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1.RESUMEN

Los carotenoides son compuestos orgénicos de creciente interés biotecnoldgico, y en
este sentido las microalgas son candidatas muy interesantes para su produccion, pero
los mecanismos que controlan la regulacién de la biosintesis de carotenoides no se
han elucidado todavia completamente. Por otro lado, a los inositoles polifosfato se les
ha atribuido recientemente un papel en la particion del carbono en Chlamydomonas
reinhardtii'. En nuestros estudios empleamos el mutante vipl-1, deficiente en
inositoles polifosfato, para investigar la posible implicacion de estas moléculas en la
regulacion de la biosintesis de carotenoides. De esta forma, detectamos una
activacion del ciclo de las xantofilas, que puede bien ser producto de la modulacién
directa de los inositoles polifosfato o bien estar provocado indirectamente por un
mayor estrés oxidativo. Ademas, nuestros resultados sugieren que la ruta de las
pentosas fosfato y en el ciclo de Krebs podrian ser nuevas dianas de la modulacién
ejercida por estas moléculas, lo que resultaria de interés para una supuesta ingenieria
metabdlica. Por tanto, este trabajo propone nuevas dianas de los inositoles

polifosfato, que podran ser investigadas en profundidad en estudios venideros.

Summary

The carotenoides are organic compounds of growing biotechnological interest, and
the microalgae are interesting candidates for its production, but the mechanisms that
govern the biosynthesys of carotenoids remain uncompletely elucidated yet. On the
other hand, inositol polyphosphates have recently been assigned a function in carbon
partitioning in Chlamydomonas reinhardtiit. In our studies we used the mutant vip1-1,
defficient in inositol polyphosphates, to investigate the implication these molecules
might have in carotenoids biosynthesis. This way, we detected an activation of the
xanthophyll cycle, which might be product of direct modulation performed by inositol
polyphosphates, or might be caused indirectly by oxidative stress. Furthermore, our
findings suggested the Krebs cycle and the pentoses phosphate cycle might be new
targets of the inositol polyphosphates modulation, which could be of interest regarding
a potential metabolic engineering. Therefore, this work proposes new targets of the

inositol polyphosphates which could be further investigated in forthcoming studies.



2. INTRODUCCION

La mitigacion del CO:z es uno de los mayores retos que los gobiernos han enfrentado
en la dltima década. Tanto es asi que la Unién Europea ha propuesto como objetivo
una reduccion del 40% de sus emisiones para 2030 en su ultimo marco legislativo
sobre el Clima y la Energia, y pretende ser neutral con respecto a estas emisiones

para el afio 2050 (https://ec.europa.eu/clima/policies/strategies). En este sentido, la

captura bioldgica del carbono y su regulacién molecular es un proceso clasicamente
estudiado que necesita ser revisado para ayudar a reducir la emision neta de CO:z a
la atmosfera. Las rutas del flujo del carbono fotosintético que lo dirigen hacia la
formacion de moléculas de reserva o hacia su metabolismo (lo que conocemos como
la particién del carbono) son de interés tanto cientifico como agronémico, puesto que
los cambios en estas rutas afectan a distintas propiedades tanto a nivel celular como

a nivel del organismo.

Recientemente, el uso de microorganismos fotosintéticos ha cobrado especial
relevancia para el estudio, captacion de carbono y biosintesis de distintos compuestos
de interés. Asi, en consonancia con las medidas comentadas, estos organismos
ofrecen una alternativa sostenible para la produccién de compuestos como los

biofueles, las poliaminas o los carotenoides®™.

En este contexto, el alga unicelular verde Chlamydomonas reinhardtii cobra especial
relevancia por haber sido ampliamente utilizada como organismo modelo en estudios
sobre fotosintesis®>®, biologia molecular®13 y biosintesis de carotenoides*-16, entre
otros muchos campos. La publicacién de su genoma nuclear completo!” amplié adn
mas las posibilidades que ya ofrecia este organismo, y desde entonces se han
realizado estudios de analisis Gmicos que han aumentado nuestro conocimiento sobre

su biologial®20


https://ec.europa.eu/clima/policies/strategies

2.1. Importancia de los carotenoides en organismos
fotosintéticos

Los carotenoides son moléculas esenciales para todos los organismos
fotosintéticos, gracias a sus propiedades fotoprotectoras y antioxidantes?!, asi como
estructurales??. Los carotenoides se clasifican en dos grupos: los carotenos y las
xantofilas. Su principal diferencia consiste en la presencia de grupos funcionales
oxigenados en las xantofilas, de los que carecen los llamados carotenos, que solo
tienen una estructura hidrocarbonada. Estos compuestos estan presentes en las
antenas de los fotosistemas | y Il (PSI, PSII)?3. En especial, las xantofilas como la
violaxantina o la zeaxantina desempefian un papel importante en el control sobre la
energia luminica asimilada. De esta forma, ciertos carotenoides como la zeaxantina
son capaces de recibir energia de clorofila a excitada, evitando posibles dafios

oxidativos??.

Sin embargo, su utilidad no sélo queda restringida a funciones antioxidantes. Se ha
observado que los carotenoides son importantes para la estructura de los
fotosistemas?®. Asi, dependiendo de las condiciones, la fluidez de las membranas
cloroplasticas puede ser modificada por la composicién de carotenoides, alterando su
termoestabilidad y sus propiedades difusivas, entre otras?®. En consonancia con estas
funciones descritas, se ha hallado que defectos en la sintesis de carotenoides en C.
reinhardtii tienen como consecuencia una activacion de la autofagia, proceso
relacionado con el reciclaje de componentes celulares dafiados?’, aunque

inicialmente esto ha sido atribuido a un incremento de los dafos oxidativos.

Ademas de las funciones mencionadas en organismos fotosintéticos, los carotenoides
estan cobrando importancia en el sector alimenticio gracias a sus propiedades,
beneficiosas para la salud. Se han atribuido a estos pigmentos efectos protectores
contra algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares, y su escasez en la
dieta puede provocar enfermedades como la ceguera nocturna?®. El crecimiento de
los carotenoides en dicho sector ha provocado especial interés en optimizar los
métodos de produccion de carotenoides para su comercializacién. Dunaliella salina
tiene gran potencial para la produccion de p-caroteno, debido a que acumula hasta

un 13% de B-caroteno en peso seco y que presenta la capacidad de crecer en aguas
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con gran salinidad?®. Por otro lado, en cultivos optimizados de Chlorella saccharophila
se han obtenido altos niveles de zeaxantina (11,2 mg g peso seco) y B-caroteno

(4,98 mg g* peso seco)®.

A pesar de que Chlamydomonas reinhardtii no se encuentra entre las microalgas mas
adecuadas para la produccion de carotenoides, la posibilidad de manipularla
genéticamente y su uso extendido en los laboratorios la convierte en un buen
organismo para el estudio y modificacion de la ruta de carotenogénesis. Asi, es de
gran interés la investigacion sobre métodos para potenciar la produccion de
carotenoides, y aprovechar esa informacion para mejorar la carotenogénesis en C.

reinhardtii o en otras microalgas mas eficientes.

2.1.1. Biosintesis de carotenoides en C. reinhardtii

La ruta de biosintesis de carotenoides (Fig.1) comienza con la activacion de una
molécula de isopreno (5C), dando lugar a dos isomeros: isopentenil difosfato y
dimetilalil difosfato. A través de reacciones sucesivas, 6 isopentenil difosfato y 2
dimetilalil difosfato se condensan en una molécula de fitoeno (40C), reconocido como
el primer carotenoide de la ruta. Este fitoeno es transformado en licopeno (40C) a
través de reacciones catalizadas por diversas enzimas, entre la que se encuentra la

fitoeno desaturasa (PDS)?-3,

A partir del fitoeno, la ruta biosintética diverge hacia el a-caroteno, que podra ser
transformado en luteina y loroxantina; y hacia el B-caroteno, precursor de los
componentes del ciclo de las xantofilas (zeaxantina, anteraxantina y violaxantina). La
Zzeaxantina puede convertirse en anteraxantina, y ésta en violaxantina, a través de
reacciones de epoxidacion catalizadas por la zeaxantina epoxidasa (ZEP). Estas
reacciones son reversibles, de forma que la violaxantina puede transformarse de
vuelta en zeaxantina por accion de la violaxantina de-epoxidasa (VDE). La

violaxantina también puede dar lugar a neoxantina.

En C. reinhardtii, los carotenoides mas abundantes son B-caroteno, violaxantina,
neoxantina, luteina y loroxantina?. Sin embargo, en condiciones de estrés luminico,

se produce una reordenacion de las proporciones de carotenoides, a través de la



activacion del ciclo de las xantofilas. Mediante reacciones de des-epoxidaciéon
reversibles, parte de la violaxantina es convertida en zeaxantina. A la zeaxantina se
le ha atribuido la capacidad de neutralizar especies reactivas de oxigeno3?. Ademas,
la energia del estado minimo excitado de singlete de la zeaxantina es menor que la
de la clorofila a%, lo que permite a este compuesto actuar como un agente
fotoprotector, al recibir el exceso de energia de la clorofila a y disiparla en forma de

calor2434,

2.1.2.Regulacién de la biosintesis de carotenoides

Los carotenoides son moléculas de gran importancia biotecnoldgica, gracias a sus
aplicaciones en farmacia, nutracéutica, cosméticos y ganaderia, entre otros
campos3536, En afios recientes, se ha empezado a prestar atencion a las microalgas
como fuente de produccién de estos compuestos gracias a su rapido crecimiento y a
la versatilidad metabdlica, lo que suscita aun mas interés en descubrir los

mecanismos de regulacion que gobiernan la biosintesis de carotenoides®”.

Si bien se han dedicado grandes esfuerzos a conocer la importancia de las distintas
especies de carotenoides en la fotosintesis y la fotoproteccion, también es de gran
relevancia desvelar la sefializacién que hace posible los cambios en la biosintesis
previamente mencionados. Pese a las investigaciones dedicadas a ello, los
mecanismos de regulacion de la carotenogénesis no estan totalmente elucidados.

La fitoeno sintasa (PSY) es considerada como la enzima mas limitante de esta
biosintesis, debido a su posicibn como punto de entrada del carbono en esta ruta
biosintética. Cazzonelli y Pogson® explican cémo en algunas plantas como
Arabidopsis sélo existe un gen codificante de esta enzima, meintras que en otras
como Zea mays o0 Triticum aestivum existen dos o mas homodlogos, con funcién
redundante pero expresados en distintos tejidos. Adicionalmente, la expresion del gen
codificante de PSY se encuentra sujeta a distintos estimulos como éacido abscisico,
sequia o fotoperiodo. En otro estudio®® se descubrié una regulacién postraduccional
del gen a manos del regulador ORANGE en Arabidopsis thaliana. Se describié que
ORANGE y PSY interaccionan fisicamente en los plastos, y una sobreexpresion de

ORANGE provoca un aumento de la cantidad de PSY activa.
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides en C. reinhardtii. Junto a cada
flecha se encuentra la actividad enzimatica responsable de la reaccidén. En negrita se
muestran los carotenoides que mas se acumulan en células vegetativas. IDI
(isopentenil-difosfato delta-isomerasa), GGPS (geranilgeranil-difosfato sintasa), PSY
(fitoeno sintasa), PDS (fitoeno desaturasa), Z-ISO ({-isomerasa), ZDS (C-caroteno
desaturasa), CRTISO (carotenoide isomerasa), LCYB (licopeno B-ciclasa), LCYE
(licopeno ¢-ciclasa), CYP97C3 (caroteno e-hidroxilasa), CYP97A5 (caroteno [3-
hidroxilasa), LSY (loroxantina sintasa), CHYB (caroteno [-hidroxilasa), ZEP
(zeaxantina epoxidasa), VDE (violaxantina de-epoxidasa), NSY (neoxantina sintasa)
(adaptado de Lohr, 2009)2L.



Como se ha comentado anteriormente, existen observaciones en lo referente a
regulacién para otros puntos de la ruta. Por ejemplo, el estrés luminico es capaz de
aumentar la cantidad de zeaxantina'®. Esto es consistente con datos obtenidos de
plantas, donde altas irradiancias inducen la formacion de mRNA de la caroteno -
hidroxilasa*®, y un pH &cido (producido por el proceso fotosintético) aumenta la
actividad de la VDE*'. También se ha detectado una activacion del ciclo de las
xantofilas en estrés por ausencia de nitrogeno, y por inhibicion de la fitoeno
desaturasa (PDS)**“3. Las enzimas responsables del ciclo de las xantofilas en C.
reinhardtii fueron finalmente elucidadas en 2016, cuando se detecto el gen de la VDE
en este organismo. Curiosamente, la VDE de la microalga no es homélogo al gen de
plantas, sino que esta relacionado con el de bacterias fotosintéticas, y la localizaciéon
de la proteina es también distinta a los vegetales superiores (en plantas esta en el
lumen tilacoidal, mientras que en C. reinhardtii se localiza hacia el estroma)#*. No
obstante, a pesar de los esfuerzos, no se ha conseguido establecer un modelo

genérico para la regulacion de la carotenogénesis, ni siquiera en plantas.

A pesar de ello, se han encontrado conexiones con controladores maestros del
crecimiento como es la quinasa TOR (Target of Rapamycin)*®. En este estudio sobre
el fosfoprotecoma de C. reinhardti se identific6 a la licopeno ciclasa
(Cre04.9221550.t1.2) como wuna diana de fosforilacion de esta quinasa,
encontrandose aguas abajo del control ejercido por este regulador. De hecho, el
tratamiento con rapamicina (RAP) de cultivos de Chlamydomonas, que es un inhibidor
guimico de la actividad quinasa de TOR, resultd en un aumento significativo de la
sintesis de carotenoides, indicando asi la implicacién de esta quinasa en el control de
esta ruta biosintética. Esto abre las puertas a nueva investigacién sobre como esta
regulada la biosintesis de carotenoides en los organismos fotosintéticos.

2.2. Inositoles polifosfato y su relacion con TOR

Los inositoles polifosfato son un grupo de moléculas caracterizadas por presentar un
inositol como estructura central. Sobre los grupos hidroxilos de este polialcohol de 6
carbonos se producen fosforilaciones, que en ocasiones pueden tratarse de
pirofosforilaciones. Asi, se pueden generar moléculas de inositol con hasta 8 grupos

fosfato asociadas (4 fosfatos y 2 pirofosfatos).



Common Common
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Figura 2. Algunas especies quimicas de inositoles polifosfato. ElI hexagono
representa un esqueleto ciclico de 6 carbonos. Las esferas azules representan un
grupo hidroxilo en ese carbono. Las esferas naranjas representan un grupo fosfato en
ese carbono. Los grupos pirofosfato se indican con dos esferas naranjas. Los
nombres comunes de cada molécula son sucedidos por la abreviacion tipicamente

usada, entre paréntesis.

2.2.1 Biosintesis y funciones de los inositoles polifosfato

La biosintesis de los inositoles polifosfato involucra la accion de diversas enzimas tipo
quinasa, que a través de sucesivas fosforilaciones dan lugar al conocido como &cido
fitico o fitato. Sin embargo, una molécula de inositol puede presentar hasta 8 fosfatos,
debido a la actividad de dos tipos de proteinas (Fig.3). En plantas, las primeras
reciben el nombre de InsPs quinasas (IP6Ks), y son las responsables de introducir
una pirofosforilacion en el carbono 1 fosforilado del fitato. El segundo tipo es conocido
bajo el nombre de difosfoinositol pentakisfosfato quinasa (PPIP5Ks), o también VIP

guinasa. Su funcion es introducir una pirofosforilacién en el carbono 5 fosforilado. Asi,



la accion combinada de ambas quinasas permite la formacién de un inositol con 4

fosforilaciones y 2 pirofosforilaciones, el 1,5PP-InsP4 o InsPg*"48,

5-PP-InsP5
(InsP7)

InsP6
(fitate)

(InsP8)

o

1-PP-InsP5
(InsP7)

Figura 3. Reacciones catalizadas por las enzimas IP6Ks y las enzimas VIP
(también llamadas PPIP5Ks). Se indica con un hexagono el esqueleto ciclico de 6
carbonos, y con esferas naranjas los grupos fosfato. Los grupos pirofosfato se indican

con dos esferas.

A lo largo de los afios, se le han atribuido a los inositoles polifosfato funciones de
diversos tipos. La mas evidente de estas moléculas es proporcionar una reserva de
P, en forma de fitato. En algunas especies, como los cereales, el fitato puede

representar el 80% del contenido total de P de las semillas*.

Por otro lado, se han descrito funciones de sefializacién citoplasmica para varios
inositoles polifosfato. El méas estudiado es el IP3, responsable de la liberacion de calcio
a través de la ruta de sefializacion de la fosfolipasa C (PLC). Para ello, existen
proteinas canal receptoras en el reticulo endoplasmico, que en respuesta a IP3 liberan
Ca?* al citoplasma, lo que controla procesos como la transduccién de la sefial en la
unién neuromuscular o la sinapsis entre neuronas®°-°2, Otro ejemplo es el inositol
pirofosfato IP7 (inositol heptakisfosfato), que tiene un efecto inhibitorio sobre la ruta
de sefalizacion para presencia de fosfato en levaduras, viéndose aumentada su
concentracion 7 veces en ausencia de fosfato®. En otros estudios sobre el hongo
Cryptococcus neoformans, se observd que el IP7 es importante para su

patogenicidad. Al eliminar la actividad de la enzima responsable de la sintesis de IP7



aumento la susceptibilidad del organismo a farmacos y disminuyé la carga fangica en

las infecciones provocadas a ratones®*.

Sin embargo, estas moléculas parecen poseer ademas otro tipo de papel relacionado
con la interaccién de proteinas. En células humanas se cristalizé la enzima ADAR2,
responsable de la edicién del mMRNA 'y se observé la presencia de IPs, en la estructura.
Se determino que en este caso el IPs actua como cofactor, necesario para la actividad
enzimatica de ADAR2%. Otro caso similar fue expuesto por Sheard y sus
colaboradores, en sus investigaciones sobre la respuesta a jasmaonico en Arabidopsis
thaliana®®. Al analizar la estructura del complejo de respuesta, encontraron que el IPs,
concretamente la isoforma Ins(1,2,4,5,6)Ps, era un cofactor necesario para la

actividad del co-receptor COI1-JAZ, responsable de la respuesta a jasmonico.

2.2.2 Mutante vip1-1: deficiencia en inositoles pirofosfato y

consecuencias descritas

Dentro de la regulacion celular de eucariotas se ha descrito a TOR como un regulador
maestro encargado de integrar sefiales como la disponibilidad de nutrientes y
controlar el crecimiento celular. Asi, en un intento de comprender mejor como se
regula la particion del carbono en los organismos fotosintéticos, en 2016 se realizé un
“screening” con el fin de identificar nuevos mutantes hipersensibles de C. reinhardtii
a RAPL. Mediante este procedimiento, al encontrar nuevos elementos implicados en
el sistema de regulacién gobernado por TOR en Chlamydomonas, se esperaba
clarificar como esta microalga controla el flujo de carbono hacia los distintos
sumideros en la célula. Uno de los mutantes aislados fue vipl-1, que presenta una
insercion en el gen codificante para la quinasa VIP1. Como se ha explicado en
apartados anteriores, VIP1 es una quinasa que cataliza la biosintesis de los InsP7 e
InsPs. Entre los fenotipos asociados encontrados en vipl-1, se observé que produce
una acumulacién exacerbada de triacilgliceroles, (TAGs)'. Curiosamente, la
biosintesis de estos lipidos en C. reinhardtii ha sido descrita como una diana de la
quinasa TOR®’. De esta forma, la hipersensibilidad de vip1-1 a RAP y su acumulacién
de TAGs sugerieren una sinergia entre las dianas de TOR vy los inositoles pirofosfato
gue no habian sido descritas hasta la fecha en ningln otro organismo?!, aunque

recientemente se esta ampliando su estudio a mamiferos y levaduras.
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En posteriores estudios se realiz6 el andlisis del fosfoproteoma de C.reinhardtii en
busca de posibles dianas de los InsP. En concreto, se detectd que los inositoles
pirofosfato estan implicados en la regulacion de la fotosintesis, ya que son necesarios
para la correcta fosforilacion de muchas de las proteinas del fotosistema I1°%. Como
consecuencia, el mutante vipl-1 deficiente en inositoles pirofosfato presenta
modificaciones en la transicion al flujo electrénico ciclico y en el mecanismo
fotoprotector NPQ. De hecho, al comprobar la viabilidad de vipl-1 en alta luz, se

observo que presenta hipersensibilidad a irradiancias elevadas.

3. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es identificar el efecto que los inositoles polifosfato (InsP)
tienen sobre la biosintesis de carotenoides en C. reinhardtii, con la intencién de
realizar descubrimientos que contribuyan a optimizar la produccion de carotenoides
en microalgas, asi como como identificar posibles dianas de la regulacion ejercida por
estos InsP. Para ello, nos basamos en los descubrimientos realizados por Couso y
colaboradores®8, que describen una modulacién del metabolismo a manos de los
InsP y una sinergia con las dianas de TOR. Por ello, puesto que Werth y
colaboradores*® encontraron una conexiéon entre TOR y la ruta biosintética de
carotenoides, decidimos emplear como herramienta de estudio el mutante vipl-1 ,
con deficiencias en la sintesis de InsP, para revelar la implicacion de estas moléculas

en la carotenogénesis mediante distintas técnicas analiticas y de biologia molecular.

4. METODOLOGIA

4.1 Cepas de C. reinhardtii y su cultivo

4.1.1 Cepas

Como cepa silvestre se usé la cepa Chlamydomonas reinhardtii CC-1690mt+ (Sager
21gr)*°. La cepa mutante definida en el texto como vipl-1 es vipl-1:0LLASVIP1.
OLLAS es un epitopo empleado para confirmar la expresion de la proteina VIP1 de

forma exdgena, bajo el promotor y terminador de la subunidad pequefia de la
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RUBISCO y el promotor de HSP70A. vipl-1 se trata de un mutante insercional de CC-
1690, con una insercion del gen de resistencia a higromicina aph7.

4.1.2 Medios de cultivo

El medio de cultivo Tris Acetate Phosphate fue empleado para los experimentos, y en

la Tabla | se detalla su preparacion.

Tabla I. Elaboracién de medio TAP

Compuestos Cantidad
H20 975 mL
40x beijerinck 25 mL
Tris 2,42 g
1 M KPO4pH 7,0 1mL
Trazas 1 mL
Acido acético glacial 1 mL

Esta solucién se iguala hasta pH 7. Se afiadioé agar al 1,5% para elaborar TAP agar.
En el medio de TAP -N se empled beijerinck -N, que no contiene NH4Cl en su
preparacion. La rapamicina se prepard en un stock de 1 mM en dimetilsulfoxido
(DMSO0), y se afiadi6 al medio para una concentracion final de 500 nM. El norflurazon
se prepard en un stock de 10 mM, y se afiadié al medio hasta una concentracion final
de 20 uM.

4.1.3 Técnicas y condiciones de cultivo

A partir de cultivos en placa, se prepararon preinéculos que se dejaron en agitacion a
25°C y luz continua durante tres dias. Para ensayar el crecimiento bajo efecto de
rapamicina, se preparo el medio TAP con agar y rapamicina como se explica en
“‘medios de cultivo”. Los inéculos fueron diluidos en una proporcion 1/5 de forma

sucesiva para cada columna (Fig.4).

Para elaborar la curva de crecimiento se realizaron dos réplicas biologicas y tres
réplicas técnicas. Los inéculos crecieron en medio TAP y se centrifugaron a 6000 rpm

durante 5 minutos para eliminar el sobrenadante. Tras un lavado con el medio
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correspondiente, (TAP para control, TAP -N para hambre de nitr6geno), se

resuspendieron en dicho medio.

En la extraccion de carotenoides, los cultivos fueron mantenidos en agitacion a 25°C
en luz continua. La alta luz corresponde a 1000 uEm?s* durante 24 h, mientras que
el norflurazén se aplic6 como se describe en “medios de cultivo” durante 24 h. En los
cultivos para la extraccion de metabolitos, el estrés por alta luz corresponde a 1000
uEm?st durante 24 h. En este caso, se suministrd aireacion con CO2z al 1%, y la

biomasa fue liofilizada para su posterior tratamiento.
4.2 Técnicas experimentales y de biologia molecular

4.2.1 Medidas espectofotométricas

Las medidas fueron tomadas con Amersham Biosciences Ultrospec 3100 Pro. Para
la curva de crecimiento, los inéculos iniciales presentaron una ODzso de: 0,239 (WT
TAP), 0,248 (WT TAP -N), 0,217 (vip1-1 TAP) y 0,205 (vipl-1 TAP -N). Las medidas
fueron realizadas durante 3 dias, hasta obtener una OD7so final de 2,160 (WT TAP),
0,578 (WT TAP -N), 2,265 (vipl-1 TAP) y 0,428 (vipl-1 TAP -N). Para valores de

absorbancia superiores a 0,9 las muestras fueron diluidas convenientemente.

4.2.2 Extraccion de carotenoides

Para la extraccion de carotenoides se emplearon 3 réplicas biolégicas de cada
condicion. Los in6culos fueron centrifugados a 6000 rpm durante 5 minutos. Se
elimino el sobrenadante y se resuspendieron en 0,5 mL de TAP. Tras ello se aplico
un choque térmico a 90°C durante 3 minutos y se afiadieron 2 mL de acetona. La
extraccion se realizé durante 15 minutos a 8000 rpm. Se descartd el pellet, y el
sobrenadante (acetona) fue evaporado en atmosfera de nitrégeno. Los carotenoides

fueron cuantificados mediante HPLC-diode array.

4.2.3 Lisis celular y extraccion de proteinas

Los in6culos fueron centrifugados a 6000 rpm durante 5 minutos. Tras descartar el
sobrenadante, se realiza un lavado con tampoén tris-HCI 50 mM pH 7,5. Tras volver a

centrifugar se resuspende en el mismo tampon y se congelan a -80°C durante 2 h.
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Transcurrido ese tiempo se descongelan y se vuelven a congelar. Para extraer las

proteinas, se centrifugd durante 20 minutos a 13000 rpm.

4.2.4 SDS-PAGE. Transferencia de proteinas a membrana e

inmunoblot

Se cargaron 20 ug de proteina de cada muestra y 4 yuL de tampon de carga 4x en 25
pL de volumen final para cada carril, tras someter a las muestras a un choque térmico
de 65°C durante 5 minutos. El gel se preparé al 15% de acrilamida con SDS. La
electroforesis se realiz6 empleando el sistema mini-PROTEAN (BioRad) a un voltaje
constante de 170 V.

Tras la electroforesis, se transfirié la proteina a una membrana de PVDF de 0,45 um
(Immobilon-P de Millipore) previamente activada con metanol durante 30 s en
agitacion. La transferencia se llevd a cabo utilizando el sistena de transferencia
semihumedo Invitrogen Power Blotter (Thermo Fisher Scientific), con tampdn de
transferencia y 3 capas de papel Whatman a ambos lados del gel y la membrana de
PVDF, a una intensidad de corriente constante de 25 A durante 40 minutos. Se
continué con un bloqueo de membrana en 5 mL de leche en polvo desgrasada
(AppliChem) al 5% durante 45 minutos en agitacion. Posteriormente, tras 3 lavados
en agitacion durante 10 minutos con tampon PBS y Tween 20 al 0,1%, se realiz6 la
incubacion con el anticuerpo primario (Rabbit anti-ATG8 de Agrisera) en leche
desgrasada al 5% a una concentracion de 1:2000, en camara fria durante toda la
noche. Una vez incubado, se lavé 3 veces mas y se incubd 45 minutos en agitacion
con el anticuerpo secundario en leche 5% a concentracion 1:10000. El revelado fue
realizado tras incubar 5 minutos en oscuridad con Luminata Cresciendo (Millipore),

en Amersham Imager 680.

El control de carga se realiz6 tifiendo el gel con azul de Coomassie (Brilliant Blue R-
250 de BioRad) durante 45 minutos en agitacion, tratando con solucion de-staining
(50% H20 40% metanol 10% acético glacial) durante 30 minutos y finalmente con
H204 durante la noche.
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4.2.5 Extraccion de metabolitos

Se realizaron 3 réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas de cada condicion, tal y como
se explica en “técnicas de cultivo”. Se realiz6 la extraccion usando 1 mL de
cloroformo-metanol 3:7 con perlas de vidrio de 0,5 mm, en Mini Beadbeater (BioSpec),
y centrifugando a 13000 rpm 5 minutos, recuperando el sobrenadante. Esto fue
repetido todas las veces necesarias. Posteriormente se afiadid agua miliQ en
proporcion 1:1 y se volvid a centrifugar con las mismas condiciones, recuperando el
sobrenadante. El sobrenadante fue secado en Speed Vac DNA130 durante la noche.
El pellet formado fue resuspendido y centrifugado con las mismas condiciones, y se
recupero el sobrenadante para analisis por HPLC-MS.

4.3 Normalizacion y representacion de los datos

Los resultados obtenidos del andlisis de carotenoides y metabolitos fueron
normalizados por gramo de peso seco para cada réplica biolégica. Para ello, se
filtraron 5 mL, en filtros previamente pesados, provenientes de una estufa de 70°C
para evitar variaciones de peso por humedad. Los filtros fueron lavados con 15 mL de
formato de amonio 0,5 M para retirar las sales, y se guardaron en estufa durante 24
h hasta su pesaje.

En el caso del inmunoblot, las muestras de proteinas fueron cuantificadas mediante
el método Bradford. Para ello se empled una recta patrén elaborada a partir de
concentraciones conocidas de BSA, afadiendo 1 mL de reactivo Bradford a 1 pL de

muestra proteica.

El analisis de los datos metabdlicos y de carotenoides fue realizado mediante RStudio
4.1.1. La representacion de los datos de carotenoides fue elaborada mediante
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2018), mientras que la representacion de los
datos de carotenoides fue elaborada mediante Rstudio 4.1.1. La significancia de los
datos fue evaluada empleando la t de Student, comprobada la normalidad de los

datos.
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5. RESULTADOS

5.1 vipl-1 presenta hipersensibilidad a rapamicina

Previamente se ha descrito la hipersensibilidad que presenta el mutante de
Chlamydomonas reinhardtii vipl-1 a rapamicina (RAP). Debido a eventos de
ordenacion del genoma, frecuentes en Chlamydomonas®®, procedimos a comprobar
la integridad de la cepa silvestre y de vipl-1. Para ello, realizamos una evaluacion del
crecimiento del mutante vipl-1 en comparacion a la cepa silvestre (WT) y al mutante
vipl-1 complementado, en ausencia (Fig.4a) o presencia de RAP (Fig.4b). En medio
de cultivo TAP sin RAP, tanto WT como vip1-1y el mutante complementado crecieron
de forma similar. Al afiadir al medio RAP, observamos que el crecimiento de todas las
cepas se ve comprometido, pero vipl-1 en especial presenta mayores dificultades.
Transcurridos 10 dias estas dificultades se mantienen en vipl-1 y, de nuevo, el
mutante complementado iguala el crecimiento del WT (Fig.4c). Por tanto, el fenotipo
de hipersensibilidad de vipl-1 se mantiene y podemos utilizarlo como nuestro objeto
de estudio.
Sensibilidad a RAP en vip1-1
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Figura 4. Crecimiento de Chlamydomonas reinhardtii silvestre (WT), vipl-1y
vipl-1 complementado (Complement). Entre las muestras de cada columna y la
siguiente se realiz6 una dilucién 1/5. A) Crecimiento de dos réplicas biolégicas de
cada variante en medio TAP con agar al 1,2%. B) Crecimiento de dos réplicas
bioldgicas de cada variante en medio de cultivo TAP con agar 1,2% y rapamicina 500

nM. C) Crecimiento de b) transcurridos 10 dias desde la siembra.

16



5.2 vipl-1es mas sensible al estrés por ausencia de
nitrogeno

Tal y como se ha comentado con anterioridad, el estrés por falta de nitrégeno puede
resultar una condicion interesante para potenciar la biosintesis de carotenoides en
Chlamydomonas reinhardtii*>. Por ello, tras comprobar la integridad y el crecimiento
de las variantes WT y vipl-1, analizamos el crecimiento en hambre de N de estos
organismos a lo largo del tiempo. Debido al gran impacto que la ausencia de nitrdgeno
tiene en la célula, no es posible su crecimiento desde indculos muy diluidos. Por ello,
los indéculos fueron cultivados, centrifugados y resuspendidos en sus
correspondientes medios (TAP para control, TAP -N para ausencia de nitrdgeno), a
una OD7so de aproximadamente 0,22. Los datos obtenidos indican un cierto retraso
en el crecimiento de vipl-1 en medio de cultivo sin nitrbgeno aunque no muy
significativo (Fig.5). En los medios de cultivo control (TAP), vip1-1 inicialmente mostré
un crecimiento mas lento probablemente por una fase de latencia del cultivo mas larga
gue la del silvestre, aunque a lo largo de la cinética del experimento logra igualar el
namero de células de la estirpe WT (Fig.5). En el caso de las condiciones de estrés
tanto vipl-1 como el WT muestran un retardo en el crecimiento muy acusado.
Ademas, es especialmente evidente en el caso de vipl-1 que solamente dobla su

concentracion después de 48h de exposicion al estrés nutricional.
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Figura 5. Curva de crecimiento del WT y del mutante vipl-1 en medio de cultivo
con y sin nitrégeno. ElI WT se representa con (®) en medio control y (®) en medio

sin nitrogeno. vipl-1 se representa con (A) en medio control y (A) en medio sin

nitrégeno.

5.3 Acumulacion de carotenoides en vipl-1

Teniendo en cuenta el fenotipo de crecimiento que encontramos en condiciones de
carenciade N en vipl-1y de que previamente habiamos encontrado una acumulacion
de lipidos en este mutante en las mismas condiciones?, procedimos a evaluar el perfil
de los carotenoides en nuestro mutante vipl-1 en comparacion con WT. Se ha
descrito que en microalgas las mismas condiciones de estrés que determinan la
presencia de cuerpos lipidicos inducen la sintesis de carotenoides®!, por lo que es
probable que las rutas que regulan estos procesos sean las mismas. En este sentido,
pretendimos ver si la carotenogénesis esta alterada en nuestro mutante, dado que
presenta acumulacion exacerbadad de TAGs, para poder establecer un nuevo
mecanismo regulador de esta ruta biosintética que estuviera mediado por los

inositoles polifosfato.

En primer lugar, se realizé un experimento en luz estandar (50 pEm?st), empleando
como condicién un tratamiento con norflurazén (NF) durante 24 h. El norflurazén es
un inhibidor de la fitoeno desaturasa (PDS), enzima que actla sobre el fitoeno en una
de las primeras etapas de la ruta de carotenogénesis. De esta forma, al limitar la
entrada de carbono en la ruta pretendimos identificar posibles diferencias en la
reordenacion de los carotenoides ya sintetizados entre el WT y vipl-1. De forma
significativa, variaron las mismas especies quimicas para ambas variantes de C.

reinhardtii: violaxantina, anteraxantina, zeaxantina y a-caroteno (Fig.6a).

Atendiendo a las diferencias entre el fenotipo WT y el mutante vipl-1, es interesante
comentar que no existen diferencias significativas en luz estandar entre los controles
del WT y vip1-1 en ningun carotenoide. Sin embargo, cuando tratamos a las células
con NF, si se manifiestan diferencias significativas entre el silvestre y el mutante. La
violaxantina y el B-caroteno se acumulan menos en vipl-1 que en WT bajo efecto de

NF. En cambio, la zeaxantina se acumula en mayor medida en el mutante. Esto indica
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un incremento de la activacion del ciclo de las xantofilas en vipl-1, donde los

carotenoides violaxantina y -caroteno son convertidos en zeaxantina.

Tras comprobar que el mutante vipl-1 tiene tendencia a acumular mas zeaxantina
gue WT decidimos comprobar la acumulacién de carotenoides en WT y vipl-1 en
condiciones de alta luz (1000 nEm?s?). La alta irradiancia es un estimulo que activa
el ciclo de las xantofilas aumentando la proporcién de zeaxantina, debido a sus
propiedades fotoprotectoras®?. De todos los carotenoides cuantificados en estas
condiciones, vipl-1 demostré acumular menos violaxantina y mas zeaxantina que el
WT de forma significativa (Fig.6b), mostrando de nuevo una activacion mas fuerte del

ciclo de las xantofilas.

Un parametro empleado a menudo para medir el estado del ciclo de las xantofilas es

anteraxantina + zeaxantina

el estado de de-epoxidacion, expresado como : : : —,
anteraxantina + zeaxantina + violaxantina

estado de de-epoxidacion de la estirpe silvestre y de vipl-1 fue calculado en cada
situacion, y se recoge en la Tabla Il. En todos los casos vipl-1 mostré un mayor

estado de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas.

Tablall. Estado de de-epoxidacion de WT y vipl-1, en condiciones control, bajo estrés

por norflurazon (NF) y en alta luz (HL).

Estado de de-epoxidacion Control NF HL
WT 0.2448 0.4955 0.6874
vipl-1 0.3194 0.7183 0.7878
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Figura 6. Acumulacion de carotenoides en WT y vip1-1, en presencia de NF o
alta luz. Se representa el WT control (m), y en el tratameinto con NF o alta luz (m);
vipl-1 en control (=), y en el tratamiento correspondiente con ( M ). Los valores
obtenidos estan normalizados por gramo de peso seco para cada réplica. Las
diferencias significativas se marcan con 1, 2 o 3 asteriscos (p-valor inferior a 0,05,
0,01 o 0,001 respectivamente).A) Niveles de carotenoides en WT y vipl-1, en
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condiciones control (TAP) y en presencia del inhibidor norflurazén (TAP + NF). B)
Niveles de carotenoides en WT y vipl-1 en luz control y alta luz.

5.4 Lainhibicion de la biosintesis de carotenoides
iIncrementa mas la autofagia en vipl-1 que en WT

Los carotenoides son compuestos de gran importancia para la estabilidad y la
fotoproteccion del cloroplasto en C. reinhardtii. De hecho, problemas en la biosintesis
de carotenoides provocan un aumento en el proceso de reciclaje celular llamado
autofagia?’. Por este motivo, llevamos a cabo una medida de actividad autofagica
empleando como marcador la proteina ATG8 en un inmunoblot, cuyos resultados se
muestran en la Fig.7. ATG8 es una proteina que se procesa por la cistein-proteasa
llamada ATG4 que libera uno de sus extremos para que se produzca la conjugacion
de ATGS (lipidacion). Esto ocurre cuando el proceso se activa y el autofagosoma
comienza a formarse en el citosol®?. La aparicion de las formas lipidadas de ATGS8
son el indicativo de que este proceso se esta activando en las células y de que por
tanto debe existir un estrés que esté inactivando a la quinasa TOR, principal regulador

de este proceso.

Teniendo en cuenta que en condiciones de inhibicion de la biosintesis de carotenoides
se habia determinado previamente una activacién de la autofagia?’; en este punto
realizamos la siguiente aproximacion para poder establecer si los inositoles polifosfato
estan implicados en la regulacion de este proceso. Para ello, monitorizamos por
inmunoblot la proteina ATG8 en muestras de WT y vipl-1 tratadas con hambre de N
y con el inhibidor NF. Los resultados indicaron que la autofagia medida en el WT es
mayor que en vipl-1 en condiciones de hambre de N, pero el mutante vipl-1 mostré
mayores niveles que el silvestre cuando la biosintesis de carotenoides fue inhibida
mediante NF. Esta desregulacion en la activacion de la autofagia es indicativo de una
posible regulacibn mediada por las moléculas inositoles, que puede o no estar

relacionada con la actividad TOR y que ser&a uno de los siguientes pasos a investigar.
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Figura 7. Western blot de la proteina ATG8 para WT y vipl-1 en condiciones
control, hambre de N (TAP -N) y en presencia de norflurazon (NF) durante 24 h.
Se muestran bajo las bandas la carga de proteina de cada carril, empleando la tincion
de azul de Coomassie. Las muestras son: 1) WT control 2) WT en hambre de N 3)
WT tras 24 h bajo efecto de NF 4) vip1-1 control 5) vipl-1 en hambre de N 6) vip1-1

tras 24 h bajo efecto de NF. EI NF se empled a una concentracion de 20 uM.

5.5 Perfil metabdlico de vipl-1 en alta luz.

En vistas a las diferencias comentadas con respecto a los carotenoides y al efecto del
NF en la autofagia, decidimos realizar un estudio metabdlico general de vipl-1 en
condiciones de baja y alta luz, con la intencidn de encontrar pistas sobre la alteracion
metabdlica que sufre el mutante en alta luz y su posible conexién con el metabolismo
del carbono. Como resultado, detectamos distintas areas del metabolismo celular

afectadas en vipl-1.

En primer lugar observamos una desregulacion del a-cetoglutarato y del oxaloacetato,
ambos intermediarios del ciclo de Krebs (Fig.8a). Para ambas moléculas, el irradiar
con alta luz provocdé comportamientos opuestos en las variantes, puesto que en el
silvestre los niveles de oxaloacetato y a-cetoglutarato descencieron mientras que en
vipl-1 sus niveles se vieron aumentados. El ciclo de Krebs dota de disponibilidad de
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energia a la célula, en forma de NADH y ATP. En consonancia con la alteracion del
ciclo de Krebs, los niveles de las adenosinas fosforiladas (AMP, ADP y ATP) también
experimentaron una desregulacion, en especial con los niveles de AMP en baja luz y

con los niveles de ADP en alta luz (Fig.8a).

En el metabolismo de la célula, es esencial que los azlicares se conjuguen con grupos
fosfato o grupos adenosil difosfato para entrar a formar parte de las rutas biosintéticas.
Al centrar la atencion en estas moléculas también observamos ciertas diferencias. En
el caso de la glucosa, el mutante vipl-1 acumulé mas UDP-glucosa y menos ADP-
glucosa que el silvestre cuando fueron expuestos a condiciones de alta luz. Por el
contrario, se vieron incrementados en el mutante azUcares fosforilados como la

sacarosa-6P (alta luz) o la ribosa-5P (baja luz) (Fig.8b).

Otra ruta metabdlica que también se vio afectada es la ruta de las pentosas fosfato.
En condiciones de alta luz, vipl1-1 aumenta el flujo de carbono hacia esta ruta, puesto
gue el “pool” de azucares interconvertibles ribulosa-5P y xilulosa-5P es mayor en el
mutante que en el silvestre (Fig.8b). Sin embargo, la medida de NADPH acumulado
para esa misma condicion fue notablemente menor para vipl-1. Este perfil metabdlico
nos sugiere una desregulacion a distintos niveles del metabolismo, y no sélo a la

acumulacion de lipidos previamente descrital.
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Figura 8. Representacion de la extraccion de metabolitos en alta luz. Las
muestras representadas son: WT en baja luz (MWT.LL); WT en alta luz (lMWT.HL);
vipl-1 en baja luz (MVIP1-1.LL) y vipl-1 en alta luz (M VIP1-1.HL). A) Metabolitos
relacionados con la mitocondria (izquierda) y con el nucleésido adenosina (derecha)
B) Metabolitos relacionados con la activacion de azlcares (izquierda) y con el ciclo
de las pentosas fosfato (derecha).
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6. DISCUSION

Los carotenoides son compuestos esenciales presentes en todos los organismos
fotosintéticos con numerosos beneficios para la salud humana?. Por tanto, la
investigacion acerca de la regulacion de su biosintesis y sus funciones en la célula
son de especial interés, tanto en investigacion basica como en el sector
biotecnolodgico. En este estudio, hemos empleado el mutante vipl-1 en el que se han
descrito previamente alteraciones en su metabolismo del carbono, con una
sobreacumulacién de lipidos!. Esta desregulaciéon es producto de niveles alterados
de las moléculas inositoles polifosfato (InsP), cuyas funciones en la célula no estan
completamente elucidadas aun. De esta forma, procedimos a analizar si esta

desregulacion del metabolismo se extiende también a la biosintesis de carotenoides.

Nuestros estudios respaldan que la alteracion de los niveles de InsP en vipl-1 tiene
como consecuencia una sobreactivacion del ciclo de las xantofilas, que se traduce en
una mayor acumulacion de zeaxantina, a la que anteriormente se han asociado
funciones fotoprotectoras®3. Esto propone que, o bien los InsP participan directamente
en la regulacion de los carotenoides o bien la activacion del ciclo de las xantofilas es
un mecanismo compensatorio de otro estrés que tiene lugar en vipl-1. Previas
observaciones acerca del mutante muestran que el fosfoproteoma del fotosistema I
de vipl-1 se encuentra modificado®®, y se ha descrito que estas fosforilaciones
controlan los mecanismos de reparacion del fotosistema en otros organismos
fotosintéticos®®. Por tanto, es probable que nuestros resultados se deban a un peor
funcionamiento del aparato fotosintético, y la activacion del ciclo de las xantofilas sea
un mecanismo de compensacion contra estrés oxidativo. Con anterioridad se habian
relacionado defectos en la biosintesis de carotenoides con un aumento de la
autofagia, proceso de reciclaje de componentes celulares dafiados?’. En principio,
este aumento de la autofagia se asocio con que defectos en esta biosintesis provocan
un mayor estrés oxidativo. En nuestro caso, hemos observado que al inhibir la
biosintesis de carotenoides, vipl-1 mostré mayor incremento de la autofagia que el
WT. Los carotenoides poseen importantes funciones estructurales en el fotosistema
1122, por lo que la mayor actividad autofagica de vip1-1 sugiere que el fotosistema Il es

mas vulnerable a limitaciones en la disponibilidad de carotenoides ante una
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desregulacion de los InsP. Por ello, es posible que el funcionamiento aberrante del
aparato fotosintético en vipl-1 se deba a problemas estructurales, y el estrés oxidativo

derivado de estos problemas se acentten al inhibir la biosintesis de carotenoides.

Tras esto, decidimos realizar un estudio metabdlico para intentar descubrir otras rutas
afectadas. Nuestros resultados apuntan a una conexioén con intermediarios del ciclo
de Krebs, como son el a-cetoglutarato y el oxaloacetato. Para el caso de éste ultimo,
es posible que su acumulacion en vipl-1 en condiciones de alta luz también esté
relacionada con su funcion de exportacion de poder reductor en el cloroplasto. El
oxaloacetato en el cloroplasto es reducido a malato, y es en forma de malato como
es exportado al exterior del organulo®. Previamente se ha descrito que vipl-1
presenta regulacion aberrante del flujo ciclico de electrones®®, un mecanismo activado
en alta luz que, a diferencia del flujo en Z, no produce poder reductor. Ademas, los
niveles de NADPH en vip1-1 resultaron ser inferiores a los del silvestre. Por tanto, una
menor acumulacion de poder reductor en el cloroplasto de vipl-1 también podria estar

contribuyendo a estos elevados niveles de oxaloacetato.

Por otro lado, también detectamos menores niveles de ADP-glucosa en el mutante en
alta luz. La biosintesis del almidén requiere una activacion de la glucosa, mediante su
conversiéon a ADP-glucosa®. Esto, junto con observaciones previas sobre la
acumulacion de triacilgliceroles en vipl-11, respalda el papel de los InsP como
mediadores acerca del flujo de carbono hacia sus distintas formas de reserva.
Ademas, la ruta de las pentosas fosfato se mostré alterada en vipl-1 en alta luz,
reflejado en una acumulaciéon de sus intermediarios xilulosa-5P y ribulosa-5P. La ruta
de las pentosas fosfato es capaz de operar consumiendo ATP para generar ribosa-
5P o produciendo NADPH con liberacién de CO2%°. Puesto que los niveles de NADPH
acumulado en vipl-1 en condiciones de alta luz fueron menores, nuestros datos
apoyan que esta ruta se encuentra funcionando principalmente en su modalidad no

oxidativa cuando vipl-1 es irradiado con elevada intensidad luminica.
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7. CONCLUSIONES

Los inositoles polifosfato estan implicados en la regulacion del ciclo de las
xantofilas. Basandonos en la bibliografia disponible, proponemos que la falta de
inositoles pirofosfato provoca un estrés, y la activacion del ciclo de las xantofilas

es consecuencia de ello.

e La deficiencia de inositoles pirofosfato provoca mayor actividad autofagica al
inhibir la biosintesis de carotenoides, moléculas con funcién estructural en el
aparato fotosintético. Por tanto, la ausencia de inositoles pirofosfato aumenta la
vulnerabilidad de este aparato, probablemente debido a problemas estructurales

gue provocan estrés oxidativo en el cloroplasto.

e En estrés por alta luz, el ciclo de Krebs y la ruta de las pentosas fosfato se ven
modificadas por la ausencia de los inositoles pirofosfato. En concreto, la ruta de
las pentosas fosfato parece estar funcionando principalmente de forma no
oxidativa. Estos resultados proponen una conexion moduladora de los inositoles
polifosfato con la ruta de las pentosas fosfato y el ciclo de Krebs. Mas
investigacion serd necesaria para esclarecer si estas alteraciones son
mecanismos de compensacion contra estrés o son producto de una regulacion

ejercida por los inositoles pirofosfato desconocida hasta la fecha.
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