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pumol fotones'm2 st en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO.. Los
resultados representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos.

Para comprobar si este cambio en el crecimiento se debié a una mejora en la
capacidad fotosintética, se estudio la evolucion de oxigeno de las estirpes silvestre,
AF/S+S+F+TrxF, AF/S+S+F, AF/SAF+S+F y TrxF mediante el uso de un electrodo
de oxigeno tipo Clark. Por tanto, se realizaron curvas de saturacion a intensidades
luminosas crecientes (Figura 68A). Para que todas las estirpes crecieran a una tasa
similar estas se cultivaron en baja luz hasta alcanzar su fase exponencial, momento
en el cual se midié el desprendimiento de oxigeno a diferentes intensidades de luz.
Pese a que todas las estirpes saturaron a la misma intensidad de luz, la ratio de
evolucion de oxigeno varié. Mientras que la estirpe silvestre y TrxF presentaron
valores muy similares (17,3+1,3 pumol min'Y/DO7sonm y 17£1,5 pmol min-t/DO7s0nm
respectivamente) la de la estirpe AF/S+S+F+TrxF fue ligeramente inferior (15,3+0,7
pumol min-t/DO7sonm). EN todo caso, la cantidad de oxigeno desprendida por la estirpe
AF/S+S+F+TrxF fue superior a la de las estirpes AF/S+S+F y AF/SAF+S+F
(13,8+0,2 pmol mint/DO7sonm y 12,2+0,6 pmol mint/DO7sonm respectivamente);
estando la de la estirpe AF/S+S+F ligeramente por encima de la estirpe
AF/SAF+S+F. Estos resultados coincidian con los anteriores sobre el crecimiento de
los mutantes (Figuras 62 y 67). Los resultados de desprendimiento de oxigeno, por
tanto, sefialaron que la sola expresion de TrxF1 no parecia generar ningin cambio
a nivel fotosintético, pero en el mutante AF/S+S+F+TrxF si que supuso una mejora,
recuperando el fenotipo silvestre. Ademas, sefialé que el menor crecimiento de las
estirpes AF/S+S+F e AF/SAF+S+F probablemente se debia a una disminucién en
la capacidad fotosintética, asi como en la actividad FBPasa (Figuras 62 y 65).

Ademas, se determind la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa in situ de cultivos de
estas estirpes (Figura 68). El experimento se realiz6 con concentraciones crecientes
de magnesio, ya que se habia demostrado anteriormente que especialmente las
enzimas cloroplastidicas necesitaban cantidades altas de este. A alta luz la actividad
en condiciones reductoras de la estirpe silvestre disminuyo levemente con respecto
la actividad a luz estandar, probablemente debido a la leve disminucién de la enzima
FBP/SBPasa en alta luz (Figuras 39 y 68). Esto mismo ocurrioé en la estirpe TrxF,
que siempre presenté la misma actividad que la estirpe silvestre. En ambas estirpes
la actividad en condiciones no reductoras no se alteré ante diferentes intensidades
luminosas, lo que coincidié con que los niveles de FBPasa no se veian alteradas
dependiendo de esto en la estirpe silvestre (Figura 39). Por tanto, esto apoya el
hecho de que la tiorredoxina no influya sobre las FBPasas de Synechocystis o que
la cianobacteria cuenta con otros mecanismos para mantener a estas proteinas en
el estado de oxidacion adecuado.
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Figura 68. Andlisis de la actividad FBPasa y de la evolucién de oxigeno de la estirpe
AF/S+S+F+TrxF dependiendo de la intensidad luminosa. (A) Evolucion de oxigeno de las
estirpes WT (silvestre), AF/S+S+F, AF/SAF+S+F, AF/S+S+F+TrxF y TrxF medida con un
electrodo de Clark a intensidades luminosas crecientes en cultivos que se encontraban en fase
exponencial (DO750=0,5-1) tras 24 horas de crecimiento en medio BG11c burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de CO:. (B) Medida de actividad FBPasa in situ de las estirpes WT
(silvestre), AF/S+S+F, AF/S+S+F+TrxF y TrxF donde se afadieron diferentes concentraciones
de magnesio al ensayo que se realizé con la adicion de 10 mM de DTT. Las estirpes crecieron a
50 uymol fotones'm?2.s1. Las medidas estidn normalizadas a la de la estirpe WT (silvestre)
cultivada a 50 ymol fotones':m2.s1 tras la adicién de 15 mM de magnesio que corresponde al
100% de actividad. (C) Medida de actividad FBPasa in situ de las estirpes WT (silvestre),
AF/S+S+F, AF/S+S+F+TrxF y TrxF donde se afiadieron diferentes concentraciones de magnesio
al ensayo que se realiz6 sin la adicién de DTT. La normalizacion y condiciones de cultivo son
iguales al apartado B (D) Medida de actividad FBPasa in situ de las estirpes WT (silvestre),
AF/S+S+F, AF/S+S+F+TrxF y TrxF cultivadas a 185 pmol fotones-m=2.s1. El resto de las
condiciones fueron iguales a las del apartado B. (E) Medida de actividad FBPasa in situ de las
estirpes WT (silvestre), AF/S+S+F, AF/S+S+F+TrxF y TrxF cultivadas a 185 ymol fotones-m-2-s-
1. El resto de las condiciones fueron iguales a las del apartado C. (F) Western Blot de FBPasaPs
y GSlI en las estirpes AF/SAF+S+F y AF/S+S+F+TrxF cultivadas en BG11¢ burbujeado con aire
enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2 a 50 o 185 umol fotones'm?2 -s1. Se cargaron 15 pug de
proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 12% mediante
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electroforesis SDS-PAGE. Los resultados representan la media de, al menos, tres experimentos
independientes. Las barras de error corresponden al error estdndar de los mismos. Los
anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla
12.

La estirpe AF/S+S+F+TrxF a 15 mM de magnesio en condiciones reductoras
presentaba una actividad del 70% respecto a la estirpe silvestre a luz estandar,
mientras que a alta luz es del 85%. Esto supone una mejora de un 30% y 60%
respecto a la actividad de AF/S+S+F en dichas condiciones. La actividad de las
estirpes AF/S+S+F y AF/S+S+F+TrxF en condiciones no reductoras, sin embargo,
fue independiente de luz y, en todas las concentraciones de magnesio estudiada,
fue mayor que la de la estirpe silvestre. De forma que fue 2 (AF/S+S+F) y 2,5
(AF/S+S+F+TrxF) veces mayor que en la estirpe silvestre en condiciones no
reductoras con una concentracion de 75 mM del cofactor. En el caso de la estirpe
AF/S+S+F+TrxF la actividad FBPasa con 75 mM de magnesio fue un 20% superior
a la de la estirpe silvestre en condiciones de luz estandar y un 50% superior a la de
la estirpe silvestre en condiciones de alta luz. Puesto que a baja concentracion de
magnesio la actividad, en ambos casos, de la estirpe silvestre fue superior la
actividad FBPasa de las enzimas cloroplastidicas presenta una mayor dependencia
a magnesio. Ademas, la estirpe AF/S+S+F+TrxF presenta una mayor cantidad de
FBPasaPs en ambas intensidades luminosas que la estirpe AF/S+S+F (Figura 68F),
lo que sefala que la expresion de TrxF1 de alguna forma incrementa la expresiéon
de esta proteina o estabiliza la proteina sintetizada (Sanz-Barrio et al., 2012; Du
et al., 2015).

3.4.3. Efectos redox en las proteinas cloroplastidicas.

Puesto que la introduccion de TrxF1 mejoré el fenotipo de la estirpe AF/S+S+F se
comprobo si el sistema redox de Synechocystis era capaz de alterar el estado de la
FBPasaPs. Es decir, si el problema de esta estirpe se debia a que el sistema no era
lo suficientemente eficiente 0 que no era capaz de actuar sobre las proteinas
exogenas. Para esto se analiz6 el estado de oxidacion/reduccion de la FBPasaPs
en la estirpe AF/S+S+F en respuesta a 24 horas de luz (50 ymol fotones-m=2-s1) u
oscuridad (Figura 69A). ElI marcaje de las cisteinas originalmente reducidas se
realiz6 con NEM, tras lo cual las proteinas del extracto se redujeron para marcas las
cisteinas con MM(PEG24); marcando asi este las cisteinas inicialmente oxidadas.
La FBPasa cloroplastidica y su estado redox en diferentes condiciones tras el
marcaje se visualizé mediante Western Blot. Como control de las bandas
inespecificas del anticuerpo se uso la estirpe silvestre. Para esta proteina la sola
adiccion de NEM supuso un cambio lo suficientemente alto en el peso molecular
como para diferenciar la enzima oxidada de la enzima reducida (Figura 69). Por
tanto, el paso de un estado oxidado a reducido en la FBPasaPs se realizé debido a
la reduccidn de varias cisteinas existiendo principalmente dos poblaciones
mayoritarias.

Para estudiar esto los cultivos crecieron hasta la fase exponencial en luz estandar
de crecimiento y posteriormente se mantuvieron 24 horas en oscuridad o en luz de
crecimiento estandar. Con esto se demostrd que en la estirpe AF/S+S+F el estado
de oxidacién de FBPasaPs se veia alterado con los ciclos de luz (L) y oscuridad (O),
por lo que el mecanismo de regulacion redox de cianobacteria era capaz de reducir

199



a esta enzima. Al calcular su porcentaje de reduccién (mediante la cantidad de
proteina oxidada y reducida diferenciada mediante la adicion de NEM) se determiné
que, en condiciones de oscuridad esta estirpe presentaba una reduccion del 29%
de la proteina con respecto a la misma medida en condiciones de luz de crecimiento
estandar (Figura 69A, 69E). Sin embargo, cuando este mismo experimento de
marcaje se realizo en la estirpe AF/S+S+F+TrxF se determind que, aunque el grado
de oxidacién en oscuridad de la proteina era similar al de la estirpe AF/S+S+F, en
luz variaba (Figura 69B, 69E). La estirpe AF/S+S+F+TrxF presentaba un grado de
reduccion un 15% superior al de la estirpe AF/S+S+F. De forma que, posiblemente,
seria esta leve diferencia en el estado de reduccion de esta proteina y su posible
efecto en la SBPasaAt las causas de la diferencia en el crecimiento de ambas
estirpes (Figura 67A) y la variacion en sus parametros fotosintéticos (Figura 68A).
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Figura 69. Analisis del estado redox de la FBPasa cloroplastidica dependiente de luz de la
presencia de TrxF1. (A) Western Blot de FBPasaPs en las estirpes WT (silvestre) y AS/F+S+F,
cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de COz durante 24 horas
en oscuridad (O) o a 50 pmol fotones-m=2 s (L). A las células se les afiadio NEM (10 mM) y en
dichas condiciones se extrajeron las proteinas. Tras esto se sigui6 el protocolo descrito en el
punto 3.8. de Materiales y Métodos. Se cargaron 20 ug de proteina total de los extractos y estas
se separaron con un gel al 10% mediante electroforesis SDS-PAGE en condiciones no
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reductoras. Posteriormente se analizé por Western Blot la cantidad de proteina. (B) Western Blot
de FBPasaPs en las estirpes WT (silvestre) y AS/F+S+F+TrxF. Las condiciones de cultivo y el
tratamiento de las células fue igual al de apartado A. (C) Western Blot de FBPasaPs en las
estirpes WT (silvestre) y AS/F+S+F, cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido con
1% (vol/vol) de CO2durante 24 horas en 185 uymol fotones-m-2 -s'1 (HL) o a 50 pmol fotones:m-2
-s1 (L). El tratamiento de las células fue igual al de apartado A. (D) Western Blot de FBPasaPs
en las estirpes WT (silvestre) y AS/F+S+F+TrxF. Las condiciones de cultivo y el tratamiento de
las células fue igual al de apartado C. (E) Cuantificacion de la ratio de FBPasaPs
reducida/oxidada en las estirpes AF/S+S+F y AF/S+S+F+TrxF cultivadas en BG11c burbujeado
con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO2y mantenidas durante 24 horas en oscuridad, 50
pmol fotones-m2 -s1 (UE) o 185 pmol fotones-m=2 -s1 (UE). El 100% de actividad corresponde a
la ratio de la estirpe AS/F+S+F+TrxF en luz. Los resultados son representativos o provienen de,
al menos, tres repeticiones bioldgicas independientes con los mismos resultados. Las barras de
error corresponden al error estandar de los mismos. El signo * hace referencia al estado reducido,
el signo + al estado oxidado y el signo — a las bandas inespecificas de cada anticuerpo. El
anticuerpo empleado en estos andlisis, asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla
12.

Puesto que la mayor diferencia en el crecimiento entre las estirpes se observo a alta
luz (Figura 67) se realiz6 este mismo experimento para estirpes que, tras llegar a su
fase exponencial, crecieron durante 24 horas en 185 pmol fotones-m2-s o alta luz
(HL) o luz estandar de crecimiento (50 umol fotones-m=2-s1) (L) (Figura 69C, 69D).
De esta forma se determiné que, en alta luz el estado de reduccién de la enzima era
mayor para ambas estirpes. Esta reduccion fue un 20% mayor para la estirpe
AF/S+S+F+TrxF. Por lo que, la reduccion es mayor con la principal tiorredoxina que
actlia sobre la enzima en planta. Aun asi las tiorredoxinas de cianobacteria, pese a
no ser tipo f, deben ser capaz de actuar sobre la FBPasa cloroplastidica ya que en
la estirpe AF/S+S+F el porcentaje de FBPasaPs reducida aumenta en luz (Figura
69).

De igual forma, esta tiorredoxina f de planta debe ser capaz de tomar el poder
reductor generado en la fotosintesis como las tiorredoxinas enddgenas de
Synechocystis. Para determinar si Trx f1 en la estirpe AF/S+S+F+TrxF es capaz de
oxidarse y reducirse al cambiar las condiciones ambientales se analiz6 mediante
Western Blot el estado redox de la misma. Empleando las mismas muestras y el
mismo disefio que para el experimento anterior, se determiné que Trx f1 presentaba
un mayor grado de oxidacion en oscuridad respecto a la estirpe que habia crecido
durante 24 horas a una intensidad de luz estandar (Figura 70A). Del mismo modo,
ante una mayor luz de crecimiento el grado de reduccion de la proteina aumenté
(Figura 70B). Esto apoyaba, por tanto, que dicha proteina era la culpable de la mayor
reduccion de la FBPasaPs en el mutante AF/S+S+F+TrxF (Figura 69). También
ratificaba que el sistema donador de electrones hacia las tiorredoxinas de
Synechocystis era capaz de donar estos electrones a la tiorredoxina de planta.
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Figura 70. Analisis de la reduccion de TrxF1 en la estirpe AS/F+S+F+TrxF dependiente de
la intensidad luminosa. (A) Western Blot de TrxFl1 en las estirpes WT (silvestre) y
AS/F+S+F+TrxF, cultivadas en BG11c burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO:2
durante 24 horas en 50 pmol fotones-m-2 -s'1 (L) u oscuridad (O). A las células se les afiadié NEM
(10 mM) y en dichas condiciones se extrajeron las proteinas. Tras esto se siguid el protocolo
descrito en el punto 3.8. de Materiales y Métodos. Se cargaron 20 pg de proteina total de los
extractos y estas se separaron con un gel al 12% mediante electroforesis SDS-PAGE en
condiciones no reductoras. Posteriormente se analizé por Western Blot la cantidad de proteina.
(B) Western Blot de TrxF1 en las estirpes WT (silvestre) y AS/F+S+F+TrxF, cultivadas en BG11c
burbujeado con aire enriquecido con 1% (vol/vol) de CO:2 durante 24 horas en 185 umol
fotones-m=2 -s*t (HL) o a 50 pmol fotones'm2 -s1 (L). El tratamiento realizado a las células fue
idéntico al del apartado A. Los resultados son representativos de, al menos, tres experimentos
independientes. El signo * hace referencia al estado reducido, el signo + al estado oxidado y el
signo — a las bandas inespecificas de cada anticuerpo. El anticuerpo empleado en estos analisis,
asi como su concentracion, estan descritos en la Tabla 12.
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l. Regulacion del intercambio Citocromo ce — Plastocianina.

Debido al Gran Evento de Oxigenacioén (GEO), hace entre 2400 y 2300 millones de
afos, que ocurrio gracias a la fotosintesis realizada por cianobacterias las
condiciones atmosféricas de la Tierra primitiva cambiaron (Schirrmeister et al., 2013;
Fischer etal., 2016a; Alcott et al., 2019; Sanchez-Baracaldo y Cardona, 2020).
Estos cambios fueron debidos a la presencia de oxigeno, compuesto téxico para la
mayoria de organismos existentes en esa época, que generd una extincion masiva
asi como la necesidad de las especies de adaptarse a la presencia del mismo
(Fischer et al., 2016b; Hamilton, 2019). Uno de los cambios generados por la
atmosfera oxidante fue, entre otros, una disminucion en la disponibilidad de hierro,
metal que al oxidarse y cambiar su estado de Fe?* a Fe3®" precipita, que
anteriormente constituia el principal cofactor de estos organismos (Crichton y Pierre,
2001; llbert y Bonnefoy, 2013). Puesto que muchos componentes fotosintéticos
contienen hierro (ambos fotosistemas, el complejo citocromo bsf, el citocromo csy
las ferredoxinas) la cantidad necesaria de este metal para los organismos
fotosintéticos es incluso mayor que en el resto de los organismos (Morrissey y
Bowler, 2012). De forma que, para adaptarse a la limitacibn de este nutriente
generada por el oxigeno atmosfeérico, los organismos fotosintéticos han desarrollado
algunas proteinas alternativas a aquellas que emplean el hierro como cofactor. Una
de estas proteinas es la plastocianina, una cuproproteina que reemplaza al
citocromo cs en algunas algas y muchas cianobacterias dependiendo de la
disponibilidad de hierro y cobre (Sandmann y Boger, 1980; Finazzi et al., 2005), lo
que reduce considerablemente la cantidad de hierro necesaria al usar cobre
(componente con mayor biodisponibilidad en una atmésfera oxidante). A diferencia
de las cianobacterias, las plantas solo cuentan con la plastocianina como
transportador electronico fotosintético (Weigel et al., 2003). EIl hecho de que ambos
transportadores estén presentes en clados cianobacterianos muy antiguos como
son Gloeobacter o Pseudoanabaena sugiere que este proceso de adaptacion
ocurri6 muy pronto en la historia evolutiva (Figura 11) de las cianobacterias. Por
tanto, esta necesidad de disminuir el uso de hierro ante los cambios ambientales
probablemente fue uno de los principales problemas de los organismos existentes
en ese periodo. Antes de la realizacién de esta tesis no se conocia el mecanismo
de regulacién de la expresion de Cit cs Yy Pc dependiendo de las condiciones
nutricionales en cianobacteria (Sandmann, 1986; Zhang et al., 1992). En algas
verdes, como en el caso de Chlamydomonas reinhardtii, existe un regulador
transcripcional denominado CRR1 que promueve la expresion del citocromo cs
cuando la concentracién de cobre es baja. Esta proteina es capaz de unir cobre en
sus dos estados de oxidacién y esta unidon hace que se inhiba la sintesis del
citocromo (Kropat et al., 2015). Sin embargo, este mecanismo de regulacién no se
encuentra conservado en las cianobacterias.

1. Control de la expresion petJ/petE mediado por PetR/PetP.

Durante la realizacion de esta tesis se ha determinado que el principal mecanismo
de regulacién del intercambio petE/pet] es el sistema PetRP. A excepciéon de
algunos clados, todos los genomas de aquellas cianobacterias que codificaban
ambos transportadores también presentaban los genes petRP. Incluso en algunas
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de estas cianobacterias ambos genes se encontraban proximos a los de los
transportadores electrénicos. Este sistema, asi como petE, est4d presente en
cianobacterias mas primitivas evolutivamente como Gloeobacter, por lo que
probablemente este mecanismo de regulacién fuera una adaptacioén que surgio poco
tiempo después de la adquisicidon de la plastocianina. Algo que coincide con que en
aquellos organismos que carecen de petE también esta ausente petRP (Figura 11).
Este sistema de regulacion no esta presente en los clados Synechococcus y
Prochlorococcus que si que presentan el gen que codifica para la plastocianina. Por
tanto, estas cianobacterias debian contar con dicho sistema pero probablemente lo
perdieran como ha ocurrido con otros sistemas regulatorios en respuesta a
diferentes cambios ambientales (Lambrecht et al., 2020).

El estudio del operén petRP ha determinado que PetR actia como un regulador
transcripcional induciendo la expresion de pet] y regulando negativamente la
expresion de petE (Figuras 15, 21y 22). Este regulador, homologo de CopY, Blal y
Mecl (Lewis y Dyke, 2000; Safo et al., 2005; Solioz et al., 2010; Pence et al., 2015),
presenta una expresion constitutiva a pesar de que la cantidad de proteina es
dependiente de cobre (Figuras 14 y 71). La relacién entre el cobre y PetR se
establece, por tanto, mediante PetP. PetP forma parte de la misma unidad
transcripcional que PetR y es una proteina homologa a las proteasas de membrana
BlaR1 y MecR1 (Carretto et al., 2002; Llarrull et al., 2011). Esta proteasa es capaz
de detectar el cobre y al interaccionar con el mismo ejerce su actividad proteasa
sobre PetR, produciendo su degradacion (Figuras 18 y 26). Ya que la expresion de
ambos componentes del sistema es independiente de cobre, no presentan un
mecanismo de regulacion de su expresion génica dependiendo de las condiciones
ambientales (Figura 71). De forma que la Unica relacion de ambas proteinas con el
cobre se establece mediante la capacidad de PetP de detectarlo.
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Figura 71. Analisis de la expresion de petRP en respuesta a cobre. Lecturas de petRP
detectadas en el RNA-seq de las estirpes WT (silvestre), PETR y PETP previa y posteriormente
a la adicion de 500 nM de Cu. Los resultados provienen de tres experimentos independientes.

Puesto que ambos genes forman una Unica unidad transcripcional, la generacién del
mutante PETR disminuye la expresién de petP (Figura 71). Sin embargo, se ha
comprobado que la cantidad de proteasa presente en PETR es suficiente para
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producir la degradacion de PetR (Figura 72). Ademas, el extracto de PETR es capaz
de degradar PetR-GST ante la presencia de cobre, demostrando que en este
mutante hay una cantidad suficiente de PetP funcional (Figura 26A). Las estirpes
PETR2 y PETR3 se generaron con la transformacion del mutante PETR con los
plasmidos pgInN::petR_petR y pgInN::PcpcB_rbs_petR respectivamente, por tanto
la expresion de petP en ellas era igual a la de la estirpe PETR (Figura 71), pero
contaban con otra copia de petR bajo su propio promotor y bajo un promotor
constitutivo fuerte. Ya que la velocidad de la degradaciéon de PetR es menor que la
de la estirpe silvestre en las estirpes PETR2 y PETR3 pero aun asi es susceptible
de degradacién en respuesta a cobre, la disminucién en la expresion de petP permite
una acumulacion de PetP suficiente para degradar a PetR eficientemente. Por tanto,
la cantidad de PetP en la estirpe silvestre es, posiblemente, un exceso del mismo
para permitir una rapida respuesta ante cantidades pequefias de cobre. Por tanto,
las caracteristicas de este mutante no se deben a la ausencia de PetP, sino de PetR.
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Figura 72. Anédlisis de la degradacion de PetR en los mutantes PETR2 y PETR3 respecto a
las estirpes WT y PETR. (A) Representacion de la regién génica gInN en la estirpe silvestre y
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los mutantes PETR2 y PETR3. (B) Comprobacion de la segregacion mediante PCR de los
mutantes PETR2 y PETR3 empleando los oligonucle6tidos 50 y 51. (C) Comprobacion de la
segregacion mediante PCR de los mutantes PETR2 y PETR3 empleando los oligonucle6tidos
223y 224. (D) Western Blot de PetJ, PetE y PetR en las estirpes WT (silvestre), PETR, PETR2
y PETRP3 cultivadas en BG11c-Cu tras la adicion de 500 nM de Cu a los tiempos indicados. Se
cargaron 5 ug de proteina total de los extractos solubles y estas se separaron con un gel al 15%
mediante electroforesis SDS-PAGE. Los resultados son representativos de, al menos, tres
experimentos independientes. Los anticuerpos empleados en estos andlisis, asi como su
concentracion, estan descritos en la Tabla 12.

Debido a la importancia de este mecanismo probablemente su funcionamiento, se
encuentra altamente conservado en las diferentes cianobacterias que presentan el
operdén petRP. Los efectos derivados de la ausencia de PetR o PetP, en cuanto al
intercambio petJ/petE, no solo se observan en Synechocystis (Figuras 15y 18), sino
que son extensibles para cianobacterias flamentosas como Anabaena (Figura 38).
Estas cianobacterias son lejanas evolutivamente entre si, sugiriendo que la relacion
entre los componentes de este sistema se establecio de forma temprana y
probablemente no se ha visto alterada. A pesar de esto, no se descarta que otras
cianobacterias diferentes a Synechocystis cuenten con mas dianas de PetR o PetP
(Figura 21), pudiendo estar implicado en la respuesta incluso a otros metales que
se relacionan con la homeostasis de cobre como el hierro (Waldron et al., 2007).
Ademas, podrian existir componentes adicionales para responder de una forma mas
precisa antes leves cambios en las condiciones de crecimiento. Estos experimentos
no solo han demostrado que el funcionamiento del sistema petRP respecto a la
respuesta petJ/petE en las dos cianobacterias es similar, sino que, puesto que la
respuesta a cobre en Anabaena en cuanto a la degradacion de PetR es menos
intensa que en Synechocystis, es posible que el sistema de captacion de cobre de
Anabaena sea menos eficiente. Esto explicaria que la respuesta en Anabaena
corresponda con la que se observa en Synechocystis para una cantidad menor de
cobre (Figura 13).

1.1. Caracteristicas de la regulacion mediada por PetR.

A pesar de que PetR es capaz de regular la expresion de petJ y petE mediante su
union directa a los promotores de los mismos (Figura 22) esta union presenta
diferente afinidad para cada promotor. El promotor de petE necesita de una menor
cantidad de PetR para titular completamente al mismo que el del promotor de petJ
(in vitro), por lo que PetR presenta una mayor afinidad por el promotor de petE. Estos
resultados probablemente se deben al diferente tipo de unién de la proteina con
ambos promotores. En el caso de petE la secuencia consenso de union de PetR se
presenta como repeticiones invertidas, mientras que en el caso de petJ la secuencia
consenso se presentaria como repeticiones directas (Figura 23). Sus homologos
Blal y Mecl actian como represores transcripcionales de blaZ y mecA mediante su
unién a una secuencia constituida por dos repeticiones invertidas, en ambos casos
esta secuencia consenso se encuentra, por tanto, cuatro veces (Lewis y Dyke, 2000;
Carretto et al., 2002; Safo et al., 2005, 2006; Llarrull y Mobashery, 2012; Pence
et al., 2015). En el caso de que la unién de PetR al DNA fuera igual a la de estos
represores, el regulador deberia presentar un dominio de dimerizacion (C-terminal)
y otro de union al DNA (N-terminal) y, por tanto, la interaccion de dos monomeros
mediante su extremo C-terminal permitiria su dimerizacion. Asi se generaria un
dimero capaz de unirse facilmente a las repeticiones inversas. Sin embargo, puesto
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que el promotor de petJ presenta repeticiones directas cercanas, en base a este
modelo, un dimero de PetR debe unirse a cada repeticion en cada lado de la hebra
(Figura 73). Esto sugiere que posiblemente su mecanismo de union cambiaria segun
actle como represor o activador. Hasta ahora se habia propuesto que Blal, Mecl y
CopY actuaban exclusivamente como represores transcripcionales, sin embargo
algunos estudios sefialan que quizas puedan actuar también como activadores
debido a diferentes conformaciones (Pence et al., 2015; Glauninger et al., 2017). Es
probable que no se hayan encontrado dianas activadas por estos reguladores
bacteriano porque en estos casos al actuar como activadores el sitio de unién
presente diferencias respecto a cuando actian como represores. Por tanto, al
analizar bioinforméaticamente los diferentes promotores de los genes y buscar
exclusicamente repeticiones invertidas las posibles dianas a las que activaria no
serian encontradas (Sala et al., 2009; Pence et al., 2015). El hecho de que un
regulador transcripcional actia como un represor y, posteriormente, se descubra
también una funcion activadora es algo que ya ha ocurrido en proteinas como Fur,
Zur o PurR (Delany et al., 2004; Seo et al., 2014; Sastry et al., 2019; Pinochet-Barros
y Helmann, 2020).
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Figura 73. Esquema del mecanismo de regulacién PetR/PetP. Mecanismo de regulacion de
la expresion de petE y pet). PetP detecta, mediante las metioninas 53 y 58, el cobre y en
respuesta a esto corta al regulador transcripcional PetR; PetR reprime la expresion de petE,
mediante su unién como un dimero a las repeticiones inversas de su zona promotora, y potencia
la expresién de petd mediante la unién, probablemente como dos dimeros opuestos, a las
repeticiones directas de su zona promotora.

En Synechocystis la union de PetR a los promotores que regula es diferente
dependiendo de su funcion sobre los genes. Asi, aunque el regulén de esta proteina
en Synechocystis es limitado y esta constituido por los genes petJ, petE y slr0601-
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02 (Figura 21) el mecanismo de accion es igual en todos aquellos genes donde actua
como activador, ya que slr0601, que codifica para una proteina de funcién
desconocida, también presenta repeticiones directas (Figuras 21 y 24). Al igual que
petRP, slr0601-02 parecen formar una Unica unidad transcripcional, por lo que es
probable que ambos genes participen en la respuesta a cobre como un sistema
conjunto (Mitschke et al., 2011), aunque su funcién no esta definida. La union de
PetR con los promotores de los tres genes se ha comprobado mediante la union
directa de la proteina con las secuencias de los mismos (Figuras 23 y 24). Esto
descarta que sean necesarias otras proteinas para que PetR pueda unirse
eficientemente a estos. Aunque el candidato més obvio para modular la afinidad de
PetR es el cobre la presencia de este metal (en ambos estados redox) no afecta a
la union de esta proteina con los promotores (Figura 23). Aunque no podemos
descartar que exista una modulacion mediada por otras proteinas o moléculas como
ocurre en Mecl de Staphylococcus aureus en el caso de la y-D-Glu—L-Lys (Amoroso
et al., 2012). Ademas, la afinidad por uno u otro promotor no depende de que actle
como un activador o como un represor, pues la afinidad por el promotor de slr0601
es similar a la de petE (Figuras 22 y 24). Por tanto, la afinidad no est4 determinada
por la forma en que se una a los promotores, sino que debe existir algin mecanismo
regulatorio. La funcion de este mecanismo regulatorio adicional puede ser asegurar
gue Cit cs solo se sintetice cuando la cantidad de cobre en el medio sea minima vy,
por tanto, Pc no pueda sintetizarse de forma eficiente. Por tanto, el que la afinidad
por el promotor de petJ sea menor haria que la transcripcion de esta proteina solo
se activase en dichas condiciones. A diferencia de CopY este regulador no presenta
diferencias en su afinidad con los promotores de forma dependiente de cobre (Solioz
y Stoyanov, 2003; Portmann et al., 2006), lo que sefiala que posiblemente PetR no
presenta una regién de unién a metales (Figura 22) sino que la regulaciéon mediada
por metales la ejerce PetP sobre PetR.

El sitio de corte de las proteasas BlaRIl y MecRI en los reguladores de bacteria Blal
y Mecl se encuentra entre los residuos Asn101 y Phel02, los cuales estan altamente
conservados en Mecl y Blal (Garcia-Castellanos et al., 2003; Peacock y Paterson,
2015). PetR también presenta un residuo de fenilalanina altamente conservado,
cercano a esta posicion, que esta presente en todas los PetR cianobacterianos en
torno a la posicion 100 (Phe98 en Synechocystis) (Figura 12). Dependiendo de la
especie el aminoacido anterior a esta fenilalanina es un residuo variable, por lo que
la asparragina no esta conservada en cianobacterias (Figura 12B). Si este es el sitio
de corte de la proteasa en cianobacteria, se generaria un fragmento de 11,12 kDa
tras el procesamiento de PetR por PetP mientras que el peso molecular de PetR sin
cortar es 15,9 kDa; esta diferencia en cuanto al peso molecular corresponderia con
los valores calculados para el doble bandeado que se obtiene de PetR en la estirpe
silvestre tras la adicion de cobre (Figuras 13 y 15C). La eliminacion de este residuo
por una alanina en Mecl genera un regulador incapaz de ser procesado por MecR
pero, puesto que la proteina resultante también es incapaz de unirse con el DNA, es
necesario un estudio mas profundo sobre este aspecto para determinar si el efecto
asociado a este cambio se debe a que el sitio de corte se encuentra en este residuo
o simplemente se produce un cambio conformacional que genera una proteina Mecl
cuya conformacion no es reconocida por MecR1 (Garcia-Castellanos et al., 2004).

210



1.2. Caracteristicas de la regulacion mediada por PetP.

La deteccion de cobre de este sistema de regulacion estd mediada por PetP. Esta
proteasa es la encargada de degradar PetR en respuesta a cobre (Figuras 18, 26 y
69). PetP actua aguas arriba de PetR produciendo su degradacién especifica, pues
el doble mutante de ambos genes presenta las mismas caracteristicas que la estirpe
PETR. Por tanto, las estirpes PETRP y PETR fueron indistinguibles en lo relativo al
intercambio petJ/petE, a la capacidad de crecer en uno u otro medio 0 a su
capacidad fotosintética (Figuras 15, 19 y 35). Puesto que PETRP no presenta
diferencias respecto a PETR probablemente en Synechocystis la actividad de PetP
no tenga multiples dianas, al igual que ocurre con la actividad reguladora de PetR
(Figura 21). Aun asi, es posible que PetP pueda actuar como proteasa sobre otras
dianas, pero esto solo ocurriese en unas condiciones especificas. Ya que la
respuesta, en lo relativo a la acumulacién de Cit cs y Pc y la degradacion de PetR,
muestra diferencias dependiendo de la cantidad de cobre en el medio (Figura 13) la
activacion de PetP en respuesta a cobre puede ser gradual o contar con diferentes
grados de activacion, algo que también se ha observado en algunos mutantes
generados (Figuras 31y 32). Independientemente del tipo de activacion de PetP, su
efecto en PetR no necesitaria de la asistencia de ninguna otra proteina. Pues al
introducir este sistema (petRP) en E. coli la proteasa mantiene su actividad sobre
PetR, como ocurre con Synechocystis (Figura 26). Esto indica que no debe haber
ninguna otra proteina necesaria para que PetP actie sobre PetR (ya que este
sistema esta ausente en E. coli) y puesto que la velocidad de degradacion de PetR-
GST es similar en ambos organismos esto sugiere que no debe existir ninguna
proteina necesaria para favorecer su efectividad. Aun asi, podrian existir otras
proteinas en cianobacterias, como MecR2 en bacterias (Aréde et al., 2012), capaces
de, ante diferentes estimulos o ante el mismo cobre, acelerar la respuesta, favorecer
la degradacién de PetR o la separacion de PetR del DNA. Esto estaria apoyado por
la leve degradacion, dependiente de cobre, de PetR en el mutante PETP (Figura
20).

Las metaloproteasas bacterianas MecRI y BlaRl, homélogas de PetP, se
caracterizan estructuralmente por presentar 4 hélices transmembrana, tener en su
extremo C-terminal un motivo sensor periplasmico encargado de determinar la
presencia de antibiético y un motivo HEXXH en su cara citoplasmatica donde las
dos histidinas y el glutdmico son los encargados de unir el zinc necesario para su
actividad (Rawlings y Barrett, 1995; Golemi-Kotra et al., 2003; Cha et al., 2007).
PetP comparte estas caracteristicas con las metaloproteasas, incluso conteniendo
el motivo HEXXH en el lazo entre el tercer y cuarto segmento transmembrana,
excepto que PetP carece de un motivo C-terminal periplasmico/citosolico (Figura
16). Estas proteasas parecen contar con una capacidad autocatalitica dependiente
de su unién a zinc, catalizada por el residuo de glutdmico del motivo HEXXH, que
actuaria entre el tercer y cuarto segmento transmembrana Yy haria que pasaran a
un estado activo independientemente de la sefial activadora (Llarrull y Mobashery,
2012; Belluzo et al., 2019). Es posible que PetP cuente también con esta capacidad
autocatalitica. Aunque el sitio de autocorte no esta conservado en cianobacterias,
en el lazo que une el tercer y cuarto segmento transmembrana de PetP se
encuentran secuencias altamente conservadas que incluyen argininas como las del
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sitio de autocorte de BlaR1 y MecR1 (Garcia-Castellanos et al., 2003). Es posible
que, al igual que en los residuos del sitio de corte de PetR, el sitio de autocorte de
PetP presente diferencias con respecto al conservado en MecR1 y BlaR1. Tampoco
se encontraron secuencias analogas a los sitios de autocorte de HtpX, las cuales
difieren levemente de las de MecRI y BlaRI (Sakoh et al., 2005; Yoshitani et al.,
2019). Sin embargo, se ha comprobado, en PetP, la importancia de las histidinas del
motivo conservado HEXXH, tanto en bacterias como en cianobacterias (Figura 30).
La eliminacion de las histidinas de este motivo genera una proteasa incapaz de
actuar sobre PetR incluso en presencia de cobre, es decir, el comportamiento de la
estirpe PETRP+HAHA es igual al de la estirpe PETP. Esto indica que ambos
residuos, al igual que en el caso de BlaRI, MecRI y HtpX, son esenciales para la
funcionalidad de la proteasa (Rawlings y Barrett, 1995; Sakoh et al., 2005; Yoshitani
etal., 2019). A pesar de esto, se desconoce si la esencialidad se debe a la
necesidad de coordinar con Zn o si estas histidinas pudieran participar, junto al
residuo de glutamico, en un posible autoprocesamiento necesario para la activacion
de PetP como en el caso de BlaRI y MecRI. Por la alta similitud de PetP en este
aspecto con las proteasas bacterianas el estudio de la importancia de estas
histidinas podria ser extrapolable a las proteinas implicadas en la resistencia a
antibiotico.

PetP, a diferencia de las proteasas bacterianas, es capaz de detectar cobre y actuar
en respuesta al mismo (Figura 26) en un proceso mediado por las metioninas 53 y
58. Estos residuos estan totalmente conservados en las diferentes cianobacterias
que presentan petP en su genoma (Figura 16C). En diferentes estudios se ha
determinado que las metioninas podrian ser los principales aminoacidos encargados
de coordinar con cobre (Lu, 2003; Le Sueur et al., 2016) y dado el alto grado de
conservacion, sugeria que ambas metioninas podrian estar implicadas en la
deteccién del cobre por PetP. Ya que la mutacion a alanina de estas metioninas
genera una alteracion en la respuesta a cobre de la proteasa (Figura 33), se
demuestra que son las encargadas de detectar el cobre en el medio. La mutacién
de cada una de estas metioninas por separado produjo una disminucién en la
capacidad de responder al cobre afiadido, pero no una total pérdida de la funcién
proteasa como en el caso de los mutantes PETP y PETRP+HAHA, lo que indica que
el efecto en la deteccion de cobre de cada metionina es cooperativo (Figuras 32 y
33). Sin embargo, la eliminacibn de ambas metioninas genera una estirpe con un
fenotipo similar al de las estirpes PETP y PETRP+HAHA, es decir, incapaz de
detectar cobre. Esto indica que son estos dos residuos, M53 y M58, los encargados
de unir el cobre y asi determinar si este metal se encuentra o no en el medio. Por
tanto, son necesarias para activar el mecanismo de respuesta PetR/PetP.

Ademés, se desconoce en qué membrana se encuentra esta proteasa en
cianobacterias, pudiendo encontrarse tanto en la membrana plasmatica, como es el
caso de MecRI y BlaRI, como en la membrana tilacoidal. Ya que la mayoria del cobre
de Synechocystis esta secuestrado en los tilacoides unido a la plastocianina (Tottey
et al., 2008, 2012) y CopS, que actia como sensor de cobre en el sistema de
resistencia esta en la membrana tilacoidal y plasmatica (Giner-Lamia et al., 2012).
Esta localizacion le permite a CopS responder tanto a los niveles externos de cobre
como al cobre que pueda liberarse de la Pc. Es por tanto posible que PetP se localice
también en ambas membranas permitiendo también esa respuesta a la presencia
de cobre extracelular o el liberado por la degradacion de Pc.
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2. Implicaciones de laregulacién y desregulacion del sistema petJ/petE.

El sistema de intercambio petJ/petE permite que a las cianobacterias con ambos
transportadores destinar el hierro disponible, cuando hay cobre en el medio, a otras
proteinas que no cuentan con otra alternativa sin hierro. Por tanto, es un mecanismo
importante que permite a las cianobacterias adaptarse a los posibles cambios que
puedan ocurrir en el medio en relacién con la disponibilidad de metales. Este sistema
de intercambio cuenta con varios niveles de regulacién, llevados a cabo por
diferentes proteinas. El primer nivel es transcripcional y esta mediado por PetR. Este
regulador se une a la regién promotora del DNA de los genes petJ y petE y como
resultado de esta interaccidén se promueve o reprime su transcripcion (Figuras 21y
22). Sin embargo, ya que tanto el mutante PETR como el mutante PETP no
presentan una acumulacion constitutiva de Cit cs y Pc en ausencia y presencia de
cobre (Figura 20), a diferencia de lo que ocurre con el RNAn que codifica para dichas
proteinas (Figuras 15Ay 18A), esto indica que debe existir un sistema de regulacion
postranscripcional de estos mensajeros. Este mecanismo debe ser un segundo
método de control para impedir que las proteinas adquieran una conformacién
adecuada o se traduzcan ante la ausencia de cobre en el caso de Pc y ante la
presencia del mismo en el caso de Cit ce. Pc, al ser una cupropoteina, es posible
que, en ausencia total de cobre debido a la presencia de BCSA, no pudiera plegarse
correctamente y quedase en una forma no funcional facilmente degradable. Sin
embargo, ya que en el medio BG11c hay hierro disponible y, a pesar de esto, la
cantidad de Cit ce disminuye respecto a un medio sin cobre disponible (Figura 20),
la necesidad del metal para plegarse correctamente no es la causa exclusiva de este
fenomeno. Independientemente de este posible mecanismo desconocido de
regulacion, los resultados obtenidos sefialan que, incluso en un medio que presenta
una alta cantidad de quelante especifico de cobre (BCSA), la estirpe PETR es capaz
de acumular Pc a niveles muy reducidos (Figura 15B). Ademas, esta proteina debe
ser funcional pues permite el crecimiento de dicha estirpe en estas condiciones. Esto
indica que el transportador de cobre al interior celular debe presentar una afinidad
mayor que el BCSA por el cobre. Por lo que, incluso en estas condiciones hay una
cantidad baja de cobre en el interior celular, la cual debe estar por debajo del limite
de percepcion de cobre de PetP, pues en dichas condiciones PetR reprime la
expresion de petE (Figura 15A). Se ha demostrado que uno de los posibles
mecanismos de regulacion de la cantidad de Cit cs es el RNAxc IsaR, que reprime
la expresion del mismo y a su vez se encuentra regulado por la presencia de hierro
(Fur reprime a IsaR cuando hay hierro) (Georg et al., 2017). Sin embargo, este
mecanismo no guarda relacion con el sistema PetR/PetP ya que este RNA no se
expresa diferencialmente en las estirpes afectadas en la regulacion Cice/Pc o frente
a cambios en la disponibilidad de cobre (Figura 74).

En cuanto a la posible presencia de un transportador electrénico alternativo a Cit Cs
y Pc en Synechocystis en este trabajo se ha demostrado que no es posible obtener
una estirpe totalmente segregada carente de ambos transportadores (estirpe
PETEJ; Figura 33B). Ademas, tampoco pudieron obtenerse las estirpes PETJP,
PETER y PETERP (Figura 33C, 33D). Puesto que PetR promueve la expresion de
petd y reprime la de petE un doble mutante PETER, asi como el mutante PETERP,
no expresaria petE y, ademas, no se promoveria la expresion de petJ. Del mismo
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modo el doble mutante PETJP no expresaria petJ y se regularia negativamente la
expresion de petE en cualquier condicién. De forma que la cantidad de Cit cs en
PETERP y PETER, asi como de Pc en la estirpe PETJP (la cual se encontraba por
debajo de los limites de deteccion analizados) (Figura 34) no seria suficiente como
para permitir la supervivencia de la estirpe. Esto apoya, por tanto, que no existe un
mecanismo de transferencia electrénica alternativa a estas dos proteinas entre el
citocromo bsf y el fotosistema | y que el sistema PetRP es esencial para la expresion
controlada de dichos genes.

160k 7

WT -Cu

160k |

WT +Cu

160k |

PETR -Cu

160k

PETR +Cu

160k

Densidad de ARN

PETP -Cu

160k

PETP +Cu

Figura 74. Niveles de isaR1 en los mutantes PETR y PETP. Lecturas de isaR1 detectadas en
el RNA-seq de las estirpes silvestre, PETR y PETP previa y posteriormente a la adicién de 500
nM de Cu. Los resultados provienen de tres experimentos independientes.

Aunque los mutantes PETJ y PETE y los mutantes del sistema regulador PETR,
PETP y PETRP son capaces de crecer con diferente disponibilidad de cobre, estas
estirpes presentan diferencias en cuanto al crecimiento. Se ha determinado que la
capacidad de crecer en medio con cobre de PETP y PETEP se debe a la expresion
en dichas condiciones de Cit cs. De igual forma en los mutantes PETR y PETRP se
detectan bajos niveles de Pc aun en medio con BCSA, lo que permite que sobrevivan
en estas condiciones (Figuras 15, 18 y 19). Ademas, las estirpes PETJ y PETJR
acumulaban una baja cantidad de Pc en medio sin cobre disponible (Figura 33B),
algo que también ocurre en la estirpe silvestre. En el mutante PETE y en la estirpe
silvestre, incluso en medio con cobre disponible pudo detectarse la presencia de Cit
cs (Figura 33C). Esto posibilita el crecimiento de las estirpes en todas las
condiciones analizadas y sefiala que el sistema de regulacion PetR/PetP no ejerce
una regulacién todo-o-nada. Por tanto, aunque aumenta o disminuye la expresiéon
de uno u otro gen (Figuras 15A y 18A), la acumulacién de una u otra proteina se
producira aunque esté reprimida o no esté activada la expresion génica. Estos bajos
niveles de una u otra proteina en las condiciones desfavorables para la misma son
las que permiten el crecimiento de PETJ, PETJR, PETJRP, PETE y PETEP (Figura
34A). Sin embargo, puesto que no se permite la segregacion de las estirpes PETJP,
PETER y PETERP, la cantidad de Pc en la primera y Cit cs en el resto de las estirpes
debe ser demasiado baja como para permitir un transporte electrénico eficiente
(Figura 33).
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A pesar de que PETJ y PETE son capaces de crecer en medio sin cobre y con cobre
disponible, estas estirpes presentan una disminucion en el crecimiento y defectos
en la fotosintesis (Figuras 34 y 35), algo que ya estaba descrito (Ardelean et al.,
2002; Durén et al., 2004; Ivanov et al., 2012; Wang et al., 2013). Esto también se
mantuvo para los mutantes PETR y PETP en medio sin cobre y con cobre disponible
respectivamente (Figura 35). En el caso de cultivos liquido el retraso en el
crecimiento se favorece en alta irradiancia, lo que indica que la cantidad que hay de
cada uno de estos transportadores, aunque les permite sobrevivir, no es suficiente
cuando el transporte electrénico fotosintético es mayor. De forma que la cantidad de
Cit cs y Pc en medio sin cobre y con cobre que se acumula en la estirpe silvestre no
constituye un exceso de los mismos, sino que es una adaptacion que le permite
sobrevivir cuando los requerimientos fotosintéticos sean mayores. Ademas, puesto
que la disminucion en la capacidad fotosintética de PETR en medio sin cobre fue
menor que la de PETJ la expresion constitutiva de petE, permitida por la falta de
PetR, genera unos niveles superiores de Pc que en la estipe silvestre (en la que la
expresion esta reprimida) permitiendo una mayor eficiencia (Figura 35). A pesar de
la acumulacion de Cit cs en medio con cobre en la estirpe PETP, esta presenta un
ligero retraso en el crecimiento, debido probablemente a que los niveles de este
transportador son inferiores a los de Pc en la estirpe silvestre. Ya que cobre es un
metal toxico cuando se encuentra exceso (Giner-Lamia et al., 2012, 2014, 2016b) el
menor crecimiento de la estirpe PETE puede deberse a que perder esta proteina
como principal sumidero de cobre sea altamente deletéreo (Giner-Lamia et al.,
2016b).

Todo esto sefiala la importancia de la presencia de unos niveles adecuados de Cit
Cs Y Pc para sobrevivir en las diferentes condiciones de crecimiento y la importancia
de una correcta regulacion de la expresion de los mismos. La regulacién se
encuentra conservada en las distintas cianobacterias (probablemente en todas
aquellas que presenten el sistema de regulacién petRP) ya que hemos demostrado
que esta conservada en dos cianobacterias filogenéticamente distantes como
Synechocystis y Anabaena (Figura 36). Aunque existen diferencias entre ellas como
son la distinta sensibilidad y duracién de la respuesta a cobre, diferencias que
probablemente estaran relacionadas con el metabolismo del cobre y el hierro en
ambas estirpes. Posiblemente este sea un sistema de regulacién muy robusto donde
PetP al detectar cobre cataliza el corte de PetR, favoreciendo su degradacion, y
PetR actla promoviendo la expresion de petJ e impidiendo la expresion de petE
(Figura 74).
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Il. Regulacion del ciclo del carbono mediada por las actividades
FBPasay SBPasa.

Una de las principales caracteristicas del ciclo CBB en cianobacterias, con respecto
a otros organismos fotosintéticos, es la presencia de una enzima dual FBP/SBPasa
que realiza ambas actividades en el ciclo CBB. Esta enzima cumple una funcion tan
importante 'y necesaria que se ha encontrado en los diferentes clados
cianobacterianos, excepto en Atelocyanobacterium thalassa (aislada ALOHA). Esta
cianobacteria fijadora de nitrdgeno no presenta genes de diferentes rutas esenciales
como son el ciclo de CBB y la biosintesis de aminoacidos o de algunos componentes
del PSII (Tripp et al., 2010). Por tanto, es posible que, al igual que otros genes del
mismo ciclo, a lo largo de la evolucién haya perdido esta enzima. Algunas
cianobacterias cuentan con otra enzima cuya actividad es exclusivamente FBPasa,
esta enzima no se encuentra en la cianobacteria anteriormente mencionada, el clado
de los Prochlorococcus y Cyanobium, un gran nimero de las diferentes especies de
Synechococcus y Chamaesiphon minutus (Figura 74). Por tanto, en estos
organismos tanto la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa necesaria para fijar carbono
durante el ciclo CBB como la que permite aumentar la produccion de poder reductor
mediante la ruta OPP la realizara la enzima bifuncional. Los niveles de expresion de
una y otra enzima varian en las diferentes estirpes de cianobacteria, de forma que
en algunas de estas la expresion de la enzima bifuncional es mayor, como
Synechocystis, y en otras los niveles de expresion de ambos genes son similares
(Gerbling et al., 1986; Tamoi et al., 1996, 1998; Guo et al., 2014). A pesar de que
los niveles de expresion de ambas enzimas puedan ser similares la actividad
fructosa-1,6-bisfosfatasa de la enzima simple es menor, aproximadamente un 50%,
qgue la de la enzima dual (Tamoi et al., 1996) (Figuras 45 y 46). Ambas proteinas
estructuralmente son similares a la FBPasa citosodlica de plantas (Tamoi et al., 1996)
aunque se diferencian de esta al presentar regulacion redox de su actividad, algo
gue comparten con la contraparte cloroplastidica. Asi, la FBP/SBPasa es activa en
su forma reducida (Miyagawa et al., 2001; Garcia-Cafas, 2015) y la FBPasa es
activa oxidada (Gomez Romero, 2015) (Figuras 45y 46). Por tanto, aquellas estirpes
que solo presentan la enzima dual deben presentar una regulacion adicional que
favorezca la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa en oscuridad y ambas actividades
en luz. Posiblemente para estas cianobacterias la regulacion redox de la
FBP/SBPasa analizada en Synechocystis dependiente de la presencia de luz
(Figura 55) sea diferente o presente una regulacion adicional. Se cree que el origen
de la enzima FBPasa cianobacteriana es un ancestro comun con la SBPasa
cloroplastidica que procede de una FBPasa anterior. Esta FBPasa se especializé en
ambas enzimas de manera diferencial. Sin embargo la FBP/SBPasa comparte un
ancestro comun con la FBPasa cloroplastidica (Jiang et al., 2012b; Gutle et al.,
2016). Por tanto, las similitudes entre estas proteinas no se deben a su origen
evolutivo sino a una convergencia evolutiva.
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Figura 75. Andlisis de la ausencia de la FBPasa FBP/SBPasa en las cianobacterias. Arbol
filogenético de las principales cianobacterias junto a la representacion de la ausencia del gen
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slr0952 (amarillo) y slr2094 (verde). Todos los Bootstrap se encuentran entre 70 y 100, cuanto
mayor sea el diametro del circulo rojo de cada nodo mayor sera este valor.

Las proteinas implicadas en la fijacion de carbono y las rutas relacionadas con el
propio carbono en Synechocystis representan un elevado porcentaje respecto al
resto de proteinas, este porcentaje es parcialmente invariable independientemente
de la cantidad de carbono disponible (0 glucosa extracelular) o la intensidad
luminosa. Aunque el aumento de la intensidad luminosa produce un ligero
incremento de la cantidad de este conjunto de proteinas (Jahn et al., 2018). Sin
embargo, que el conjunto de proteinas implicadas en la fijacién de carbono no varie
no descarta posibles cambios puntuales en algunas de las mismas o que no sufran
una regulacion postraduccional. En el caso de las FBPasas de Synechocystis tanto
la FBPasa como la FBP/SBPasa mantienen unos niveles practicamente invariables
ante cambios en la intensidad luminosa, una mayor disponibilidad de carbono a la
usual o la presencia de glucosa en el medio (Figura 39). En cambio, ambas proteinas
aumentan en condiciones de bajo carbono (aire), lo que se probablemente
corresponda con un intento de compensar la disminucion del carbono fijado ante la
disminucion en la disponibilidad del mismo. En estas condiciones las actividades
SBPasa y FBPasa, que forman parte del ciclo de CBB, se inducirian para favorecer
la fijacién de CO.. El aumento de la FBPasa en fotoheterotrofia podria corresponder
con el potenciamiento de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato en condiciones de
baja luz y baja fijaciébn de carbono en cianobacterias (Wan et al., 2017; Ueda et al.,
2018). Ya que ambas proteinas presentan regulacién redox, regulacion por Mg,
mediada por pH e inhibicion por AMP, en el caso de la FBP/SBPasa, es muy
probable que aun cuando no haya un cambio en la cantidad de las mismas si cambia
su estado redox y actividad enzimética (Figuras 44, 55, 56 y 65) (Tamoi et al., 1996,
1998; Sun et al., 2012; Feng et al., 2013; Gomez Romero, 2015). También cabe la
posibilidad de que se produzca una alteracion rapida y transitoria en la cantidad de
estas proteinas ante los cambios, buscando con esto equilibrar de nuevo la situacion
metabdlica y, posteriormente, vuelvan a los niveles iniciales de las mismas.

1. Importancia de la FBPasa y la FBP/SBPasa en Synechocystis.

1.1. Importancia de la FBP/SBPasa en el metabolismo.

La enzima FBP/SBPasa es esencial para el crecimiento fotoautotréfico (Figura 40)
(Yan y Xu, 2008; Garcia-Cafas, 2015), asi su ausencia genera una estirpe (AF/S)
gue necesita de una fuente de carbono reducida, como la glucosa, para sobrevivir.
El crecimiento de esta estirpe, ademas, esta favorecido tanto en mixotrofia como en
fotoheterotrofia (Figura 40). En baja luz (inferior a 40 ymol fotones-m=2 -s') y con
una fuente de carbono exdgeno, como la glucosa, la principal ruta encargada de
metabolizar esta glucosa, y en general la principal ruta activa, sera la ruta OPP
(Yang et al., 2002; Nakajima et al., 2014, 2017; You et al., 2014). Esta ruta comparte
intermediarios con el ciclo CBB, por lo que una parada del ciclo de fijacion de
carbono debido a la falta de la FBP/SBPasa podria ser beneficioso en dichas
condiciones debido a que en este caso dos rutas opuestas no emplearian a la vez
estos intermediarios. En Prochlorococcus, debido a la falta de fosfofructoquinasa,
las principales rutas implicadas en la metabolizacién de glucosa son Entner-
Doudoroff (ED) y OPP (Mufioz-Marin et al., 2017). Hay diversas teorias que sefialan
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en condiciones de iluminacion, donde la fotosintesis es activa y se realiza
eficientemente, la principal ruta encargada de la metabolizacién de la glucosa es la
ruta ED (Chen et al., 2016; Makowka et al., 2020) puesto que esta ruta no comparte
intermediarios con el ciclo CBB. Por tanto, la ruta ED en mixotrofia, siempre que la
intensidad luminosa no fuera inferior a 40 umol fotones-m=2-s y por tanto hubiera
una fijacion activa de carbono, seria energéticamente mas favorable pues ninguno
de los compuestos carbonados generados en la misma podria ser empleados por el
ciclo de CBB para fijar carbono. De forma que en condiciones de luz/oscuridad o
intensidad de luz superior a 40 uymol fotones-m2 -s! seria principalmente la ruta ED
la encargada de metabolizar esta glucosa. La base de esta teoria es que las
cianobacterias no cuentan con una compartimentalizacion celular, como si ocurre
en las células eucariotas. Por tanto, que el ciclo de CBB no sea funcional por la
ausencia de la FBP/SBPasa en baja luz podria favorecer la ruta OPP, pues aquellos
intermediarios conjuntos de ambas rutas (todos los metabolitos excepto la
sedoheptulosa-1, 7-bisfosfato) que se emplearan en la fijacion de carbono
posiblemente ya no se destinarian a la ruta CBB. Por tanto, en la estirpe AF/S se
favoreceria el crecimiento con una fuente de carbono exdgeno al poder realizar las
rutas del catabolismo de la glucosa, como son glucdlisis y OPP que comparten
intermediarios con el ciclo CBB, mas eficientemente. Posibilitando asi que la estirpe
AF/S presente una mejora en el crecimiento en dichas condiciones (Figura 40). Esto,
unido a la determinacion in vitro e in situ de que la enzima bifuncional es activa en
condiciones reductoras (Figuras 44 y 45) establece que posiblemente, en
cianobacterias donde estén presente esta enzima y la FBPasa, la actividad FBPasa
de la FBP/SBPasa estara relacionada exclusivamente con la fijacién de carbono y
no con la obtencién de poder reductor mediante la ruta OPP.

En Synechococcus y Prochlorococcus los niveles de transportadores de glucosa
varian dependiendo de la disponibilidad de la misma en el medio, entre otros
aspectos (Moreno-Cabezuelo et al.,, 2019). En Synechocystis el transportador de
glucosa, gtr (sll0771) (Schmetterer, 1990), no se ha determinado que experimente
cambios en su expresion o actividad dependiendo de las condiciones del medio. Por
tanto, aunque es probable que la disminucion de glucosa en el medio se deba a un
mayor consumo de la misma y, por tanto, un favorecimiento de su importe, no se ha
podido determinar que no se haya cambios en la cantidad de este transportador en
las estirpes AF/S o AF. La disminucion mas acusada de la glucosa en el medio de
AF/S en condiciones mixotroficas sefiala que su consumo mediante las diferentes
rutas de metabolizacién de glucosa es mayor y, por tanto, su importe estd mas
favorecido (Figura 41B). Ademas, en el interior celular esta glucosa no se almacena
como un excedente en forma de glucogeno, ya que los niveles de este son similares
a los de la estirpe silvestre (Figura 41C). Por tanto, el catabolismo de la glucosa sera
necesario para poder obtener el poder reductor, asi como la fuente de carbono,
suficientes para sobrevivir ya que esta estirpe no puede realizar el ciclo CBB. De
forma que el poder reductor que podria generarse en mixotrofia mediante la
fotosintesis debe ser insuficiente. En estas condiciones presenta un mayor consumo
de oxigeno y, por tanto, una mayor tasa respiratoria (Figuras 42 y 44). Puesto que
la tasa fotosintética es igual a la de la estirpe silvestre (Figura 42), la mejora que
experimenta AF/S se debe a un potenciamiento en el catabolismo de la glucosa y
en la respiracion (Makowka et al., 2020).

219



La estirpe AF/S tras 3 dias de crecimiento fotoautotréfico muere, a pesar de contener
glucégeno que podria ser empleado como una posible fuente de carbono. Incluso
entre las 24 y 48 horas en dichas condiciones la cantidad de glucogeno almacenada
en la estirpe AF/S se mantiene estable (Figura 41D), por tanto, en esta estirpe debe
acumularse algun metabolito que provoque su muerte o impida la metabolizacion de
glucégeno. Las rutas OPP y ED son las principales encargadas de movilizar el
glucdgeno (la ruta ED en el caso de que la fotosintesis sea activa (Doello et al.,
2018)), por lo que es posible que se produzca una redireccion andmala del flujo que
induzca su inhibicién en dichas condiciones en el mutante AF/S. Sin embargo, tras
48 horas de crecimiento fotoautotrofico se observa que la ausencia de la
FBP/SBPasa provoca una inhibicién en la produccién de oxigeno (Figura 43). Lo
que indica que esta estirpe pierde la capacidad fotosintética entre las 24 y 48 horas.
Esto coincide con la incapacidad de la estirpe para movilizar glucégeno (Figura 41).
Sin embargo, la acumulacion del metabolito que provoca la parada de la estirpe
AF/S no debe afectar a las rutas del catabolismo de la glucosa ya que en otras
condiciones tréficas la capacidad metabdlica de la estirpe AF/S se mantiene (Figura
40D). Por tanto, en esta estirpe se produce una acumulacién que impide la
degradacién de glucégeno y la cadena de transporte electronico exclusivamente en
fotoautotrofia, pudiendo ser un metabolito del ciclo CBB con un efecto pleiotrépico
que compartiria con las rutas del catabolismo de la glucosa.

1.2. Importancia de la FBPasa en el metabolismo.

Esta enzima, a diferencia de la FBP/SBPasa, no estd presente en todas las
cianobacterias (Figura 74) por lo que su funcién en el metabolismo del carbono en
Synechocystis probablemente pueda ser parcialmente realizada por la enzima
bifuncional. Esto se apoya en que las estirpes AF y silvestre presenten grandes
similitudes en la tasa de crecimiento en fotoautotrofia, mixotrofia y fotoheterotrofia,
velocidad en la incorporacion de la glucosa extracelular, tasa fotosintética y tasa
respiratoria (Figuras 40, 42, 43 y 44). Por lo que la FBP/SBPasa en estas
condiciones desemperia su funcion en el ciclo de CBB y la funcién de la FBPasa en
la ruta OPP o gluconeogénesis. Sin embargo, no es posible obtener un doble
mutante AFAF/S (Figura 40). Esto sugiere que la funcién FBPasa en la ruta OPP es
esencial para poder metabolizar glucosa (Unica condicion en que puede sobrevivir
el mutante AF/S) (Yang et al., 2002; You et al., 2014; Nakajima et al., 2017; Wan
et al., 2017; Ueda et al., 2018). La segregacién de una estirpe que carezca de ambas
enzimas de Synechocystis solo fue posible al introducir los genes de la FBPasaPs
(estirpe AF/SAF+F) o la SBPasaAt (estirpe AF/SAF+S), en ambos casos se genera
una estirpe con actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa. (Figuras 57, 58, 59 y 65). Esto
ratifica la esencialidad de una actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa para metabolizar
glucosa. Por lo que la regeneracion de NADPH mediante el ciclo OPP es esencial
en mixotrofia y fotoheterotrofia a baja luz y el poder reductor que se genere por otras
rutas catabdlicas debe ser insuficiente. Ya que la expresion de la SBPasaAt aumento
solo un 18% de actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa respecto a la estirpe silvestre
con altas concentraciones de magnesio, condiciones que posiblemente no se
encuentren en el interior de Synechocystis (Figura 65), la actividad FBPasa de la
estirpe AF/SAF+S sera baja. Lo que hace que la tasa de crecimiento de esta estirpe
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sea baja (Figura 60). Sin embargo, esta actividad FBPasa es suficiente para que la
estirpe AF/SAF+S pueda segregar.

Mientras que la FBPasa es activa oxidada la maxima actividad de la FBP/SBPasa
se obtiene cuando esta enzima se encuentra reducida y, ademas, la actividad
méxima de la enzima dual es de, aproximadamente, el doble de la enzima FBPasa
(Figuras 44, 45 y 46) (Tamoi et al., 1996). Esto sefiala que la FBP/SBPasa estara
principalmente activa durante la fijacion del carbono, como es el caso de la FBPasa
y la SBPasa cloroplastidicas de plantas (Pradel et al., 1981; Dunford et al., 1998b,
1998a), y solo parcialmente activa en las condiciones donde se obtendria poder
reductor mediante la OPP, mientras que la FBPasa estaria activa en las condiciones
contrarias. Por tanto, en condiciones de crecimiento estandar, ya que la estirpe AF
presenta el mismo fenotipo que la estirpe silvestre la poblacién activa de la
FBP/SBPasa (Figuras 55 y 56) cataliza una actividad fructosa-1,6-bisfosfatasa
suficiente para permitir la generacién de poder reductor mediante la ruta OPP. A
pesar de esto, la FBP/SBPasa no es capaz de cumplir eficientemente la funcion de
la FBPasa durante los ciclos de luz/oscuridad (Figura 40). Ademas, la estirpe AF
consume glucégeno mas lentamente que la estirpe silvestre en baja luz tanto en
presencia como en ausencia de glucosa tras ser trasferida a estas condiciones
desde mixotrofia (Figura 42). Puesto que la ruta OPP actua principalmente en estas
condiciones y es la ruta mayoritaria para la utilizacién de la glucosa derivada de la
degradacién de glucdgeno (Doello et al., 2018), probablemente sea necesaria una
mayor actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa que la generada por la FBP/SBPasa en
dichas condiciones. Esto unido al aumento de la expresion de esta enzima en
oscuridad (Saha et al., 2016) indica la importancia de la ruta OPP como fuente de
poder reductor en la metabolizacion de glucosa en baja luz y que es la FBPasa la
enzima encargada de esta funcion.

1.3. Importancia de laregulacion de las FBPasas.

La mayoria de los estudios in vitro realizados con anterioridad sobre regulacion
redox empleaban agentes oxidantes artificiales como el cobre o DTNB. Sin
embargo, la oxidacion con cobre genera cambios irreversibles en algunas enzimas
como la FBP/SBPasa (Figura 45A), por lo que estos estudios podrian estar
afectados por cambios irreversibles (Feng et al., 2013). De forma que la respuesta
redox descrita en los mismos podria no corresponderse con la respuesta real y, por
tanto, los resultados obtenidos podrian no ser totalmente fiables. En ambas
proteinas se observan cambios estructurales debidos a su estado de oxidacion
(Figuras 45 y 46). La FBPasa activa, en su estado oxidado, presenta un estado
dimérico mientras que al reducirse se rompe el puente disulfuro que posibilita dicho
estado, provocando una disminucién en su actividad. Por el contrario, la
FBP/SBPasa adopta formas de elevado peso molecular al inactivarse mediante
oxidacion. Esto establece una relacion entre la actividad de ambas proteinas y las
estructuras adoptadas por las mismas.

Los principales cambios estructurales implicados en la adquisicion de un estado
activo u oxidado en estas proteinas son debidos al establecimiento o rotura de
puentes disulfuro. Por tanto, la técnica de doble marcaje empleando NEM (marca
las cisteinas reducidas) y posteriormente reducir y unir las cisteinas libres con
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MM(PEG)24 (marca las cisteinas inicialmente oxidadas) ha permitido establecer de
forma aproximada cuéntas cisteinas estan implicadas en estos cambios (Figura 54).
Ademas de determinar que coexisten diferentes grados de oxidacion en las
diferentes condiciones ambientales en ambas proteinas. Asi, con un alto grado de
reduccién (tras afiadir 10 mM de DTT) la SBP/FBPasa presenta sus 9 cisteinas
reducidas mientras que, al oxidarse un gran nimero de sus 9 cisteinas, aunque no
todas, se oxidan (Figura 54B). Esto indica que en la adquisicion de una forma
multimerica, estan implicadas méas de 2 cisteinas (Feng et al., 2013; Cotton et al.,
2015). lgualmente, la FBPasa totalmente reducida, pero no totalmente inactiva
(Figura 45), presenta sus tres cisteinas reducidas y al oxidarse las 3 cisteinas son
susceptibles de esta oxidacion (a pesar de que siempre hay una poblacion
totalmente reducida) (Figura 54C). Por lo que incluso la cisteina que no esta
implicada en el puente disulfuro que permite la activacién de la FBPasa (Gémez
Romero, 2015) es susceptible de oxidacion mediante el aire.

Aunque la FBP/SBPasa en oscuridad presenta un mayor grado de oxidacién (menor
movilidad electroforética) que en condiciones de luz de crecimiento estandar (50
pmol fotones-m2 -s1) (Figura 55A) y aun mayor que en alta luz (185 ymol fotones-m-
2 .s1) (Figura 55B), en ninguna condicién presenta una Unica forma reducida. Por lo
gue esta enzima nunca se encuentra totalmente reducida en el interior celular y, por
tanto, en ninguna de estas condiciones tendria su actividad maxima. Puesto que en
dichas condiciones la enzima es activa (Figuras 44 y 65), los diferentes grados de
oxidacion observados tendran diferentes niveles de actividad y, por tanto, se
establecen puentes disulfuro que no provocan una completa inactivacion. En el caso
de la FBPasa hay un cambio conformacional similar, presentando un mayor grado
de oxidacion en oscuridad que en luz de crecimiento estdndar y aun mayor que en
alta luz (Figura 55C, 55D). Es mas, en alta luz aproximadamente la mitad de la
enzima se encuentra totalmente reducida. Aunque el porcentaje de reduccién de
estas enzimas esta regulado por la intensidad de luz, este no es completamente
oxidado o reducido en ninguna de las condiciones estudiadas, lo que podria permitir
una rapida respuesta a las variaciones ambientales transitorias. Por lo que el ciclo
de CBBy la ruta OPP podrian adaptarse mas rapidamente a cambios en el régimen
de luz. De forma que, al no encontrarse totalmente oxidadas o reducidas un leve
cambio en estas condiciones sera rapidamente seguido de la adaptacion en cuanto
al estado redox. En ambas enzimas la diferencia en el grado de oxidacion entre
luz/oscuridad fue mayor que entre luz/alta luz, lo que indica que, aunque las
variaciones en la intensidad luminosa desencadenen un cambio en su actividad el
principal cambio que sufrirdn sera en la transicion dia/noche.

En Synechocystis las tiorredoxinas presentan un mayor grado de reduccién en luz
que en oscuridad, donde principalmente se encuentran oxidadas. La tiorredoxina A
de Synechocystis es capaz de reducir a ambas FBPasas in vitro (Figura 46)
generando en ambas enzimas los mismos cambios conformacionales que un
reductor artificial como el DTT (Figuras 45 y 46). Ademas, en un mutante carente de
TrxA el estado de oxidacion de la FBP/SBPasa y la FBPasa varia (Mallen-Ponce,
2020), lo que indica que es TrxA quien actda como intermediario entre la luz y la
reduccién de las FBPasas (Figura 76). Por tanto, seria TrxA reducida por los
electrones generados en la cadena de transporte electronico fotosintética la que
actuaria sobre sobre estas enzimas reduciéndolas (inactivando a la FBPasa y
activando a la FBP/SBPasa). Estableciendo asi el principal sistema de regulacion
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de estas proteinas, relacionando su actividad con las condiciones externas y
permitiendo la rapida adaptacion en el flujo del carbono ante diversos cambios.
Mediante la valoracion redox de ambas enzimas se determind que presentan un Ems
similar (Figura 45B, 45C) al del resto de proteinas del ciclo CBB analizadas en
plantas y microalgas como FBPasa, SBPasa fosforibulokinasa, fosfoglicerato
quinasa Yy gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; cuyo Emg oscila entre -335 y -
360 (Hirasawa et al., 1999; Balmer et al., 2001; Marri et al., 2009; Morisse et al.,
2014). La regulacion redox de estas enzimas en plantas y microalgas esta
relacionada con las tiorredoxinas tipo m y f (Wolosiuk y Buchanan, 1977; Buchanan
etal.,, 2000; Raines, 2003; Montrichard etal., 2009; Gutle etal., 2016).
Synechocystis solo presenta una tiorredoxina tipo m (TrxA) (Florencio et al., 2006),
por lo que la regulacion redox de estas enzimas posiblemente la posibilite
principalmente TrxA (Mallen-Ponce, 2020). A dicho pH el potencial redox de las
tiorredoxinas f y m de espinaca oscilan entre -340 y -360 mV (Hirasawa et al., 1999),
por lo que en estas condiciones este En7 de la tiorredoxina m plantas es idéntico al
de TrxA de Anabaena (Mihara et al., 2020), lo que sugiere que esta regulacién redox
es posible para ambas enzimas de Synechocystis. Las otras tiorredoxinas presentes
en Synechocystis, TrxB y TrxQ, tienen una baja expresion en la mayoria de las
condiciones de cultivo, solo se inducen en determinadas condiciones de estrés y son
menos abundantes que TrxA (Pérez-Pérez et al., 2009a). Por tanto, que sea TrxA la
tiorredoxina que principalmente generaba un cambio en la actividad tanto de la
FBP/SBPasa como de la FBPasa era, en cierto modo, esperable.

FBP/SBPasa inactiva FBP/SBPasa activa

/ -’m\*\\

SH SH

FBPasa activa TrxA / FBPasa inactiva
-
= —

Figura 76. Regulacion por luz de las FBPasas de Synechocystis. El rayo simboliza el mayor
grado de activacién de cada enzima.

A pesar de los cambios en los flujos de diferentes rutas de asimilacion de la glucosa,
como la activacion de la ruta OPP donde participa la FBPasa, dependiendo de las
condiciones troficas (Chen et al., 2016; Ueda et al., 2018; Makowka et al., 2020) el
estado redox de la FBPasa y la FBP/SBPasa no esta regulado por las condiciones
troficas sino por la luz (Figuras 56 y 75). Por tanto, no se observé ningdn cambio en
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el estado de oxidacion de estas enzimas en mixotrofia, fotoheterotrofia o
fotoautotrofia (Figura 56). El grado de oxidacion de las enzimas en presencia de
glucosa solo aumentdé en ausencia de luz; oxidacion que se potencia en
fotoheterotrofia. Esto puede deberse a una adaptacion metabdlica debida a la
presencia de DCMU o a un incremento de moléculas oxidantes que puedan actuar
sobre las FBPasas debidas al DCMU.

Incluso tras la adicion de DCMU, que impide el flujo lineal de electrones, el grado de
oxidacion esta relacionado con la presencia o ausencia de luz. Por tanto, ya que las
células estan sometidas a iluminacion los fotosistemas pueden excitarse por lo que
se generaran reacciones fotoquimicas a pesar de que no exista un flujo lineal de
electrones. Esto permite la reduccién de la ferredoxina y por consiguiente de las
tiorredoxinas y de las dianas de estas. Por consiguiente, se producira la reduccion
de la FBPasa y la FBP/SBPasa. Ademas, incluso en heterotrofia se cree que una
de las isoformas de FNR, al poder oxidar NADPH, podria donar este poder reductor
a la ferredoxina (Thomas et al., 2006; Korn, 2010; Laughlin et al., 2019). Sin
embargo ya que TrxA estd oxidada en oscuridad esto no parece ser capaz de
producir su reduccion (Mallen-Ponce, 2020). También es posible que otras proteinas
0 moléculas, diferentes a las tiorredoxinas, pueden estar implicadas en la regulacion
redox de la FBPasa y la FBP/SBPasa tanto en luz como en oscuridad como son las
glutarredoxinas o el glutation.

1.3.1. Regulacion especifica de la FBP/SBPasa.

Los andlisis estructurales de esta proteina sefialan la presencia de tres posibles
conformaciones. Una conformacion dimérica inactiva que posteriormente generaria
una estructura tetramérica inactiva, la cual se estabilizaria por AMP. Se cree que
estructura inactiva se mantendria mediante el establecimiento de un Unico puente
disulfuro (Feng et al., 2013). Mediante su reduccion e interaccion con magnesio la
forma inactiva seria capaz de pasar a un estado tetramérico activo, estado también
obtenido mediante la unién de dos dimeros inactivos reducidos y acomplejados con
magnesio. Ademas, el estado activo seria capaz de pasar al estado inactivo
mediante su unién con AMP (Figura 9C), de forma que el intercambio de estados
ocurriria con facilidad (Feng et al., 2013). Estudios con los mutantes puntuales de
las 9 cisteinas de esta proteina indicaban que serian principalmente las cisteinas 75
y 99 quienes establecerian dicho puente disulfuro inactivante (Feng et al., 2013), sin
embargo andlisis estructurales determinaron que tanto en un mismo monémero
reducido como entre mondmeros estas cisteinas eran lejanas, por lo que serian las
cisteinas 75 y 84 las posibles candidatas (Cotton et al., 2015). Otros estudios
sefialan que las cisteinas oxidadas in vivo en esta proteina son las cisteinas 75 y
235 (Guo et al., 2014), a pesar de que la cisteina 235, a diferencia de las anteriores,
no esta conservada en las distintas cianobacterias (Figura 47A).

El estudio de la oxidacion de los residuos de cisteina in vivo de la FBP/SBPasa
determina que hay mas de dos cisteinas oxidadas en oscuridad por lo que, aunque
podrian ser dos cisteinas exclusivamente quienes principalmente formen un puente
disulfuro que diferencie a las dos conformaciones tetraméricas, hay mas residuos
cuya oxidacion ocurre en oscuridad generando un estado con menor actividad
(Figura 54). Si solo dos cisteinas estuvieran implicadas en formar un puente disulfuro
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intramolecular que produzca el paso de un estado activo a un estado inactivo, la
generacion de un doble mutante de ambas o un mutante simple de una de ellas
debe generar una enzima siempre activa (Feng et al., 2013; Guo et al., 2014; Cotton
et al., 2015). Ya que todas las aproximaciones anteriores determinaron que la
cisteina 75 era una de las dos cisteinas implicadas en esto un mutante de la misma
generaria una proteina siempre activa, sin embargo, este no es el resultado obtenido
(Figura 48). Es mas, ningun mutante simple (C75S, C84S, C99S) genera una
proteina siempre activa (Figura 48), siendo el doble mutante de las cisteinas 75 y
84 el Unico que origina una enzima menos sensible a la oxidacién, pero aun asi
ligeramente sensible (Figura 49). Ya que la proteina C75SC84S era diferente a la
C75S y C84S esto indica que el puente disulfuro que se establece entre estas dos
cisteinas puede ser tanto intra como intermolecular. Puesto que C75SC84S no es
totalmente insensible a la oxidacion deben existir otros residuos de cisteina que
pueden ser oxidados y afectar a la actividad de la enzima como sugerian los estudios
in vivo (Figura 54). Esto se sugeria en la valoracion redox de la FBP/SBPasa en la
gue se detectan dos pares redox (Figura 45B), sugiriendo que existen dos puentes
disulfuro.

Recién purificadas el estado de oxidacion de las proteinas C75S y C84S es mayor
que el de la proteina silvestre, sugiriendo que estas cisteinas participan en la
proteccion frente a la oxidacion. Sin embargo, esto no seria exclusivo de C75y C84
ya que C99S, C75SC99S y C84SC99S también presentan una mayor sensibilidad
a la oxidacion (Figuras 48 y 48). Puesto que la cisteina 99 esté localizada cercana
al sitio de coordinacién con magnesio (Figura 47B) y que un aumento de magnesio
no produce un cambio en la actividad de la proteina C99S (Figura 48E) esta cisteina
puede estar implicada tanto en la coordinacion con el cofactor como en mantener la
estructura en la FBP/SBPasa que permite dicha interaccion. De forma que, el
potenciamiento de este fenotipo en las proteinas C75SC99S y C84SC99S puede
deberse a que se ve afectada la coordinacién con el magnesio y su susceptibilidad
a la oxidacion. Por tanto, C85SC99S careceria de actividad porque se obtiene
sobreoxidada e inactiva y es incapaz de volver a una conformacién activa. Por lo
que si las cisteinas 75 y 84 estan implicadas en la proteccién frente a la
sobreoxidacion la eliminacion de una de ellas dificultaria el paso a un estado activo
tras la oxidacion de la proteina, efecto que se potencia ante la oxidacion con cobre
(Figuras 48 y 49). Sin embargo, la C75SC84S es menos sensible a la oxidacion
(Figura 49), lo que sugiere que la falta de ambas cisteinas genera una estructura
donde otras de las 7 cisteinas restantes cumplan esta funcién, o la estructura
adoptada por la falta de ambas favorece esta proteccion.

Las estructuras adoptadas al eliminarse solo la cisteina 75 o 84 son similares entre
si y ricas en oligdmeros de alto peso molecular y dimeros, estructuras que se forman
en la proteina silvestre al oxidarse y generalmente son inactivas (Figuras 50 y 76)
(Feng et al., 2013). Lo que apoya que se favorezca una mayor oxidacion ante la
ausencia de una de estas cisteinas. Las conformaciones oxidadas de alto peso
molecular disminuyen en la proteina C99S, proteina que presenta un patron de
oxidacion diferencial. Adoptandose una forma oxidada monomérica que no
corresponde con ninguna formada en la FBP/SBPasa silvestre. Por lo que su
ausencia favorece la formacion de puentes disulfuro intramoleculares aberrantes
gue generarian una proteina poco activa (Figuras 48 y 50). Posiblemente este
cambio esta relacionado con la alteracion el sitio de interaccion con el magnesio.
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Puesto que las proteinas analizadas, a excepcion de la proteina C84SC99S, eran
capaces de adquirir conformaciones diméricas y/o tetraméricas al oxidarse los
cambios conformacionales derivados de la oxidacion en la FBP/SBPasa no se
deben solo a estas tres cisteinas, sino que las 6 cisteinas restantes de la proteina,
a pesar de no estar conservadas, participan en la formacién de las estructuras
oxidadas inactivas (Figuras 50 y 51). C75SC84S, a pesar de presentar una alta
actividad cuando esta oxidada (Figura 49), adquiere conformaciones oligoméricas
(Figura 51) por lo que estas estructuras, aun oxidadas, deben contar con actividad
fructosa-1, 6-bisfosfatasa. Debido a la incapacidad de la proteina de formar
oligbmeros C84SC99S ambas cisteinas podrian estar implicadas en formar los
puentes disulfuro que posibilitan la formacién de estructuras de elevado peso
molecular al inactivarse. Puesto que esta proteina no presenta actividad (Figura 49),
estarian no solo implicadas en las estructuras de elevado peso molecular inactivas
sino también las activas. Ya que todas las proteinas donde C99 esta alterada
muestran patrones anémalos de oxidacion y actividad (Figuras 48, 49, 50 y 51)
probablemente esta cisteina esta implicada en la adquisicion de una conformacién
adecuada ante los cambios redox.

Sin embargo, a pesar de tener una actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa mayor y
menor tendencia a la oxidacion (Figura 49), la presencia de la proteina C75SC84S
in vivo no supone una mejora respecto a una proteina sin alterar (Figura 54), pues
la estirpe C75SC84S es indistinguible de la estirpe S/F. Por lo que a esa intensidad
luminosa la sobreexpresion de la FBP/SBPasa ya permita el maximo crecimiento
posible. Por tanto, para determinar si realmente provoca una mejora seria necesario
sustituir la FBP/SBPasa enddgena por la version alterada. Por el contrario, la estirpe
C99S presenta una disminucién en el crecimiento, asi como en la acumulacion de
glucdégeno respecto a la estirpe silvestre. Lo que sugiere la posibilidad de la
formacion de heterotetrdmeros C99S-WT, lo que disminuiria tanto el nimero de
tetrameros donde todos los monémeros sean silvestres como aquellos donde todos
los mondémeros sean C99S. Esto produciria, por tanto, una disminucion en la
actividad de la enzima.

2. Esencialidad de las actividades FBPasa y SBPasa en Synechocystis.

2.1. Implicacion de ambas actividades en fotoautotrofia y el catabolismo
del carbono.

La actividad sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa en Synechocystis esta catalizada por
la enzima FBP/SBPasa mientras que la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa esta
catalizada por esta enzima y la FBPasa (Gerbling et al., 1986; Tamoi et al., 1996,
1998). Una ausencia de la FBP/SBPasa conlleva la imposibilidad de crecer
fotoautotréficamente y, por tanto, la necesidad de una fuente de carbono exégena
(Figura 40) (Yan y Xu, 2008). Ya que la estirpe AF/S acumula la enzima FBPasa
(Figura 40) esta estirpe solo carece de actividad sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa la
introduccion de una actividad SBPasa se esperaba que pudiera revertir la
incapacidad de crecer fotoautotroéficamente. Sin embargo, fue necesaria la
introduccion de la SBPasaAt y de la FBPasaPs para revertir este fenotipo (Figuras
59y 62). De igual forma a la introduccién de la SBPasaAt, la introduccion exclusiva
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de la FBPasaPs tampoco fue suficiente para revertir este fenotipo (Figura 61). Esto
sugiere que, aunque la FBP/SBPasa puede sustituir a la FBPasa en su funcién en
ruta OPP (Figura 40), la FBPasa no puede aportar, en condiciones luminicas, una
actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa suficiente para realizar la fijacion de carbono
(Figura 59). Posiblemente la ineficacia de la FBPasa se debe tanto a la regulacion
contraria de ambas enzimas, que haria que la FBPasa esté poco activa en
condiciones fotosintéticas (Figuras 45, 46 y 55), a su baja expresion en
Synechocystis (Tamoi et al., 1998; Guo et al., 2014) y una menor actividad fructosa-
1, 6-bisfosfatasa méaxima. Por tanto, la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa total seria
menor. Ademas, la necesidad de introducir ambas enzimas cloroplastidicas
demuestra que la actividad sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa es necesaria para el
crecimiento fotoautotréfico (Figura 61). Sin embargo, aunque las estirpes
AF/SAF+S+F y AF/S+S+F son capaces de crecer fotoautotroficamente (Figura 62)
solo presentaron una tasa de crecimiento similar a la estirpe silvestre ante bajas
intensidades luminosas (5 pmol fotones-m-2 -s1), pero cuando la intensidad luminosa
aumento la tasa de crecimiento de estas estirpes disminuyd, ocasionando, en el
caso de la estirpe AF/SAF+S+F, incluso la inhibicién del crecimiento de la misma en
alta luz. Esto sugiere que la actividad de las enzimas cloroplastidicas en
Synechocystis es ineficiente. Ya que la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa de las
estirpes S+F sufre una limitacibn mayor que la de la estirpe silvestre ante bajas
cantidades de magnesio este puede ser uno de los motivos de una menor actividad
en estas estirpes in vivo (Figura 65).

La expresion de la SBPasaAt mejoro el crecimiento en fotoheterotrofia y mixotrofia
en baja luz de las estirpes S y AF+S (Figura 60) que crecieron mas rapidamente que
la estirpe silvestre, pero no llego a la tasa de crecimiento de la estirpe AF/S. Por
tanto, su expresion produce una mejora en el crecimiento con glucosa exdgena en
condiciones donde las rutas del catabolismo de la glucosa estan activas. Sin
embargo, su expresion en un mutante carente de la enzima FBP/SBPasa afect6
negativamente al crecimiento, puesto que el mutante AF/S+S crece mas lentamente
gue la estirpe AF/S en estas condiciones. No obstante, la estirpe AF/S+S tiene un
mayor tiempo de supervivencia en fotoautotrofia que la estirpe AF/S, por lo que el
metabolito acumulado en la estirpe AF/S debe ser susceptible de metabolizacién por
la SBPasaAt. Ya que la mejora en el crecimiento de la estirpe AF/S probablemente
se debe a una redireccion de los intermediarios compartidos por la ruta CBB a la
ruta OPP o glucdlisis, posiblemente la expresién de la SBPasaAt favorezca la
redireccion de nuevo de estos esqueletos carbonados para la fijacion de carbono
(Figura 76). Puesto que las SBPasas presentan una minima actividad fructosa-1, 6-
bisfosfatasa y proceden de un ancestro comun con la FBPasa (Jiang et al., 2012b;
Gutle et al., 2016), posiblemente su expresion también potencie en determinadas
condiciones la ruta OPP (Figuras 59 y 65). El retraso en el crecimiento en alta luz y
condiciones fotoautotréficas de la estirpe S sugiere que la expresién de la SBPasaAt
debe estar interfiriendo con el correcto funcionamiento de la fijacion de carbono.
Puesto que en la estirpe AF+S este retraso en el crecimiento no sucede (Figura 63)
apoya que no es un problema debido al exceso de actividad sedoheptulosa-1, 7-
bisfosfatasa respecto a la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa, sino que la SBPasaAt
también podria potenciar la entrada de fructosa-1, 6-bisfosfato en la ruta OPP. En
condiciones de alta luz, donde la principal ruta del carbono activa deberia ser CBB
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conllevaria una pérdida de carbono. Esto sugiere que la expresion conjunta de
SBPasaAt y FBPasaPs genera un desequilibrio general sobre los flujos del carbono.

Contrario al efecto de la expresion de la SBPasaAt, la expresion de la FBPasaPs
ejerce un efecto negativo en el crecimiento en fotoheterotrofia y mixotrofia (Figura
61). Asi, la estirpe F crece mas lentamente en estas condiciones que la estirpe
silvestre. Este efecto también esta presente en la estirpe AF/S+F, cuya tasa de
crecimiento disminuye hasta niveles similares a los de la estirpe silvestre en
presencia de glucosa (Figura 61). Siendo inferior el crecimiento al de la estirpe
AF/S+S (Figura 59). Esto sugiere que, a diferencia de la FBPasa de Synechocystis,
la FBPasaPs esta altamente especializada en su contribucién en el ciclo de CBB.
Por tanto, no favorece el catabolismo de la glucosa e incluso favoreceria la
redireccion de esqueletos carbonados a la fijacion de carbono a pesar de la
imposibilidad de que esta ruta se complete. Ya que la estirpe AF/SAF+F segrega
en ausencia de la FBPasa cianobacteriana esta enzima cloroplastidica debe poder
contribuir a la ruta OPP (Figuras 60 y 61). Sin embargo, ya que la estirpe AF/SAF+F
crece mas lentamente que la estirpe AF/SAF+S en mixotrofia su contribucion en el
catabolismo de la glucosa es menor que la de la SBPasaAt (Figuras 60y 61). Puesto
que el aumento de la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa producido por enzima es
mayor que el debido a la SBPasaAt (un 37% frente a un 18%), en condiciones de
magnesio ideales, gran parte de esta actividad no parece ser empleada para obtener
poder reductor a partir de la glucosa (Figura 65). Por otro lado, el crecimiento de la
estirpe F esta favorecido en alta luz, a unos niveles similares a los de la estirpe S/F
(Figura 64). Esto indica que, al igual que la FBP/SBPasa, la FBPasaPs esta
implicada principalmente en la fijacion de carbono y esto es lo que produce una
mejora en el crecimiento de la misma (Nakajima et al., 2014; Garcia-Cafas, 2015;
Ueda et al., 2018).

La SBPasaAt y la FBPasaPs generan alteraciones en el ciclo del carbono contrarias
entre si. Es por esto que la estirpe S+F presenta una velocidad de crecimiento similar
al de la estirpe silvestre en alta luz (Figura 76). Por tanto, la expresion de ambas es
necesaria para obtener de nuevo un equilibrio en las diferentes rutas del carbono en
las que esta implicada la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa. Ademas, ambas son
necesarias para recuperar el crecimiento fotoautotréfico de la estirpe AF/S.
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Figura 77. Resumen de las caracteristicas de las diferentes enzimas con actividad FBPasa
en Synechocystis. Las flechas indican un aumento de la cantidad de proteina en determinadas
condiciones de crecimiento mientras que el tamafio de letra refleja la implicacion de cada proteina
en una ruta.

2.2. Diferencias en laregulacion redox en Synechocystis y plantas.

En condiciones no reductoras la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa tanto de las
estirpes complementadas AF/S+S+F y AF/SAF+S+F como de las estirpes S, F y
S+F fue mayor que las estirpes silvestre y S/F. Debido a la baja actividad de la
FBPasa la actividad en condiciones no reductoras de AF/S+S+F y AF/SAF+S+F fue
muy similar (Figura 65). Esto indica que la FBP/SBPasa de Synechocystis se oxida
totalmente al agitar las muestras en este método experimental mientras que las
enzimas de plantas son menos susceptibles a la oxidacion. Por lo que
probablemente, en oscuridad o baja luz, la FBPasaPs y la SBPasaAt en
Synechocystis estén mas activas de lo que puedan estar las FBPasas de
cianobacteria. Este fendmeno puede deberse a una mayor resistencia a la oxidacion
0 a que exista un sistema de oxidacion enzimatica especifico en plantas que no
existe en cianobacterias (Jacquot, 2018; Ojeda etal.,, 2018b). Aunque el
requerimiento de magnesio de las enzimas de plantas es mayor (Figura 65), de
forma que posiblemente la actividad de ambas in vivo sea menor debido a una
limitacion de magnesio. En las plantas la fijacién de carbono esta aislada de otras
rutas metabodlicas en el cloroplasto, una compartimentalizacion que no ocurre en
cianobacterias. Por tanto, en cianobacterias un aumento en la concentracion de
magnesio supondria un aumento del mismo en toda la célula y no simplemente la
entrada de este a un compartimento de la misma. En condiciones reductoras la
actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa debida a la FBPasaPs y la SBPasaAt aumento
con una menor dependencia de la concentracién de magnesio lo que sugiere que el
requerimiento de este cofactor depende de la conformacion adoptada por las
enzimas (Gutle et al., 2016). En condiciones reductoras y no reductoras, la actividad
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fructosa-1, 6-bisfosfatasa de las estirpes AF/S+S+F y AF/SAF+S+F es limitada y
esta muy controlada por el magnesio disponible, necesitandose elevadas
concentraciones para igualar a la de la estirpe silvestre. Esta actividad es entre un
20 y un 25% inferior en condiciones reductoras y superior a la de la estirpe silvestre
en condiciones no reductoras con una concentracion igual o superior a 75 mM de
magnesio. Esta menor actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa provoca una disminucién
en su capacidad fotosintética (Figura 68), posiblemente por un ciclo de CBB menos
eficiente.

En plantas la principal tiorredoxina implicada en la regulacion redox de estas dos
enzimas es la tiorredoxina tipo f, que constituye su principal donador de electrones
(Yoshida et al., 2015; Gutle et al., 2016; Fernandez-Trijueque et al., 2019). Sin
embargo, las cianobacterias no cuentan con un homélogo de este tipo de
tiorredoxinas como si que ocurre con las tipo m, x e y (Florencio et al., 2006). La
menor capacidad fotosintética y menor tasa de crecimiento (Figuras 67 y 68), unida
a la falta de tiorredoxinas tipo f, sugiere que el sistema de regulacion redox de
Synechocystis (probablemente TrxA) no es capaz de reducir eficientemente a la
FBPasaPs y la SBPasaAt, pese a ser capaz de provocar la reduccién parcial de la
FBPasaPs en luz (Figura 69). Asi, el grado de reduccion de la FBPasaPs en la
estirpe AF/S+S+F es mayor en luz que en oscuridad, indicando esto que las
tiorredoxinas de cianobacteria también pueden tener como diana enzimas de planta
por su similitud con las FBPasas propias de Synechocystis. Por lo que a pesar de
que la tiorredoxina tipo m de plantas no muestra una gran especificidad por la
FBPasa cloroplastidica in vitro (Gutle et al., 2016) esta especificidad in vivo y con la
tiorredoxina de Synechocystis, debe ser mayor.

La introduccion de la tiorredoxina f1 de A. thaliana, conjuntamente con el sistema
SBPasa/FBPasa cloroplastidico, generd una mejora en el crecimiento en alta luz
(Figura 67). Pese a la presencia en Synechocystis de otras enzimas que podrian ser
una diana de esta tiorredoxina, las estirpes que expresan solo la tiorredoxina f no
presentaron ningun fenotipo o una mejora de la actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa
(Figuras 63, 67 y 68). Ya que no hay cambios en la eficiencia fotosintética o el
crecimiento, si actuase sobre enzimas de la cianobacteria estas no estarian
implicadas en la fotosintesis o la fijacion del carbono. Las cianobacterias no cuentan
con la compartimentalizacion tipica de células eucariotas, por lo que no es posible
descartar que Synechocystis cuente con otros mecanismos de regulacién para
mantener el estado de oxidacion adecuado de las proteinas del metabolismo central
del carbono y, por tanto, aunque la tiorredoxina f1 fuera capaz de actuar sobre ellas
este mecanismo provocaria que la proteina volviera al estado redox adecuado
dependiendo de las condiciones ambientales. La estirpe AF/S+S+F+TrxF presenta
una mayor actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa en condiciones reductoras que la
estirpe AF/S+S+F, una mayor capacidad fotosintética (Figura 68) y un mayor
porcentaje de reduccion de FBPasaPs en luz (Figura 69). Por tanto, la introduccién
de la tiorredoxina f1 aument¢ la actividad de esta enzima y, probablemente también
de la SBPasaAt. Por lo que el incremento en el grado de reduccion de la FBPasaPs
debido a la tiorredoxina de planta fue suficiente para crecer eficientemente en alta
luz (Figuras 68 y 69). El aumento en la actividad fructosa- 1, 6-bisfosfatasa de
AF/S+S+F+TrxF se debe a un aumento de la reduccion de la FBPasa cloroplastidica
y a un ligero aumento en la cantidad de la enzima, respecto a AF/S+S+F (Figuras
68 y 69). Hay algunos estudios que sefialan a las tiorredoxinas tipo f como posibles
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chaperonas (Sanz-Barrio et al., 2012; Du et al., 2015), de forma que es posible que
este aumento en la cantidad de FBPasaPs observado ante la expresion de la
tiorredoxina esté relacionado con esta funcién. Puesto que ante un mayor grado de
reduccion la acumulacion de esta proteina es también mayor es posible que su
reduccion aumente la estabilidad de la proteina o dificulte su degradacion. Sin
embargo, generalmente los puentes disulfuro aumentan la estabilidad de las
proteinas (Beeby et al., 2005; Khoo y Norton, 2011; Dombkowski et al., 2014) lo que
sugiere que este no seria el motivo en el aumento de la cantidad de FBPasaPs.
Ademas, esta estirpe presenta una menor necesidad de magnesio para alcanzar su
méxima actividad fructosa-1, 6-bisfosfatasa, lo que correlaciona con que el
requerimiento de magnesio de las enzimas cloroplastidicas varia dependiendo del
grado de reduccion de las mismas (Gutle et al., 2016).

El grado de reduccion de las tiorredoxinas cianobacterianas en el interior de la
misma cambia de forma dependiente de la intensidad de la luz de crecimiento de las
mismas (Mallen-Ponce, 2020). El estado de reduccion en Synechocystis de la
tiorredoxina f1 de A. thaliana también varia dependiendo de la presencia o ausencia
de luz. Asi, al aumentar la luz de crecimiento su grado de reduccién aumenta (Figura
70). Esto, unido al aumento de la eficiencia en la estirpe AF/S+S+F+TrxF indica que
la FTR de cianobacteria es capaz de reducirla eficientemente mediante la cesién de
electrones a la tiorredoxina de plantas.

Independientemente de las diferencias estructurales, los diferentes origenes
evolutivos y las diferentes adaptaciones de cada organismo las enzimas FBPasa y
SBPasa de plantas son intercambiables con la enzima de cianobacteria. Ademas,
aunque no de una forma totalmente eficiente, el sistema redox de cianobacteria es
capaz de regular la actividad de las mismas de forma dependiente de luz. Del mismo
modo, el sistema redox de cianobacterias es capaz de donar electrones a
tiorredoxinas que no estan presentes en cianobacterias. Estos datos demuestran
que, a pesar de las diferencias, hay una gran similitud entre los componentes
reguladores y del ciclo del carbono de plantas y cianobacterias. Esto permite crear
un sistema simple para estudiar la regulacion redox de enzimas de planta por lo
diferentes componentes de las mismas (tanto tiorredoxinas como otras proteinas o
agentes reductores y oxidantes) y evitar asi problemas debidos a la redundancia de
las diferentes isoformas presentes en plantas. La obtencién de mutantes en
cianobacteria es mas sencilla y requiere menos tiempo que en plantas por lo que,
para estudiar la regulacién de cualquier otro componente o ruta de plantas podria
crearse el mutante de dicho componente en Synechocystis 0 generar un mutante
con expresion regulada (Mallen-Ponce, 2020). Por tanto, mediante la introduccion
de la enzima a estudiar sobre un fondo TrxF y la eliminaciéon del homélogo de
Synechocystis mediante los métodos empleados en esta tesis podria estudiarse si
este componente es susceptible de regulacion mediada por la tiorredoxina f1. De la
misma forma podria generarse una estirpe que expresase cualquier otra tiorredoxina
o proteina reguladora y estudiar el efecto de esta. Esto permitiria no solo un estudio
in vivo mas rapido, sino que ademas posibilitaria estudiar solo el efecto directo de
dicho componente.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

Se ha identificado el sistema de regulacion del intercambio petJ/petE en
cianobacterias que esta formado por los genes petRP.

PetR es un regulador transcripcional que mediante su union, independiente
de cobre, a los promotores de los genes petJ (que codifica para Cit cs),
slr0601 activa su expresion y mediante su union al promotor del gen petE
(que codifica para Pc) reprime su represion.

PetP es una proteasa que provoca el corte y degradacion de PetR en
respuesta a cobre.

Las histidinas H150 y H154 de PetP son esenciales para su actividad
proteasa.

Las metioninas M53 y M58 de PetP estan implicadas en su capacidad de
deteccién de cobre.

Los niveles de Cit ce y Pc presentan una regulacion postranscripcional
dependiente de la disponibilidad de cobre.

Una acusada disminucion en los niveles de Cit cs cuando no hay cobre
disponible y de Pc con cobre disponible en el medio afecta negativamente a
la capacidad fotosintética de Synechocystis.

El funcionamiento del sistema PetR-PetP esta conservado en Anabaena y
Synechocystis.

Las enzimas FBPasa y FBP/SBPasa presentan una regulacion redox inversa,
la FBPasa oxidada es activa, mientras que la FBP/SBPasa en su forma
reducida es activa.

El estado redox de la FBPasa y FBP/SBPasa no se regula por la
disponibilidad de glucosa sino mediante los ciclos luz/oscuridad y la
intensidad de luz.

Los residuos C75 y C84 de la FBP/SBPasa cumplen un papel central en su
regulacién redox mientras que C99 puede cumplir una funcién estructural.
La enzima FBP/SBPasa participa en el ciclo CBB mientras que la encima
FBPasa participa en el ciclo OPP.

la enzima FBP/SBPasa es esencial para el crecimiento fotoautotrofico.

La existencia de una actividad FBPasa es necesaria para el crecimiento
mixotréfico y heterotrofico.

El sistema redox de cianobacteria es capaz de alterar el estado de redox,
dependiendo de las condiciones ambientales, de la FBPasa cloroplastidica
de planta (posiblemente también sobre la SBPasa) y la tiorredoxina f1 de A.
thaliana.
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