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1. INTRODUCCION






1.1 El fé6sforo como bioelemento

El fosforo es el quinto elemento en importancia cuantitativa como
componente celular, formando parte fundamental del armazon de numerosas
biomoléculas (&cidos nucleicos, coenzimas y metabolitos). También es un
elemento clave en la formacion y estructura de las membranas lipidicas, siendo

capaz de formar complejos con proteinas, carbohidratos y lipopolisacaridos.

Es el componente fundamental del grupo quimico depositario de la
energia de enlace que se genera y consume en el metabolismo celular. Por ello,
es el unico de los bioelementos primordiales que juega un papel crucial en la

bioenergética de los organismos.

De entre todos los elementos necesarios para la vida, es el Unico que no
cambia su estado de oxidacion al ser incorporado a la materia viva. Se
transporta al interior celular en forma de anion ortofosfato (H.PO,", Pi),
sufriendo un proceso acido-base mediante el cual se energetiza a metafosfato
(PO3") para ser incorporado a esqueletos carbonados y formar nucledsidos
trifosfatos, mayoritariamente ATP (ADP — PO3’). En este tipo de moléculas, se
encuentra formando parte del grupo pirofosfato (POs> ~ O ~P0O3?): la
estructura quimica cuya energia de enlace es usada por todos los organismos.
En el consumo de estas moléculas, el enlace pirofosfato se rompe y libera
metafosfato (PO3"y que sera hidratado directa o indirectamente a su forma de
ortofosfato (PO4") (Losada, Bellido et al. 1999)

Existen otras formas de asimilar el fosfato a la materia viva, tales como
en forma de polifosfatos de reserva en organismos procariotas o dentro de algin
compartimento celular, como la vacuola, en organismos eucariotas. En estos
mismos lugares también puede acumularse en forma de polimeros inorganicos
(Rao, Roberts et al. 1985).

La mayoria del fosfato presente en los organismos vivos se encuentra en

forma de ortofostato, en alguno de los siguientes estados:

1. Libre (Pi).
2. Esterificado a una cadena hidrocarbonada a través de un grupo

carboxilo (C-O-P). En azlcares-fosfato y fosfolipidos.
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3. Unido a otro fosfato mediante un puente pirofosfato (R-P-O-P-R’). En
polifosfatos y nucleotidos di/tri-fosfato).
4. Fosforilando proteinas a través de los grupos —OH de las cadenas

laterales de las mismas.

El enlace que forma en todas estas moléculas es el enlace éster-fosfato,
formado entre un grupo fosfato (PO4%") y un grupo hidroxilo (OH"). Este enlace
se caracteriza por tener una alta estabilidad cinética a temperatura y pH
fisiolégicos y una alta energia libre de hidrdlisis, que puede ser utilizada por la
célula en multitud de funciones fisiologicas. (Lahti, Pitkaranta et al. 1988;
Losada, Bellido et al. 1999).

1.2 El pirofosfato inorganico
1.2.1 Generalidades

El pirofosfato inorganico (PPi) es una molécula formada por dos grupos

metafosfato unidos por un puente de oxigeno (P-O-P). Esta estructura
constituye el grupo quimico en el que se almacena la energia de enlace
fundamental para la bioenergética celular. Es una molécula rica en energia, con

un potencial energético de hidrélisis similar al ATP:
PPi: AG® = -22 KJ-mol* 6 -0°22 eV-molécula™.
ATP: AG® = -31 KJ-mol'* 6-0°31 eV-molécula™.

Esta similitud hace suponer que ambas moléculas representan un papel
similar en la bioenergética de los organismos vivos; aunque la energia libre de
hidrolisis de la molécula de PPi, al contrario de la del ATP, aumenta al
disminuir el pH. Esto hace que su uso sea méas favorable en condiciones de pH

citoplasmatico bajo (de Meis 1984; Davies, Poole et al. 1992).

El PPi se identifico por primera vez en el siglo XIX al ser sintetizado por
calentamiento de sales de ortofosfato sodico o potasico. Su formacién en
sistemas bioldgicos fue descrita en el afio 1941, al descubrirse la acumulacién
del mismo en extractos de higado de rata incubados con succinato y fructosa

(Cori, Ochoa et al. 1951). La primera reaccion en la que se creaba PPi fue
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descrita por Kornberg en 1948, que encontré que los extractos de levaduras
formaban ATP y NMN en presencia de NAD™ y PPi, en una reaccion conocida
como pirofosforolisis (Kornberg and Lindberg 1948). En 1957, este mismo
autor propuso que la mayoria de reacciones de pirofosforolisis “in vivo”, se dan
en el sentido de la creacion de PPi durante la biosintesis de otros compuestos
biolégicos. Esta sintesis de PPi esta acoplada a una réapida hidrolisis del mismo
por accién de las pirofosfatasas inorganicas (PPasas), haciendo las reacciones

practicamente irreversibles.

A partir de entonces, se han descubierto multitud de rutas de biosintesis
en las que se produce PPi tales como, las rutas de sintesis de polimeros como el
ADN, ARN, proteinas y polisacéridos. En ellas se produce PPi cada vez que se
afiade un monémero a la cadena, ademas de producirse en la biosintesis de cada
uno de los monémeros (Lee, Cho et al. 2009).

También se produce PPi en otras reacciones, como la fotofosforilacion,
la fosforilacion oxidativa o la glicolisis. Incluso, durante la década de los 60, se
descubrio la sintesis de PPi inducida por la luz en membranas de cromatéforos
de Rhodospirillum rubrum (Baltscheffsky, Baltscheffsky et al. 1966).

En 1962, dos autores demostraron la capacidad del PPi para actuar como
donador de energia en la formacion del piruvato y, en 1965, Lipmann asumio
que podria haber precedido al ATP como molécula principal del metabolismo
energético durante los estadios iniciales de evolucion de la vida (Serrano,
Pérez-Castifieira et al. 2007).

1.2.2 El pirofosfato como regulador

Diversos autores han demostrado que el PPi es capaz de afectar a la
actividad catalitica de ciertas enzimas; principalmente con un papel inhibitorio,
aunque también tiene la capacidad de activacion o proteccion frente a la

inactivacion catalitica.

Se sabe que es un fuerte inhibidor de las aminoacil-tRNA sintetasas,
afectando de forma negativa a la sintesis proteica. Esto se debe a que es un
producto de la reaccion de activacion de estas enzimas (Dignam, Rhodes et al.

1980). La fosfoproteina fosfatasa también se inactiva por la presencia de PPi,
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en extractos de células de higado de rata se observa una disminucion del 75%
de la actividad de esta enzima a los 10 minutos tras la adicion de 0,25 mM de
PPi (Khandelwal 1978). En general, afecta a todas las reacciones que requieren
el cation divalente Mg?*, ya que el PPi se une fuertemente a él y puede inhibir a
ciertas enzimas cuando su concentracién es similar o superior a la del cation
(O'Sullivan and Smithers 1979).

Puede actuar como mensajero celular formando parte de la molécula de
inositol-pirofosfato (PPi-1P), un compuesto perteneciente a una superfamilia de
moléculas sefial presente en todos los organismos eucariotas y que participan en
la regulacion de la homeostasis energética de las células. Los cambios en los
niveles de ATP producen cambios en la concentracion de PPi-IP, lo cual inicia
una cascada de sefializacion que actla sobre la regulacion de determinados
genes implicados en el metabolismo del fosfato (Thota and Bhandari 2015). La
molécula de PPi-IP es capaz de pirofosforilar serinas de otras proteinas,
participando asi en la regulacién de las mismas. Muchas de estas proteinas
estan implicadas en el movimiento vesicular, el metabolismo del fosfato y el
control del ciclo celular (Bhandari, Chakraborty et al. 2007).

El PPi actia como ligando del Fe®** manteniendo su solubilidad, por lo
gue podria estar implicado en rutas de asimilacion y transporte de este metal.
En Escherichia coli se sabe que estimula el transporte de hierro al interior
celular, aunque su mecanismo de accion aun no esta claro (Perrotte-Piquemal,
Danchin et al. 1999).

Estudios recientes muestran que la hidrolisis de PPi produce la energia
necesaria para el movimiento flagelar de los espermatozoides de mamiferos,
siendo su concentracion muy elevada tanto en el liquido seminal como en el
fluido de los oviductos de cerdo (Yi, Sutovsky et al. 2012). En humanos, las
alteraciones del metabolismo del PPi pueden dar lugares a enfermedades como
condrocalcinosis e hipofosfatasia (Goldman, Boije et al. 2016). La primera de
ellas es un tipo de artritis causada por la acumulacion de cristales de pirofosfato
calcico dihidratado en los fibrocartilagos articulares (Martinez, Ramos et al.
2017).
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1.2.3 Contenido celular de pirofosfato

La tasa de produccion de PPi en las células en crecimiento es muy alta y
esta produccion debe ser compensada por rutas catabdlicas eficientes para evitar
los efectos toxicos de su acumulacion (Lee, Cho et al. 2009). Esta alta tasa de
produccion llevo a los autores a considerar que su tasa de hidrolisis debia ser
igualmente alta, produciendo esto que su concentracion en las células vivas
fuese bastante baja (Littauer and Kornberg 1957). Sin embargo, cuando
empezaron a realizarse medidas del contenido intracelular de PPi, se observd
gue sus niveles eran bastante dispares entre diversos organismos. Asi, se
pueden obtener valores tan dispares de concentracion como 500 uM en E. coli
(Kukko-Kalske, Lintunen et al. 1989) y 43 mM en células de Rhodospirillum
rubrum expuestas a la luz (Nore, Sakai-Nore et al. 1991). Mientras que en E.
coli la concentracién de PPi permanece invariable, en organismos fotosintéticos
se ve alterada por la exposicion a la luz. Asi es el caso de la cianobacteria
Anacystis nidulans, que presenta un valor de 900 uM en oscuridad de 1°6 mM

en presencia de luz (Bornefeld 1981).

En 1979, Carnal y Black descubren una fosfofructoquinasa en plantas
dependiente de PPi que usa este metabolito como fuente energética en lugar del
ATP. Esto hizo que se generara un gran interés por el estudio del contenido de
PPi intracelular en las diferentes especies de plantas (Carnal and Black 1979).
Medidas realizadas en Zea mays y Pisum sativum mostraron que el contenido
del mismo es muy variable entre los distintos tejidos de la planta y el estadio
del desarrollo en el que se encuentre. Aunque se sugirio que estos valores
siempre son lo suficientemente altos en el citosol como para servir de donador
de energia utilizable por las diferentes enzimas dependientes de PPi (Smyth and
Black 1984) (Edwards, Rees et al. 1984). Existen numerosas evidencias de que
la luz puede afectar al contenido total de PPi celular. En cromat6foros de
Rhodospirillum rubrum se ha observado la concentracion de PPi es
aproximadamente un 25% de la de ATP a intensidad de luz saturante, mientras
que a intensidad baja estas concentraciones son practicamente idénticas. Esto
sugiere que, bajo ciertas condiciones, la sintesis de PPi puede ser tan
importante para el metabolismo energético como la de ATP (Guillory and
Fisher 1972).
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La diferencia mas clara en cuanto al PPi entre tejidos de plantas y
animales es la localizacion del mismo en la célula. Mientras que en tejidos
fotosintéticos la mayoria se encuentra en el citosol, en tejidos animales, como
el higado de rata, este se encuentra principalmente en la mitocondria. Esto tiene
mucho sentido desde el punto de vista bionergético, ya que en plantas existen al
menos tres proteinas capaces de utilizar el PPi citosdlico como fuente de
energia (PFP, EC. 2.7.1.90; H*-PPasa, EC. 3.6.1.1; UDPG-pirofosforilasa, EC.
2.7.7.9) que estan ausentes en el citosol de las células de tejidos animales
(Jelitto, Sonnewald et al. 1992).

1.2.4 Produccién de pirofosfato en el anabolismo celular

El PPi se produce en numerosas reacciones reversibles dependientes de

nucledsidos 5’-trifosfato, como son:

e Sintesis de acidos nucléicos (ADN y ARN)
(ANMP/NMP)n + ANTP/NTP «— (dNMP/NMP)n+1 + PPi
e Activacion de aminoacidos (aminoacil-tRNA sintetasa)
aa + tRNA + ATP <«— aminoacil-tRNA + AMP + PPi
e Formacion de NDP-glucosa
Glucosa- 1-fosfato + NTP  «——NDP-glucosa + PPi
e Formacion de acil-CoA (Acil-CoA sintetasa)
Acido graso + CoA + ATP <«—acil-CoA + AMP + PPi
e Sintesis de AMPc (Adenilato ciclasa)
ATP «—— AMPc + PPi

Estas reacciones forman parte de rutas metabdlicas imprescindibles para
la célula, tales como la sintesis de ADN y ARN, proteinas, lipidos,
polisacéridos (almidén, celulosa), &cidos grasos y una amplia gama de
metabolitos (Lahti 1983; Rojas-Beltran, Dubois et al. 1999; Farré, Bachmann et
al. 2001; McCormick 2004). Se produce en tres pasos de la ruta de biosintesis
de vitamina B12 y en la sintesis de clorofila a partir de fitol, durante la
hidrélisis de fitil-pirofosfato. A partir de esta molécula, se pueden producir

tanto vitamina K como vitamina E, liberando PPi en ambos procesos. El
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elevado numero de reacciones productoras de este metabolito, hace que su
concentracion aumente rapidamente en células en crecimiento y tenga que ser
compensado por rutas catabdlicas eficientes. La acumulacion del PPi haria
imposible la regeneracion del ATP necesario para que se produzcan las
reacciones de fosforilacion (Lahti 1983; Pérez-Castifieira, Gomez-Garcia et al.
2001).

Sintesis de Sintesis de
ADN/ARN proteinas

Sintesis de Sintesis de
NAD y otros polimeros de
cofactores azucares

Figura 1.1: Papel central del PPi en el anabolismo celular

El NAD" es un cofactor que participa en multitud de reacciones redox
esenciales para la transduccién de energia y el metabolismo celular; siendo su
sintesis la primera ruta conocida en la que participa el PPi (Kornberg and
Lindberg 1948). Este cofactor participa como sustrato en la modificacién
covalente de proteinas por ADP-ribosilacion, un proceso implicado en la
reparaciéon de dafios en el ADN y la regulacion de la inestabilidad gendmica
(Oei, Keil et al. 2005), y en el control del sistema inmunitario (Luo X et al
2015). Estudios recientes sugieren la participacion del NAD" en el proceso de
modelado de la cromatina, participando asi en la regulacion de la expresion
génica (Nakahata and Bessho 2016). Esta implicado en la inactivacion de
especies reactivas del oxigeno, por lo que jjuega un papel clave en el
mantenimiento del estado redox del organismo. En células cancerosas se
requiere una elevada presencia de NADH/NADPH para actuar como agentes
reductores en la sintesis continua de &cidos nucleicos, proteinas y lipidos. Esto
hace que las enzimas que participan en su ruta de biosintesis sean buenas dianas

para el desarrollo de farmacos antitumorales (Tedeschi, Markert et al. 2013).
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La biosintesis de NAD® puede llevarse a cabo mediante dos vias
diferentes: via reciclaje y via “de novo”. EXxistiendo en ambas rutas
biosintéticas diversas reacciones en las que se genera PPi como subproducto.
Dada la gran importancia cuantitativa y cualitativa de las coenzimas de
nicotinamida NAD(H) y NADP(H) en el metabolismo celular, su biosintesis —
que genera grandes cantidades de PPi- se ha descrito en la levadura
Saccharomyces cerevisiae como la primera y mas importante diana de
inhibicion por la acumulacion intracelular excesiva de PPi (Serrano-Bueno,
Hernandez et al. 2013), lo cual se consiguié mediante la cepa letal condicional
YPC3 de esta levadura, en la cual el gen IPP1 que codifica la sPPasa
mayoritaria lpplp esta bajo el control del promotor regulable estricto Pgal1

(Pérez- Castifieira, Lopez-Marqués et al. 2002; Drake, Serrano et al. 2010).

1.2.5 El pirofosfato en el compartimento nuclear

La produccion de PPi alcanza cotas muy elevadas en el nlcleo de las
células eucaridticas debido a las numerosas reacciones anabdlicas que se
producen en el mismo, principaimente los procesos de replicacion y
transcripcion del material genético, catalizadas por la ADN y la ARN
polimerasa respectivamente. Estas dos enzimas llevan a cabo la elongacion de
las moléculas de ADN o ARN, afadiendo mondémeros de desoxirribonucleétidos
o ribonucledtidos trifosfato. La reaccion fundamental consiste en la
transferencia de un grupo fosfato mediante ataque nucleofilico en el que se
libera una molécula de PPi y se forma un nuevo enlace fosfodiéster,
elongandose asi la cadena de ADN o ARN (Lee and Hurwitz 1990; Ferrer-Orta,
Agudo et al. 2009).

Los procesos catalizados por las ADN/ARN polimerasas tienen una
importancia capital para la célula, ya que son la base de procesos tan
importantes como la duplicacion del material genético durante la division
celular, la expresion genética o la propia regulacion de esta expresion. Por ello,
se hace necesaria la existencia de mecanismo de control de los mismos, uno de
los cuales es conocido como pirofosforolisis. Se trata de una reaccion inversa a

la polimerizacién en la que se produce la liberaciéon de nucleétidos trifosfato
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desde el extremo 3’ de una estructura molde/iniciador, y que también es llevada
a cabo por la ADN polimerasa. El sustrato de la reaccion es el propio PPi en
presencia de iones divalentes (Deutscher and Kornberg 1969). La reaccion
permite la eliminacion de nucleétidos introducidos de forma errénea durante la
replicacion del ADN para que sean sustituidos por el nucleétido correcto,
consiguiendo que se mantenga la fidelidad de la copia. La molécula de PPi
unida a un cation divalente se une a la ADN polimerasa y produce un cambio
conformacional de la misma entre un estado abierto y cerrado, paralizando la
actividad de polimerizacion y permitiendo que se inicie la actividad de
pirofosforolisis. Se ha demostrado que la ADN polimerasa libera mas
rgpidamente el PPi cuando se une a un nucleétido erréneo que cuando se une al
correcto, esto hace que pase a su forma abierta y se produzca la pirofosforolisis
(Beard and Wilson 2014).

La capacidad reguladora del PPi en el interior del nicleo, unida al hecho
de que su produccién y consumo es constante en las reacciones que ocurren en
el mismo, hace suponer que existe una férrea regulacion de su concentracion y

de su transporte a través de la membrana nuclear.

1.3 Transporte nacleo-citoplasma

En las células eucaridticas existe un transporte bidireccional entre el
nacleo y el citoplasma, imprescindible para el funcionamiento de procesos
como la expresion génica, la transduccion de sefiales o la regulacion del ciclo
celular. El transporte ocurre a través de grandes estructuras de membrana, con
un tamafo de unos 66-125 MDa, llamadas complejos de poro nuclear (NPCs),
formadas por un conjunto de 40-100 proteinas llamadas nucleoporinas que
forman un canal a través de la doble membrana de la envoltura nuclear (Rout,
Aitchison et al. 2000). Las moléculas menores de 60 kDa pueden atravesar el
poro de forma pasiva, pero otras de mayor tamafo o importancia necesitan de

un sistema de transporte especifico que garantice su localizacion.

Este sistema esta mediado por factores de transporte nuclear o proteinas

transportadoras conocidas como [-carioferinas, la mayoria de ellas con
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dominios HEAT en su secuencia. La regulacion es llevada a cabo por pequefias
proteinas GTPasas llamadas proteinas Ran, que a su vez son activadas o
inactivadas por el factor intercambiador de nucle6tidos de guanina (RanGEF).
Las rutas de tréfico nuclear mantienen su direccionalidad debido a la existencia
de un gradiente RanGDP-RanGTP del citoplasma al nucleo. Los receptores de
importacion se unen al cargo en el citoplasma y lo liberan en ndcleo previa
unibn a RanGTP, entonces pueden unirse a otro cargo o0 bien salir vacios al
citoplasma donde el RanGTP se hidroliza a RanGDP vy libera al transportador.
El RanGDP volvera a entrar al nicleo, donde el RanGEF lo volvera a convertir
en RanGTP, cerrando asi la ruta (Marfori, Mynott et al. 2011; Mynott, Harrop
et al. 2011).

La sefial de direccionalidad a nicleo mejor conocida es la secuencia de
localizacion nuclear (NLS), observable en multitud de proteinas nucleares o
nucleo- citosolicas, y que fue identificada por primera vez en una proteina del
virus SV40 de simios (Kalderon, Richardson et al. 1984). Se trata de regiones
de aminoacidos basicos que son imprescindibles para el reconocimiento y unién
al transportador. En la NLS de SV40 se ha demostrado que la lisina P2 es
imprescindible para su funcionamiento, ya que su mutacion por un aminoacido
no basico produce que la proteina no sea importada al nucleo (Lanford, Kanda
et al. 1986). Las NLS pueden dividirse en monopartitas o bipartitas, segun
posean una o0 dos regiones bésicas respectivamente, y la secuencia de
aminoacidos puede ser variable dentro de unos limites. Se han establecido

varias secuencias consenso paralas NLS:

e Monopartitas:
o K(R/K)X(R/K)
o KR(R/X)K
o KR(K/R)R
o K(K/R)RK
e Bipartitas:
o (K/R)(K/R)X10-12(K/R)3.5
o KRXji0-12KRRK
o KRX10-12K(K/R)X(K/R)
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En levaduras existen 14 B-carioferinas, todas pertenecientes a la familia
de B-importinas, siendo la mas conocida la importina-a (Impa). Esta posee dos

dominios bien diferenciados:

o Una region N-terminal de unién a RanGTP.

o Una regién C-terminal con diez repeticiones armadillo en
tandem que forman una estructura superhelicoidal. Las regiones
armadillo (Arm) son grupos de 40 aminoacidos que forman tres a-helices

y son las encargadas de reconocer a las secuencias NLS.

En el mecanismo de importacién es necesaria la presencia de Ran, Impa
e ImpfB. Se forma un complejo de las dos importinas unidas a una proteina con
secuencia NLS, que atraviesa el NPC vy liberan la proteina en el interior del
nicleo. Después ambas se disocian y vuelven al exterior unidas a RanGTP, que

las libera en el citoplasma hidrolizandose a RanGDP.

Los mecanismos de exportacion son menos conocidos, pero se sabe que
en todo ellos esta implicada la unibn a RanGTP. Participan proteinas como la
exportina T o Crml, que son capaces de reconocer regiones ricas en leucina en
las proteinas a exportar (Kalderon, Richardson et al. 1984; Schlenstedt,
Smirnova et al. 1997; Goldfarb, Corbett et al. 2004; Lange, Mills et al. 2007;
Marfori, Mynott et al. 2011). Estas secuencias son llamadas secuencias de
exportacion nuclear (NES) y son mucho mas variables que las NLS, aunque se
sabe que son regiones ricas en cisteina y leucina. Hay experimentos que
demuestran que la sobreexpresion de Crml aumenta la concentracion
citoplasmética de proteinas con secuencia NES, mientras que su inactivacion la
disminuye dréasticamente (Kuge, Toda et al. 1998; Toone, Kuge et al. 1998;
Maurer, Redd et al. 2001).
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CITOPLASMA
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RAN

Figura 1.2: Mecanismo general de accién del transporte nucleo-citoplasmico medidado
por sefial NLS.

NUCLEO

1.4 Enzimas que hidrolizan PPi: pirofosfatasas inorganicas.

Las pirofosfatasas inorganicas (PPasas) son enzimas presentes en todos
los dominios de la vida y cuya actividad catalitica es imprescindible para todos
los procesos metabdlicos que generan PPi, ya que consiste en la hidrolisis de
este a dos moléculas de ortofosfato. La acumulacion del PPi es perjudicial para
los organismos y la delecion de las PPasas inorganicas resulta letal (Pang,
Garzan et al. 2016). Ha sido imposible conseguir un mutante totalmente exento
de PPasas, ya que su delecion inhibe el crecimiento. Sin embargo, mutantes de
Escherichia coli sobreexpesores de PPasas tienen menor tasa de crecimiento
gue aquellos que expresan niveles normales (Lahti 1983). En este mismo
organismo se ha demostrado que el nivel minimo de actividad pirofosfatasa que
permite el crecimiento es de 0’01 U/mg, manteniendo la célula un valor
constante de concentracion de PPi de 1’1 mM aunque la actividad PPasa
aumente (Chen, Brevet et al. 1990). Se pueden clasificar en dos grandes grupos

en funcién de su estructuras y funcion catalitica: pirofosfatasas solubes y de
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membrana. Ambos tipos poseen motivos similares en la secuencia de
aminoacidos correspondiente al sitio catalitico y ambos se engloban bajo el
mismo codigo de identificacién de enzimas (EC 3.6.1.1), aunque no se trata de
enzimas homologas (Rea and Poole 1993). Mientras que las primeras son
proteinas citoplasmaticas solubles que regulan la homeostasis PPi/Pi, las otras
son proteinas integrales de membrana que pueden llevar a cabo un transporte de
iones asociado a la hidrélisis de PPi (Pang, Garzan et al. 2016). Ambos grupos
comparten, sin embargo, caracteristicas similares en cuanto a regulacion y
requerimientos. El sustrato Unico no es realmente el PPi, sino un complejo de
Mg,PPi, todas necesitan el Mg®* como cofactor para la estabilidad del
holoenzima y para su activacion, y todas se inhiben irreversiblemente por la

presencia de iones de Ca®* (Rojas-Beltran, Dubois et al. 1999).

1.4.1 Pirofosfatasas solubles

Las PPasas solubles se dividen en dos grandes familias no homodlogas,
familia |1 y familia |1, dependiendo de su estructura primaria. No existe ninguna
relacion evolutiva entre ellas ni a nivel de secuencia, ni de estructura. Su Unica
caracteristica comin es la capacidad para hidrolizar el Mg?*-PPi, siendo un
ejemplo claro de convergencia evolutiva. Ambas familias necesitan
concentraciones micromolares de Mg?* para su activacion, pero las de familia I
también precisan de niveles nanomolares de Mn?* u otros iones divalentes
(Fabrichniy, Lehti6 et al. 2004).

La presencia de PPasas solubles es un rasgo comin a todos a los
organismos, aunque las de familia Il aparecen principalmente en bacterias y
archeas, aunque también en algunos organismos eucariéticos como el alga

Ostreoccocus tauri (Albi-Rodriguez and Serrano 2008).
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1.41.1 Pirofosfatasas solubles Familia |

Es la familia mayoritaria y sus miembros aparecen tanto en organismos
procariotas (bacterias y archeas) como eucariotas (hongos, plantas y animales).
Son miembros de la familia de fosfohidrolasas Pfam PF00719. Las mas
estudiadas son la PPasa procaridtica de Escherichia coli y la eucaribtica de
Saccharomyces cerevisiae, catalizando ambas la hidrélisis de Mg®*-PPi. En el
mecanismo de catdlisis se transfiere un ortofosfato directamente al agua, sin
formarse un intermediario fosforilado de la proteina (Kankare, Neal et al.
1994). La secuencia consenso D-hyd-D-P-ali-D-ali-ali (hyd: Ser, Gly o Asn;
ali: Cys, lle, Leu, Val o Met) esta presente en todas las PPasas de familia I,
conociéndose como dominio PROSITE PS00387 (Cooperman, Baykov et al.
1992; Kankare, Neal et al. 1994).

Mg-E + MgPPi «— Mg;EMgPPi + H;O — Mg,EMg(Pi); —Mg:EMgPi + MgPi — Mg,E + MgPi

Figura 1.3: Mecanismo general de accién de |las PPasas solubles Familial.

La PPasade S.cerevisiae es un homodimero de 286 aminoacidos y con un
peso molecular de 32-37 kDa por mondémero (K olakowski, Schloesser et al.
1988). Su sitio activo esta formado por 17 residuos polares que pueden
interactuar con el i6bn metalico unido al sustrato o producto. Este sitio activo
estd muy conservado en la familia I, apareciendo 13 de los 17 aminoacidos del
sitio activo en todos los miembros de la misma (Cooperman, Baykov et al.
1992).

La PPasa de E. coli es un homohexamero formado por seis subunidades
de aproximadamente 20kDa cada una. Cada monomero esta formado por 175
aminoacidos dispuestos en dos a-hélices y nueve laminas B (Kankare, Neal et
al. 1994). La conformaciéon espacial de la proteina deja una cavidad superficial
correspondiente al sitio activo, con uno de los extremos de una de las a-hélices

formando parte del mismo (Baykov, Dudarenkov et al. 1995).

A pesar de sus diferencias, ambas proteinas presentan practicamente la
misma conformacion tridimensional entre sus monomeros. Estudios de
cristalografia demuestran que hay una superposicion exacta de 150 de los

aminoacidos que forman el monémero. La principal diferencia parece ser que la
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PPasa de S.cerevisiae tiene 26 aminoacidos méas en el extremo N-terminal y 54
en el extremo C-terminal (Kankare, Neal et al. 1994).

Los niveles mas altos de actividad “in vitro” se han conseguido a pH
alcalino (8-9), y con iones metdlicos unidos al sitio activo ademas del PPi. La
presencia de iones metélicos es esencial para la actividad debido a la presencia
de cuatro sitios de union (I, 11, 111 y V) en el sitio activo, en la posicién IV se
une el Mg®*-PPi y en los otros tres Mg libre. Estos iones metdlicos
interaccionan con los grupos fosfato facilitando su hidrolisis al aumentar la
electrofilia de los atomos de fésforo, consiguiendo asi una bajada del pKay una
estabilizacion del estado de transicion. Ademéas proporcionan la conformacion

espacial requerida para la unién del sustrato.

Ademés de PPi, estas enzimas son capaces de hidrolizar otros sustratos
como ATP o polifosfatos. Sin embargo, estos estudios se han realizado “in
vitro” y las catalisis mas eficientes se han obtenido usando como cofactores
iones divalentes distintos del Mg?*. Por lo tanto, no se puede asegurar que este
efecto se produzca también en condiciones fisiolégicas (Zyryanov, Shestakov et
al. 2002; Zyryanov, Vener et al. 2004).

El Ca?* produce una fuerte inhibicion de la actividad en todos los
miembros de la familia incluso a concentraciones muy bajas (Yang and Wensel
1992). Las razones de esta inhibicion pueden deberse a la sustitucion del Mg?*
por Ca®* en el sitio activo, o la formacién de un compuesto de Ca%*-PPi no
hidrolizable (Samygina, Popov et al. 2001). Sorprendentemente, se ha descrito
que la PPasa soluble mitocondrial del protozoo parasito Leishmania major
presenta mayor actividad catalitica en presencia de Ca®* (Gomez-Garcia, Ruiz-
Pérez et al. 2004).

1.41.2 Pirofosfatasas solubles Familia 11

Las PPasas de familia Il aparecen en tres especies de Arqueas, 53
especies de bacterias y algunos eucariotas. Las especies bacterianas son
mayoritariamente patdgenas; como por ejemplo Streptoccocus mutans,

responsable de la formacion de la placa dental y de la aparicion de las caries
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(Fabrichniy, Lehtio et al. 2004); o Vibrio Cholerae, el patdgeno responsable del
cOlera, que presenta también un PPasa soluble de familia | (John 1970). El
hecho de que aparezcan en un elevado nuimero de especies bacterianas
patégenas hace que sean un buen objeto de estudio para desarrollar inhibidores
especificos que permitan inhibir el crecimiento de estas especies patdgenas
(Fabrichniy, Lehtio et al.).

Son proteinas que forman parte de la superfamilia de fosfoesterasas con
dominios DHH-DHHA?2 (codigo Pfam PF02833) que en ningln caso presentan
similitudes, ni en estructura, ni en secuencia con las PPsas solubles de familia I.
Sin embargo, la conformacion espacial del sitio activo y el mecanismo
catalitico, son comunes en ambas familias (Shintani, Uchiumi et al. 1998). Son
homodimeros en los cuales cada mondmero presenta dos dominios bien
definidos, unidos por un linker flexible, con el sitio activo entre ellos. Su
organizacion estructural es muy importante, ya que presentan regulacion

alostérica (Klemme and Gest 1971).

Su actividad en presencia de Mg?* es similar a las de las PPasas solubles
de familia |; sin embargo, en presencia de otros iones divalentes (Mn?*, Co?*,
Cu?*...) aumentan hasta cinco veces su Kcat. La presencia de estos iones por si
solos no es suficiente para su funcionamiento, ya que, al igual que el resto de
PPasas, necesitan de Mg?" para la unién del sustrato al sitio activo. Sin
embargo, no son inhibidas por la presencia de Ca?* (Zyryanov, Vener et al.
2004). La interfase entre los dos monémeros se forma por la interaccion de
cinco laminas B del N-terminal de cada uno de ellos y el sitio activo se
encuentra cerca del C-terminal. Los N-terminales poseen dos sitios de unién a
iones divalentes activadores, que al unirse producen un cambio conformacional
que desemboca en la apertura de los C-terminales permitiendo la captacion de

sustrato y la salida del producto (Fabrichniy, Lehtio et al. 2004).

La primera PPasa descrita perteneciente a esta familia fue la de
S.mutans, formada por dos mondémeros iguales de 309 aminoacidos y 33,4 kDa
cada uno (Merckel, Fabrichniy et al. 2001).

Al menos el 25% de los representantes de la familia 11 poseen un

dominio de unién a nucle6tidos de adenina en su extremo N -terminal llamado
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dominio CBS, que fue descrito por primera vez en la cistationina--sintasa
(Bateman 1997). Este dominio aparece normalmente por duplicado en cada
mondémero, dentro de una secuencia de aproximandamente 100-150
aminoécidos. Una de las PPasas con dominios CBS méas conocidas es la de
Morella thermoacetica, estando su actividad regulada por la union de
nucledtidos de adenina a estos dominios. EI ATP aumenta la actividad de la
proteina, mientras que el ADP y el AMP la inhiben, todos ellos con una
afinidad submicromolar. ElI enzima es un homodimero de 48,1 kDa por
subunidad con estructura y caracteristicas similares al resto de los miembros de
la familia. Mantienen el requerimiento de Mg?*, pero a su vez requieren Mn** o
Co?* para alcanzar su maximo de actividad. Presenta dos conformaciones
estructurales que dependen del nucleétido que ocupe los dominios reguladores:
H (més activa) y L (menos activa).Se ha sugerido que el dominio CBS actla
como un inhibidor interno que hace sensible a la proteina a cambios
conformacionales producidos por su unidon a nucleétidos; la union a ADP/AMP
refuerza esta inhibicion, mientras que el ATP la contrarresta (Jimsen, Baykov
et al. 2010; Tuominen, Salminen et al. 2010).

El AMP actla como un inhibidor competitivo, bajando solo la Ky del
enzima, mientras que el ADP actla como un inhibidor mixto que baja la Vmax
ademas de la Ky, disminuyendo ademas la afinidad de la proteina por el ATP.
Este Ultimo actia como un activador mixto, ya que reduce la Ky y aumenta la

V max.

Se ha sugerido que en M.thermoacetica esta proteina puede estar
implicada en la respuesta a diversos tipos de estrés. El organismo presenta una
PPasa de membrana que normalmente se encuentra inactiva, al competir por el
sustrato de forma menos eficiente que la PPasa soluble de familia II. En
situaciones de estrés que disminuyan el ratio ATP/ADP+AMP, la proteina
soluble se inactiva y permite la actividad de la proteina de membrana, la cual
puede generar un gradiente de protones asociado a la hidrdlisis de PPi que
puede ser utilizado por el organismo como fuente de energia (Jamsen,
Tuominen et al. 2007).
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1.4.2 Pirofosfatasas de membrana translocadoras de iones

Las pirofosfatasas de membrana (mPPasas) son proteinas integrales de
membrana, extremadamente hidrofébicas, que son capaces de acoplar la
hidrélisis de PPi al transporte de protones a través de membranas bioldgicas
(Serrano, Pérez-Castifieira et al. 2007). En bacterias y archeas, generan un
gradiente de protones que puede ser aprovechado como fuerza ibn-motriz para
generar ATP o realizar otros procesos de transporte a través de las membranas,
especialmente en situaciones de estrés o de baja energia. En eucariotas, actlan
en paralelo a las ATPasas de protones, ayudando a mantener la acidificacion y
funcionalidad de los organulos internos. En plantas, también estan relacionadas
con el desarrollo dependiente de auxinas y su sobreexpresion para mejorar la
resistencia del organismo a la escasez de agua o nutrientes, el frio o la salinidad
(Li, Yang et al. 2005; Zhang, Shen et al. 2011).

A pesar de estar englobadas dentro del mismo grupo que las dos familias
de PPasas solubles (EC 3.6.1.1) por el unico criterio de que hidrolizan en
mismo sustrato, son muy diferentes de ellas tanto en secuencia de aminoacidos
como en estructura y las Unicas caracteristica que comparten son la capacidad
de hidrolizar PPi y la dependencia funcional del cation Mg?* (Serrano,
Pérez-Castifieira et al. 2007). Tampoco presentan ninguna relaciéon en cuanto
secuencia 0 estructura con las distintas bombas de protones que utilizan ATP
(ATPasas) ni con los transportadores ABC (Belogurov and Lahti 2002).
Estudios de expresion heterdloga en levaduras han demostrado que son las
bombas de protones primarias mas simples que se conocen (Sarafian, Kim et al.
1992; Kim, Zhen et al. 1994; Maeshima 2000). Las mPPasas son proteinas muy
ancestrales que poseen un uUnico dominio hidrofébico de aprox. 600 aa (codigo
Pfam PF03030) evolutivamente muy conservado, desde las arqueas a las plantas
superiores, aunque hasta la fecha no se han encontrado en hongos y metazoos

(Serrano, Pérez- Castifieira et al. 2007).

La presencia de mPPasas fue descrita por primera vez durante los afios
60 en membranas de cromatoforos de la bacteria fotosintética Rhodospirillum
rubrum (Baltscheffsky 1967), donde también se demostrd que el PPi era capaz

de llevar a cabo reacciones dependientes de energia como la sintesis de ATP
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(Sen, Bhuyan et al. 2009). A partir de la clonacién y secuenciacion del gen
codificante de la mPPasa mayoritaria de A. thaliana (AVP1) en 1992 (Sarafian,
Kim et al. 1992), se han secuenciado multitud de secuencias de posibles genes
codificantes para mPPasas en bacterias (Belogurov and Lahti 2002) y otros

muchos microorganismos.

A nivel bioquimico, se trata de proteinas homodiméricas compuestas por
unidades de 70-80 kDa que contienen unos 650-800 aminoacidos dispuestos en
16 a-hélices transmembrana (TMSs), con grandes bucles citoplasmicos que
contienen el sitio de union a sustrato y los dominios funcionales (Serrano et al
2007). El sitio activo esta formado por seis hélices TM (M5, M6, M11, M12,
M15 y M16) y sus bucles citopldsmicos, formando un anillo interno que se
encuentra rodeado por un anillo externo del que forman parte las otras diez
hélices (Segami, Makino et al. 2014).

CITOSOL

PERIPLASMA A

Figura 1.4: Topologia de las H'-PPasas. La estructura terciaria de las distintas H'-PPasas
difieren en el numero de segmentos transmembrana que presentan (16+1). En rojo se muestran
los segmentos que forman el anillo interno y estan relacionados con la actividad catalitica,
mientras que en verde se muestran los segmentos del anillo externo. PPi-BS: Sitio de union a
PPi.
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Se pueden dividir en dos clases bioquimicas en funcion de su
sensibilidad al potasio (K*): las K'-dependientes (tipo planta) y las K®-
independientes (tipo procariota). Esta sensibilidad depende de un Unico residuo
del sitio GNXX(A/K)A, siendo la presencia de A indispensable, pero no
suficiente por si sola, para la activacion de la proteina por K* (Davies, Rea et
al. 1991; Belogurov and Lahti 2002; Serrano, Pérez- Castifieira et al. 2007).

Las mPPasas estan presentes en las membranas de todos los procariotas
fotosintéticos que llevan a cabo fotosintesis anaerobia, pero no aparecen en las
cianobacterias oxigénicas. En eucariotas, estan en todos los miembros de la
linea verde evolutiva (de algas unicelulares a organismos terrestres) y no se
conoce su existencia en hongos y animales (Serrano, Pérez- Castifieira et al.
2007).

La mPPasa méas conocida es la K *- dependiente de Arabidopsis thaliana
(AVP1), habiéndose demostrado que su mutacion produce una parada del
crecimiento de raices, tallos y flores. Se ha propuesto que este efecto es debido
a un fallo en la creacion de un gradiente de protones adecuado que produce una
alteracion en la distribucion de las auxinas (Ferjani, Segami et al. 2011). En
este organismo existen otros dos genes que codifican mPPasas, tratandose en
ambos casos de miembros de la clase K *-independiente. La presencia de estas
tres proteinas con funcién redundante se explica por su distinta distribucion en
los tejidos de la planta y su expresion diferencial durante el desarrollo del
organismo (Hernandez, Herrera-Palau et al. 2016). Esta ampliamente
demostrado que la sobreexpresion homologa de AVP1 otorga una mayor
tolerancia a salinidad a la planta (Gaxiola, Li et al. 2001). Posteriormente se ha
realizado la sobreexpresion heterdloga de AVP1 en distintas especies de cultivo
(alfalfa, maiz, arroz...), obteniéndose el mismo resultado (Pizzio, Paez-
Valencia et al. 2015; Gaxiola, Regmi et al. 2016). Se ha determinado
tedricamente que AVPL1 es capaz de acidificar la vacuola hasta un nivel de pH

de 3,1, asumiendo que el pH citosolico sea de 7,2 (Ferjani, Segami et al. 2014).

En aquellos organismos que poseen tanto H'-PPasa como H*-ATPasas,

estas suelen colocalizar y ambos participan en la acidificacién de organulos,
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dandose una redundancia funcional que lleva a preguntarse sobre el significado
fisiologico de la misma (Rea and Poole 1993; Dettmer, Hong-Hermesdorf et al.
2006). La relacién entre ambas bombas no esta clara, pero estudios recientes en
Vigna unguiculata demuestran una regulacion diferencial de ambas en respuesta
a estrés ambiental (Sobreira, Maia et al. 2014). También hay estudios que
sugieren que ambas proteinas estan restringidas a zonas de composicion lipidica

distinta.

1.4.2.1 Pirofosfatasas de membrana translocadoras de sodio

Desde el descubrimiento de las mPPasas se habia pensado que estas eran
capaces Unicamente de transportar protones, o potasio en casos concretos, pero
los ultimos estudios han demostrado que algunas mPPasas K *-dependientes
funcionan realmente como bombas de sodio (Na*-PPasas) (Luoto, Nordbo et al.
2013). En 2005, se descubrié una mPPasa que requeria de la presencia de sodio
para su actividad en la bacteria hiperterméfila Thermotoga maritima
(Belogurov, Malinen et al. 2005) y posteriormente, en 2007, se identificaron
por primera vez dos mPPasas que tenian la capacidad de bombear sodio, una en
la bacteria mesoéfila Methanosarcina mazei y otra en la bacteria termofila
Moorella thermoacetica (Malinen, Belogurov et al. 2007). A partir de entonces,
se han llevado a cabo estudios filogenéticos de las Na'-PPasas de diversos
organismos que sugieren que son una subfamilia de mPPasas K *-dependientes
formando un clado monofilético. Posiblemente son las predecesoras de las
mPPasas transportadoras de protones, y el cambio en el i6n transportado se ha
dado varias veces en lineas evolutivas independientes. Esta evolucion seria la
misma que la producida entre las ATPasas, donde una bioenergética basada en

el sodio precedio a la bioenergética basada en el uso de protones.
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Figura 1.5: Arbol filogenético del grupo de |las PPasas de membrana gener ado con
MEGA4.

Se ha identificado un residuo de acido glutamico (Glu) indispensable
para el mecanismo de transporte, localizado en la interfase entre el citosol y la
membrana. En Na'-PPasas se encuentra en la hélice 6, mientras que en las H*-
PPasas se encuentra en la hélice 5 o en el interior de la membrana (Luoto,
Nordbo et al. 2013).

La expresion heteréloga de la Na'-PPasa de M. mazei en E.coli ha
permitido realizar estudios de cinética enzimatica. La presencia de Na' es
absolutamente imprescindible, ya que se necesita la unién de uno o dos de estos
iones paras que se dé la hidrélisis de PPi. La principal funcién del K™ es
aumentar la afinidad del enzima por el Na" a través de un cambio
conformacional de la estructura, haciendo que el maximo de actividad
enzimatica se produzca cuando ambos estan presentes. El Na* puede unirse al
mismo sitio que el K* produciendo una activacion de menor amplitud, esto
parece ser una caracteristica Unica de este subgrupo de mPPasas. Al igual que
en el resto de PPasas, el sustrato es el Mg?*PPi, por lo cual necesitan de la

presencia de Mg?*.
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El mecanismo de accion de estas proteinas es el mismo que el del resto
de PPasas en cuanto a hidrélisis de PPi, produciéndose la hidrolisis del mismo
previa unién a la enzima a través de iones de Mg®*. Esta hidrélisis produce la
liberacion de un i6n de Na* desde su sitio de union hacia el canal de transporte,
siendo reemplazado por un H* que a su vez sera reemplazado por un nuevo ién
de Na'. Este mecanismo permite comprender mejor la aparicion de las mPPasas
K *-dependientes, ya que una mutacion en el sitio de unién del Na* haria que el
protén liberado en la hidrélisis de PPi atravesara el canal ionico (Baykov,
Malinen et al. 2013; Luoto, Baykov et al. 2013; Luoto, Nordbo et al. 2013).

VACUOLA

CITOPLASMA

Figura 1.6: Mecanismo de accién de las Na*-PPasas. El sitio de uniéon a Na* se pierde
durante la evolucién, dando origen alas H*-PPasas.

1.5 Pirofosfatasas en el organismo modelo Saccharomyces cerevisiae.

La levadura S. cerevisiae es el organismo méas estudiado en relacién al
metabolismo del PPi, siendo ampliamente utilizado para expresion heterdloga
de PPasas de distintos organismos (Baykov and Shestakov 1992; Pérez-
Castifieira, Hernandez et al. 2011). Este organismo presenta dos genes que
codifican sendas PPasas solubles, no habiéndose encontrado ningin indicio de
la presencia de genes que codifiquen mPPasas. La mas expresada de ambas es la

sPPasa citosolica Ippl, una proteina esencial para la viabilidad celular (Pérez-
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Castifieira, Gomez-Garcia et al. 2001). La deplecion total de esta enzima
produce la muerte masiva de células en condiciones fermentativas y la parada
del crecimiento en fase S del ciclo celular de células con metabolismo
respiratorio (Hernandez, Lopez-Lluch et al. 2011). La otra sPPasa de este
organismo es una enzima mitocondrial llamada Ipp2 y cuya deplecion no
produce inhibicion del crecimiento, pero si un fenotipo similar al de los
mutantes petite que carecen de ADN mitocondrial. Esto indica que la presencia
de esta proteina es indispensable para mantener el genoma mitocondrial
(Lundin, Baltscheffsky et al. 1991).

En este mismo organismo se ha llevado a cabo la expresion heterdloga de
la mPPasa de A. thaliana (AVPl), comprobandose que es capaz de
complementar funcionalmente la ausencia de Ippl y de la ATPasa vacuolar

(Pérez- Castifieira, Hernandez et al. 2011).

1.6 Microalgas

El término microalgas se usa para denominar a un grupo heterogéneo de
organismos fotosintéticos unicelulares, tanto eucariotas como procariotas. El
nimero de especies descritas contabilizadas es de 40000 — 60000, aunque se
estima que el niumero de especies por descubrir puede ser mucho mayor. Son los
responsables de la produccion de la mitad del oxigeno atmosférico y de un
cuarto de la productividad acuatica global (Raven and Falkowski 1999).
Presentan un potencial enorme para aplicaciones comerciales y biotecnolégicas,
debido a que su productividad es mucho mayor que la de plantas y a que
algunas de ellas pueden vivir en condiciones extremas de salinidad, temperatura
0 acidez (Cadoret, Garnier et al. 2012). Sus aplicaciones biotecnolégicas son
muy variadas e incluyen produccion de biodiesel, biorremediacion, produccion
de compuestos de interés industrial, fijacién de CO» atmosférico... (Hernandez-
Pérez and Labbé 2014). Las especies que componen este grupo pueden tener
una gran diversidad en su metabolismo; incluyendo especies autotroficas,

heterotroéficas y mixotroficas (Choong, Tan et al. 2016).
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1.6.1 Cianobacterias

Son un grupo heterogéneo de microalgas procariotas que surgid hace 2°6-
3’5 billones de afios, siendo los organismos fotosintéticos mas antiguos que se
conocen. Son morfolégicamente muy diversos, pudiendo ser unicelulares,
filamentosos, coloniales... Pueden vivir en diferentes condiciones como agua
dulce, alta salinidad o incluso en medio terrestre y son conocidas por su
capacidad para realizar distintos tipos de metabolismo. Todos realizan
fotosintesis oxigénica, pero algunas especies pueden realizar fotosintesis
anoxigénica dependiente de sulfuro (Cohen, Jgrgensen et al. 1986; Reynolds
1987). En oscuridad o en condiciones anoxigénicas, pueden sintetizar energia

mediante fermentacién (Lau, Matsui et al. 2015).

La aparicion de las cianobacterias primitivas produjo que la atmésfera se
enriqueciera en oxigeno, permitiendo la aparicion de organismos capaces de
utilizarlo para producir energia (Hagemann 2011). Mdiltiples estudios genéticos
sugieren que dieron lugar a la aparicién de organismos fotosintéticos, como las
algas y las plantas superiores, mediante un proceso de endosimbiosis
(Mereschkowsky 1905; Margulis 1970).

La caracteristica mas llamativa de las cianobacterias es la capacidad que
presentan algunas especies para desarrollar unas células especiales, llamadas
heterocistos, donde se produce la fijacibn de nitrégeno atmosférico. La
necesidad de esta especializacion se debe a que la fijacibn de nitrégeno
atmosférico es un proceso llevado a cabo por la nitrogenasa, la cual es sensible
a la presencia de oxigeno. Estas células son uno de los pocos eemplos de
diferenciacion celular en procariotas y se producen en respuestas a la falta de

nitrégeno en el medio (Mufoz-Garcia and Ares 2016).

Su presencia en multitud de ecosistemas diversos, pone de manifiesto la
impresionante capacidad de estos organismos para adaptarse a multitud de
cambios en los factores ambientales. Una de las caracteristicas implicadas en
esta capacidad puede ser su complejo sistema de membranas celulares, ya que
estan compuestas por una membrana interna rodeada de una pared celular, que a

Su vez esta rodeada por una membrana externa. Ademas de todas estas
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membranas, presentan una tercera capa interna en la que estan los fotosistemas

y que son conocidas como membranas tilacoidales (Hagemann 2011).

1.6.1.1 Cianobacterias usadas en este estudio: Synechocystissp. PCC 6803
La cianobacteria Synechocystis sp. (PCC 6803) es un tipo bacteria gran
negativa que ha sido utilizada como modelo en multitud de estudios, debido a
que una alta similitud con el cloroplasto de organismos sintéticos eucariotas
(Gao, Wang et al. 2015). En 1996, se secuencié totalmente su genoma, siendo el
primero de todas las cianobacterias. Se trata de un genoma compacto con un
87% del mismo ocupado por posibles genes codificantes para un total de 3168
proteinas (Kaneko and Tabata 1997). Ademas del cromosoma principal, existen
un total de seis plasmidos procedentes de eventos endosimbioticos (Berla and
Pakrasi 2012). Es un organismo ideal para llevar a cabo estudios de
mutagénesis por su facilidad de transformacion y su capacidad de llevar a cabo
recombinacion homologa (Williams 1988). El organismo puede crecer en un
rango muy variado de situaciones metabolicas, desde la fotoheterotrofia a la
fotoautotrofia total, haciendo que sea un bien sistema para el estudio de

procesos fundamentales como la fotosintesis (Gao, Wang et al. 2015).

MEMBRANAS

PARED TILACOIDALES

CELULAR /_\

5o

ADN

MEMBRANA
EXTERNA

Figura 1.7: Estructura de membr anas de Synechocystis sp. PCC6803
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En su metabolismo del fosfato estan implicadas dos proteinas
principalmente, una exopolifosfatasa (PPX, EC 3.6.1.11.) que hidroliza los
extremos de las moléculas de polifosfato y una pirofosfatasa soluble (PPA, EC
3.6.1.1.). Estudios llevados a cabo por nuestro grupo demuestran que la
actividad de esta Ultima es esencial para la viabilidad celular, habiendo
resultado imposible obtener un mutante totalmente deficiente en PPA (Gomez-
Garcia, Losada et al. 2003). Hasta la fecha, no se conoce la presencia de

mPPasas en cianobacterias.

1.6.1.2 Respuesta a estrés salino en Cianobacterias.

Las concentraciones bajas de sodio son necesarias para el metabolismo
de las cianobacterias, ya que participa de forma activa en la captacion de
nutrientes 'y en el transporte fotosintético de electrones (Elanskaya,
Karandashova et al. 2002). Por otro lado, altas concentraciones de este i6n
pueden ser dafiinas, debido a que tiene un efecto negativo sobre la citocromo ¢
oxidasa y disminuye la actividad de los fotosistemas (Joset, Jeanjean et al.
1996).

La cianobacteria Synechocystis PCC 6803 es moderadamente
halotolerante y su respuesta a altas concentraciones salinas se basa en expulsar
sodio de forma activa, acumular potasio y acumular solutos neutros para
mantener la homeostasis celular (Karandashova, Elanskaya et al. 2002).
Después de un choque salino, la concentracién de sodio intracelular aumenta
drasticamente en los primeros minutos y, después de 20-60 minutos, se produce
una bajada hasta niveles similares de células en condiciones normales. Esta
rdpida respuesta sugiere la existencia de mecanismo de extrusion de sodio
presentes de forma constitutiva en el organismo. Se ha demostrado la existencia
en el genoma de este organismo de seis genes que codifican para antiportadores
Na'/H* (NhaS1-6), que presuntamente actuarian de forma coordinada en la
respuesta salinidad (Hagemann 2011). Se han llevado a cabo estudios
mutagénicos de estos genes, tanto de formas aislada como muitiple, y se ha
observado que el NhaS3 es esencial para la viabilidad celular, no habiéndose

podido conseguir la segregaciéon completa de mutantes deficientes en el mismo
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(Elanskaya, Karandashova et al. 2002). Estudios de expresion heter6loga en
E.coli demostraron que solo tres de estos genes (NhaSl1l, NhaS3 y NhaS4)
presentaban realmente actividad antiportadora Na'/H*, siendo el NhaS3 el que
presentaba la mayor actividad (Wang, Postier et al. 2002). Estos transportadores
usan el gradiente electroquimico generado por bombas primarias de protones
como la H*-PPasa o la citocromo oxidasa respiratoria (Blumwald, Wolosin et
al. 1984; Nitschmann and Packer 1992).

1.6.2 Microalgas eucaridticas

Se trata de los organismos eucariotas fotosintéticos mas simples que se
conocen (Margulis and Sagan 1990) y se caracterizan por presentar una alta
plasticidad fenotipica, lo cual les permite vivir en una gran variedad de
ambientes distintos, como ambientes marinos o incluso en el suelo (Sieburth
1979). Su gran diversidad filogenética se corresponde con la capacidad que
presentan para sintetizar una alta variedad de metabolismo; lo cual, unido a su
facilidad de cultivo y rapidez de crecimiento, las hace ser unos organismos
ideales para la fabricacion industrial de compuestos (Gimpel, Henriquez et al.
2015). Su composicion de lipidos las hace una fuente potencial de
biocombustibles y, ademas, sintetizan una variedad de lipidos que no pueden
ser sintetizados por los animales, o que hace que sean de gran interés para la
alimentacion (Pohl and Zurheide 1979).

Se estima que el grupo esta compuesto por 22000-26000 especies,

divididas en nueve clases siendo las mas importantes las siguientes:

o Chlorophyceae (Algas verdes).
o Phaeophyceae (Algas pardas).

o Pyrrophyceae (Dinoflagelados).
o Chrysophyceae (Algas doradas).
o Bacillariophyceae (Diatomeas).

o Rhodophyceae (Algas rojas).

Esta division se ha realizado en funcién de su morfologia y su

composicion de pigmentos, aunque las nuevas técnicas de andlisis filogenético
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estan revelando que su taxonomia es mucho mas compleja de lo que se pensaba

(Hemaiswarya, Raja et al. 2013).

Algunos de sus miembros se han adaptado a la vida en medios extremos
de salinidad, temperatura y/o acidez. Uno de estos casos es el del alga
Cloroficea Dunaliella salina, que puede vivir en ambientes con concentraciones
de cloruro sodico por encima de 3M (Oren 2014), o el alga Rodoficea Galdieria
sulphuraria, que tiene su 6ptimo de crecimiento en medios con pH 2 y puede

crecer a temperaturas de hasta 60°C (Reeb and Bhattacharya 2010).

1.6.2.1 Microalgas eucarioticas utilizadas en este trabajo

Se han utilizado cinco especies pertenecientes a la Clase de las
Cloroficeas: dos del género Chlamydomonas (C. reinhardtii y C. euryale), otras
dos del género Chlorella (Ch. salina y Ch. vulgaris) y una del género
Ostreoccocus (O. tauri). También se han utilizado dos especies de la Clase de
las Rodoficeas (Galdieria sulphuraria y Porphyridium purpureum) y una
especie de la Clase de las Bacillaroficeas, la diatomea Phaeodactylum

tricornutum.
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Figura 1.8: Especies de microalgas eucarioticas utilizadas en este trabajo. A:
Chlamydomonas sp. ; B: Chlorella sp. ; C: Ostreococcustaur ; D: Galdieriasulphuraria ; E:
Porphyridium purpureum; F: Phaeodactylum triconutum.

El género Chlamydomonas se engloba dentro de la familia
Chlamydomonadaceae en el orden Volvocales, que incluye tanto especies
unicelulares como coloniales, siendo muchas de las especies del género mas
cercanas a estos organismos coloniales que a otros unicelulares de su mismo
género. Las especies del género Chlamydomonas presentan una estructura
caracteristica con dos flagelos anteriores de la misma longitud, una pared
celular y un unico cloroplasto o cromat6foro que contiene uno 0 mas pirenoides
(Harris 2009). El pirenoide es una estructura especializada donde se concentra
la enzima RuBisCO, enzima esencial para la fijacion del CO,, y que esta
conectado a los tilacoides por una serie de tubos, lo cual se ha sugerido que
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permite conectar las dos fases de la fotosintesis (Engel, Schaffer et al. 2015).
En ella también se produce el almacenamiento de almidén (L6pez-Juez 2007).
La estructura del cloroplasto ha sido la herramienta tradicional utilizada para
establecer la taxonomia del grupo (Ettl 1976), aunque posteriormente se ha
revisado en base a caracteristicas moleculares como la secuencia del RNA 18s
(Préschold, Marin et al. 2001). Se encuentra distribuidas globalmente, desde
zonas polares a tropicales, y se han aislado tanto en agua dulce como salada y

en suelos (Harris 2009).

La especie tipo de este género es C. reinhardtii, identificada en 1888
(Dangeard 1888) y es la especie mas utilizada en laboratorio para analisis
genéticos y bioquimicos. Su pared celular esta compuesta principalmente por
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Harris 2009). Algunos autores la
consideran el ancestro comdn de animales y plantas (Merchant, Prochnik et al.
2007). Existen dos cepas principales de uso en laboratorio: la cepa 21GR,
considerada como la cepa silvestre de la especie, y la cepa CW15, un mutante
que no presenta pared celular (Flowers, Hazzouri et al. 2015). Su genoma esta
secuenciado completamente (Blaby, Blaby-Haas et al. 2014) y se encuentra a
disposicion publica en base de datos. La célula vegetativa es haploide,
presentando dos tipos sexuales (+/-), lo cual le permite realizar tanto
reproduccion asexual como sexual (Lauersen, Kruse et al. 2015). Normalmente
vive en condiciones de autotrofia; pero también puede vivir en condiciones de
mixotrofia y heterotrofia, usando acetato como fuente de carbono. Ultimamente
se estd utilizando esta especie como generador de energia, debido a la alta
produccion de H; que se da en su metabolismo, el cual puede ser utilizado para
generar energia limpia (Melis and Happe 2001; Zhang, Dechatiwongse et al.
2015). En cuanto al metabolismo del PPi, su genoma cuenta con tres genes que
codifican PPasas: dos para PPasas solubles, una cloroplastica (AJ298231.1) y
otra mitocondrial (AJ298232.1), y una para uno H'-PPasa dependiente de K*
(AJ304836.1) (Pérez-Castifieira, Lopez-Marqués et al. 2001; Gomez-Garcia,
Losada et al. 2006).

Otra especie importante dentro de este género es C. euryale, un tipo de
microalga aislado en 1957 por Lewin en muestras de agua marina (Lewin 1957).

Se us6 en laboratorio estd menos extendido, pero debido a su tipo de vida
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marina, puede usarse para entender los mecanismos de resistencia a estrés que
se dan en este género. En cuanto a metabolismo del PPi, presenta las tres

mismas tres Pasas que la especie C. reinhardtii.

El género Chlorella fue definido por Beijerinck en 1890, al definir a la
especie tipo del grupo conocida como Ch. vulgaris (Fott and Novakova 1969).
Desde entonces se han identificado mas de 100 especies incluyendo organismos
de agua dulce, marinos, en suelos e incluso endosimbiontes (K arakashian and
Karakashian 1965). Cabe destacar que todos ellos presentan una morfologia
celular esférica, subesférica o eliptica (Bock, Krienitz et al. 2011). Se
reproducen mediante autoesporas, que son liberadas por rotura de la pared
celular de la célula madre pudiendo quedar unidas a ellas mediante mucilago y
formando una pequefia colonia (Fott and Novakova 1969). Algunas especies
como Ch. sorokiniana tienen la capacidad de producir compuestos
farmacoldgicos, que pueden ser utilizados para tratar diversas enfermedades.
Estudios con este organismo han demostrado que puede regular la respuesta
inmune de organismos animales, y sus extractos se han utilizado para inducir

apoptosis en células tumorales (Lin, Tsai et al. 2017).

Las especies del género Chlorella utilizadas en este trabajo presentan dos
genes que codifican para Pasas de membrana en su genoma, uno para una H*-
PPasa independiente de K™ y otro para una dependiente de K*. La capacidad de
Ch. salina para crecer en medios de alta salinidad, ha hecho que sea usada para
movilizar el nitrégeno y el fésforo acumulado en aguas residuales (Wong and
Chan 1990). Esta capacidad para crecer en medios salinos, unida a la alta
concentracién de proteinas de su composicion, hace que se utilice como

alimento para la cria de peces en piscifactorias.

El organismo eucariota de vida libre mas pequefio que se conoce es el
alga verde O. tauri (Courties, Perasso et al. 1998). Es un alga marina
perteneciente a uno de los grupos mas primitivos de eucariotas conocidos,
siendo uno de los antecesores de las plantas terrestres actuales. Se trata de
organismos unicelulares que no presentan flagelos ni pared celular y que sélo
tienen una mitocondria y un cloroplasto. Esto, unido a su pequefio tamafio y su

facilidad de cultivo, hace que sea un excelente organismo modelo para estudios
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en laboratorio (Chrétiennot-Dinet, Courties et al. 1995). Su genoma tiene una
densidad de genes extremadamente alta, debido a acortamiento de regiones
intergénicas y fusion de genes, siendo un genoma con una complejidad
estructural elevada (12,5 Mb distribuidas en 20 cromosomas). A pesar de ello,
Su genoma se encuentra totalmente secuenciado (Derelle, Ferraz et al. 2006). Su
uso esta muy extendido en el estudio del metabolismo del hierro, que esta muy
relacionado con respuesta a especies reactivas del oxigeno (Lelandais, Scheiber
et al. 2016), y en respuesta a patdgenos, prestando especial atencion a la

sintesis de compuestos antimicrobianos y antivirales (Yau, Hemon et al. 2016).

Las algas de la clase Rodoficeas (algas rojas) forman un grupo
heterogéneo que incluyen organismos unicelulares, y filamentosos o
pseudoparenquimaticos (talofitas multicelulares), todos ellos sin presencia de
flagelos ni centriolos. Se conocen unas 6100 especies, pero se estima que
pueden existir unas 14000 méas aln no descritas (Price, Chan et al. 2012). La
utilizacion de ficobiliproteina como pigmento fotosintético es una caracteristica
comun al grupo. Son principalmente algas marinas, aunque existen algunas
especies de agua dulce, prefiriendo las zonas tropicales o templadas. Debido a
la capacidad que presentan algunas especies para fijar carbonato calcico, son
elementos importantes en la formacion de los arrecifes de coral. Muchas
especies del grupo son utilizadas en nutricion humana, por ejemplo las especies
talofiticas multicelulares del género Porphyra, debido a su composicion rica en
compuestos farmacoldgicos y compuestos bioactivos (Kong, Mao et al. 2009).
En este trabajo se ha utilizado la Na*-PPasa de una especie de este género: el
alga macroscopica Po. yezoensis, un alga con aplicaciones biomédicas (Lee,
Kim et al. 2015) y que es utilizada en biorremediacion (Wu, Huo et al. 2015).

Dentro de este grupo aparecen algunos ejemplos de organismos
extremofilos, como el alga roja aciddéfila unicelular Galdieria sulphuraria. Este
microorganismo vive en aguas termales sulfurosas, pudiendo soportar rangos de
pH de 0,5 a5y temperaturas entre 50 y 60°C (Hirooka and Miyagishima 2016).
Su genoma es pequefio y compacto, estando totalmente secuenciado e incluido
en base de datos (Chan, Blouin et al. 2012). Su alta tolerancia a ambientes
extremos, unida a su capacidad de producir compuestos de interés industrial, ha

hecho que sea una especie muy estudiada y bien caracterizada (Reeb and
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Bhattacharya 2010). En cuanto a su metabolismo, es capaz de vivir en completa
oscuridad usando diversas fuentes de carbono organico (glucosa, acetato...) y
puede resistir diversos tipos de estrés ambiental (Martinez-Garcia and van der
Maarel 2016). Un uso curioso de este organismo es el rescate de moléculas de
oro disuelto en medios acuaticos, ya que es capaz de incorporarlo por
bioabsorcidn y puede recuperar hasta el 90% del oro presente en una disolucion
(Ju, lgarashi et al. 2016).

Otra especie interesante dentro de la Clase Rodofitas es la microalga
marina unicelular Porphyridium purpureum identificada en 1849 por Nasegli y
que empezd a estudiarse en profundidad en los afios 80, por sus posibles
aplicaciones para la industria farmacéutica y quimica. Presenta un pigmento
conocido como B-ficoeritrina como se usa como colorante alimentario y como
proteina fluorescente marcadora en estudios cientificos (Gao, Nan et al. 2016).
Se genoma esta formado por 19,7 Mb que contienen 8355 posibles genes,
cientos de ellos obtenidos por transferencia horizontal, y una gran cantidad de
intrones (Lee, Kim et al. 2016). El estudio de estos intrones ha llevado a varios
autores a proponer que esta alga podria ser uno de los ancestros de los
organismos fotosintéticos actuales, enriqueciendo el genoma de esta linea por

transmision horizontal de genes (Perrineau, Price et al. 2015).

El dltimo grupo que se estudia en esta Tesis es la clase de las
Bacillarioficeas o Diatomeas, un grupo ubicuo de microalgas marinas que se
calcula contribuye al 20% - 25% de la fijacion global de CO, y que han sido
objeto de multiples estudios debido a que presenta gran flexibilidad en su
metabolismo, en especial en lo referente a la fotosintesis (Scholz, McManus et
al. 2014). Existen aproximadamente 100000 especies de diatomeas, aunque no
todas pertenecen a esta clase, con la caracteristica comin de presenta una pared
celular rigida formada por silicatos (Wang and Seibert 2017). Esta
caracteristica Unica les otorga una ventaja evolutiva sobre otras especies de

microalgas con las que comparte habitat.

La especie modelo para el estudio de las diatomeas es Phaeodactylum
tricornutum, una especie marina utilizada en la produccién de biodiesel. Su

pared celular es inusualmente fina (Huang, He et al. 2011) y puede presentar
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hasta cuatro morfotipos distintos: oval, fusiforme, trirradiado y cruciforme;
siendo los tres primeros los mas comunes. La transformacion de unos
morfotipos a otros esta influida por los factores ambientales a los que se
enfrente (salinidad, temperatura, disponibilidad de nutrientes...) (He, Han et al.
2014). Su genoma de aproximadamente 30 Mb se encuentra completamente
secuenciado y es bien conocida la abundancia que presenta en genes obtenidos
por transferencia horizontal desde bacterias, lo cual le otorga la capacidad de
realizar funciones metabdlicas Unicas entre las microalgas, como la ruta de
oxidacion de &cidos grasos o un ciclo de la urea centrado en sus mitocondrias
(Veluchamy, Lin et al. 2013).

Tres de las especies de microalgas marinas utilizadas en esta Tesis (O.
tauri, P. purpureum y Ph. tricornutum) presentan la caracteristica comin de
contener en su genoma genes que codifican varias mPPasas de tipo | y II, y
entre ellas ciertas mPPasas que por los analisis de comparacion de secuencias
realizados por nuestro grupo podrian ser consideradas Na'-PPasas, aunque es
necesario realizar nuevos estudios funcionales para confirmarlo. Estas mPPasas
serian las primeras Na'-PPasas descritas en organismos eucarioticos, Y
supondrian una clara ventaja adaptativa para estas microalgas que viven en

habitats ricos en sodio.
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1.7 Objetivos de |la Tesis Doctoral

1. Expresar funcionalmente la pirofosfatasa soluble (sPPasa) de la Familia Il de
Moorella thermoacetica (MtPPasa) en el eucariota modelo Saccharomyces
cerevisiae.

2. Analizar funcionalmente la secuencia del promotor del gen IPP1 que codifica
Ipplp, la sPPasa mayoritaria de Saccharomyces cerevisiae.

3. Reproducir en Saccharomyces cerevisiae el escenario metaboélico del PPi de
organismos fotosintéticos, mediante la co-expresion de una pirofosfatasa de
membrana y variantes de Ipplp con localizacion nacleo- citoplasmica alterada.
4. Analizar las implicaciones funcionales y fisiolégicas de la distribucion
nucleo- citoplasmica de la sPPasa |pplp de Saccharomyces cerevisiae.

5. Estudiar el efecto de la salinidad y tipo de metabolismo (auto-, mixo- o
heterotro6fico) sobre los niveles de actividad y proteina de las PPasas solubles y
de membrana (mPPasas) de diferentes especies de microalgas eucarioticas,
tanto marinas como dulceacuicolas.

6. Obtener cepas mutantes de la microalga modelo Chlamydomonas reinhardtii
con la expresion de su H'-PPasa alterada, y evaluar el papel de esta mPPasa en
la respuesta fisiologica a condiciones de estrés (salinidad) y a cambios
metabdlicos (auto-, mixo- o heterotofia).

7. Expresar funcionalmente diferentes mPPasas (H*-PPasas y Na'-PPasas) en la
cianobacteria modelo Synechocystis sp. PCC6803 y verificar si confieren
tolerancia a salinidad.

8. ldentificacion y clonacién de genes de nuevas Na'-PPasas de microalgas
marinas de diversos grupos taxondémicos (Prasinoficeas, Bacillarioficeas,
Rodoficeas). Caracterizar funcionalmente las mPPasas de microalgas marinas,
tanto en su organismo nativo como mediante su expresion heteréloga en

Saccharomyces cerevisiae.
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Parte de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han sido presentados en
diversos congresos nacionales e internacionales o han sido publicados en

revistas cientificas de ambito internacional.
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2.1 Organismos y condiciones de cultivo

2.1.1 Escherichia coli

2.11.1 Estirpes de E. coli utilizadas

Los distintos plasmidos utilizados en este trabajo se propagaron en la
estirpe DH5-o (supE44 Alac U169 (480 lacZAMI15) hsdR17 recAl end Al
gyrA96 thi-1 relAl) (Hanahan 1983).

Para la clonacion de las ORF de pirofosfatasas de membrana, los
plasmidos se propagaron en la estirpe BL21(DE3) (F":: Tn10 proA+B+laclg D
(lacz) M15/ompT (lon) hsdS (rg-mg-, una E. coli B)) (Maniatis, Fritsch et al.
1982).

2.1.1.2 Cultivo de E. coli en medio liquido

Tanto el material como los medios empleados fueron previamente
esterilizados por medio de un autoclave. Los cultivos en medio liquido se
realizaron utilizando medio Luria-Bertani (Sambrook, Fritsch et al. 1989): NaCl
10 g/l, bactotriptona 10 g/l, extracto de levaduras 5 g@g/l. Las células se
incubaron en agitadores orbitales a 37°C y 200 rpm. Los antibiéticos se
incorporaron al medio a partir de una disolucidon concentrada, esterilizada por
filtracion a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 um de poro y teniendo
en cuenta que la temperatura del medio no fuese superior a 50 °C. Para el
cultivo y selecciéon de bacterias portadoras de plasmidos, el medio LB se

suplementé con 100 pg/ml de ampicilina (Ap) o 50 pg/ml de kanamicina (Km).

2.11.3 Cultivo de E. coli en medio sélido

Para los cultivos en medio sélido se utilizO medio LB suplementado con
agar de grado bacteriologico (Aplichem) al 2% (p/v). Al igual que en los
medios liquidos, para el cultivo y seleccion de bacterias portadoras de
plasmidos, los medios se suplementaron con el antibiético correspondiente a las

concentraciones antes indicadas y se afiadieron teniendo en cuenta que la
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temperatura del medio no sobrepasara los 55 °C aproximadamente, justo antes

de extender el medio en placas de Petri.

2.1.2 Saccharomyces cerevisiae

2121 Estirpes de S. cerevisiae utilizadas

Las estirpes de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se detallan en la tabla I.

Tabla |: Estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Estirpe Caracteristicas
MATa, ade2-1 can 1-100 his3-11, 15 leu2-3,112 trpl-1
W303-1a ura3-1
YPC3 W303-1a ippl::HIS3 GAL1lyas-GALlraTa-1PP1
SAHG6 YPC3 vphlA::KanMX4
ATCC 208284: MATa, ura3-52 trpl lys2-801 leu241
BJ5459 his34200 pep44::HIS3 prb141.6R canl GAL cir”
W303-1laenal-44::HIS3 ipp] UAS‘ipplTATA: :TRP1-GAL1yas
YPC5 GAL1lraTa-IPP1
W303-1a enal-44::HIS3 nhalA::LEU?2 ipplyas-
YPC6 ipplTATA: :TRP1-GAL1yas-GALltaTA-IPP1
MATa, ura3-52trpllys2-801 leu2A1 his34200 pep4::HIS3
BJ5459 prblAl.6R GAL
2.1.2.2 Cultivo de S. cerevisiae en medio liquido

Por lo general, las levaduras se cultivaron en medio complejo YPD
(Sherman, Fink et al. 1987): glucosa 20 ¢/l, proteosa peptona 20 g/l, extracto de
levaduras 10 g/l.

Para los experimentos con el mutante YPC3 se utilizo el medio YPD
descrito anteriormente, sustituyendo la glucosa 20 g/l por galactosa 20 ¢/l
(YPGal) o por glicerol 30 g/l (YPGIi, condiciones respiratorias, MR).

Las levaduras se cultivaron desde placas de medio sélido en tubos de 10
ml con 2 ml de medio. Se dejaron crecer a 30 °C con agitacién (150-200 rpm)
hasta fase estacionaria. Tras esto, se reinocularon en matraces Erlenmeyer de
volumen variable y se dejaron crecer en las mismas condiciones sin sobrepasar

nunca una O.D.go0 igual a 1 durante el tiempo necesario para cada experimento.
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Cuando se necesitdé cultivar las células en medios selectivos, se uso
medio sintético SD (Treco and Lundblad 2001): 0,17 g/l de Base Nitrogenada
de levadura sin aminoécidos ni sulfato amoénico (YNB) (Sigma) -como fuente
de fésforo, potasio, sulfato, magnesio, calcio, vitaminas y oligoelementos-, 0,5
g/l de sulfato aménico y 2 ¢/l de glucosa. Este medio fue suplementado con un
aporte adicional de aminoacidos y nucledtidos dependiendo de las auxotrofias
de las extirpes a cultivar (Sherman 1991). Todos los materiales y medios
utilizados se esterilizaron en un autoclave, excepto la mezcla de aminoacidos y
nucleétidos que se filtrd. En ciertos procedimientos, se necesitd seleccionar las
levaduras en galactosa, para ello se utiliz6 un andlogo del medio SD en el cual
la glucosa es sustituida por galactosa en la misma proporcion, llamado medio
SGal. Si la situacion lo requeria, el medio se tampon6 con tampén MES-Tris 50
mM a pH adecuado. Los cultivos se llevaron a cabo de la misma forma que lo

expuesto anteriormente para los medios complejos.

2.1.2.3 Cultivos de S. cerevisiae en medio sélido

Las placas de medio complejo YPD o YPGal se obtuvieron
suplementando con 2 g/l de agar bacterioldgico a los medios preparados segin

se indica anteriormente.

Para la obtencién de placas de medio selectivo, se autoclavé una cantidad
de agua necesaria a la que se afiadié una cantidad de agar suficiente para que la
concentracion final fuese de 2 g¢/l. Tras enfriar esta mezcla hasta
aproximadamente 55 °C, el medio se suplementé con los componentes
necesarios segun los protocolos expuestos en el apartado anterior y se extendio

en placas de Petri.

2.1.2.4 Cultivos de S. cerevisiae en medios especiales

Para el estudio de la complementacion de la V-ATPasa se prepararon

placas de medio YPD a pH 5,6 y 7,5. Para ello, el medio se tamponé con Tris-
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HCI 50 mM a pH adecuado. Cuando fue necesario, se afiadié bafilomicina (Baf

A) hasta una concentracion de 2 pg/l a las placas ya solidificadas.

Para los ensayos de crecimiento en medio liquido, se usaron tubos de
cultivo de 10 ml con 2 ml de medio YPD a pH 5,6 y 7,5 a los que se les afadio

Baf A hasta una concentracién de 2 pg/l en caso necesario.

2.1.3 Cianobacterias

2.1.3.1 Estirpes de cianobacterias utilizadas

La estirpe empleada para los ensayos de sobreexpresion heterdloga de
PPasas de membrana fue la cianobacteria unicelular, no formadora de
heterocistos Synechocystis sp. PCC6803, perteneciente a la seccién | de la
clasificacién taxondémica definida por Rippka (Rippka, Deruelles et al. 1979).

2.1.3.2 Cultivo de Synechocystis en medio liquido

Las cianobacterias se cultivaron en condiciones axénicas empleando el
medio BG11 descrito por Rippka (Rippka, Deruelles et al. 1979), que se
compone de NaHCO3 12mM, NaNO3 17,6 mM, MgSO4 0,3 mM, CaCl, 0,24
mM, Na,CO30,20 mM, K,HPO,4 0,2 mM, H3BO3 46 UM, &cido citrico 28,5 uM,
citrato de hierro amonio (17% Fe) 6 mg/ml, MnCl, 9,1 uM, Nay-EDTA 24,9
uM, NaMoOy4 1,6 pM, ZnSO4 0,8 uM, CuSO4 0,3 pM y Co(NO3)2 0,2 uM. El
medio se prepar6 a partir de un concentrado que contenia la mayoria de las
fuentes minerales a una concentracion 100x excepto el K,HPO, y la fuente de
nitrégeno (NaNOs3), usado a una concentracion de 17,5 mM, que se afiadian por
separado previa esterilizacién en un autoclave. Cuando se requeria, el medio se

suplement6 con 50 pg/ml de kanamicina (Km).

Los cultivos en medio liquido se realizaron en condiciones de esterilidad
utilizando matraces Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de medio de 50-100
ml, que posteriormente eran incubados en agitadores orbitales en camaras
termostatizadas a 30 °C con iluminacion continua de luz blanca a una intensidad

luminosa entre 25y 30 uE m? s y agitacién constante de 100 rpm.
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2.1.3.3 Cultivo de Synechocystis en medio sélido

El cultivo en medio sélido se realizd afadiendo un 1% (p/v) de Bacto-
Agar (Difco, E.E.U.U.) al medio BG11, esterilizandolo por separado del resto
de nutrientes y mezclando ambos justo antes de expandirlo en placas de Petri a

una temperatura aproximada de 55 °C.

Las células de cianobacterias se extendian con un asa de microbiologia
estéril y las placas se colocaban dentro de unos recipientes rectangulares de
metacrilato transparentes en camaras termostatizadas a 30 °C y bajo luz blanca

continua con una intensidad luminosa entre 25y 30 uE m? s,

2.1.4 Microalgas eucaridticas

2.14.1 Estirpes de microalgas eucarioticas utilizadas

Los experimentos fisiologicos se llevaron a cabo con un total de doce
especies de microalgas eucaridticas, todas unicelulares, pertenecientes a las

clases Chlorophyceae, Rhodophyceae, Bacillarophyceae y Eustigmatophyceae.

Entre las especies de la clase de las cloroficeas, se utilizaron las
microalgas dulceacuicolas Chlamydomonas reinhardtii estirpe 21gr (silvestre) y
Chlorella sp. NC64A (CCAP211/84) y Coccomyxa onubensis (aciddéfila); y las
especies marinas Chlamydomonaseuryale 25-89, Ostreoccocustauri RCC745 y
Chlorella salina 8-86. Se usaron dos especies unicelulares de la clase
rodoficeas, la microalga extremofila (termoaciddfila) Galdieria sulphuraria
74W y la microalga marina Porphyridium purpureum 1380-1a. Se utilizaron,
también, una especie de la clase de las bacilarioficeas, la diatomea marina
Phaeodactylum tricornutum 07/0502, y tres especies de eustigmatoficeas

marinas, Nannochloropsis gaditana, N. oculata 38.85 y N. salina 40.85.

Ademas, se llevaron a cabo experimentos de transformaciéon génica de C.
reinhardtii utilizando para ello la estirpe deficiente en pared celular CW15, un
mutante derivado de la estirpe 21gr, y su derivada auxoétrofa para arginina
CW15-325 (cwgmt™® arg7-8 nitl* nit2").
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2.1.4.2 Cultivo de microalgas eucaribticas en medio liquido

Las distintas especies de microalgas se cultivaron en sus medios
especificos debido a las diferentes necesidades fisioldégicas de cada una de

ellas.

Las especies C. reinhardtii, C. euryale y Chlorella sp. NC64A se
cultivaron fotoautotréficamente en el medio mineral descrito por Sueoka et al
(Sueoka, Chiang et al. 1967): KH,PO4 5,3 mM, K,HPO4 8,3 mM, MgSO,4 0,06
g/l, CaCl, 0,02 g/l, trazas Hutner y KNO3 1,5 g/l o NH4CL 0,5 g/l segun se
necesite usar una u otra fuente de nitrogeno. Para la especie C.euryale el medio
se suplement6 con NaCl 8,77 g/l. Para el cultivo de la cepa de C. reinhardtii
CW15-325, el medio Sueoka se suplementé con 0,1 g/l de arginina. La especie
G. sulphuraria se cultivo fotoautotroficamente a pH 2 en el medio mineral
descrito por Gross (Gross and Schnarrenberger 1995): (NH4)2.SO4 1,5 d/l,
MgS040,35¢g/l, KH,P0O,40,3 g/l, NaCl 0,02 g/l, CaCl, 0,02 g/l, FeSO4 0,69 g/I,
EDTA-Na 0,93 g/l y una solucion de elementos traza (Hz3BO3, MnCl,, ZnSOy,
(NH4)6M 07024, CuSO4, NagVO4 y CoCly), ajustando el pH a 2 con H,SO4. La
especie Co. onubensis se cultivd fotoautotroficamente a pH 2,5 en un medio
especifico (Silverman and Lundgren 1959). Las especies P. purpureum, Ph.
tricornutum y las tres Nannochloropsis se cultivaron fotoautotroficamente en el
medio F/2 de Guillard (Guillard and Ryther 1962): KNO3 0,15 ¢/l, NaH2PO4
0,113 g/l, una solucion de metales traza (FeCl3, CuSO4, NaM00O4, ZnSOy,
CoCl; y MnCly) y una solucién de vitaminas (tiamina, biotina y Vit B12),
completando hasta un litro con agua de mar filtrada. Las especies O. tauri y Ch.
salina se cultivaron fotoautotréficamente en el medio especifico para
Acaryocloris marina descrito por Swingley y col. (Swingley, Chen et al. 2008):
NaNOs; 0,2 g/l, Na,HPO4 4 mg/l, Ko;HPO4 5 mg/l, una solucion de metales traza
(Fe-EDTA, Mn-EDTA, Nay;-EDTA, ZnSO4, CoSO4, NagM00O,4, CuSOy4, H2SeO3
y MnCl;) y una solucion de vitaminas (tiamina, biotina y Vit B12),

completando hasta 1 | con agua de mar filtrada.

Los cultivos en medio liquido se desarrollaron en condiciones de
esterilidad utilizando matraces de Erlenmeyer de 1 | de capacidad con 100-200

ml del medio correspondiente, que posteriormente eran incubados en agitadores
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orbitales bajo luz banca continua (100 pE m2 s'1.) en cdmaras termostatizadas a
20 °C, 25 °C o0 30 °C segun la especie.

Los transformantes de C. reinhardtii obtenidos durante la realizacion de
este trabajo se cultivaron en 100-200 ml de medio Sueoka con NH4Cl o0 KNO3
como fuente de nitrdgeno a una concentracion final de 10 mM. Estos cultivos se
desarrollaron en matraces de 500 ml de capacidad en las mismas condiciones

descritas anteriormente.

2.1.4.3 Cultivo de microalgas eucaridticas en medio sélido

Para los cultivos en medio sOlido se afiadio un 1% (p/v) de Bacto-Agar
(Difco, E.E.U.U.) a los medios, esterilizandolo por separado del resto de
nutrientes y mezclando ambos justo antes de expandirlo en placas Petri a una

temperatura aproximada de 55 °C.

Las células de microalgas se extendian usando perlas de vidrio estériles y
las placas se colocaban dentro de unos recipientes rectangulares de metacrilato
transparentes en cdmaras termostatizadas a 25 °C y bajo luz blanca continua con

una intensidad luminosa de 100 pE m2 st

2.14.4 Condiciones especiales de cultivo

Para los experimentos fisioldgicos en distintas condiciones nutricionales,
los cultivos de C. reinhardtii se desarrollaron en medio TAP amonio (Harris
2013) con acetato sédico 17 mM como fuente de carbono, en luz continua para
las condiciones de mixotrofia y en oscuridad para condiciones de heterotrofia.
Los cultivos de Chlorella sp. NC64A se desarrollaron en medio Sueoka
suplementado con 17 mM de glucosa, en luz continua para las condiciones de
mixotrofia y en oscuridad para las condiciones de heterotrofia. Los cultivos de
G. sulphuraria se desarrollaron en el medio descrito por Gross (Gross and
Schnarrenberger 1995) suplementado con 25 mM de glucosa, en luz continua

para condiciones de mixotrofia y en oscuridad para condiciones de heterotrofia.
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Para las condiciones de fotoautotrofia se utilizaron los medios descritos en el

apartado anterior.

Para los estudios fisiologicos del efecto de la salinidad sobre la
expresion de las distintas PPasas de membrana, se desarrollaron los distintos
cultivos hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento y, en este punto,
se suplementaron con la cantidad de NaCl adecuada para obtener las
concentraciones finales que se indican en el capitulo correspondiente de
resultados. Los controles se realizaron afadiendo al cultivo un volumen de agua
estéril idéntico al volumen de disolucion salina afadido al resto de cultivos.
Todos los cultivos se mantuvieron en estas condiciones durante 24 horas antes

de recoger las células.

2.1.5 Arabidopsis thaliana

2.15.1 Cepas de A.thaliana utilizadas

En este trabajo se ha utilizado el ecotipo Columbia de A.thaliana,
perteneciente a la familia de las Brasicaceas, como planta silvestre. Ademas se
han utilizado los mutantes de insercion de T-DNA de los genes de AVP1 y
AVP2 (fugu5-1, fugu5-3, avp2-1 y avp2-2), que codifican las H*-PPasas
dependiente e independiente de K™ respectivamente. Los mutantes deficientes
de AVP1 (fugu5-1 y fugu5-3) se obtuvieron del Dr. A. Ferjani (Tokyo Gakugei
University, Tokyo, Japan), mientras que los mutantes de AVP2 (avp2-1y avp2-
2), designados en este trabajo como sml y sm2, se obtuvieron de la coleccién
del “Salt Lake Institute Genomic Analysis Laboratory” (EE.UU.). La
homocigosis de las inserciones de T-DNA se comprobaron mediante PCR. Las
caracteristicas de los mutantes utilizados se muestran con mas detalle en la
TablaIl.
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Tabla Il: M utantes de Arabidopsis thaliana utilizados

Mutante Gen Proteina Mutacion Referencia
(Ferjani,
fugu 5-1 Atlg15690 AVP1 A709-T Segami et al.
2011)
Ferjani,
fugu5-3 | Atlgl5690 AVP1 ASS3'T, A554- Se(gamji et al.
558
2011)
(Hernandez,
avp2-1 (sml) | Atl1lg78920 AVP2 Quinto intrén Herrera-Palau
et al. 2016)
(Hernandez,
avp2-2 (sm2) | Atlg78920 AVP2 3'UTR Herrera-Palau
et al. 2016)
2.15.2 Esterilizaciéon y germinacién de semillas en placas de Petri

Para el cultivo de las plantas en placas de Petri se procedido a la
esterilizacion de las semillas de A. thaliana. En funcién del experimento se

utilizaron dos métodos alternativos de esterilizacion: en liquido o por vapor.

Para la esterilizacion en liquido, las semillas se colocaron en tubos
eppendorf de 1,5 ml y se afiadié a los mismos 1 ml de solucion de hipoclorito,
(CaCl, 0,34 M y Triton X-100 0,02% (v/v). Los tubos se agitaron durante 20
min con ayuda de un agitador automatico y se descarté la solucion, se afiadié 1
ml de etanol 70% (v/v) y se volvieron a agitar durante 2 min. A partir de ese
momento, todos los pasos posteriores se realizaron en esterilidad, realizandose
3 lavados consecutivos con agua desionizada estéril. Las semillas se
precipitaron con un breve pulso de centrifugacibn y se resuspendieron
finalmente en 1 ml de agar de cobertera (Difco agar 0,2% (p/v)) para su

siembra.

Para la esterilizaciéon por vapor, las semillas se distribuyeron en tubos
eppendorf de 1.5 ml abiertos dentro de una camara de vacio, junto con un vaso
de precipitado que contenia una solucion de lejia (o hipoclorito sédico al 50%
(v/v)) a que se afadié acido clorhidrico al 1,2% (v/v) justo antes de establecer
el vacio. Mediante este vacio se mantuvieron las semillas en contacto con los
gases de cloro durante toda la noche, sembrandose a la mafana siguiente en

camaras estériles.
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Una vez esterilizadas las semillas, se sincronizaron manteniéndolas a 4
°C y en oscuridad durante 4-5 dias, lo que asegura que su germinacion se

produzca al mismo tiempo.

Posteriormente, las semillas se sembraron en placas de Petri estériles
con medio MS 0,5X: NH4NO3; 1,65 g¢/l, MgSO, 0,18 ¢/l, CaCl, 0,33 d/l,
KH;PO4 0,17 g/l, KNO3 1,9 ¢/l y una solucion de microcomponentes (MnSQO g,
H3sBO3, NaMoOy4, KI, CoCly, CuSQOq4, Fe-EDTA y ZnSQy4), se suplementaron
con sacarosa 1% (p/v), se tamponaron con MES 0,5 ¢/l, pH 58 y se

solidificaron con Phytagel (Sigma-Aldrich) al 0,4% (p/v).

Las placas con las semillas se colocaron en camaras de cultivo (fitotrén)
modelo SG-1400 (Radiber S.A., Espafia), con un fotoperiodo de dia largo o DL
(16 h de luz / 8 h de oscuridad) o de dia corto o DC (8 h de luz/ 16 h de
oscuridad), con una humedad relativa del 70% y temperaturas de 22 °C y 20 °C
en los periodos de luz y oscuridad, respectivamente. La intensidad luminosa al
nivel de las plantas se mantuvo entre 100 y 120 pE. m2. s, suministrada por

tubos fluorescentes de luz blanca.

2.1.6 Curvas de crecimiento de los cultivos

Para la confeccion de las curvas de crecimiento de los distintos
organismos, las células se cultivaron en los correspondientes medios liquidos
segun se indica en los apartados anteriores y, a distintos tiempos, se tomaron
muestras que permitian determinar la densidad Optica (a 600 nm para
microalgas y levaduras, 580 nm para Synechocystis), o la cantidad de pigmentos
(para los organismos fotosintéticos), que se realizaba segun el Apdo 2.5, de los
cultivos. Los tiempos de generacion de los cultivos se calcularon como el
tiempo necesario para la duplicacion de la densidad Optica en la fase

exponencial de crecimiento.
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2.2 Recogida de células

Para la mayoria de microorganismos la recogida de células habitual se
realizO habitualmente mediante centrifugacion en centrifugas preparativas
refrigeradas Beckman Avanti'™ usando rotores JLA 16.250 y JA 25.50. Se
utilizaron regimenes a temperatura constante (4 °C), de 800 g durante 10 min
paralevaduras y de 1000-2000 g para microalgas y cianobacterias. Para cultivos
inferiores a 1,5 ml se utiliz6 una microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C a
5000 g durante 5 min. Cuando en estos experimentos se requeria transferir
células entre distintos medios de cultivo, se recogieron de la misma forma pero
en condiciones de esterilidad y lavando dos veces con medio fresco nuevo,
resuspendiendo finalmente en el nuevo medio a la concentracion celular

adecuada.

2.3 Preparacion de extractos celulares

2.3.1 Preparacion de extractos celulares de S. cerevisiae

2.31.1 Obtencién de fracciones solubles

Para la obtencion de las fracciones solubles, las células se crecieron
durante el tiempo necesario para cada experimento hasta una O.D.gp0de0,5-1Y,
tras recolectarse por centrifugacion segun se ha descrito en el apartado anterior,
se lavaron con agua fria y se resuspendieron en tres volumenes de tampon de
rotura (TR: Tris H-C1 25 mM (pH 8,0), glicerol 10%, B-mercaptoetanol 4 mM,
DTT 2 mM, EDTA-Na 2 mM, MgCl, 10 mM, benzamidina 1 mM, &acido e-
aminocaproico 1 mM, PMSF 1 mM) a 0 °C. La rotura se produjo por agitacion
en presencia de 500 pl de perlas de vidrio de 0,4-0,6 mm de diametro (Sigma-
Aldrich) por cada ml de preparacion celular, sometiendo la mezcla a cinco
periodos de agitacion vigorosa de 1 min, con ayuda de un agitador automatico,
alternados con periodos de 1 min en hielo. El homogenado se centrifugd 20 min
a 20000 g para eliminar las perlas de vidrio, organulos grandes intactos y restos
de células enteras. El sobrenadante constituye el extracto soluble (fraccion de

proteinas solubles) total.

49



M aterialesy M étodos

2.3.1.2 Fraccionamiento subcelular: Obtencién de fracciones citosélicas y

nucleares

Todas las centrifugaciones para las preparaciones de fracciones nucleares

y citosdlicas se llevaron a cabo en una ultracentrifuga Beckman modelo XL-80.

Las células se cultivaron en 500 ml de medio complejo durante la noche
hasta alcanzar una O.D.gp0 = 1. A continuacion, las células fueron convertidas
en protoplastos mediante digestion de la pared celular con una mezcla de
enzimas liticas, pectinasas y celulasas (Lallzyme MMX; Lallemand,
www.lallemand- health- solutions.com). Para ello, las células recogidas por
centrifugacion se lavaron dos veces con agua fria y se resuspendieron en 20 ml
de tampon de lavado (TL: Tris-HC1 50 mM (pH 9,4), B-mercaptoetanol 20 mM)
con el que se incubaron a temperatura ambiente y agitacion suave durante 20
min. A continuacién se lavaron las células con tampéon SCS (sorbitol 1 M, acido
citrico 20 mM (pH 5,8)), se resuspendieron las células en tampon SCS con 0,05
g/ml de Lallzyme y se incubaron a 30 °C con agitacion suave hasta generar
protoplastos. Se considera que el proceso es 6ptimo cuando la O.D.go0 entre una
alicuota de células resuspendida en agua es 10 veces inferior a una alicuota
resuspendida en tampdn SCS. Seguidamente se centrifugaron los protoplastos a
3000 g durante 7 min, a partir de este punto todo el proceso se realizé a4 °Cy
todos los tampones incluyeron inhibidores de proteasas -PM SF, benzamidina y

acido e-aminocaproico- todos ellos a una concentracion final de 1 mM.

Para la separacion de las fracciones citosOlicas y nucleares, los
protoplastos se resuspendieron en tampon Ficoll (TF: Ficoll 400 18%, glicerol
20%, MES-NaOH 20 mM (pH 6,5), MgCl, 0,5 mM) y se homogeneizaron 6-8
veces con un homogeneizador de teflon. Este homogenado se colocé
suavemente sobre 10 ml de tampdén Ficoll-glicerol (TFG: Ficoll 400 7%,
glicerol 20%, MES-NaOH 20 mM (pH 6,5), MgCl, 0,5 mM) y se centrifugd
durante 30 min a 21500 g (rotor Sorvall SW28). Una vez completada esta
centrifugacion, se recogieron 5-10 ml de la fase superior y se centrifugaron
nuevamente durante 30 min a 100000 g (rotor Sorvall 70Ti), obteniéndose como
sobrenadante la fraccion citosélica libre de nacleos. El precipitado obtenido en

la centrifugacion a 21500 g se resuspendiéo en 20 ml de TF y se centrifugd
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durante 15 min a 3300 g (rotor Sorvall SW28). El sobrenadante obtenido se
centrifugd durante 30 min a 21500 g (rotor Sorvall SW28) y el precipitado
resultante se resuspendié en 500 pl de TR, obteniéndose asi la fraccion nuclear
libre de citosol (Zhang and Reese 2006).

2.3.1.3 Preparacion de preparaciones membranas y extractos solubles

Todas las centrifugaciones para las preparaciones de membrana se
llevaron a cabo en una ultracentrifuga Beckman modelo XL-80 usando los
rotores 70-Ti a 120000 g durante 30 min.

Para la preparacion de membranas y extractos solubles de levadura, las
células se cultivaron durante la noche en 200 ml de medio complejo hasta
saturacion. Tras ser recogidas por centrifugacién, se lavaron con agua fria 'y se
resuspendieron en 5 ml de tampéon A (TA: Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), glicerol
10%, B-mercaptoetanol 4 mM, DTT 2 mM, EDTA 2 mM, MgCl, 10 mM,
benzamidina 1 mM, acido g-aminocaproico 2 mM, PSMF 1 mM) a0 °C, traslo
cual se procedié a su rotura por agitacion en presencia de perlas de vidrio como
se describe en el apartado 2.3.1.1. El homogenado se diluyé hasta 15 ml con
tampén B (TB: Tris-HCI 10 mM (pH 7,6), dlicerol 10%, DTT 2 mM, EDTA 1
mM) y se centrifugd durante 10 min a 700 g (rotor Sorvall SS-34), para
elimnar las perlas de vidrio y las células completas. El sobrenadante se
centrifugé a 120000 g (rotor Beckman 70Ti) durante 30 min para sedimentar la
fraccion total de membranas. ElI sobrenadante procedente de esta
ultracentrifugacion constituyd el extracto crudo soluble. El precipitado de
membranas se homogeneizO con un homogeneizador de teflén en 10 ml de
tampon de “stripping” (TS: Tris-HCI 60 mM (pH 8,0), glicerol 12% (p/v), KCI
0,72 M, CaCl, 11mM y PMSF 1 mM) y se centrifugd una vez mas en las
mismas condiciones para eliminar posibles contaminaciones por proteinas de la
fraccion soluble. El precipitado se volvid a lavar una vez mas con TB y
finalmente se resuspendié y homogeneiz0 en 0,5-1 ml del propio TB. Esta

preparacion final constituye la fraccion de membranas totales.

51



M aterialesy M étodos

Para la preparacion de microsomas se realizé un paso de centrifugacion
adicional previo a la primera centrifugacion para eliminar en el precipitado la
fraccion mitocondrial. Este paso consiste en una centrifugacion a 20000 g (rotor
Beckman JA 25.50) durante 20 min. El resto del procedimiento es el mismo que

el descrito para la preparacion de membranas totales.

2.3.2 Preparacion de extractos celulares de microalgas eucarioticas

Para la obtencion de extractos celulares de microalgas tanto solubles
como de membrana se siguié el mismo procedimiento que en el caso de las
levaduras, pero con algunas diferencias en el proceso de rotura. La rotura se
produjo en presencia de 500 pl de perlas de vidrio de 0,2 pm de didmetro
(Sigma- Aldrich), sometiendo la mezcla a diez periodos de agitacion vigorosa de
1 min, con ayuda de un agitador automatico, alternandolos con periodos de 1
min en hielo. En algunos casos, la rotura se produjo sometiendo los
concentrados celulares a 6 periodos de sonicacion de 20 segundos a una
amplitud del 30 %, en un sonicador digital BRANSON, alternados con periodos

de 30 segundos en hielo.

Tras esto, el resto del proceso continud tal y como se detalla en el

apartado 2.3.1 para las preparaciones de levaduras.

2.3.3 Preparacion de extractos celulares de Synechocystis

2.3.3.1 Obtencion de extractos crudos

Los extractos crudos de Synechocystis se prepararon mediante rotura con
perlas de vidrio. Para ello, las células se recogieron como se indica en su
apartado correspondiente, se lavaron con agua fria y se resuspendié el
precipitado en un volumen adecuado de TR. A esta suspensién se afiadié una
cantidad equivalente a 150 pl de perlas de vidrio de 0,2 pm de didmetro
(Sigma- Aldrich) por cada 100 pl de tampon y se sometio a 10 periodos de
agitacion vigorosa de 1 min, con ayuda de un agitador automatico, alternandolo

con periodos de 1 minuto en hielo. Los restos celulares y las proteinas no
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solubles se separaron de la fraccion soluble por centrifugacion durante 15
minutos a 13.000 g y 4 °C, considerandose el sobrenadante libre de perlas y

restos celulares como el extracto celular.

2.3.3.2 Obtencién de preparaciones de membranas

Para la obtencion de preparaciones de membranas, se desarrollaron
cultivos celulares en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio BG11
hasta que la concentracion de clorofila era de 4 pg/ml aproximadamente.
Posteriormente se recogieron las células por centrifugacion a 7000 g a 4 °C
durante 10 min y se resuspendieron en 40 ml de tampoén de tilacoides (TL:
HEPES NaOH (pH 7,0) 25 mM, CaCl, 5 mM, MgCl, 5 mM vy glicerol 15%). A
continuaciéon, se volvié a centrifugar en las mismas condiciones, se repitieron
los lavados dos veces mas y finalmente se resuspendieron las células en un
volumen de TL adecuado para que la concentracion final de clorofila quedase
aproximadamente a 1 mg/ml. Posteriormente se tomaron 500 pl de suspension
celular a los que se le afiadio PMSF 1 mM y 500 pl de perlas de vidrio
pretratadas con EDTA.Na (0,5 M (pH8)) en un tubo Eppendorf y se sometieron
a diez periodos de agitacién vigorosa de 1 min, con ayuda de un agitador
automatico, alternandolo con periodos de 1 minuto en hielo. Tras centrifugar a
5000 rpmy 4 °C durante 5 min en una centrifuga Eppendorf de sobremesa, se
descart6 el precipitado compuesto por células enteras y perlas de vidrio, y se
pasoO el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf, que se centrifugd nuevamente
a 13000 rpmy 4 °C durante 20 min. El sobrenadante constituido por la fraccion
de proteinas solubles se descart6 si no era necesario, y la fraccion de
membranas que se encontraba como precipitado se resuspendiéo en 20 pl de TL
y se tratd con un micro-homogeneizador para resuspender completamente las

membranas.
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2.3.4 Preparacion de extractos celulares de A. thaliana

2.34.1 Preparacion de preparaciones de membranas y extractos celulares

Para la obtencion de preparaciones de membranas de A. thaliana,
aproximadamente 0,5-1 g de material fresco vegetal se congelé con N, liquido,
se pulveriz6 con ayuda de un mortero y se resuspendiéo en 4 ml de tampén A
(Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 4 mM, DTT 2
mM, EDTA 1 mM y MgCl, 10 mM) a 4 °C. Para la inhibicion de las proteasas
presentes en el extracto, el tampon A se suplementé con una mezcla comercial
de inhibidores de proteasas especifica para Arabidopsis al 0,1% (v/v) (Sigma-
Aldrich). Los homogenados se diluyeron hasta 20 ml usando tampén B (Tris-
HCI 10 mM (pH 7,6), dlicerol 10% (v/v), DTT 2 mM y EDTA 1mM) y se
centrifugaron a 7000 g durante 10 min para eliminar restos de paredes celulares
y células enteras. El sobrenadante se ultracentrifugdé a 100000 g (rotor Beckman
60Ti) durante 30 min para sedimentar la fraccion total de membranas y se
recogié el sobrenadante, que se consideré como extracto crudo soluble. El
precipitado, que constituye la fraccion de membranas, se homogeneizé en 20 ml
de TS y se ultracentrifugd en las mismas condiciones anteriores para eliminar
cualquier posible contaminacion por pirofosfatasas solubles. Por Ultimo se
volvié a lavar el precipitado con tampon B y se resuspendid definitivamente en
1 ml de este mismo tampon, guardandose las muestras a -80 °C para su posterior

utilizacion.

2.4 Determinaciones de las actividades enzimaticas

2.4.1 Determinacion de la actividad pirofosfatasa

La actividad pirofosfatasa, tanto soluble como de membrana, se
determind espectrofotométricamente midiendo la liberacion de fosfato (Upson,
Haugland et al. 1996). Para esto ultimo se utilizO el método de Rathbun y
Betlach (1969), usando una mezcla de acetato potésico, acido tricloroacético
(TCA) y formaldehido como solucién de parada, y cloruro estannoso (SnCly;
Sigma- Aldrich) como reductor. En disolucion écida y en presencia de molibdato
amonico, los ortofosfatos forman un complejo de fosfomolibdato amoénico que,

al reducirse, presenta una coloracion azul que puede ser medida a una longitud
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de onda adecuada. El reductor utilizado en nuestros ensayos fue el cloruro de

estafio Il (Sigma-Aldrich).

Una unidad de actividad pirofosfatasa se define como la cantidad de
enzima que es capaz de hidrolizar 1 pmol de PPi en 1 min. La concentracion de
fosfato se interpol6 de una recta de calibrado previamente establecida con

ortofosfato sédico.

Para todos los experimentos, las medidas se realizaron por triplicado de
forma independiente y los resultados se obtuvieron como la media de todos los

datos.

24.1.1 Actividad pirofosfatasa soluble

Las medidas de actividad pirofosfatasa soluble (sPPasa) se realizaron en
una mezcla de ensayo (ME: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), MgCl, 2 mM, NayPPi
0,3 mM) y una cantidad adecuada del extracto celular en un volumen final de
200 . En algunos casos se afiadio NaF a 1 mM para inhibir completamente la
actividad sPPasa y establecer el nivel de actividad residual de los extractos. Las
reacciones enzimaticas se realizaron a 30 °C durante un tiempo suficiente para
que se produjera una reaccién medible segun los niveles de actividad sPPasas
de los distintos organismos. La reaccion se termind mediante la adicién de 400
pl de agua desionizada y 270 pl de una mezcla compuesta por: TCA a 30%
(p/v), acetato sbdico 3,5 M y formaldehido al 37% (p/v). El color se
desarrollaba mediante la adicion sucesiva de 30 pl de molibdato amoénico 2%
(p/v) y 60 pl de SnCl, 0,16% (p/v). La absorbancia se midié a 735 nm tras dejar
desarrollar el color durante 5 min. En todas las determinaciones se realizaron
medidas control en ausencia del correspondiente sustrato y de la preparacién

enzimatica.

Las medidas de actividad pirofosfatasa soluble en el caso de las sPPasas
Familia 11, como la sPPasa de Moorella thermoacetica, se realizaron de la
misma manera que se ha descrito anteriormente con la salvedad de que en estos

casos la muestra requeria una pre-incubacion de 30 min a 30 °C con MnCl, 2
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mM o CoCl, 2mM, previa a la adicion del sustrato. Ademas, en estos casos, la

ME contenia MgCl, a una concentracion de 10 mM.

2.4.1.2 Actividad pirofosfatasa asociada a membrana

Las medidas de actividad pirofosfatasa de membrana (mPPasa) se
realizaron utilizando una mezcla de ensayo (ME) y una cantidad adecuada de la
preparacion de membranas en un volumen final de 200 pl. Las reacciones
enzimaticas se realizaron tal y como se describe en el apartado anterior, pero se
realizaba un paso de centrifugacién a 13000 g durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf de sobremesa, previo al desarrollo del color azul, en el caso de las
preparaciones de membranas de organismos fotosintéticos para eliminar el color

de los pigmentos de las membranas.

En todos los casos se afiadié NaF auna concentracion final de 1 mM para

inhibir posibles restos de actividad sPPasa.

En el caso de las determinaciones de actividad mPPasa dependiente de
potasio, la ME se suplementé con 100 mM de KCI y se realizaron controles

para cada una de las muestras enziméaticas en ausencia de esta sal.

Para determinar el efecto de los niveles sodio en el ensayo sobre la
actividad mPPasa, se suplementé la ME con la cantidad apropiada de una
solucion de NaCl para obtener las concentraciones finales deseadas. Los
controles se realizaron afiadiendo la misma cantidad de agua desionizada que de

solucién salina en cada caso.

2.4.2 Determinacion de la actividad ATPasa

Para determinar la actividad ATPasa de fracciones de membrana de
gradientes, el procedimiento que se siguié fue andlogo al de la actividad
mPPasa, midiendo el Pi liberado utilizando como reductor cloruro de estafio y
ATP como sustrato. Asi, Las medidas de la actividad ATPasa se realizaron en
una mezcla que contenia Tris-HCI 10 mM (pH 8), MgCl, 2 mM, ATP 0,2 mM vy
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una cantidad adecuada de la preparacion de membranas en un volumen final de
200 pl. En el caso de las determinaciones de actividad V-ATPasa, la cual se
inhibe especificamente con el antibiético bafilomicina (LC Laboratorios, USA)
(Bowman, Graham et al. 2004), la mezcla de reaccién se suplementé con una
concentracion final de bafilomicina A (BafA) 100 nM y se realizaron controles
para cada una de las muestras enzimaticas en ausencia de este antibiotico. Las
reacciones enzimaticas se incubaron a 37 °C durante 10 min y, a continuacion,
la reaccion se terminG mediante la adicion de 400 pl de agua y 270 ul de la
mezcla de parada acetato/formaldehido/TCA descrita anteriormente. A
continuacion, se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf de mesa a 13000
rom durante 5 min, y los sobrenadantes se transladaron a tubos limpios.
Finalmente, se le afiadieron 30 Y de una disolucion acida de molibdato
amoénico y 60 g de una disoluciébn de SnCl,. Transcurridos 10 min y
desarrollado el color, se midio la absorbancia a 735nm. En todas las
determinaciones se realizaron medidas control en ausencia del correspondiente

sustrato y de la preparacion enzimética.

2.4.3 Ensayos de bombeo de protones a través de membranas

Para realizar los ensayos de bombeos de protones a través de membranas
bioldgicas, las preparaciones de microsomas, obtenidos de la forma que se
especifica en el apartado 2.3.1, se resuspendieron en tampon TKE (Tris-HCI 10
mM (pH 7,5), KCI 2 mM, EDTA 1 mM, y los inhibidores de proteasas
benzamidina, acido e-aminocaproico, y PSMF, 1 mM de cada uno) para
favorecer la formacion de vesiculas. El gradiente de pH se ensayé midiendo la
disminucion de la fluorescencia (“quenching”) producida durante Ila
acumulacién de la sonda fluorescente ACMA en el interior de vesiculas
acidificadas por las H'-ATPasas o0 las H*-PPasas. Para ello se utilizo una
mezcla de reaccidn conteniendo: 1 pL de ACMA, MOPS-Tris 20 mM (pH7,2),
25 mM KCIl, 2 mM MgCl, y una cantidad suficiente de las preparaciones de
microsomas (mayor a 50 pg de proteina). El ensayo se inicié afadiendo ATP a
una concentracion final de 1,5 mM para el caso del gradiente producido por

ATPasas, o anadiendo PPi a una concentracion final de 2 mM en el caso de
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gradientes producidos por H*-PPasas. Para deshacer el gradiente de pH vy
recuperar la fluorescencia, se afadidé gramicidina D a una concentracion final

de 3 UM o el agente desacoplante CCCP a la misma concentracion final.

2.5 Determinacion de clorofila

El contenido celular de clorofila de los cultivos de microalgas
eucarioticas y cianobacterias se determind espectrofotométricamente en
extractos celulares obtenidos con metanol, segun una modificacion del
protocolo descrito por Mackinney (Mackinney 1941). Un ml de suspension
celular se centrifugd durante 5 min a 11000 g en una centrifuga Eppendorf de
sobremesa y el sedimento se resuspendié en 1 ml de metanol absoluto. Tras
agitar vigorosamente durante 1 min con la ayuda de un agitador automatico, la
preparacion se volvia a centrifugar en las condiciones anteriores,
determinandose la concentracion de clorofila en el sobrenadante a partir de su
absorbancia a 665 nm en cubetas de 1 ml. El coeficiente de extincion de la

clorofila que se empled en todos los casos fue de 13,43 mM™* cm?,

2.6 Andlisis de proteinas

2.6.1 Determinacion de proteinas

Para la determinacién de la concentracion de proteinas de las muestras se
sigui6 el método de Bradford (Bradford 1976). Para ello, las muestras se
suplementaron con agua desionizada hasta un volumen de 0,2 ml y se les afadio
1 ml de reactivo de determinacion de proteinas (BioRad) diluido 1:5 con agua
desionizada, incubandose las mezclas durante 10 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se midio la absorbancia de las mismas a 595 nm. Para la
confeccibn de la recta patréon, se utilizaron cantidades conocidas de

ovoalbUmina.
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2.6.2 Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

2.6.2.1 Preparacion de las muestras

Antes de cargar las muestras en el gel, éstas se suplementaron con 0,2
volimenes de tampon de carga 5x (TC5x: Tris-HCL 0,3 M (pH 6,8), dlicerol
50%, SDS 10%, B-mercaptoetanol 25% y azul de bromofenol 0,05%). Las
muestras, una vez suplementadas con TC5x, se calentaron a 65-100 °C durante
5 min en el caso de proteinas solubles y no se calentaron en el caso de proteinas

de membrana.

En caso de que fuese necesario concentrar las muestras, la cantidad
deseada de proteinas se precipité con TCA al 10% (p/v) de concentracion final,
manteniéndose en hielo durante 10 min antes de centrifugar en una centrifuga
Eppendorf de sobremesa a 13000 rpm durante 5 min. Tras retirar el
sobrenadante, las muestras se lavaron dos veces con 1 ml de acetona en el caso
de proteinas de membrana o de etanol:éter (1:1) en el caso de proteinas
solubles, incubandose en hielo y centrifugando del mismo modo. Tras secar el

precipitado unos segundos al aire, se resuspendio en TC5x.

2.6.2.2 Desarrollo de la electroforesis en gel mediante el método de

Laemmli

Las separaciones analiticas mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes se realizaron en geles de poliacrilamida que contenian SDS,
segun el sistema discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli 1970). El gel
separador se preparé al 8, 10 o 12% (p/v) de poliacrilamida, a partir de un
disolucion acrilamida:bisacrilamida 38:2. Los demas componentes utilizados
fueron: SDS 0,1% (p/v), tricloroetanol 0,1% (p/v) y Tris-HCI 0,375M (pH 8,8).
El gel de empaquetamiento de las muestras se preparé a 4% (p/v) de
poliacrilamida con la misma composicion que la usada para el gel separador,
con SDS al 0,1% (p/v) y Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8). Los geles se polimerizaron
con APS 0,1% (p/v), usando como agente catalizador TEMED a una

concentracion final de 6 mM.
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La electroforesis se llevd a cabo a 100V, voltaje constante. Para el
desarrollo de la electroforesis, se usaron aparatos Mini-Protean 11 y Mini-
Protean |ll (Bio-Rad). Como tampdn de electrodos se utiliz6 Tris-HCL 25 mM,
glicina 0,32 M (pH 8,3) y SDS 0,1% (p/v).

2.6.2.3 Tefido de geles de poliacrilamida

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se tifieron sumergiendo
los geles durante 30 min en una disolucion de azul de Coomasie “Brilliant Blue
R” (Sigma-Aldrich) a 0,1% (p/v) en una mezcla 5:4:1 de aguaetanol:acido
acético (v/v/v). Los geles se lavaron a continuacion con esta mezcla para retirar
el exceso de colorante. Para su posterior mantenimiento, se secaron los geles

entre dos laminas de celofan durante 24h.

Para determinar la movilidad electroforética relativa de las proteinas en
estudio, se usaron patrones de proteinas pretefidos See Blue® Pre-Stained
Standars (Novex) y Pre-Stained SDS-PAGE Estandar Broad Range (BioRad)
con rangos Utiles de entre 20 y 150 kDa. Antes de ser cargados en los geles de
poliacrilamida, los patrones de Novex se hirvieron a 100 °C durante 3-5 min.
Los patrones de BioRad se mantuvieron a -20 °C y se descongelaron
inmediatamente antes de cargarlos en el gel, sin realizar ningin tratamiento

previo.

2.6.3 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

La transferencia a membranas de nitrocelulosa se realizd utilizando un
aparato de transferencia semi-seca “Trans blot SD” de la marca BioRad y el
sistema de tampon Towbin (Towbin, Staehelin et al. 1979). Tras la
electroforesis de las muestras de proteina, el gel de poliacrilamida se coloco
sobre una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm de diametro de poro
previamente humedecida con tampon de transferencia (TT: Tris-HCI 25 mM
(pH 8,3), dlicina 192 mM y metanol 20% (v/v)). Por encima del gel y por

debajo de la membrana, se colocd una pila de tres papeles MM Chr (Whatman)
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humedecidos en el mismo TT.

La transferencia se llevo a cabo sometiendo el “sandwich” a un voltaje
constante de 25 V durante 45 min. Para comprobar la efectividad de la
transferencia, las proteinas transferidas fueron tefiidas en el filtro de
nitrocelulosa con una disolucién de colorante rojo Ponceau S al 0,2% (p/v)
disuelto en una disolucion de TCA al 3% (p/v), tras lo cual se lavd con

abundante agua.

2.6.4 |Inmunodeteccion por Western blot

La membrana con las proteinas adsorbidas se incub6 durante una hora en
tampén TBS (Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM), suplementado con
leche desnatada en polvo al 5% (p/v) como bloqueante y Timerosal (Sigma-
Aldrich) al 0,02% (p/v) como preservante. A continuacion, se afadié el
antisuero conteniendo el anticuerpo primario en una dilucion apropiada (1:1000
a 1:10000) y se incubd con agitacién suave a 4 °C toda la noche. Tras esta
primera incubacion, la membrana se lavd tres veces durante 10 min con TBS
suplementado al 0,1% (v/v) de Tween-20 y una Ultima vez durante el mismo
tiempo con la misma disolucion de leche en polvo en TBS suplementado con
0,1% (v/v) de Tween-20. A continuacion se incub6 durante al menos una hora
con una dilucién 1:10000 de anticuerpo secundario (antisuero de cabra anti-1gG
de conejo conjugado a peroxidasa de rdbano -ROCHE-) en TBS. Tras la
segunda incubacién, la membrana se lavd tres veces durante 10 min con TBS

suplementado con 0,1% de Tween- 20.

La visualizacion especifica de las proteinas sobre la membrana se realizd
mediante quimioluminiscencia. Para ello, tras el dltimo lavado, se afiadi6 de
forma uniforme sobre toda la membrana una solucién “Millipore Immobilon™™
Western Chemilumminiscent HRP Substrate”, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Millipore, Menlo Park, EE.UU.). A continuacion, se capt6 la sefal
bien mediante un transiluminador marca Gel Doc™ X.R. (BioRad) conectado a
un ordenador personal con el software Quantity One (BioRad) o bien mediante

pelicula fotografica. En este Ultimo caso se utilizaron peliculas fotogréaficas
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KONICA que se expusieron a la membrana entre 30 segundos y 10 min antes de
sumergirlas en una dilucion 1/10 de solucion reveladora (AGFA) hasta que
aparecian las bandas. A continuacion se sumergié la pelicula en un recipiente
con agua para pasarla luego a un recipiente con una dilucion 1/10 de solucion
fijadora (AGFA). Todos los pasos, hasta que se sumergia la pelicula en solucion
fijadora, se llevaron a cabo en oscuridad con la Unica iluminacion de una luz

inactinica.

2.7 M étodos genéticos de manipulacion del ADN

2.7.1 Plasmidos utilizados

Los plasmidos utilizados en el presente trabajo se encuentran detallados
enla Tablall:

Tabla I11: Plasmidos utilizados
Plasmido Car acteristicas Ref./Casa comercial
Vector multicopia de expresién de levadura
PRS1024 que contiene el promotor y el terminador (Villalba, Palmgren et
constitutivos del gen PMAl1 y como marcador al. 1992)
de seleccién el gen LEU2
Vector multicopia de expresién de levadura
RS699 que contiene el promotor y el terminador (Serrano and Villalba
P constitutivos del gen PMAL1 y como marcador 1995)
de seleccién el gen URA3
Vector de expresion en levadura que contiene
el promotor MET25y el terminador CYC-1,
pUG35 permite la fusién en el extremo C-terminal de (Cormicl:k,lnge;)tram et
yEGFP3 y tiene como marcador de seleccién el '
gen URA3
Vector de expresién en levadura que contiene
el promotor MET25y el terminador CYC-1, (Cormack, Bertram et
pUG36 permite la fusién en el extremo N-terminal de al '1997)
yEGFP3 y tiene como marcador de seleccion el '
gen URA3
Vector (Ap') para clonacién de fragmentos de _
PMBLL-T DNA generados mediante PCR Dominion mbl
. Vector para clonacion de fragmentos de DNA
pBluescript Il SK generados mediante PCR Stratagene
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Vector para clonacion de fragmentos de DNA

pSpark® generados mediante PCR Canvax
Vector multicopia de expresion en levadura
que contiene el promotor GAL1, el terminador .
pYES2.0 o Thermo-Fisher
CYC-1 y como marcador de seleccién el gen
URA3
Vector multicopia de expresion en levadura
426GPD gue contiene el promotor GPD, el terminador | (Mumberg, Mller et al.
P CYC-1 y como marcador de seleccién el gen 1995)
URA3
Vector centromérico de expresidn en levadura
p416GPD gue contiene el promotor GPD, el terminador | (Mumberg, Mller et al.
CYC-1 y como marcador de seleccién el gen 1995)
URA3
Vector centromérico de expresidn en levadura
p415M et25 que contiene el promotor MET25, el (Mumberg, Miller et al.
terminador CYC-1 y como marcador de
s 1995)
seleccion el gen LEU2
Vector (ARG7) que permite clonar miRNAs de .
. : (Schmollinger,
pM S539 Chlamydomonas bajo el promotor de la nitrato Strenkert et al. 2010)
reductasa (derivado de pChlamyRNA 2) ’
KW 118 Vector que contiene unaplataformaintegrativa| (Wilson, Sessitsch et al.
P de Synechocystis sp. PCC 6803 1995)
Vector que contiene el casete de resistencia a
pRL 171 cloramfenicol CC1 clonado en polilinker (Elhai and Wolk 1988)
LHEH1 cortado con EcoRIl. Ap" Cnm'
Vector que contiene el casete de resistencia a
pRL 161 kanamicina CK1 clonado en polilinker LHEH1 | (Elhai and Wolk 1988)
cortado con BamHI. Ap" Km'
pBSCr Vector de expresion en C. reinhardtii con | (Lucas-Reina, Romero-
promotor constituivo Hsp70A/RbcS2 Campero et al. 2015)
DNIA2 Vector de expresién en C. reinhardtii con | (Lucas-Reina, Romero-

promotor Nitl inducible por nitrato

Campero et al. 2015)

pEarly Gate 100

Vector de expresion en plantas, compatible con
el sistema Gateway, sin Tag

(Earley, Haag et al.
2006)

pEarly Gate 101

Vector de expresiéon en plantas, compatible con
el sistema Gateway, con Tag de HA y YFP en
el C-terminal

(Earley, Haag et al.
2006)

pEarly Gate 104

Vector de expresiéon en plantas, compatible con
el sistema Gateway, con Tag de YFP en el N-
terminal

(Earley, Haag et al.
2006)

63




M aterialesy M étodos

2.7.2 Meétodos de transgénesis

En la mayor parte del trabajo realizado, las células competentes de E.
coli se obtuvieron directamente del Servicio de Cultivos Biolégicos del

Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (Universidad de Sevilla-CSIC).

2.7.2.1 Preparacion de células de E. coli para transformacion por

electroporacién

Las células de E. coli se cultivaron desde placa en matraces de 1 | que
contenian 400 ml de medio LB a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar una densidad
Optica a 660 nm en torno a 0,4-0,5. Tras 10 min en hielo, el cultivo se recogio
por centrifugacion a 3500 g durante 5 min a 4 °C y se resuspendié en 20 ml de
agua estéril a 0 °C. Tras otra incubaciéon de 10 min en hielo, se centrifugd como
antes y las células se resuspendieron en 2 ml de glicerol al 10% en agua, se
dividieron en fracciones de 100 pl y se guardaron a —80 °C tras congelacién en

nitrégeno liquido.

2.7.2.2 Trasformacion de células de E. coli por electroporacion

Para la transformacién, 100 u de células competentes previamente
descongeladas se mezclaron con el DNA deseado en un volumen de 1 pl y se
mantuvieron en hielo 1 min, tras lo cual se transferirieron a cubetas de
electroporaciéon de 1 cm (BIO-RAD), previamente enfriadas en hielo al menos
durante 1 min, y se sometieron a la accion de un pulso eléctrico de 2500 V.
Inmediatamente, se afiadio 1 ml de LB y se transfirié la suspensiéon celular a un
tubo de 1,5 ml de volumen, incubandose a 37°C sin agitacion durante 1 h.
Posteriormente, 500 pl de esta suspension celular se extendieron sobre medio

solido LB con antibiético y se dejaron secar.
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2.7.2.3 Transformacion de células de E. coli por choque térmico

La transformacion de células competentes por choque térmico se realizd
afadiendo a la suspension celular, previamente descongelada, el DNA en un
volumen maximo de 10 . Tras 15 min de incubacion en hielo, se sometié a un
choque térmico a 42 °C durante 2 min, se incubd en hielo durante 2 min mas y
se le afadi6 entre 400 pl y 1 ml de medio LB, incubando entre 30 miny 1 h a
37 °C. Finalmente, las células se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf de
sobremesa a 8000 rpm durante 30 s y, tras eliminar la mayor parte del

sobrenadante, se sembraron en placas de medio LB con el antibiético deseado.

2.7.2.4 Transformacién de S. cerevisiae

Las levaduras se transformaron usando el protocolo TRAFO de alta
eficiencia del método del acetato de litio (LiAc) (Gietz and Woods 2002).
Cultivos de 10 ml de la estirpe de levadura deseada se crecieron a 30 °C y con
una agitacion de 150 rpm en matraces de 50 ml de medio minimo, con la fuente
de carbono adecuada, durante toda la noche hasta saturacion. A la mafana
siguiente, se diluyeron los cultivos hasta una O.D.gp0 de 0,2 en un volumen de
10 ml de medio complejo, con la fuente de carbono adecuada. Estos cultivos se
dejaron crecer, bajo las mismas condiciones anteriores, durante unas 5-6 horas
hasta que alcanzaron una O.Dgop de aproximadamente 1. Entonces se

centrifugaron a 3000 g durante 10 min y se lavaron una vez con agua.

Para la transformacion, 5 pg de DNA se mezclaron con el precipitado
celular y se le afiadieron 240 pl de polietilénglicol (PEG) 50% (p/v), 36 Wl de
acetato de litio 1M, 5 pyl de DNA de esperma de salmon 1% (p/v) y agua estéril
hasta un volumen final de 360 pl. Tras una agitacion vigorosa de 30 s, las
mezclas se incubaron en un bafio termostatizado a 42 °C durante 40 min. Tras
esto, las células se sedimentaron por centrifugacion durante 30 s a 13000 rpmy
se descartaron los sobrenadantes. Los precipitados celulares se resuspendieron
en 150 p de agua estéril y se extendieron en placas de medio selectivo de

levadura con galactosa como fuente de carbono.
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2.7.2.5 Transformacion de Synechocystis sp. PCC6803

La transformacién de Synechocystis con DNA plasmidico se llevé a cabo
siguiendo el método descrito por Chauvat (Chauvat, Vries et al. 1986). Las
células se cultivaron hasta una O.D.sgp de 1-1,5. A continuacion se recogieron
40 ml de cultivo por centrifugacion a temperatura ambiente y las células se
lavaron dos veces con medio fresco para eliminar las posibles nucleasas
extracelulares. Tras los lavados, las células se resuspendieron en 1 ml de medio
de cultivo y se distribuyeron en alicuotas de 200 ul en tubos de poliestireno -
cristal de 10 ml (Soria Greiner S.A., Espafa). A las alicuotas se le afiadieron
entre 1 y 3 ug del DNA a transformar, resuspendido en tampon TE (Tris-HCI 10
mM (pH 8,0), EDTA-Na 1mM). La mezcla se incubd en agitacion e iluminacién
durante 1,5 h y, posteriormente, se sembré en cajas de medio BG11l sin
antibioticos, sobre filtros Nucleopore 85 MM (Whatman, EE.UU).

Tras un periodo de incubacion de al menos 18 h en condiciones normales
de cultivo, para permitir la expresion de la resistencia conferida por el DNA
exdgeno, los filtros se pasaron a cajas de medio BG11l que contenian el
antibiotico pertinente. Las colonias transformantes resistentes aparecieron tras
10-15 dias de incubacion y se debieron a la introduccién del DNA exdgeno en
el DNA cromosdémico de Synechocystis, ya que los plasmidos introducidos no
contenian origen de replicacion para Synechocystis. En rondas posteriores de
réplicas para forzar la segregaciéon de las copias cromosOmicas mutantes, se
aument6 la concentracidon de los antibioticos hasta 80 pg/ml para cloramfenicol

y 500 pg/ml para kanamicina.

2.7.2.6 Transformacion de Chlamydomonas reinhardtii

Las transformaciones de C. reinhardtii se llevaron a cabo usando una
modificacion del protocolo de Kindle (Kindle 1990). Las células del mutante
deficiente en pared celular y auxoétrofo para arginina CW15-325 se cultivaron
en 300-500 ml de medio TAP suplementado con amonio en matraces de
Erlenmeyer de 1 |, en camaras termostatizadas a 25 °C y luz blanca continua de

1

intensidad luminosa 100 UE m? s!, hasta alcanzar la fase estacionaria (5-6
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dias). Los cultivos se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 min y se
resuspendieron en medio mineral minimo Sueoka con amonio, concentrandolos
100 veces. En tubos de cultivo de 10 ml, se prepard una mezcla con 500 ul de
perlas de vidrio (0,4-0,6 mm; Braun Biotech International, Alemania), 100 pl
de PEG-8000 20% (p/v) y 900 ul de los cultivos concentrados de C. reinhardtii,
a la que se afadieron 500 ng del plasmido linearizado cuya insercion en el
genoma deseaba obtenerse. Esta mezcla se agitd vigorosamente con ayuda de un
agitador automatico durante 8 s y se diluyé afadiendo 5 ml de medio minimo
sin amonio, centrifugando y descartando el sobrenadante. A continuacion, las
células se resuspendieron en otros 5 ml de medio minimo sSin amonio y se
dejaron decantar las perlas de vidrio. Las suspensiones celulares se transfirieron
entonces a tubos Falcon con 50 ml de medio minimo y se incubaron en luz
continua durante al menos 5-6 h para permitir la expresion del gen de autotrofia
para arginina. Finalmente, los cultivos se concentraron por centrifugacion has
0,5 ml y se extendieron en placas de medio sélido TAP amonio sin
suplementacion de arginina. Las placas se desrrollaron en condiciones normales

hasta que se observo el crecimiento de colonias.

2.7.3 Aislamiento del DNA

2.73.1 Aislamiento de plasmidos de E. coli a pequefia escala

Para la purificacién de plasmidos de E. coli se utilizaron dos métodos:
uno rutinario, basado en la lisis alcalina, y otro comercial, en el que se utilizo el
juego de reactivos “Spin Clean'™ Plasmid Miniprep” (MBiotech) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este Ultimo método se empled cuando se requerian
preparaciones plasmidicas con un alto grado de pureza, como por ejemplo para

la secuenciacion automatica del DNA.

La purificacion de plasmidos por lisis alcalina se realizd habitualmente
siguiendo los métodos descritos por Sambrook (Sambrook, Fritsch et al. 1989).
De forma resumida, los cultivos de células desarrollados durante toda la noche
a 37 °C en agitacion, se recogieron por centrifugacion a 8000 g durante 2 min

en tubos Eppendorf de 1,5 ml y los precipitados celulares se resuspendieron en
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100 Wl de solucién | (Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), glucosa 50 mM, EDTA 10 mM
(pH 8,0)). A continuacion, se le afiadieron 200 pl de solucion Il (NaOH 0,2 M,
SDS 1% (p/v)) y se mezclaron las muestras invirtiendo los tubos suavemente
hasta 10 veces. Para la neutralizacion, se afiadieron 150 pl de solucion 111
(acetato potasico 5 M (pH 4,8)) y se volvieron a mezclar los tubos
invirtiéendolos suavemente hasta 10 veces. A continuacion, se centrifugaron las
muestras durante 10 min a 13000 g, tras lo que se retiraron los sobrenadantes a
tubos limpios. Sobre estos sobrenadantes, se afiadié 1 ml de etanol 100% (v/v)
muy frio para precipitar el DNA, se dejé incubar en hielo durante 10 miny se
centrifugd durante 10 min a 13000 g. Se descartaron los sobrenadantes y se
resuspendieron los precipitados en 1 ml de etanol 70% (v/v), se centrifugaron
otra vez a 13000 g durante 10 min y los precipitados se secaron al aire unos
minutos antes de resuspenderlos finalmente en 30 pl de agua desionizada
suplementada con 0,05% (p/v) de RNAsa A (Sigma-Aldrich).

La degradacion del RNA se realizd incubando estas muestras durante 10

min en un bafio termostatizado a 65 °C.

2.7.3.2 Aislamiento del DNA gendémico de levadura

Para el aislamiento del DNA gendémico de levadura se utilizé6 el
protocolo descrito por Hoffman y Winston (Hoffman and Winston 1987). Las
células se crecieron durante toda la noche en un volumen de 10 ml de medio
hasta saturacién. Se recogieron mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 5
min en tubos de 1,5 ml y se lavaron con agua dos veces. Tras esto, se descarto
el sobrenadante y el precipitado resultante se resuspendié en 200 ul de mezcla
de Hoffman (Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), Tritdbn-X100 2% (p/v), SDS 1% (p/v),
NaCl 100 mM y EDTA 1 mM). Para la rotura celular se afiadieron 100 u de
perlas de vidrio de 0,4-0,6 mm de diametro (Sigma-Aldrich) y se agitaron dos
veces en periodos de 1 min alternados con 1 min en hielo con ayuda de un
agitador automatico. A continuacion, se realizd una extraccion afiadiendo 200
i de una mezcla de fenol.cloroformo 1:1 (v/v) y agitando nuevamente dos
veces. Para precipitar el DNA, se centrifugé el homogenado a 12000 g durante

10 min y se recuper6 la fase acuosa, a la que se incorporaron 1/17 volumenes de
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NaCl 5M y 500 pl de isopropanol. Tras centrifugar nuevamente y eliminar el
sobrenadante, se secO el precipitado al aire durante unos minutos y se
resuspendio el DNA en 20 pl de agua desionizada suplementada con 0,05%
(v/v) de RNAsa A (Sigma-Aldrich).

La degradacion del RNA se realizd incubando estas muestras durante 10

min en un bafo termostatizado a 65 °C.

2.7.3.3 Aislamiento del DNA genémico de Synechocystis

El aislamiento de DNA total de cianobacterias se llevd a cabo segun el
método descrito por Cai y Wolk (1990), basado en la rotura de las células con
perlas de vidrio. Se recogieron células procedentes de 50 ml de cultivo en
medio BG11 por centrifugacion a 4 °C 3000 rpm durante 7 min y se
resuspendian en 400 pl de TE. A la suspension celular se le afiadian 150 pl de
perlas de vidrio (0,2 mm de didmetro, Sigma), 20 ul de SDS 10% (p/v) y 450 pnl
mezcla PCIl (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/viv)). A
continuacion, la suspension se sometié a 10 periodos de 1 min en agitacion
vigorosa con ayuda de un agitador automatico, seguido de 1 min a 0 °C. El
lisado se centrifugaba a 12.000 g durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se
sometia a sucesivas extracciones con fenol:cloroformo 1:1 (v/v). EI DNA se
precipitaron finalmente con 2 volumenes de etanol absoluto frio y acetato
sédico 0,3 M. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 50 pl de TE y el
RNA presente en la solucion se elimind mediante un tratamiento con RNasa

(Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 20 pg/ml.
2.7.3.4 Aislamiento de DNA gendmico de microalgas eucarioticas

El aislamiento del DNA total de microalgas eucarioticas se llevé a cabo
mediente una modificacion del método de Doyle y Doyle (Doyle 1990) para la
extraccion del DNA de plantas, empleando el detergente cationico CTAB

(bromuro de hexadecacil-trimetil-amonio, H-5882; Sigma-Aldrich).

Las células de microalgas, alrededor de 1 g de peso fresco, se congelaron

con nitrogeno liquido y se rompieron por trituracién en mortero hasta obtener
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un polvo muy fino. A continuacién se vertieron sobre 5 ml de tampon CTAB
(Tris-HCI 20 mM (pH 8,8), NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, CTAB 2% (p/v))
precalentado a 65 °C al que se le afiadian 50 ul de B-mercaptoetanol. La mezcla
se incub6é 15-30 min en un bafio termostatizado a 65 °C con agitacién suave,
tras lo cual se extraia con 5 ml de PCI. Tras centrifugar 5 min a 2000 rpm en
una centrifuga de rotor basculante (Heraeus, Alemania), el sobrenadante se
precipitdé con 2/3 volumenes de isopropanol, se incubd unos minutos a
temperatura ambiente y se volvié a centrifugar, retirando el sobrenadante.
Finalmente, el precipitado se lavé 20-30 min con etanol 70% (v/v) y acetato
aménico 10 mM, de manera que se elimind la mayor parte del CTAB, se
centrifugd a 2000 rpm durante 5 min y el precipitado se dej6 secar unos
minutos al aire. Este precipitado seco se resuspendio en 500 pl de agua

desionizada suplementada con 0,05% (p/v) de RNAsa A (Sigma-Aldrich).

La degradacion del RNA se realizd incubando estas muestras durante 10

min en un bafio termostatizado a 65 °C.

2.8 Analisis del DNA

2.8.1 Amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccidon en cadena de

la polimerasa (PCR)

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un aparato MiniCycler ™™
(MJ Research, EE.UU.). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50
Ml gque contenia tampon comercial de la enzima (1x), 0,25 mM de cada
desoxirribonucleétido (dNTPs), 20 pmol de cada oligonucleétido, 0,1-1 pg de
DNA y 1 U de Taq polimerasa.

Esta mezcla, una vez desnaturalizado el DNA (94 °C, 5 min), se sometio

a 29-35 ciclos sucesivos con los siguientes pasos:

e Desnaturalizacion del DNA molde (94 °C, 30-60 s).
e Reasociacion de los cebadores (50-65 ° C, 60 s).
e Polimerizacion (72 °C 10-20 min)
Por Ultimo se realizd6 una elongacion final a 72 °C durante 10-20 min.
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Los resultados de las reacciones de amplificacion se analizaron en geles de

Para la amplificacion de fragmentos de DNA que posteriormente serian

utilizados para la incorporacion a vectores de expresion, se utilizo la polimerasa

de alta fidelidad iProof™ (BioRad), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo

En la Tabla 111 se presentan los oligonucleétidos utilizados en reacciones

de PCR durante este trabajo:

Tabla 1V: Oligonucle6tidos utilizados

Oligonucledtido

Secuencia

IPP1_BamHI_FW

CCCGGATCCATGACCTACACTACCAG

IPP1_Sall_RW CCCGTCGACTTAAACAGAACCGGAG

GEP NLS RW ATTCTCGAGCTATTTAACAACGACCTTTCTCTTCTTTTTT
- - GGTTTGTACAATTCATCCATACCATG

IPPL_NES_RW ATTGTCGACCAAGGTCAATCTCTCCAAAGGAGGCAATTG

CAAAACAGAACCGGAGATGAAG

SMPPA_BamHI_FW

CCCGGATCCATGTCTAAAATTTTAGITTTTG

SMPPA_Sall_RW

CCCGTCGACTTACCCATTAAAACTTTC

pIPP1_Sacl FW_0,9Kb

CCCGAGCTCCATCCAATCTAATGGAATGC

pIPP1_Sacl FW_1,8Kb

CCCGAGCTCAAGCTTTGTTGATAAAGGCTATAATAGG

pIPP1_Sacl_FW_0,4Kb

CCCTAATATCATGATTTAGC

pIPP1_BamHI_RW

CCCGGATCCTAGTAAATTGCGCGGCGGG

pIPP1S_BamHI_RW

CCCGGATCCGTCATCATGAGACTATCGTAT

MUTNLS_IPP1_FW GA CACCGCGGCGGGCAAG

MUTNLS_IPP1_RW TTGGATGATTGGGTTCAA
MUTKNLS_FW GGCGCGTTGAGATTTGTTAGAAACTGTTTC
MUTKNLS_RvW CGCCGCGGTGTCTTGGATG

pMET25_300_FW

GCTCTCTTGTCTTTTCATCTAC

SynZHI1_Kpnl_FW

GTAGGTACCTCCTGGGCTTCGGCTATGGT GGCG

SynzZHI12_Sacll_RW

GTACCGCGGGGATCCATCAAAAAAGGCTTCCCGACTGT
A

MmPPA_Syn_Sall_FW

CCCGTCGACATGGATATGTTAATCTACCTTAC

MmPPA _Syn_Spel _RW

CCCACTAGTTCAAATAAACAGCGGTGCAAAC

SYNT_Xbal

GTATCTAGAGGGAATTCCCGGTATGGATGGCACCGATGC
G
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GTAACTAGTGGATCCATCAAAAAAGGCTTCCCGCCGACT

SYNT_Spel GTAG

SYNT_Sall GTAGTCGACTCCTGGGCTTCGGCTATGGT GGCG

SYNT_Kpnl GTAGGTACCATTCCCATATAACCATCAAAGCC
GTACCGCGGGGATCCATCAAAAAAGGCTTCCCGACTGT

SYNT_Sacll A

SYNT_EcoRlI GTAGAATTCATTCCCATATAACCATCAAAGCC

PPA1Syn_Kpnl_FW

CCCGGTACCTTGGGCACTGTTAGGGCA G

PPA1Syn_Sacll_RW

CCCCCGCGGTCGGT CACCA GGCAATGGC

CC1_BstXl_FW

CCCCCAACAATGTGGTTGACGGGACGGCGGCTTTG

CC1_Xmnl_RW

CCCGAACATCTTCGTCGACGGATCCACTAGTTCCCGGTA
AGGCCATTGTGA

PPA1Syn5'_Apal _RW

CCCGGGCCCA GGGTGTTGGGGATAAAACC

PPA1Syn3'_Xbal FW

CCCTCTAGACAAAGATCCCCGCTACACC

NHA S3Syn5'_Kpnl_FW

CCCGGTACCCTAATCTGGGGT GGGAACTG

NHA S3Syn5'_Apal_RW

CCCGGGCCCCAAATTTTGCCTCTGGCAGAC

NHA S3Syn3'_Xbal FW

CCCTCTAGACAAGCTACCCACCACCGCC

NHA S3Syn3'_Sacll_RW

CCCGATGGGATCCGCGGATTTATC

GFP_Sall_FW

CCCGTCGACATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC

GFP_Sall_RW

CCCGTCGACTTCTTTGTACAATTCATCCATACC

GFP_3xNLS_Spel RW

CCCACTAGTTTATACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATCTACC
TTTCTCTTCTTTTTTGGATCTACCTTTCTCTTCTTTTTTGG
ATCTTTGTACAATTCATCCATACCATG

IPPIANLS_Spel RW

CCCACTAGTGTCTTGGATGATTGGGTTC

IPPIANLS Spel FW

CCCACTAGTAGATTTGTTAGAAACTGTT

GFP_Xhol_RW

GCCCTCGAGTTATTTGTACAATTCATCCATACCATG

PyrNaPP_Xhol _FW

GCCCTCGAGATGGCGAATCCAGA GGCC

PyrNaPP_PEP_Xhol FW

GCCCTCGAGGTCCGCGACTCGGCCC

PyrNaPP_Xbal RW

GCCTCTAGATCAAGCCGCGGCCTCCTC

Ippl_6xHIS_BamHI_FW

GCCGGATCCATGCACCACCACCACCACCACAGATCTACC
TACACTACCAGACAAA

MUTplppl_FW

TACAACTTGTITTTTGAATAC

MUTplppl_RW

TACAACTTGTITTTTGAATAC

CCCAAGCTTATGGGTAAAGAGATTCTGGTTATC

MTPPA_FW

MTPPA _RW CCCGTCGACTTATCCCTGCAGCCAACCGGCC
MTPPA_FW?2 CCCACTAGTATGGGTAAAGAGATTCTGGITATC
MTPPA_RW?2 CCCAAGCTTGAACGTCGTTTACCA GGGGAG
MTPPA_FW3 CCCAAGCTTATGCGAGGAAAAAGGGTAATCC
MTPPA_RW3 CCCGTCGACGTATCCCT GCA GCAACCGCC

CBS_BamHI_FW

CCCGGATCCATGCTGGTAAACGACGTTCGC

CBS_Hindlll_RW

CCCAAGCTTGACCAGGATTACCCTTTTTC

IPP1_Hindlll_FW

CCCAAGCTTACCTACACTTACCAGACAAATTG

IPP1_Hindlll_RW

CCCAAGCTTAACAGAACCGGAGATGAAG
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CBS_HindlIl_FW CCCAAGCTTCTGGTAAACGACGTTCGC
CBS_Sall_RW CCCGTCGACTTAGACCAGGATTACCCTTTTTC
AVP1_Syn_Sall_FW GTCGACAAGATGGT GGCGCCTGCTTTG
AVP1l_Syn_Spel _RW TCTAGATTAGAAGTACTTGAAAAG
CAPP_Syn_Sall_FW GTCGACATCATGCAGGATCTGAATGCC
CAPP_Syn_Spel_RW ACTAGTTTAATCAGCCGAAGCCGGT GC
TCPP_Syn_Sall_FW ATTGTCGACATTATGGGTGA CATGAAGA GA
TCPP_Syn_Spel_RW ATTACTAGTTCACTCAATGTACCGCATG
CTAGTGTGGTAGTAGGCCGATGGTTGATCTCGCTGATCG
HPPA_miRNA_FW GCACCATGGGGGT GGTGGTGATCAGCGCTATCAATTATC
GGCTACTACTACCACG
CTAGCGTGGTA GTAGCCGATAATTGATAGCGCCTGATCA
HPPA_miRNA_RW CCACCACCCCCATGGTGCCGATCAGCGA GATCAACCATC
GGCTACTACCACA

2.8.2 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de los fragmentos de DNA se llevd a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa, segun describieron Sambrook y col.
(Sambrook, Fritsch et al. 1989). Los geles se prepararon en tampon TBE (Tris-
H3BO3; 90 mM (pH 8,0) y EDTA 2 mM). La concentracidén de agarosa (p/v) en
los geles fue variable entre el 0,7% (para la separacion de bandas de tamafios
mayores o iguales a 1 kb) y el 1% (para bandas de peso molecular inferior a 1
kb). Antes de ser sometidas a electroforesis, las muestras se suplementaron con
tampon de carga de DNA (glicerol 7,2% (v/v), EDTA 20 mM (pH 8,0), azul de
bromofenol 0,08% (p/v) y xileno-cianol FF 0,08% (p/v)). Como patrones de
peso molecular se utilizaron los fragmentos obtenidos tras digerir
completamente el DNA del fago lambda con las enzimas de restricciéon HindllI
y EcoRI (TAKARA). Las modelos, dependiendo del tamaiio del gel requerido,
aplicando diferencias de potencial entre 80 y 120 V. Para la deteccion del DNA
en los geles y su visualizacion, éstos se suplementaron con bromuro de etidio (1
pg/ml). La visualizacién de los geles y el almacenamiento de las imagenes se
llevé a cabo con un transiluminador de luz ultravioleta modelo Gel Doc™ X.R.
(BIORAD) o modelo Gel Doc™ EZ Imager (BIORAD) conectados a un
ordenador personal que permitia realizar fotografias gracias a una camara CCD

acoplada al aparato.

73




M aterialesy M étodos

2.8.3 Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Por lo general, los fragmentos de DNA separados por electroforesis en
geles de agarosa, tal como se describe en el apartado anterior, fueron
purificados usando un kit de purificacion comercial de DNA desde geles de
agarosa “Mini Elute™ Gel Extraction Kit” (Quiagen), sigueindo las

indicaciones del fabricante.

En algunos casos, la purificacion se realizO mediante congelacion a -20
°C del trozo de agarosa correspondiente a una jeringa de 1 ml y posterior
extraccion por presion de la fase liquida. Esta fase se sometio a una extraccion
posterior utilizando PCI, tras lo cual el DNA se precipité con 1/17 volimenes
de NaCl 5 M y 2 volumenes de etanol absoluto, y se incubé a -20 °C durante al
menos 20 min. El precipitado obtenido tras centrifugar a 13000 g durante 5 min,
se lavdo con etanol al 70% (v/v) y se resuspendio en 8-10 p de agua

desionizada, previa retirada del sobrenadante y secado al aire del precipitado.

2.8.4 Determinacion de la concentracion y pureza del DNA

La concentracion de las disoluciones de DNA se estimé sometiendo
alicuotas de las mismas a electroforesis en gel de agarosa con bromuro de
etidio, tal como se indica en el apartado 2.8.2. Una vez terminada la
electroforesis, se compar6 la intensidad de la banda obtenida con la de los
patrones de DNA del fago lambda que se resolvian simultaneamente en el

mismo gel y de los cuales se cargaron cantidades conocidas.

Para la estimacion de la pureza de las preparaciones de DNA gendmico,
se diluyé 1 pl de las mismas hasta 0,5 ml con agua desionizada y se midid su
absorbancia UV en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, tanto a 260 nm
como a 280 nm. La concentracion de DNA se estim6 usando el coeficiente de
extincion Esgo = 0,2 (mg/ml)t.cml. Como criterio de pureza se utilizd la
relacion de absorbancias (A2e60/A2s80), que para una preparacion de alta pureza se
deberia encontrar entre 1,8 y 1,9.
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2.8.5 Restriccion del DNA

Las endonucleasas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron
suministradas por las marcas comerciales Takara y FastDigest (Thermo-Fisher).
Las reacciones se llevaron a cabo, en su mayor parte, en un volumen de 20 p,
segun las recomendaciones del fabricante y en el tampdn suministrado con cada
enzima. Las digestiones simultdneas con dos o mas enzimas de restriccion se
realizaban en un tampon compatible de las mismas casas comerciales 0 en
tampon OPA (One-Phor-All) compuesto por: Tris-CH3;COOH 10 mM (pH 7,5),
acetato de magnesio 100 mM y acetato de potasio 500 mM. En caso de que las
enzimas no fuesen compatibles en ninguno de los sistemas de tampones, la
restriccion se llevd a cabo de forma sucesiva en tampdén OPA, usando primero
la enzima que requeria una concentracion mayor de este tampon. A
continuacién, la enzima se inactivd a 80 °C durante 15-20 min y la muestra se
diluyé hasta la concentracion de tampon adecuada para la segunda enzima. En
caso de que la primera enzima no pudiese inactivarse por calor, larestriccion se
llevé hasta un volumen de 50 pl con agua desionizada y se extrajo el DNA con
50 yl de PCI. La fase acuosa se precipité con 1/17 volumenes de acetato sddico
5 M (pH 5,3) y 2 volumenes de etanol absoluto y el precipitado se resuspendio

en el tampdén adecuado para la segunda enzima.

Las restricciones de DNA plasmidico se incubaron durante tiempos
variables entre 1 h (para el andlisis de las minipreparaciones de DNA de
plasmido de E. coli) y 12 h (para asegurar la digestion completa en el caso de la

obtencion de DNA para posterior subclonado).

2.8.6 Desfosforilacion de extremos de DNA

Para realizar ligaciones de fragmentos de DNA con extremos
compatibles fue conveniente desfosforilar los extremos del plasmido sobre el
que iba a realizarse la ligacion para evitar la religacion y aumentar asi la
eficiencia de la misma. Para ello, se obtuvo una preparacion del plasmido segun
el protocolo descrito en el apartado 2.7.3.1, con la salvedad de que, en el paso

final, el DNA se resuspendié en agua desionizada sin RNAsa A. Una fraccion
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de 1 pg del plasmido asi obtenido se sometié a restriccién con las enzimas
deseadas en un volumen final de 20 pl, incubando al menos 4-6 h. una vez que
la digestion estuvo completa, a esta mezcla de reaccion se le afiadio 1 U de
fosfatasa alcalina (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, Amersham Pharmacia
Biotech), 6 pyl de tampdn comercial (10x) y agua desionizada hasta un volumen
final de 60 pl. Tras incubar 30 min a 37 °C, se afiadio 1 U adicional de la
enzima y se repitié la incubacion. A continuacion, la mezcla de reaccion se
suplement6 con 2 pyl de EDTA 0,5 M (pH 8,0), 1 pul de RNAsa A 1% (p/v) y 6
ul de tampon de carga de DNA, y se calenté a 75 °C durante 15 min para
inactivar las enzimas. El vector desfosforilado se sometio finalmente a
electroforesis en un gel de agarosa y la banda de ADN correspondiente se

purificd segun se describe en el apartado 2.8.3.

2.8.7 Formacion de extremos romos a partir de extremos 3’ protuberantes

Para obtener extremos romos a partir de extremos 3’ protuberantes, las
muestras de DNA se trataron con T4 DNA polimerasa (Takara). Tras la
restriccion de 1 pg de DNA en un volumen final de 20 pl, ésta se comprobo
mediante electroforesis de una fraccion de 2 pl de la misma y en un volumen
final de carga de 10 pl. Cuando la digestion estuvo completada, en el mismo
tubo se afadieron 1 pl de disolucion 25 mM de dNTPs y 2 p unidades de
polimerasa y se incub6é la mezcla a 14 °C durante 30 min en un bafio
termostatizado. Si se iba a proceder a una segunda restriccion del DNA, se
anadieron 80 W de agua desionizada y 100 gl de PCI para inactivar la enzima,
se agitdé la muestra con ayuda de un agitador automatico y se centrifug6. El
sobrenadante acuoso se precipitd con 1/17 voliumenes de NaCl 5 M y 2
volumenes de etanol absoluto. Si no era necesaria una restriccion posterior, las
muestras tratadas con T4 DNA polimerasa se cargaron en un gel de agarosa y se

sometieron a electroforesis para aislar el fragmento deseado.
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2.8.8 Formacion de extremos romos a partir de extremos 5° protuberantes

El tratamiento de fragmentos con extremos 5’ protuberantes para la
formacion de extremos romos se llevo a cabo por dos procedimientos distintos.
El primero de ellos, consisti6 en un tratamiento del DNA con T4 DNA
polimerasa andlogo al descrito en el apartado anterior El segundo de ellos
consistio en el tratamiento de las muestras con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa | de E. coli (Promega). Al igual que en el caso anterior, la reacciéon
de restriccion, en 20 pl de volumen final, se suplement6 con 1 pl de una
disolucion 25 mM de dNTPs y 2 U de la enzima, incubando a temperatura
ambiente durante 30 min. La muestra tratada con la polimerasa Klenow se

procesd de modo analogo a lo descrito en el apartado anterior.

2.8.9 Ligacion de fragmentos de DNA

La ligacion de fragmentos de DNA se realizd mezclando preparaciones
de los fragmentos e incubando las mezclas en presencia de 1-3 U de DNA ligasa
del bacteriéfago T4 (MBL). Las ligaciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 10 yl de tamp6n comercial de la enzima (Tris-HCI 40 mM (pH 7,8),
MgCl, 10 mM, DTT 10 mM y ATP 0,5 mM). Las ligaciones de fragmentos de
DNA con extremos cohesivos se incubaron a 14 °C durante al menos 2 h 6 a 4
°C durante 16-24 h. Las ligaciones con extremos romos se incubaron a 14 °C

durante 16 h 6 a 4 °C durante al menos 2 dias.

2.8.10 Clonacién de fragmentos de DNA mediante el sistema Gateway

Para la generacién de varios plasmidos de este trabajo se utilizd el
sistema “Gateway® Technology” (Invitogen). Este sistema consiste en la
clonacion de un fragmento de DNA en vectores de expresion de A. thalianao C.
reinhardtii mediante dos reacciones de recombinacion seriadas. Los
oligonucleétidos empleados en este procedimiento se detallan en la Tabla V.
Todos los oligonucledtidos FW llevan en su extremo la secuencia att-B:
ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT vy todos los oligonucleétidos RW
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llevan en extremo la secuencia att-B: ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT.

Para ello, en primer lugar se amplificaron mediante PCR los fragmentos
a clonar utilizando cebadores que llevaran en uno de sus extremos las
secuencias de reconocimiento att-B de la recombinasa BP, responsable de
transferir el fragmento clonado al vector de entrada o pDONR. Una vez
realizadas las amplificaciones, los productos de PCR se purificaron y se
cuantificaron, y se prepar6 la primera reaccion de recombinacion (BP),
siguiendo las instrucciones del fabricante, para introducirlos en el vector de
entrada correspondiente. Con los plasmidos asi generados, también conocidos

como pENTRY, se transformé la estirpe de E. coli DE3 por electroporacion.

Mediante una segunda reaccion de recombinacion (LR) se transfirieron
los fragmentos clonados en el vector de entrada al vector correspondiente de
expresion en A. thaliana o C. reinhardtii. Una vez obtenidos estos vectores, los
de plantas se podrian transformar en la estirpe de Agrobacterium GV3101 y los
de Chlamydomonas se usaron para transformar la estirpe de C. reinhardtii
CWwW15.

Tabla V: Oligonucle6tidos utilizados en el sistema Gateway. Las secuencias att-B se
muestran en negrita

Oligonucledtido Secuencia
PPA1_FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGGTCGC
PPA 1 madura FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGTC
PPA1_RW GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CGATCAGG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGGGT

PPAL_ARS_FW CCCCTGCCGGTGTTCGCCGTCGCTT

PPA1_KOZ_FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGTT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CGACCTTTCT

PPA1_NLS_RW CTTCTTTTTTGGGATCAGGGACA G

PPA2_FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATTAC

PPA2_RW GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CCTCGTAC

PPA2 ARS FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGGGT
- - GCCCTCGCGGTGTTCGCCGTCGCTT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CGACCTTTCT

PPA2_NLS_RW CTTCTTTTTTGGCTCGTACAGGTT

HPPA _FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCATAA
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HPPA_RW

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CCGCAATG

HPPA_ARS_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGGGT
GCCCTCGCGGTGTTCGCCGTCGCTT

MmPPA_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGTT

MmPPA_RW

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CTTAAATA

M mPPA _RW (-Stop)

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CAATAAAC

MmPPA_ARS_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGGGT
GCCCTCGCGGTGTTCGCCGTCGCTT

MmPPA_KOZ_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GCAAAATG

MmPPA_KOZAt_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACAATA

MmPPA_INV_KOZAt_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACAATAA
TGACCAAAGAAGTTTGCTCCAACAT

OtPPA_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCCACG

OtPPA_RW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GCGCCACG

OtPPA_RW (-Stop)

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGCTCCTTTTGG

OtPPA_ARS_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGGGT
GCCCTCGCGGTGTTCGCCGTCGCTT

OtPPA_KOZ_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GCAAAATG

OtPPA_KOZAt_FW

GGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACAATA

OtPPA_INV_KOZAt_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACAATAA
TGACCAAAGAAGTTTGCTCCAACAT

SmPPA_KOZ_FW

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GCAAAATG

SmPPA_RW

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CCCCATTA

SmPPA_NLS_RW

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CGACCTTTCT
CTTCTTTTTTGGCCCATTAAAACT

2.8.11 Secuenciacion automatica de DN A mediante marcaje fluorescente

La secuenciacion automatica de DNA se llevd a cabo en el Servicio de

Secuenciacion de DNA del Instituto de Parasitologia Molecular y Biomedicina

“Lopez-Neyra” (CSIC) de Granada. El equipo utilizado fue un secuenciador

ABI 373 XL Stretch con un termociclador PE 9600, usando para el marcaje el

kit ABI PRISM Big Dye'™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v 3.0

(PE Biosystems). Los cromatogramas se visualizaron y analizaron usando el

programa ApE v2.0.39 (http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).
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2.9 Aislamiento y andlisis del RNA

Para evitar la degradacién del RN A por accion de las RNAsas se tomaron
las siguientes precauciones: todo el material de vidrio utilizado se esterilizd a
200 °C durante 2 h en un horno y todas las disoluciones utilizadas, excepto los
tampones Tris, fueron preparados con agua desionizada autoclavada. El material
de plastico ytilizado se esteriliz6 en un autoclave o era material comercial ya
estéril y libre de RNAsas.

2.9.1 Aislamiento de RNA de microalgas eucaribticas

Para el aislamiento de RNA total en C. reinhardtii se utilizd el método
rutinario con Trizol (Invitrogen), un reactivo compuesto por una mezcla de
fenol y tiocianato de guanidinio que permite obtener un aislamiento con alta

eficiencia en poco tiempo.

Para este método se recogieron 0,5-1 g de peso fresco de un cultivo
crecido en las condiciones adecuadas y se produjo la rotura celular en presencia
de perlas de vidrio (Sigma-Aldrich) de 0,2 mm de didmetro, sometiendo las
muestras a 10 periodos de agitacion de 1 min, con ayuda de un agitador
automatico, alternados con periodos de 1 min en hielo. Una vez obtenidos los
homogenados, se le afiadieron 500 Wl de Trizol, se mezclaron vigorosamente
durante 1 min y se le afiadieron otros 500 pl de Trizol, volviéndolos a agitar
vigorosamente y dejandolos reposar unos minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, las muestras se centrifugaron a 4 °C durante 15 min a 12000 g y
los sobrenadantes se pasaron a tubos limpios con 200 p de cloroformo. Se
volvieron a mezclar vigorosamente y se dejaron reposar otra vez a temperatura
ambiente. Los preparados se volvian a centrifugar en las condiciones anteriores
y el RNA presente en la fase acuosa se precipité mediante la adicién de 625 pl
de isopropanol. Tras 10 min de incubacion a temperatura ambiente, se volvieron
a centrifugar en las mismas condiciones y se obtuvo un precipitado con el
RNA, que se resuspendio en 750 pl de LiCl 3M agitando durante 10 min a
temperatura ambiente. Estas muestras se centrifugaron a 4 °C durante 10 min a

15000 g y el precipitado se lavo con EtOH al 70 % (v/v), resuspendiendo
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finalmente en 20 pl de agua desionizada previo secado al aire del precipitado.
Para terminar, estas preparaciones se calentaron a 65 °C durante 10 min para

facilitar su resuspension.

2.9.2 Estimacion de la concentracion, pureza e integridad del RNA

De forma analoga a lo descrito en el apartado 2.7.4, fracciones de 1 ul de
las preparaciones de RNA se diluyeron en 0,5 ml de agua y se midié su
absorbancia ultravioleta en cubetas de cuarzo, tanto a 260 nm como a 280 nm.
Como criterio de pureza se considerd una relacion de absorbancias (A 260/A2s0)
entre 1,8 y 2. Para la estimacion de la concentracion su utilizé un coeficiente de

extincion E= 0,25 (mg/ml)t. cm?,

Adicionalmente, 1 pl de las preparaciones se disolvié en 10 pl de agua
desionizada, se afadieron 2 y de tampon de carga de RNA (glicerol 50% (v/v),
EDTA 1 mM (pH 8,0), azul de bromofenol 0,45% (p/v)) y 0,5 Wl de bromuro de
etidio (1 mg/ml) para realizar una electroforesis y visualizar la muestra en geles
de agarosa al 0,7% (p/v) preparados en tampén TBE (ver apartado 2.8.2). Esto
permiti6 comprobar la integridad de las muestras y la concentracion relativa de

unas respecto a otras, segun la intensidad de las bandas observadas.

2.9.3 Obtenciéon de cDNA a partir de RNA

Para la obtencion de cDNA se utilizé el juego de reactivos “QuantiTect®
Reverse Transcription Kit” (Quiagen). Brevemente, 1 ul de RNA total aislado
previamente se tratd6 con DNAsa para reducir el DNA genémico contaminante
hasta niveles indetectables por PCR. Posteriormente se afiadié la enzima
retrotranscriptasa (Quiagen) y se incub6 durante 30 min a 42 °C segun las
indicaciones del fabricante. La enzima se inactivd incubando las muestras a 95
°C durante 2 min y posteriormente se afiadieron a las preparaciones 40-80 ul de

agua libre de DNAsas.

Estas preparaciones de cDNA se utilizaron para obtener los fragmentos

de PCR que se clonaron mediante el sistema Gateway, usando para ello los
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oligonucleétidoss descritos en la Tabla V.

2.10 Analisis de secuencias de DNA y proteinas mediante métodos

informéaticos

La busqueda de pautas abiertas de lectura (ORF), la traduccién de las
secuencias de los nucleétidos a aminoacidos y la busqueda de las dianas de
restriccion, se realizd con el programa informatico ApE v2.0.39. Las bandas de
DNA secuenciadas se analizaron siguiendo el algoritmo BLAST (Altschul,
Madden et al. 1997). El alineamiento multiple de secuencias de aminoécidos
realizado para los estudios de filogenia molecular se confecciond utilizando el
programa CLUSTAL X (http://www.clustal.org). Las secuencias de

aminoacidos que no se generaron en nuestro grupo, se obtuvieron de la pagina

web de proyectos genoma de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes).

2.11 Microscopia

El analisis microscopico se realiz6 en un microscopio de fluorescencia Leica
DM 6000B. Las imagenes se adquirieron con una camara digital acoplada al

microscopio y el software Leica AF600.

2.11.1 Andlisis de localizacibn subcelular mediante  microscopia de

fluorescencia

Para el andlisis de localizaciébn subcelular mediante microscopia de
fluorescencia en levaduras, las células se cultivaron durante toda la noche en el
medio de cultivo adecuado. A continuacion, se recogieron mediante
centrifugacién a 700 g durante 5 min en una centrifuga de mesa Eppendorf y se
resuspendieron en agua. Para marcar los nacleos de levadura se utilizé el
marcador fluorescente de DNA DAPI (2 pg/ml, Sigma-Aldrich), las células se
incubaron durante 30 min en agitacion suave y oscuridad y a continuacion, se

lavaron con agua para eliminar el exceso de colorante. Para el montaje de las
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preparaciones, los cubreobjetos se trataron con una disolucion de polilisina
(Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml y se dejaron secar antes de depositar en cada uno 10
i de la suspensién celular. Tras 10 s se retird el liquido sobrante de los
cubreobjetos, se dejaron secar al aire y se colocaron sobre los portaobjetos para

ser observados al microscopio.

2.11.2 Ensayos cualitativos de acidificacion del lumen vacuolar en levadura

Para los ensayos cualitativos de acidificacion del lumen vacuolar en
levadura se utilizd Quinacrina (Sigma-Aldrich) como marcador fluorescente. Se
trata de un compuesto fluorescente de pequefio tamafio que se acumula en la
vacuola Unicamente cuando el pH intraluminal es bajo. Para su utilizacion, se
siguié el procedimiento descrito por Roberts y col. (Roberts, Raymond et al.
1991). Los cultivos se resuspendieron hasta alcanzar una D.O.goo de 2-4
utilizando para ello el medio complejo YP con glucosa 2% (p/v) suplementado
con NapHPO,4 50 mM vy quinacrina 200 pM. Las muestras se dejaron incubar
durante 5-10 min a temperatura ambiente, se recogieron por centrifugacién y se
lavaron con medio minimo SC suplementado con Na,HPO,4 50 mM. Por ultimo,
se resuspendieron en medio complejo YP con glucosa 2% (p/v) y se observaron
utilizando un microscopio de fluorescencia, sin sobrepasar nunca los 10 min

tras el tratamiento.

2.12 Estadistica

Todos los experimentos llevados a cabo durante el desarrollo de esta Tesis
Doctoral se realizaron por triplicado. El andlisis estadistico se realizO mediante
la prueba t-Student con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***).
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3. RESULTADOS






Resultados

3.1 Expresién heterdloga de la sPPasa de Moorella thermoacetica en

levadura

Las sPPasas pueden dividirse en dos familias principales, la Familia | de
enzimas dependientes de Mg®* y la Familia || dependientes tanto de Mg?* como
de Mn?* u otros cationes divalentes. La conformacion espacial del sitio activo y
el mecanismo catalitico para la hidrélisis de PPi son andlogos en ambos casos,
pero no presentan similitudes ni a nivel de secuencia ni de estructura, siendo un

ejemplo claro de convergencia evolutiva (Fabrichniy, Lehtio et al. 2004).

La bacteria anaerobia M. thermoacetica es un organismo acetogénico,
capaz de convertir la glucosa en acido acético (Drake and Daniel 2004) y de
fijar CO, atmosférico en forma de acetil-CoA y otros compuestos organicos
(Pierce, Xie et al. 2008). En el genoma de este organismo hay genes que
codifican dos PPasas distintas: una sPPasa de Familia II (MtPPasa) (Jamsen,
Tuominen et al. 2007) y una Na‘'-PPasa (Baykov, Malinen et al. 2013). La
MtPPasa presenta la peculiaridad de poseer en su secuencia una region de unos
100 aminoacidos de wunion a nucledtidos de adenina Ilamada dominio
Cistationina-f- sintasa (CBS) por la enzima donde primero se identificd, capaz
de regular la actividad enzimética de la propia sPPasa en funcion del nucle6tido
gue tenga unido. En resumen, la actividad PPasa catalitica de la enzima es
activada por la union de ATP e inhibida por la union de ADP y/o AMP. Esta
caracteristica ha hecho que varios autores sugieran la posibilidad de que este
dominio actle como un sensor del estado bioenergético celular, capaz de
modular la MtPPasa, lo que alteraria el metabolismo del organismo en funcion

de las condiciones en que se encuentre (Salminen, Anashkin et al. 2014).

M. thermoacetica es un organismo termofilo, su 6ptimo de temperatura
es de 58 °C, y vive normalmente en suelos, por lo que debe enfrentarse con
frecuencia a situaciones de estrés ambiental. La regulacion caracteristica de su
sPPasa junto con la presencia de una mPPasa, pueden suponer ventajas
adaptativas para el organismo en estas condiciones. Cuando la razon
ATP/(ADP+AMP) sea baja, la sPPasa estaria inactiva lo que permitiria la

actividad de las mPPasas, que pueden asi contribuir a crear el gradiente
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electroquimico necesario para mantener la funcién metabdlica del organismo

(Jamsen, Baykov et al. 2010).

En este trabajo hemos llevado a cabo la expresion heterdloga de la
sPPasa de Familia Il de M. thermoacetica en levaduras, con el objetivo de
comprobar si es capaz de complementar funcionalmente a la sPPasa enddgena
de S. cerevisiae (Ipplp), si la presencia de la MtPPasa supone una ventaja
fisiologica para la levadura y si la actividad de la proteina varia en funcion del

estado energético celular.

Tabla VI: Genes de sPPasas utilizados para la expresion heter 6loga en levadur a

GEN (Cadigo
genomico o namer o de Tipo de sPPasa, organismoy reino
acceso NCBI)

SclPP1 (YBR011C) sPPasa Familia | de S. cerevisiae (Fungi)

sPPasa Familia Il (DHH-DHHA 2 fosfoesterasa) de

SmPPA (A CCO5778) Streptococcus mutans (M onera/Bacteria)

sPPasa Familia Il (DHH-DHHA 2 fosfoesterasa) con
dominio CBS de Moorellathermoacetica (M onera/Bacteria)

MtPPA (A BC20696.1)

Para ello se clon6 mediante PCR la ORF del gen MTPP, que codifica la
MtPPasa, a partir de un plasmido pET36b+ para expresion en E. coli
(gentilmente donado por el Dr. A. Salminen del grupo del Prof. R. Lahti, Univ.
de Turku, Finlandia), y se introdujo en pladsmidos lanzadera de expresion en
levadura. Se empled un plasmido p416GPD al que se le sustituyé el promotor
GPD por el promotor del gen MET25 de S. cerevisiae (p416Met25) para generar
la construccion de la MtPPasa nativa, y un plasmido pUG35, que permite la
fusion traduccional con la proteina fluorescente verde yEGFP en su extremo C-
terminal, para la construccion de la quimera MtPP-GFP. También se clono la
misma ORF, pero excluyendo la regién CBS, y se introdujo en el plasmido
pUG35 para obtener la construccion MtPP(ACBS)-GFP. Estas construcciones

génicas se comprobaron tanto por restriccion como por PCR.
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Figura 3.1.1: Representacion esquematica de las construcciones de MtPPasa utilizadas
para su expresion heteroéloga en levadura. Met25-P; promotor del gen MET25; CYC1-T:
terminador del gen CYC1; MtPP: ORF del gen codificante de la proteina MtPPasa de M.
thermoacetica; yEGFP3: ORF del gen YEGFP3. Aparecen sefialados los sitios de corte de
restriccién utilizados para generar las construcciones. Todas las quimeras tenian un tamafio
aproximado de 2-3 kb.

Una vez obtenidas las construcciones (Figura 3.1.1), se utilizaron para
transformar el mutante condicional de SaccharomycescerevisiaeYPC3. En este
mutante, la copia cromosomica del gen IPP1 se encuentra bajo el control del
promotor regulable (inducible/reprimible) estricto del gen GAL1 (Drake,
Serrano et al. 2010). De esta forma se puede estudiar la capacidad de estas
construcciones para complementar funcionalmente la deficiencia de Ipplp
simplemente cambiando la fuente de carbono del medio de galactosa a glucosa.
Se compararon las células control cultivadas en medio rico con galactosa 2%
(p/v), que tienen el promotor del gen GAL1 inducido, con células crecidas en
medio rico con glucosa 2% (p/v), que tienen el promotor del gen GAL1
reprimido y por tanto, carecen de la sPPasa de levadura. Debido a la especial
regulacion de la proteina estudiada, también se compararon con células
cultivadas en condiciones estandar de respiracion: medio complejo con glicerol
3% (p/v) (YPGIi), en el cual la razon ATP/(ADP+AMP) debe ser tedricamente
mas alta y donde el promotor de GAL1 también se encuentra reprimido. Para

este estudio se realiz6 un ensayo de goteo en cada uno de los medios citados.
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Figura 3.1.2: Complementacion funcional de la deficiencia en sPPasa Ipplp cr omosémica
de la cepa YPC3 por distintas construcciones de la sPPasa de M. thermoacetica
(MtPPasa). Crecimiento comparativo en galactosa, glucosa y glicerol de las distintas cepas.
Como control positivo se usl la sPPasa Familia |l de la bacteria Gram+ Streptococcus mutans
(SmPP) que carece de dominio CBS. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo en
agua estéril y, posteriormente, se sembraron 2,5 ul de cada una de ellas sobre placas con
galactosa, glucosa o glicerol como fuentede carbono, correspondientes aproximadamente (de
izquierda a derecha) a 10%, 10%, 10% y 10 células, respectivamente.

Como se aprecia en la figura 3.1.2, tras dos dias de incubacion, la Unica
cepa de Moorella que mostré complementacién funcional de la deficiencia en la
sPPasa cromosdmica Ipplp fue la transformada con la construccién carente de
la region CBS (MtPP(ACBS)-GFP). Esta cepa fue capaz de crecer tanto en

condiciones de cultivo con glucosa como con glicerol.

A continuacion, se determinaron tanto los niveles de polipéptido de
MtPPasa mediante Western blot como la actividad especifica sPPasa en
extractos celulares totales. Las medidas de actividad se realizaron pre-
incubando las muestras durante media hora a 30 °C con MnCl,, al tratarse de
una sPPasa de Familia Il y necesitar de la presencia de cationes divalentes para
alcanzar su maxima eficiencia. Estudios previos en Escherichia coli mostraron
niveles mayores de actividad de la enzima MtPPasa en presencia de CoCl; por
lo que también se determinaron los niveles de actividad en presencia de este
cation (Jamsen, Tuominen et al. 2007). Para la determinacion de los niveles de
proteina en Western blot se utilizd primero un anticuerpo comercial anti-
YEGFP, pero no fue posible observar la presencia de ninguna banda (datos no
mostrados), por lo cual se repitieron los ensayos utilizando un anticuerpo anti-
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sPPasa especifico para la sPPasa de Familia Il de la microalga marina
Ostreococcus tauri (Albi T. 2008 Identificacion de Genes y Caracterizacion de
Proteinas del Metabolismo de Polifosfatos Inorganicos y Compuestos de
Fosforo Reducido en Organismos Fotosintéticos. Tesis Doctoral, Universidad
de Sevilla). Como control de complementacion positiva se utilizé la sPPasa de
Familia Il de Streptoccocus mutans fusionada a yEGFP por su extremo C-
terminal (SmPP-GFP), codificada por un plasmido lanzadera de levadura con

caracteristicas similares a los descritos anteriormente.
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Figura 3.1.3: Niveles de proteina y actividad especifica sPPasa en extractos celulares
totales de las difer entes cepas YPC3 cultivadas en glucosa. A) Los niveles de polipéptidos
de las diferentes sPPasas se analizaron por Western blot con un anticuerpo contrala sPPasade
la Familia Il de Ostreoccocus tauri. Se aplicaron aproximadamente 25 ug de proteina por
calle. B) Actividad especifica sPPasa en extractos totales de las diferentes cepas
transformantes. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01;
*** P<0.001; n.s., no significativo).
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El andlisis por Western blot mostré6 la presencia de proteinas
inmunoreactivas en todos los casos, observandose una banda principal a 35
kDa, correspondiente al tamafio esperado para el dominio catalitico sPPasa de
Famlia 11, tanto para la SmPPasa como a MtPPasa(ACBS), en ambos casos sin
la proteina fluorescente YyEGFP (Figura 3.1.3A). Se observa una banda del
mismo tamafo para la cepa MtPPA-GFP, sugiriendo estos resultados que se
produce un procesamiento proteolitico que elimina la yEGFP en todos los casos
y que elimina, presuntamente, también la region CBS en el caso de la proteina
MtPPasa completa. En la cepa SmPP-GFP se pudo observar también una banda
minoritaria de aproximadamente 55 kDa correspondiente al tamafo esperado
para la quimera de la sPPasa Familia |l fusionada a yEGFP. En la
determinacidn de actividad sPPasa en extractos celulares totales (Figura 3.1.3B)
se observaron niveles significativos de actividad similares en ambas cepas
expresoras de MtPPasa, aunque eran notoriamente inferiores a los observados
en la cepa SmPP-GFP. La actividad resultd significativamente estimulada por
MnCl;, en todos los casos, pero no por CoCl,, confirmando este resultado que se

trata de actividades de hidrolisis de PPi producidas por sPPasas de la Familia I1.

Para determinar si las bandas obtenidas se debian a un procesamiento
proteolitico de las quimeras in vivo en las células de levadura, se usaron las
mismas construcciones para transformar una cepa mutante de S. cerevisiae
deficiente en las proteasas vacuolares (BJ5459). En esta cepa no se puede
controlar la expresion de la sPPasa endbégena Ipplp, por ello no se realizaron
medidas de actividad en extractos celulares y sblo se llevaron a cabo ensayos
mediante Western blot de los mismos para detectar los niveles de polipéptidos
de sPPasas Familia |1 que presentaban. Se pudo observar que en todos los casos
aparecia una Unica banda de aproximadamente 60 kDa, correspondiente al
tamafio esperado para las quimeras completas (Figura 3.1.4). Esto parece
confirmar que se producia una degradacion proteolitica asociada a proteasas
vacuolares en la cepa utilizada para los experimentos anteriores. Mediante
andlisis informatico de las secuencias de las quimeras, hemos identificado
varios sitios de corte especificos para la proteasa mayoritaria de levadura
KEX2. Como se puede ver en la Figura S.1 de los datos suplementarios, la

quimera MtPP-GFP posee cuatro sitios de corte especificos para KEX2: 160-
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RR-163 dentro de la secuencia CBS, 195-KR-198 justo después de la secuencia
CBS, 430-RR-433 justo antes de la yEGFP y 652-KR-655 dentro de la
secuencia de yEGFP. En la quimera Mt(ACBS)-GFP se pierde el sitio que esta
dentro de la secuencia CBS (160-RR-163). Estos sitios de corte podrian
explicar el procesamiento observado para las sPPasas e Familia || bacterianas
expresadas heter6logamente en levadura, y sugieren una localizacion subcelular
en compartimentos subcelulares (lisosomas, vacuola) que no permitirian
complementar la deficiencia de la sPPasa citosolica Ipplp, como se discute mas

adelante.

SmPP-GFP MtPP-GFP MtPP(ACBS)-GFP

— 62kDa

Figura 3.1.4: Niveles de polipéptidos de sPPasas Familia |l en extractos celulares totales
de cepas transfor mantes derivadas de BJ5459, y expresoras de las diferentes quimer as.
Los niveles de polipéptidos de las diferentes sPPasas se analizaron por Western blot con un
anticuerpo contrala sPPasade la Familia || de Ostreoccocus tauri. Se aplicaron aprox 25 ug
de proteina por calle.

También se determind si los niveles de actividad sPPasa se veian
afectados por la presencia en el ensayo de concentraciones fisiologicas de
nucledtidos de adenina (ATP y ADP) que se ha descrito afectan in vitro muy
notablemente a la actividad de MtPPasa nativa (Jamsen, Tuominen et al. 2007).
Para ello se realizaron las medidas en las mismas condiciones pero
suplementando las muestras con 50 uyM de ATP o ADP durante la incubacion
con MnCl,. Para las medidas control se suplementaron las muestras con un
volumen de agua desionizada similar al utilizado en el resto de medidas con
ATP/ADP.
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Figura 3.1.5: Niveles de proteina y actividad especifica sPPasa en extractos celulares
totales de las diferentes cepas YPC3 cultivas en glucosa. Las muestras se suplementaron
con 50uM de ATP o ADP y se incubaron durante 30 min a 30 °C de forma simultanea a la
incubacion con MnCl,.

Como era de esperar para la cepa MtPP(ACBS)-GFP, la actividad
especifica sPPasa no se vio afectada en ningin caso por la presencia en el
ensayo de nucledtidos de adenina. Sorprendentemente, este resultado fue el
mismo para la cepa transformada con la construccion completa de MtPPasa
fusionada a yEGFP (Figura 3.1.5). Este resultado, unido al obtenido por
Western blot, sugiere una degradacion proteolitica de la proteina por parte de la
levadura que estaria afectando a la region CBS de la misma, y que posiblemente
conllevaria su eliminacion. Estos resultados explicarian la incapacidad para
complementar la deficiencia de Ipplp y, por tanto, la incapacidad de crecer en
glucosa de la cepa MtPP-GFP, ya que es posible que la levadura esté
confinando la proteina en algin compartimento celular distinto del citoplasma
para su degradacién. Al estar la proteina confinada de esta forma, por ejemplo
en lisosomas o0 en la vacuola, seria incapaz de acceder al “pool” de PPi
citosolico, por lo que, este metabolito se acumularia e impediria la proliferacion
celular.
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3.1.1 Efecto de la fusiéon con el dominio CBS sobre la funcionalidad de la

sPPasa Ipplp de S. cerevisiae

Otro objetivo del presente trabajo fue la expresion en S. cerevisiae de su
sPPasa homdloga Ipplp fusionada a la region CBS de la MtPPasa, y su
caracterizacion funcional. Para ello se realizaron construcciones con la ORF del
gen IPP1 fusionada a la region CBS por su extremo C o N-terminal, y se
introdujeron en el plasmido lanzadera de expresion en levadura p416GPD,
obteniéndose las construcciones Ippl-CBS y CBS-Ippl, respectivamente
(Figura 3.1.6). Con ello se pretendia obtener una proteina Ipplp capaz de ser
regulada por los niveles de ATP, ADP y/o AMP celulares. Una vez realizadas y
comprobadas las construcciones, se transformaron en la cepa YPC3 para
comprobar su capacidad para complementar la deficiencia de Ipplp mediante un

ensayo de goteo en medios con galactosa, glucosa o glicerol (Figura 3.1.7).

BamHI HindIII Sall 200 pb
BamHI HindIII Sall

Figura 3.1.6: Representacion esqueméatica de las construcciones de IPP1 con el dominio
CBS utilizadas par a su expresién heter 6logaen levadura. Leyenda; GPD: promotor del gen
GAPDH3; CYCL1-T: terminador del gen CYCL1; IPP1: ORF del gen IPP1 de S. cerevisiae;
CBS: Secuenciadel dominio CBSde union a nucelétidos de adenina del gen que codifica la
MtPPasade M. thermoaceti ca. A parecen sefialados los sitios de corte derestriccion utilizados
paragenerar las construcciones. Todas las quimeras tenian un tamafio aproximado de 2 kb.
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Figura 3.1.7: Complementacion funcional de la deficiencia en sPPasa Ipplp cr omosémica
de la cepa YPC3 por distintas quimeras de Ipplp y el dominio CBS. Crecimiento
comparativo en galactosa (YPGal), glucosa (YPD) y glicerol (YPGIi) de las distintas cepas.
Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo en agua estéril y, posteriormente, se
sembraron 2,5 ul de cada una de ellas sobre placas con galactosa, glucosa o glicerol,
correspondientes aproximadamente (de izquierda a derecha) a 10%, 10°, 10% y 10 células,
respectivamente.

Ninguna de las cepas expresaroas de fusiones con el dominio CBS fue
capaz de complementar funcionalmente la deficiencia de Ipplp (Figura 3.1.7),
de forma andloga a lo ocurrido anteriormente con la proteina MtPPasa. A
continuacién, se determinaron los niveles de proteina por Western blot y los
niveles de actividad sPPasa en extractos totales de cada una de las cepas
(Figura 3.1.8). Para este estudio no se llevaron a cabo incubaciones con
cationes divalentes, ya que las sPPasas de Familia | solo requieren Mg®* para
alcanzar su maxima eficiencia catalitica. Al mismo tiempo, se midi6 la
actividad especifica de los extractos de las distintas cepas en presencia de 50
pM de ATP o ADP, incubando durante media hora a 30 °C o afiadiendo un
volumen similar de agua desionizada durante la incubacion en el caso de las
medidas control. Como control positivo de complementacion se utilizé la propia
sPPasa nativa de levadura Ipplp introducida en un plasmido lanzadera de
levadura de caracteristicas similares al empleado con el resto de quimeras. Para
el andlisis por Western blot se utilizd un anticuerpo especifico anti-sPPasa
Familia | mayoritaria PPAI de la microalga Chlamydomonas reinhardtii

obtenido por nuestro grupo (Gomez- Garcia, Losada et al. 2006).
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Figura 3.1.8: Niveles de proteina y actividad especifica sPPasa en extractos celulares
totales de las difer entes cepas YPC3 cultivadas en glucosa. A) Los niveles de las diferentes
sPPasas se analizaron por Western blot con un anticuerpo contra la sPPasa Familia | de C.
reinhardtii. En cada calle se aplicaron aproximadamente 40 ug de extractos celulares. B)
Actividad especifica ensayada en condiciones estandar de liberacién defosfato a partir de PPi
en extractos totales delas diferentes cepas. Las barras de error representan error estandar (n =
3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).

Los andlisis por Western blot (Figura 3.1.8A) mostraron en todos los
casos una banda de aproximadamente 32, correspondiente al tamafio de la Ipplp
nativa y al dominio catalitico sPPasa de las quimeras (Figura 3.1.8A). Ademas,
en los extractos de las sPPasas quiméricas se aprecié una banda de mayor

tamario (aprox. 48 kDa), mas tenue en la cepa CBS-Ipplp que enla lppl-CBS,
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que corresponderia a las fusiones de Ipplp con el dominio CBS. Estos
resultados sugieren un procesamiento proteolitico de las quimeras, mas
eficiente en el caso de la quimera con dominio CBS N-terminal, como se
discute mas adelante. Mediante andlisis informético de la secuencia de las
guimeras se identidicaron varios sitios de corte para la proteasa mayoritaria de
levadura KEX2. Como se puede apreciar en la Figura S.1 de los datos
suplementarios, en la quimera Ipplp-CBS el sitio de corte para KEX2, que
existe dentro de la secuencia CBS, se localiza en el extremo C-terminal de la
quimera; mientras que en la quimera CBS-1pplp este sitio de corte se sitla en la
secuenia de unién del dominio CBS con Ipplp. Estos sitios de corte podrian

explicar los patrones de bandas observados por Western blotting.

En todos los casos se apreciaron niveles de actividad ligeramente
mayores a los del control, siendo significativamente mayores en el caso de la
quimera Ipplp-CBS, que parece mas resistente a protedlisis (Figura 3.1.8B).
Sin embargo, en ninguno de los casos se aprecid0 que los niveles se viesen
significativamente afectados por la presencia de nucledtidos de, si acaso un
ligero incremento en presencia de los nucledtidos (Figura 3.1.8C). Estos
resultados sugieren un procesamiento proteolitico post-traduccional de las
guimeras por parte de la levadura en el que, previsiblemente, se elimine el
dominio CBS introducido de forma artificial. El hecho de que las cepas
expresoras de estas quimeras no sean capaces de complementar la deficiencia de
Ipplp en condiciones de crecimiento en glucosa, pero sus extractos totales
presenten una alta actividad catalitica, hace suponer que las quimeras han sido
translocadas y que este procesamiento proteolitico se lleva a cabo en algin
compartimento subcelular distinto del citosol (lisosomas, vacuola) que impide

el acceso de la proteina sPPasa al “pool” de PPi citosolico.

Los resultados de este trabajo en conjunto, nos han llevado a pensar que
el dominio CBS de la sPPasade M. thermoacetica (MtPPasa) es reconocido por
la maquinaria celular de la levadura durante la sintesis proteica. Por tanto, la
MtPPasa y las sPPasas quiméricas con el dominio CBS deben ser dirigidas
hacia algun compartimento celular, como el lisosoma o la vacuola, donde sufren
un procesamiento proteolitico. Esto impide la expresién funcional de las

sPPasas que contengan este dominio en levadura.
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3.2 Anadlisis de expresion de la regién promotora del gen |PP1

En este trabajo se pretendio definir la region promotora minima necesaria
para la expresion del gen IPP1 (YBRO11C) de S. cerevisiae. Para ello se utilizd
la base de datos de genoma de levadura conocida como “Yeast genome”

(http://www.yeastgenome.org). Este gen se encuentra localizado en el

cromosoma |l de dicho microorganismo, entre las posiciones 257.112 y
257.975, comprendiendo un total de 863 pb. El gen inmediatamente anterior
(aguas arriba) al gen de estudio codifica una proteina putativa del reticulo

endoplasmico (YBRO13C) y se encuentra a una distancia aproximada de 7,5 kb.

El promotor del gen IPP1 debe encontrarse tedricamente dentro de esta
region intergénica, por lo cual se decidié seleccionarla como objeto de estudio.
La mayor parte de esta region intergénica corresponde a un retrotransposn
(YBRWTy1-2) de 5,9 kb, que a su vez contiene otros dos retrotransposones mas
pequefios (YBR012W-A/B) (Figura 3.1.2A). En vista de este dato, se decidio
restringir la secuencia de estudio a la zona comprendida entre el inicio de la
ORF del gen IPP1 y el inicio del retrotransposon YBRWTyl1-2, y se disefiaron

oligonucleétidos para llevar a cabo la clonacion de esta region genémica.

Al mismo tiempo se diseflaron oligonucleétidos para clonar por PCR
distintas regiones de esta secuencia y asi obtener diferentes versiones del
posible promotor del gen IPP1 (Figura 3.2.1B). Debido a las multiples
dificultades metodoldgicas que aparecieron durante el proceso de clonacion de
la regién promotora de 1,9 Kb, y a la existencia en la regién mas distal aguas
arriba del gen IPP1 de una dudosa ORF y una region de repeticiones en tandem
(pertenecintes a los retrotransposones), se descartd esta version del promotor y
se decidio trabajar con tres versiones definitivas mas cortas: una de 900 pb
(plppl 900ph), otrade 350 pb (plppl 350 pb) y una tercera de 900 pb en la que
se habian eliminado las 157 pb mas cercanas al gen IPP1 (pIppl A157) (Figura
3.2.1C).
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TGTTGATAAAGGCTATAATATTAGGTATACAGAATATACTAGAAGTTCTCCTCGAGGATATAGGA
ATCCTCAAAATGGAATCTATATTTCTACATACTAATATTGCGATTATTCCTCATTCCGTTTTATATGTT
TCATTATCCTATTACATTATCAATCCTTGCACTTCAGCTTCCTCTAACTTCGATGACAGCTTCTCATA
ACTTATGTCATCATCTTAACACCGTATAT GATAATATATTGATAATATAACTATTAGTTGATAGACGAT
AGTGGATTTTTATTCCAACAATTACTTTAACATGAATAAGCTCAAAGTAAGCCAGAACAATTACCT
ACAAAGAAGTGATTTCTATAAATTCGAAAGAAACGGCACTGAATGGGAATATATATTTGCATCAAA
TTCAGCTTGTCTTGATTATAATAATAATACAGCTGTTAATAATGATATAATTTCGTCACTTAATTATTG
CATCAGTGATGACAGATATTATGAAACTGCAGCGATGTGTGTGGTTTTGAAATTATCTCAAGATTG
CTCTTTTGATGTGAGGCTTCAACGAAGTGGAAATGGGCCATATAAGAATATCTGGGATATGCCTTG
CGGAGAATTACAACAACACATTGGTTACAAAAATGGTATATGCTATAATAGTGAAAACACGGTGTT
ATCGGCAGTAGGTGTAGAACATCGATATCATAAAAGTGTTTCTCGTCTATAAGATAAATTTGTTGG
CGGTTATAGTTCGAAAAAGTGTATTGGACATGTTATAGATCAGAAAAACTTGGATAAAAATTGATA
AAAGAAAAATGAACCACAATACCTTTACATAGTATTTTAACTCATTATCCTCGTGAAATATATATATA
TATATGGATATATATGGAACTTTGTTGGAATGAAATTTTAATATCATCTATTTCGCAGCACTCATGTT
ACTATTATATCACATGCGGTGTAAGAGGATGGCATAAAGATTGAGAAACAGT

GACACAATAATGAGTGACAACATATAAAAGGAAGTAAGATACAATAATATTATTAT
GTATAACTATCGATTTCCTTTIGTGGATTCCTATATCCTCGAAAAGAACTTCTAGTATAATCTGTGTA
CCTAATATTACAGCCTTTGAAAACAATGGAATCCCAACAATTATCTTATTCCCATAATTCTCATATAC
AAGATACAAGGGAGAAGTAAACAATGGATACAAGGAGAAATATGGCGCTAAAGGCTGATTTAAT
TGGATTGTTCGATTCGAAGTCGCTCAATAGAATTTGATGGCTCCCTCAGAGTGCGGTTCAAATCAT
TCGGATACTTTGAAGAAAGGGTAATATATTGTACCTTTGAACATGAGTTCATGAGTTGAAAAAGGT
AAAAATAATCTGCTAAAATGATTACTCTTCTCTAAGAATGTGGTCTTCCCCACCCACGTGATAGTA
ATACATAGGAACCGTTTTACTGAACGCTACATTACCCATCAATATAATATCATGATTTAGCCGCCG
AATTTTATGTAACTAAAAGGTTGCGGGACTTTGAAGCCCAGGTAGAAGTGTTTCATTCACAGAAG
GAGATGCCAATGTGCTATTATTATCCCTGTGTGGCGCACTATTCAAACGGATTTGACTGTTCTTCA
AAATATCGTCATCGCAGACGCTAAGGTTGTITGGGAGAAGCCACAGTCATTAGATACGATAGTCT
CATGATGACTTTITTICTCGTTTTTTITICGACGTTTTAAGGTCGCGTCGAAGTTAGGAAGGTTAGITC
ATTTACAACTTGTTTTTGAATACTTACTTTCTTAATCATCTATTTTGATTTGTTGTCCCTTAGGTCTAT
AGAACAGGATATCCCGCCGCGCAATTTACTA

Ll

B

| pIPP1 1,9 Kb

pIPP1 900 pb

1PP1 350 pb

pIPP1 A157 pb

11l

200 pb

Figura 3.2.1: Definiciéon de la region intergénica de estudio. A) Regién intergénica
comprendida entre los locus YBRO13C e YBRO11lC. YBRWTy1-2, YBRO12W-A e
YBRO12W -B: retrotransposones; plppl: promotor putativo del gen IPP1. B) Secuencia del
putativo promotor del gen IPP1. Los olinucleétidos utilizados se han marcado con diferentes
colores; verde: Fw para regidon promotora de 1,9 Kb; amarillo: Fw para region promotora de
900 pb; azul: Fw para region promotora de 350 pb; morado: Rv para region promotora
completa; rojo: Rv para region promotora sin las 157 pb mas préximas al gen IPP1. C)
Regiones promotoras utilizadas en este trabajo.
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plpp1 900 pb plppl A157 pb plpp1 350 pb

- Y — 900 pb

Figura 3.2.2: Fragmentos de ADN gendmico de S. cerevisiae, obtenidos mediante PCR, de
las distintas versiones del promotor del gen IPP1 analizadas en este trabajo, separ adas

mediante electroforesis en gel de agar osa.

Una vez obtenidas, las tres versiones de secuencias promotoras (Figura
3.2.2), se introdujeron en plasmidos centroméricos lanzadera de levadura
(p416) carentes de promotor y que contenian bien la ORF del gen reportero
YEGFP3 o0 la ORF del gen IPP1. Con estas construcciones, se procedié a
transformar distintas cepas de levadura para analizar la expresion de los genes

citados.

3.21 Andlisis de la expresion del gen reportero YEGFP3 por la regiéon

promotora de IPP1

Las distintas versiones de secuencias promotoras del gen IPP1l se
introdujeron en un plasmido centromérico lanzadera de levadura (p416) carente
de promotor y con la ORF del gen yEGFP3. Usando esta construccién se
pretendié limitar a uno el nimero de copias del plasmido presente en cada
célula. La cepa utilizada para la transformacion fue la estirpe silvestre de S.
cerevisiae (W3031-a), siendo utilizada también como control negativo de los
experimentos. Se utilizaron dos cepas distintas de W3031-a como controles
positivos: una transformada con el mismo plasmido p416 portando el promotor
del gen de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa TDH3 (GPD-P), un
promotor de expresion constitutiva en levadura, y otra transformada con el
plasmido p416 portando el promotor del gen MET25 (MET25-P).

Para analizar la expresion del gen reportero yEGFP3, lo primero que se
hizo fue observar las células con el microscopio de fluorescencia. Después se
obtuvieron extractos celulares totales de las cepas transformantes y se
determinaron los niveles de fluorescencia que presentaba cada uno de ellos

mediante un espectrofotémetro de fluorescencia VARIAN CARY Eclipse®
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(Agilent Technologies). También se cargaron la misma cantidad de proteina de
los extractos celulares de cada una de las cepas en geles de poliacrilamida v,
tras separacion electroforética, se analizaron las bandas de yEGFP mediante
deteccion directa de fluorescencia en los geles utilizando un escaner de

fluorescencia Ettan DIGE Imager® (GE Healthcare).

Mediante las imégenes de microscopia de fluorescencia se pudo
comprobar que la cepa con mayor nivel de expresion de YEGFP es la que
contiene el gen reportero bajo el dominio del promotor GPD, siendo esto lo
esperado al tratarse de un promotor de expresion constitutiva fuerte (Figura
3.2.3A). Las cepas que expresaban YEGFP bajo el control de las secuencias
promotoras plppl 900 pb y plppl 350 pb, presentaron unos niveles de emision
de fluorescencia verde similares y algo inferiores a los que presentaba la cepa
expresora de YEGFP bajo el control del promotor del gen MET25. La cepa que
expresaba YEGFP bajo el control de la secuencia promotora pIppl A157 pb no
presentaba niveles detectables de fluorescencia, al igual que la cepa control

W3031-a sin transformar.

En los correspondientes extractos celulares, al determinar los niveles de
fluorescencia verde de cada cepa comprobamos que los resultados eran
similares a los obtenidos por imagenes de microscopia, siendo las cepas con
més nivel de fluorescencia las que expresaban YEGFP bajo el control de los
promotores GPD-Py MET25-P. Las cepas con las secuencias promotoras plppl
900 pb y plppl 350 pb presentaron niveles similares de fluorescencia y
sustancialmente inferiores a las dos cepas anteriores, mientras que la cepa con
la secuencia promotora plppl A157 pb presentaba una fluorescencia residual

similar a la del control negativo (Figura 3.2.3B).
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Figura 3.2.3 Anélisis de la expresion del gen reportero YyEGFP bajo el control de
secuencias promotoras de IPP1. A) Expresién de la proteina yEGFP determinada por
microscopia de fluorescencia de las diferentes construcciones con secuencias de plppl
expresadas en la cepa W303-1a de S. cerevisiae. a) W303-1a; b) GPD-P; c) MET25-P; d)
plppl 900 pb; e) plppl A157 pb; f) pIppl 350 pb. B) Niveles de emision de fluorescencia
verde (510 nm) determinados en extractos celulares totales de las cepas expresoras de las
distintas construcciones de plppl-yEGFP. C) Localizacién y cuantificacion de la banda de
proteina yEGFP en gel SDS-PA GE mediante deteccion directa de emisiéon de fluorescencia
verde. Se aplicé la misma cantidad de extracto, aprox. 25 ug de proteina, por calle. Se
muestralatincién con Ponceau S de la calle correspondiente usada como control de carga.
U.R.: unidadesrelativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).
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En el ensayo de identificacion directa de la proteina yEGFP en gel de
SDS-PAGE (Figura 3.2.3C) se descartd el uso de la cepa GPD, ya que
presentaba unos niveles saturantes para el aparato de deteccion con lo que
enmascaraba la deteccion de la proteina fluorescente en las cepas restantes. Se
pudo observar una banda de proteina de aproximadamente 23 kDa,
correspondiente al tamafio de la proteina fluorescente verde yEGFP, en todas
las cepas excepto en el control negativo y en la cepa con la secuencia promotora
plppl A157 pb. Las cepascon las secuencias promotoras plppl 900 pb y plppl
350 pb presentaron una banda de una intensidad similar, siendo esta intensidad

un 90% inferior ala apreciada para la banda de la cepa MET25-P.

3.2.2 Anédlisis de la expresién del gen IPP1 bajo el control de las secuencias

promotoras analizadas en este trabajo

Para estudiar la expresién del gen IPP1 bajo el control de las secuencias
de su propia region promotora analizadas en esta Tesis, las distintas secuencias
se introdujeron en el plasmido centromérico p4l1l6 carente de promotor y
portando la ORF del gen IPP1. Usando estas construccionesse ha pretendido
gue no hubiera mas de una copia de la construccion a estudiar por célula. La
estirpe utilizada para la transformacion fue la cepa mutante de S. cerevisiae
YPC3, la cual tiene la copia cromosémica del gen IPP1 bajo el control del
promotor inducible por galactosa (pGAL1). De esta forma se eliminaba la
expresion enddgena del gen IPP1 pasando las células a medio con glucosa y se
aseguraba determinar Unicamente la expresion producida por las construcciones
introducidas. Como control negativo se utilizo la propia estirpe YPC3 sin
transformar, y como controles positivos la cepa silvestre W303-1a sin
transformar y la misma cepa transformada con el plasmido p416 conteniendo

IPP1 bajo el control del promotor del gen MET25.

Se realizO un ensayo de crecimiento en gota, en medios con galactosa,
glucosa y glicerol, para comprobar si las distintas cepas eran capaces de
complementar funcionalmente la deficiencia en Ipplp del mutante YPCS3.
También se obtuvieron extractos celulares totales de cada cepa y se midio su

actividad especifica sPPasa, ademas de analizar por Western blotting los niveles
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de la proteina Ipplp en dichos extractos mediante la utilizacion de un

anticuerpo comercial especifico para ella.
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Figura 3.2.4: Analisis de la expresién del gen IPP1 bajo el control de las secuencias
promotor as analizadas en estetrabajo. A) Panel izquier do. Complementacion funcional de
la deficiencia en sPPasa Ipplp cromosémica de la cepa YPC3 por distintas construcciones
guiméricas de plppl1+IPP1. Crecimiento comparativo en galactosa, glucosa y glicerol de las
distintas cepas transformantes. Se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo en agua
estéril y, posteriormente, se sembraron 2,5 pul de cada una de ellas en placas con galactosa,
glucosao glicerol, correspondientes aproximadamente (de izquierda a derecha) a 10, 103, 10?
y 10 células, respectivamente. Panel derecho. Curvas de crecimiento en medio liquido con
glucosa (YPD) de S. cerevisiae W303-1a y las cepas transformantes de su derivada YPC3
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expresoras de IPP1 bajo el control de diversas secuencias promotoras. El crecimiento se
determind por la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm. B) Niveles de actividad especifica
sPPasa delaestirpede S. cerevisisae W303-1lay una serie de transformantes de su derivada
YPC3 expresoras de Ipplp bajo el control de diversas secuencias promotoras. (*): p<0,05;
(***): p<0,001; n=9. C) Deteccion y cuantificacionde la proteina Ipplp en extractos totales
de cadaunade las cepas mediante Western blot utilizando un anticuerpo comercial especifico
anti-lpplp. Se aplico la misma cantidad de extracto, aprox. 50 ug de proteina, por calle. Se
muestralatincion con Ponceau S de la calle correspondiente usada como control de carga.
U.R., unidadesrelativas. Las barrasde error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).

Como se puede apreciar en la Figura 3.2.4A, solo la cepa expresora del
gen IPP1 bajo el control de la secuencia promotora pIppl A157 pb no presento
crecimiento, lo cual indica que dicha construccion es incapaz de complementar
funcionalmente la deficiencia de Ipplp en la estirpe mutante YPC3 cultivada en
glucosa o glicerol. Esto indica, ademas, que no se produce la expresion del gen
IPP1 en esta cepa o que, al menos, sus niveles de expresion no son
suficientementes para cubrir las necesidades de Ipplp de la célula. Mediante
medidas del crecimiento en medio liquido se comprobd que todas las cepas
transformantes, excepto la que contiene la secuencia promotora plppl A157 pb,
presentaban las tasas de crecimiento similares cuando se utilizd glucosa como
fuente de carbono, siendo algo menores que el crecimiento de la cepa silvestre.
Por otraparte, la cepa que expresaba el gen IPP1 bajo el control del promotor
del gen MET25 presentaba unos niveles de actividad especifica sPPasa
significativamente superiores al resto, aunque su tasa de crecimiento en medio
liqguido con glucosa era similar al del resto de cepas (Figura 3.2.4A y B). Este
dato sugiere que no existe una relacion directa entre los niveles de expresion
del gen IPP1 y la tasa de crecimiento de los cultivos de levadura, mientras que
Si es necesario que se dé un nivel minimo de expresion para que el crecimiento
se produzca. Los niveles de proteina Ipplp detectados en Western blot
muestran una buena correlaciéon con los niveles de actividad especifica sPPasa
medidos en cada una de las cepas transformantes, siendo muy elevados en la
que expresa el gen IPP1 bajo el control del promotor del gen MET25 e
inexistente tanto en la cepa control YPC3 como en la cepa transfromante plppl
A157 pb (Figura 3.2.3C). No se observaron diferencias significativas ni en los
niveles de proteina Ipplp, ni en los de actividad especifica sPPasa de las cepas

transformantes plppl 900 pb y plppl 350 pb con respecto a la cepa control
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W303-1a, siendo esto lo esperado al estar la expresion del gen IPP1 controlada

en estas cepas por secuenciaa del mismo promotor que en la cepa silvestre.

A la vista de los resultados de este trabajo en su conjunto, podemos
deducir que no existen diferencias apreciables en la expresion del gen IPP1
bajo el control de secuencias promotoras homologas de 900 pb o de 350 pb de
longitud, y que los componentes esemciales para la expresion del gen se
encuentran localizados en las 157 pb inmediatamente adyacentes aguas arriba

del propio gen IPP1.
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3.3 Implicaciones funcionales de variaciones inducidas en la distribucién

nacleo-citoplasmica de la sPPasa | pplp de Saccharomyces cerevisiae

La regulacion del transporte bidireccional entre el citoplasma y el nicleo
es crucial para la supervivencia de los organismos eucariotas. El transporte de
proteinas de mas de 40 kDa se produce de forma activa a través de los
complejos de poro nuclear (NPCs) en un proceso mediado por proteinas
importadoras (importinas) o0 exportadoras (exportinas). Las importinas
reconocen secuencias de importacion especificas (nuclear localization signal,
NLS) en las proteinas que van a ingresar al nicleo y median la unién entre ellas
y los NPCs, permitiendo que accedan al lumen nuclear (Kalderon, Richardson
et al. 1984).

Gracias a trabajos previos del grupo (Serrano-Bueno, 2012), sabemos que
la sPPasa mayoritaria de S. cerevisiae (Ipplp) presenta una distribucion nucleo-
citoplasmica, aunque los niveles tanto de proteina como de actividad catalitica
son menores en el ndcleo debido a una estricta regulacion de los niveles de
Ipplp nuclear por degradacion proteica. Ademéas se demostré que la presencia
de secuencias NES (nuclear exclusion signal) o NLS heter6logas en la
secuencia de la sPPasa alteraban drasticamente su distribucion subcelular. En
este trabajo se profundiza en el mecanismo que permite la adecuada
distribucion nucleo-citoplasmica de esta proteina e intentamos desvelar el
efecto que tiene la alteracibn de su distribucion en la fisiologia del
microorganismo. Mediante alineamientos de secuencias con sPPasas de otros
organismos, tanto eucariotas como procariotas, hemos identificado una region
rica en aminoacidos basicos (74-KKGKLR-79) en la secuencia de Ipplp que
podria ser una sefial de localizacion nuclear NLS enddgena (NLSe) de esta
proteina. Esta secuencia se encuentra altamente conservada entre las sPPasas de
los organismos eucariotas (Figura 3.3.1A), mientras que esta ausente en las
sPPasas de procariotas. Ademas, mediante analisis de la estructura
tridimensional homodimérica de Ipplp (Figura 3.3.1B) se puede observar que la
posible secuencia NLSe se encuentra expuesta al medio en una zona superficial

de la subunidad, lo cual permitiria su reconocimiento y union a las importinas.
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201 CCCAATCATCCAAGACACCAAGAAGGGCAAGTTGAGATTTGTTAGA 247 IFPFI
RN EE 2k AN NN RN

201 CCCRAATCATCCRAGACACCGCGGCGGGCARGTTGAGATTTGTTAGE 247 ippl-I1

201 CCCAATCATCCAAGACACCAAGAAGGGCAAGTTGAGATTTGTTAGA 247 IFPFI

EREARERRRRRRRRRRRNE S ERERRRERERE
201 CCCAATCATCCAAGACACTAGT--—-————==—=—- AGATTTGTTAGA 235 ippl-ANLS
Spel
IPYR_YEAST NPIIQDTERGRKIREFVRNCE 85
IPYR CANAL NPITQDTRRGKLREVRNCE 86
IPYR:EMENI NPIKQDTRRGKLREVRNCFE 85
IPYR_SCHPO NPIKQDTRRGKLREVRNCFE 86
IPYR HUMAN NPIKQDVREKGKLRYVANLE 85
IPYREfYEAST NPIVQDTRNGKLREVNNIF 117
IPYR2 SCHPO HPIKQDLENGKLRYVANSFE 91
Q5SBGDS_EMENI NPIFHDERDGSPRYVESVW 117
IPYR ECOLI GALFVD—-————- RFMSTAM 50
Ippl-1 NPTIIQDTAAGKIREVRNCE 85
IpplANLS NPIIQDTS----REVRNCF 81

Figura 3.3.1: Alineamiento de las secuencias de distintas sPPasas de organismos
procariotas y eucariotas en la region que contiene una secuencia consenso NLS vy
estructuradel dimero de Ipplp (estructuraPDB 2IHP). A) Alineamiento de las secuencias
de sPPasas. En amarillo se muestranresiduos importantes parael funcionamiento catalitico de
la sPPasa. En rojo se muestran las mutaciones de laNLS introducidas en los dos mutantes de
Ipplp generados en este trabajo. B) Localizacién de la posible regién NLS 74-KKGKLR-79
en la estructura homodimérica de Ipplp. En rojo se muestran los residuos de lisina de la
posible sefial NLS, otros residuos importantes para la actividad catalitica de la enzima se
muestran en azul, verde y amarillo.

Para determinar el grado de incidencia de esta posible NLS enddgena
sobre la distribucién subcelular de Ipplp, se construyeron quimeras de Ipplp
con distintas mutaciones en esa region unidas a YyEGFP por su extremo C-
terminal (Figura 3.3.2). Todas estas quimeras tienen, al igual que la fusion con
la sPPasanativa |ppl-GFP, una masa molecular de aprox. 60 kDa, por lo que no
pueden pasar por difusibn a través de los poros nucleares y necesitan ser
transportadas por el sistema de importinas/exportinas, como se ha sefialado
anteriormente. En el mutante Ippl-1 dos residuos contiguos de lisina (K74 y

K75) se sustituyeron mediante mutagénesis dirigida por dos residuos de alanina,
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mientras que en el Ippl-3 se sustituyé ademas un tercer residuo de lisina (K77)
por un residuo de alanina, y en el mutante por delecion Ippl-ANLSe se
sustituyé casi toda la secuencia (6 residuos) de la sefial NLSe enddgena -
excepto la ultima arginina- por un Unico residuo de serina (Figura 3.3.1A).
Ademés se ha construido una quimera de Ippl-ANLSe unida por su extremo C-
terminal a una secuencia NES heterologa de 11 residuos (LQLPPLERLTL; de la
proteina Rev del virus HIV-1) y a la yEGFP; esta proteina Ipplp quimérica
deberia tener una localizacién estrictamente citoplasmica. Para conseguir una
distribucién subcelular totalmente opuesta a esta, se ha construido una quimera
de Ipplp que contienes tres secuencias NLS heterélogas (7 residuos,
PKKKRKYV) consecutivas, del antigeno T del virus SV40, unidas a la yEGFP
por su extremo C-terminal. Todas las construcciones quiméricas se introdujeron
en el vector lanzadera de levadura pRS1024 y se utilizaron para transformar la
cepa YPC3 de S. cerevisiae, la cual permite eliminar la expresion de la copia
cromosomica del gen IPP1 mediante el crecimiento de la levadura en medio con

glucosa.

BamHI Sall Xhol 200 pb

|

IPPI-1/3 [ yecEPs -—
BamHI Sall Xhol
BamHI Sall Xhol
—‘4 wrranise || perrs oe——
BamHI Sall Xhol

Figura 3.3.2: Construcciones quiméricas de Ipplp con localizacién nucleo-citoplasmica
modificada utilizadas en este trabajo. Leyenda; M ET25-P: Promotor del gen MET25; IPP1:
ORF del gen IPP1 de S. cerevisiae; IPP1-1/3: ORF del gen IPP1 de S. cerevisiae portando dos
(Ipp1-1) o tres (Ipp1-3) mutaciones puntuales en la secuencia NLSe; IPP1-ANLSe: ORF del
gen IPP1 de S. cerevisiaeen laque se haeliminado por delecion lasecuencia NLSe; yEGFP3:
ORF del gen yEGFP3; NES: Secuenciade exclusion nuclear heteréloga de la proteina Rev del
virus HIV-1; NLS: Secuenciade localizacion nuclear heter6logadel antigeno T del virus SV -
40; CYC-T: Terminador del gen CYC1. Se muestran los sitios de restriccion utilizados en la
construccién de las quimeras. Todas las construcciones quiméricas tienen un tamafio
aproximado de 2 kb.
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Una vez obtenidas las cepas transformantes con estas construcciones, se
procedio a observar las células al microscopio de fluorescencia para determinar
la distribucion subcelular de cada una de las variantes de Ipplp. En la Figura
3.3.3 se puede observar la distribucidon nucleo-citoplasmica de la quimera de
Ippl-GFP nativa, y ademéas se puede apreciar claramente la alteracion de esta
distribucién en la cepa transformada que expresa la variante de Ippl-GFP-
3XNLS que contiene tres secuencias en tdndem de la NLS del virus SV40, la
cual se encuentra totalmente localizada en el interior del nacleo. Por el
contrario, en la cepa que expresa la variante 1ppl-ANLSe-GFP carente de la
sefial enddégena NLSe, se pueden observar unas zonas mas oscuras en la
fluorescencia verde que coinciden con el sitio que ocupa el nicleo celular, lo
que sugiere una localizacion preferentemente citoplasmica. La técnica utilizada
para la observacién de las células no nos permitié obtener imagenes definitivas
sobre la exclusion nuclear de esta version de Ipplp, por lo que fue necesario

realizar otros experimentos que nos permitiesen confirmar este hecho.

Campo claro DAPI YEGFP

YPC3+Ippl-GFP

YPC3+Ipp1-ANLSe-GFP

YPC3+Ipp1-GFP-3xNLS

Figura 3.3.3: Imégenes de microscopia de fluorescencia de cepas de S. cerevisiae
derivadas de YPC3 transformadas con construcciones quiméricas de Ipplp que
presentan difer entes distribuciones subcelulares.
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Se llevaron a cabo curvas de crecimiento de todas las cepas en medio
liquido selectivo con glucosa durante 25 h para comprobar si la distribucion
subcelular de la proteina Ipplp afectaba al crecimiento de la levadura (Figura
3.3.4). La localizacién preferencial de Ipplp en el citoplasma no produjo una
alteracion significativa de la tasa de crecimiento de los cultivos, muy similares
al control W303-1a, ya que las cepas expresoras de versiones de Ipplp que
estan excluidas del nicleo, ya sea por alteraciones en la sefial NLSe (Ippl-3-
GFP, Ippl-ANLSe-GFP), por exportacion activa al contener una NES
heter6loga (Ippl-NES-GFP) o por ambos motivos (Ippl-ANLSe-NES-GFP),
crecieron a una tasa similar a la de la cepa control 1ppl-GFP e Ippl-NES-GFP.
Por el contrario, el confinamiento de la proteina Ipplp en el nlcleo celular
produce una disminucion significativa de las tasas de crecimiento de los
cultivos (Ippl-GFP-NLS, Ippl-GFP-3xNLS). Esto podria ser debido a un
aumento de los niveles de PPi en el citoplasma producido por la importante
disminucion de los niveles celulares de Ipplp que se produce en estas cepas, o

cual altera el anabolismo celular (véase mas adelante).

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)

Figura 3.3.4: Curvas de crecimiento de cepas de S. cerevisiae derivadas de YPC3
transformadas con construcciones quiméricas de Ipplp con diferentes distribuciones
subcelulares. 1) W3031-a, usada como control; 2) YPC3, usada como control negativo; 3)
Ippl-GFP; 4) Ippl-NES-GFP; 5) Ippl-GFP-NLS; 6) Ippl-3-GFP; 7) Ippl-ANLSe-GFP; 8)
Ippl-ANLSe-NES-GFP; 9) Ipp1-GFP-3xNLS.
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Gracias a trabajos previos del grupo (Serrano-Bueno, 2012), sabemos que la
cepa de S. cerevisiae que expresa una construccion quimerica de lpplp que
contiene una secuencia NLS heteréloga del virus SV40 (Ippl-GFP-NLS)
presenta unos valores de actividad sPPasa especifica en extractos celulares
totales claramente menores que la cepa transformada con la version nativa de
Ipplp unida a GFP (Ippl-GFP), debido a que se produce una mayor degradacion
de esta Ipplp quimérica por el proteasoma nuclear. Por tanto, la localizacién
nuclear preferencial inestabiliza a la sPPasa. En las cepas transformadas con la
version de |pplp-GFP unida a una secuencia NES (Ipplp-NES-GFP) ocurre lo
contrario, los niveles de actividad sPPasa especifica en extractos celulares son
mayores que en las otras cepas transformantes. Con estos datos en mente,
procedimos a obtener extractos celulares totales de las distintas cepas YPC3
crecidas en medio con glucosa, y determinamos la actividad sPPasa especifica

en todos ellos.

Las cepas expresoras de las quimeras mutantes Ippl-1 e Ippl-3
mostraron unos niveles de actividad especifica sPPasa en extractos celulares
totales similares a los de la cepa expresora de la quimera nativa control Ippl-
GFP, lo cual indica que las mutaciones puntuales de residuos basicos de la
region NLSe no es suficiente para conseguir la exclusion de Ipplp del nicleo
celular (Figura 3.3.5A). Sin embargo, tanto la cepa expresora de la quimera
Ippl-ANLSe-GFP como la de Ippl-ANLSe-NES-GFP mostraron niveles de
actividad especifica sPPasa significativamente superiores al de la quimera
control Ippl-GFP y préacticamente iguales a los de la quimera Ippl-NES-GFP;
ademés la cepa Ippl-ANLSe-NES-GFP muestra niveles de actividad sPPasa
ligeramente superiores los de la cepa Ippl-ANLSe-GFP. Todos estos datos nos
indican que la eliminacién de la secuencia NLSe produce una exclusién de la
proteina Ipplp del nicleo celular, aunque esta exclusion no llega a ser total, y
sugieren que esta secuencia actlia como una auténtica bona fide NLS que debe
participar en el transporte nucleo-citoplasmico de Ipplp. La cepa expresora de
la quimera Ippl-GFP-3XxNLS muestra unos niveles de actividad sPPasa
significativamente inferiores a los que presenta la cepa expresora de la quimera

Ippl-GFP y ligeramente inferiores a los que muestra la expresora de la quimera
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Ippl-GFP-NLS, lo que indica que se ha conseguido un alto grado de

confinamiento de la proteina Ipplp en el interior del nlcleo celular.

A
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P o (N o

Actividad especifica sPPasa
(umol Pi. min-t, mg?1)
o
(6]

Ipp1-GFP Ipp1-1-GFP Ipp1-ANLSe-GFP

Incremento (U.R.)

Ponceau S
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Figura 3.3.5: Niveles de proteina y de actividad especifica sPPasa en los extractos
celularesdelas cepas YPC3 de S. cerevisiae transfor madas con las distintas ver siones de
Ipplp. A) Niveles de actividad especifica sPPasa. En azul se muestran los valores de
actividad sPPasas de las cepas control y en verdelos de las cepas obtenidas en este trabajo. B)
Niveles de polipéptidos de las quimeras Ipplp en las cepas con la distribucién nucleo -
citoplasmica mas extrema esperable de Ipplp y de la cepa control expresora de la quimera
nativa Ipp1l-GFP, determinados por Western-blot con un anticuerpo comercial anti-GFP. Se
aplic6é aprox. 50 ug de proteina por calle. Se muestra la tinciéon con Ponceau S de la calle
correspondienteusada como control de carga. Las barras de error representan error estandar (n
=3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).

Se sometieron las diferentes cepas transformantes a fraccionamiento
subcelular junto a la cepa control expresora de la quimera Ippl-GFP, para
separar la fraccion citoplasmica de proteinas solubles de la correspondiente
fraccion nuclear. Una vez realizado el aislamiento, se procedid6 a medir los
niveles de actividad especifica y los niveles de polipéptido de Ipplp en cada

una de las fracciones. A pesar de que no se observaron mayores niveles de
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actividad sPPasaen los extractos celulares totales de las cepasexpresoras de las
quimeras mutantes de NLSe Ippl-1-GFP e Ippl-3-GFP (Figura 3.3.6A), los
resultados obtenidos tras el fraccionamiento subcelular muestran en los dos
casos mayores niveles de actividad que en la fraccion citosélica de la cepa
control expresora de Ippl-GFP. Sin embargo, presentaron niveles semejantes a
la cepa control en las fracciones nucleares. Por otra parte, las cepas expresora
de las quimeras carentes de NLSe Ippl-ANLSe-GFP e Ippl-ANLSe-NES-GFP
presentaron niveles de actividad especifica sPPasa similares en sus fracciones
citoplasmicas, los cuales fueron significativamente mayores que los
determinados en las cepas expresora de las quimeras Ippl-1/3-GFP y la control
Ippl-GFP. Ademés, los niveles de actividad en las fracciones nucleares eran
ligeramente inferiores en estas cepas que en la expresora de la quimera control,
aunque esta diferencia no llegd a ser significativa en ningin caso. Por ultimo,
los niveles de actividad sPPasa en la fraccion citoplasmica de la cepa expresora
de Ippl-GFP-3xNLS eran mucho menores que los de la fraccion citosdlica de la
cepa expresora de la quimera control, mientras que los niveles de actividad en
la fraccién nuclear fueron significativamente mayores que en el resto de las
cepas. Como ya se ha dicho, los niveles de actividad sPPasa de ambas
fracciones eran mucho menores en esta cepa -en la que se esperaria el maximo
grado de confinamiento nuclear de Ipplp- que los del resto de cepas. Tanto la
cepa expresora de la quimera Ippl-1-GFP como la de Ippl-ANLSe-GFP
presentaron mayores niveles de la Ipplp quimérica en su fraccién citoplasmica
que la cepa control expresora de Ippl-GFP. En cuanto a la fraccion nuclear, la
cepa control presentd los niveles mas altos de los polipéptidos de las sPPasas
quiméricas, mientras que estos fueron practicamente indetectables en la cepa
expresora de Ippl-ANLSe-GFP (Figura 3.3.6B).

En conjunto, todos estos resultados indican que la estabilidad de la
proteina Ipplp depende en gran medida de su distribucién nucleo-citoplasmica,
y que una localizacion nuclear la desestabiliza mientras que una localizacion

citoplasmica la estabiliza.
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Figura 3.3.6: Medidas de actividad especifica sPPasa y niveles de polipéptidos de las
distintas quimeras Ipplp en las fracciones nuclearesy citoplasmicas de cepas YPC3 de S.
cerevisiae transformadas con las construcciones génicas generadas en este trabajo. A)
Niveles de actividad especifica sPPasaen los extractos de proteinas solubles de las diferentes
fracciones subcelulares. Barras azules: fraccion nuclear; Barras verdes: fraccion citoplasmica.
B) Niveles de polipéptidos de las quimeras Ipplp en las mimas fracciones subcelulares
determinados por Western-blot con un anticuerpo comercial anti-GFP. Se aplicé aprox. 50 ug
de proteina por calle. También se muestranlos niveles de los polipéptidos de la hexoquinasa
HK1 y dela histonaH3, determinados por Western blot y usados como control del grado de
purificacion de las fracciones y como control de carga. a) Anti-GFP; b) Anti-Hexoquinasa
HK1; c) Anti-Histona H3. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).

Se seleccionaron las quimeras Ippl-ANLSe-GFP elppl-GFP-3XxNLS para
analizar las constantes cataliticas y parametros cinéticos de estas variantes
quiméricas de Ipplp, en comparacion con las de la quimera control Ippl-GFP.
Para ello se realizaron medidas de actividad de cada una de ellas variando la
concentracion de sustrato en el ensayo, considerando como sustrato real de la

enzima el complejo molecular Mg, PPi.
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|pp1l-GFP 16,35 1,39 85
Ipp1l-ANLSe-GFP 21,15 1,9 93
Ipp1-GFP-3xNLS 4,73 0,625 132

Figura 3.3.7: Andlisis de los par ametros cinéticos de las quimeras de Ippl con distinta
localizacion subcelular. A) Representacion de doblesde inversion de la velocidad catalitica
dela enzima frente ala concentracion de sustrato.Linea verde: |ppl-GFP-3xNLS; Linea azul:
Ippl-GFP; Linearoja: Ipp1l-ANLSe-GFP B) Tablacon los pardmetros cinéticos de las ditintas
guimeras de Ipplp. E.C.: eficiencia catalitica, Vmax/Km.

La quimera Ippl-ANLSe-GFP aument6 tanto su K, como Vmax cON
respecto a la quimera nativa Ippl-GFP usada como control, mientras que la
quimera Ippl-GFP-3xNLS disminuyé0 ambos parametros con respecto a la
quimera control. Sin embargo la modificacion de estos pardmetros fue
proporcional y no afectd significativamente a la eficiencia catalitica (E.C.,
Vmax/Km) de las quimeras, por lo que se puede decir que las modificaciones
estructurales introducidas en las quimeras de Ipplp no afectan
significativamente a la actividad catalitica de las mismas, y los cambios
observados se deben esencialmente a la diferente localizacién subcelular y

consiguiente desigual degradacién de las quimeras (Figura 3.3.7).

Los bajos niveles de Ipplp observados en las fracciones nucleares de

todas las cepas de levadura estudiadas nos llevaron a pensar que debe existir
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una estricta regulacién de los niveles de esta proteina en el compartimento
nuclear. Estos resultados sugieren que la exclusion o el confinamiento nuclear
alteran la estabilidad de Ipplp, por lo cual pensamos que esta proteina puede
estar regulada a nivel celular principalmente mediante degradacién por el
proteasoma nuclear. La degradacién proteica en los eucariotas depende de la
ubiquitinacion de los polipéptidos (Ravid and Hochstrasser 2008), por lo que
Ipplp deberia ser ubiquitinada como paso previo a su degradacion. Para
analizar si la distribucion subcelular de Ipplp afecta a su ubiquitinizacion, se
purificaron quimeras de Ipplp con distinta distribucién subcelular mediante
inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-GFP a partir de extractos celulares
de las correspondientes cepas YPC3 transformantes y se estudié su grado de
ubiquitinizacion mediante Western blot con un anticuerpo anti-ubiquitina.
Todas las quimeras de Ipplp mostraron ubiquitinizacion (Figura 3.3.9A), sin
embargo, la quimera Ippl-GFP-NLS, con distribucion preferentemente nuclear,
e |ppl-NES-GFP, con distribucion preferentemente citosdlica, mostraron
mayores y menores niveles de ubiquitinizacion que la quimera control,

respectivamente.

Se analiz6 el efecto del tratamiento de los cultivos con el inhibidor del
proteasoma MG132, un tripeptidil-aldehido que se une al sitio activo del
proteasoma 26S (Gaczynska and Osmulski 2005), sobre los niveles de actividad
especifica y polipéptidos Ipplp-GFP en extractos celulares totales de cepas
YPC3 transformantes expresoras de las quimeras de Ipplp con distinta
distribucion nucleo-citoplasmica. Mientras que se observaron incrementos
evidentes tanto en los niveles de actividad sPPasa como de polipéptido en la
cepa expresora de la quimera Ippl-GFP-NLS localizada en el nicleo celular,
solo se observaron incrementos moderados en el caso de la expresora de la
quimera Ipplp nativa y en el control W303-1a, mientras que la que expresaba la
quimera Ippl-NES-GFP localizada en el citosol no mostré6 cambios
significativos por el tratamiento (Figura 3.3.8). Estos datos indican que las
quimeras Ipplp de localizaciébn nuclear deben sufrir degradacion por el
proteasoma, en mayor grado la confinada en el nucleo, la cual no ocurre en el

caso de la quimera localizada preferentemente en el citosol.
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Figura 3.3.8: Efecto diferencial del inhibidor del proteasoma MG132 sobre las quimer as
de Ipplp con distinta distribucion nucleo-citoplasmatica, en funcién de su localizacion
subcelular. Los nivelesde polipéptido se determinaron por Western blot tras separacién en
geles SDS-PAGE delos extractos solublestotales de cepas YPC3 transformantes, cultivadas
en YPD y tratadas con 20 uM M G132 durante 0, 2 y 4 h. Se aplicaron aprox. 50 ug de
proteinapor calle, y se usaron anticuerpos anti-GFP o anti-lpplp como se indica. También se
analizé la actividad especifica sPPasade los extractos atiempo cero (barrasazules) y tras 4 h
detratamiento de los cultivos con M G132 (barras naranjas). Las barras de error representan
error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).

La deubiquitinasa Ubp3p es una proteasa de levadura que interacciona
con las proteinas ubiquitinizadas para dirigirlas al proteasoma 26S y promueve
la deubiquitinizacion de las mismas, facilitando su degradacion proteasomal
(Mao and Smerdon 2010). Para analizar si existe interaccion fisica entre esta
proteasa y la Ipplp ubiquitinizada, se llevd a cabo un estudio de co-
inmunoprecipitacion usando una quimera de Ubp3p fusionada con la secuencia
marcadora HA y las quimeras de Ipplp con distinta localizacién subcelular,
Ippl-NES-GFP e Ippl-GFP-NLS. Se comprob6 que Ubp3p co-
inmunoprecipitaba con la quimera control nucleo-citosolica Ippl-GFP y con la
quimera Ippl-GFP-NLS localizada preferentemente en el nicleo, mientras que
no se observd co-inmuprecipitacion con la quimera Ippl-NES-GFP que es
excluida del nucleo (Figura 3.3.9B). Este resultado sugiere una interaccion
fisica directa entre Ipplp y la ubiquitin-proteasa Ubp3p, un componente del

proteasoma.
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En conjunto, estos resultados indican que existe una regulacion de los
niveles de Ipplp en el nicleo celular mediada por la degradacion especifica de

esta proteina a través del sistema ubiquitina- proteasoma nuclear.

A

Ipp1p-GFP Ipp1p-GFP-NLS Ipp1p-NES-GFP

Anti-Ubiquitina = 60 kDa
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Ippl-GFP  Ippl-GFP-NLS  Ipp1-NES-GFP
Ubp3-HA Ubp3-HA Ubp3-HA Ubp3-HA
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Figura 3.3.9: Interaccion entre Ipplp y los componentes del sistema de degradacion
proteasomal Ubiquitina y Ubp3p. A) Anédlisis mediante Western blot de preparaciones
inmunopurificadas de quimeras delpplp, que muestra diferentes grados de ubiquitinizacion
de lpplp en funcién de su localizacion nucleo-citoplasmica. Se usaron las bandas de Ipplp
tefiidas con Ponceau S como control de carga paralacuantificacién de la sefial de ubiquitina.
B) Co-inmunoprecipitacién de las quimeras de Ipplp y Ubp3p mediante un anticuerpo anti-
GFP y analisis por Western blot de los inmunoprecipitados con los anticuerpos indicados.
Input: Extractos solublestotales; IP: Inmunoprecipitados. Las flechas indican las bandas de
Ubp3p asociada a las quimeras de Ipplp de localizacién nuclear.
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3.4 Reproduccion del escenario metabdlico del PPi de células vegetales

utilizando S. cerevisiae como sistema modelo eucarioético

Las pirofosfatasas de membrana translocadoras de iones son un tipo de
transportadores primarios que constituyen una diferencia clave entre plantas y
hongos. En estos Ultimos, al igual que en células animales, el PPi se hidroliza
muy eficientemente a ortofosfato mediante la accién de las sPPasas y la energia
del enlace fosfoanhidro es liberada en forma de calor. Por otra parte, en células
vegetales y otros organismos, las pirofosfatasas translocadoras de iones (H",
Na") acoplan la hidrélisis del PPi al transporte de iones a través de membranas

bioldgicas.

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se han identificado tres genes
que codifican H*-PPasas: AVP1, que codifica una H*-PPasa dependiente de K *,
AVP2 y AVP3, los cuales codifican dos H*-PPasas independientes de K*. La
expresion de cada uno de estos genes es variable en los distintos tejidos y
estadios de desarrollo de la planta, por lo que su importancia para la viabilidad
del organismo es diferente, siendo AVP1 la mPPasa mas abundante. Ademas de
las mPPasas mencionadas, este organismo cuenta con hasta 6 genes (AtPPA1-6)
que codifican sPPasas de Familia I, siendo el mejor caracterizado AtPP6 que
codifica una sPPasa cloropléastica mayoritaria muy similar a la proteina Ipplp
de S. cerevisiae (Weiner, Stitt et al. 1987). La presencia de todas estas enzimas
con actividad catalitica redundante es un claro signo de que el metabolismo del
PPi en estos organismos es muy complejo y, por lo tanto, debe estar altamente

regulado.

En todos los eucariotas existe un amplio grupo de trasportadores de iones
capaces de generar un gradiente de protones a través de las membranas
bioldgicas utilizando la energia de hidrolisis del ATP (ATPasas). En las células
vegetales estos transportadores comparten localizacién subcelular con las H™-
PPasas, apareciendo en vacuolas, lisosomas, ER, aparato de Golgi y endosomas
(Segami, Nakanishi et al. 2010; Segami, Makino et al. 2014). El papel que
juega la presencia de estas dos categorias de transportadores de iones

aparentemente redundantes en las células vegetales no esta claro y esta siendo
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objeto de numerosos estudios, aunque se ha propuesto que esta relacionado con

la resistencia a estrés ambiental (Atwell, Greenway et al. 2015).

3.4.1 Estudio funcional de la mPPasa AVP1 en levaduras con la distribucion

subcelular de Ipplp alterada

En el afio 2002, nuestro grupo demostré la competencia de AVPL para
complementar funcionalmente la deficiencia en Ipplp del mutante YPC3 de
levaduras (Pérez-Castifieira, LOpez-Marqués et al. 2002). En trabajos
posteriores de nuestro grupo se analizd el efecto de la manipulacién de la
secuencia N-terminal de AVP1 sobre su localizacion subcelular y su eficiencia
funcional, empleando secuencias N-terminales de distintos organismos (Drake,
Serrano et al. 2010). El N-terminal de AVP1 se sustituyd por el N-terminal de
la H™-PPasa de Trypanosoma cruzi, que actila como un péptido sefial (SCOTT,
Shuhong et al. 2000), capaz de alterar la localizacion subcelular de AVP1
haciendo que se localice preferentemente en las membranas internas de la
levadura. De esta forma disponemos de una herramienta para reproducir el
escenario metabdlico del PPi de los vegetales en un eucariota no fotosintético,
un hongo en este caso, que se puede usar como modelo para posteriores
estudios. En uno de ellos, se utilizé la construccidén descrita anteriormente, a la
gue se afadié la ORF del gen yEGFP3 entre el N-terminal de T.cruzi y la ORF
de AVP1 (TcGFPAVP1), para lograr la complementacion funcional de la V-
ATPasa de levadura por una H*-PPasa vegetal, demostrandose asi por primera
vez de forma directa la equivalencia funcional de ambas bombas de protones
(Pérez-Castifieira, Hernandez et al. 2011). Sin embargo, esta complementacion
no era posible si se expresaban simultaneamente Ipplp y TcGFPAVPL, debido a
las diferencias en su afinidad por el sustrato (PPi). Mientras que Ipplp presenta
una Ky de 1,3 pM (Salminen, Parfenyev et al. 2002), la mPPasa AVP1 tiene
una Ky considerablemente mayor, de 130 uM (Maeshima and Y oshida 1989). A
la vista de estos datos, se puede conjeturar que la coexistencia de ambas
actividades es incompatible debido a que el alto consumo de PPi por parte de
Ipplp no dejaria sustrato disponible para AVPL, impidiendo asi que produzca

acidificacion vacuolar y, por tanto, la complementacion funcional de la V-
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ATPasa. Sin embargo, esta complementacion seria posible en caso de estar la
sPPasa confinada en el interior de algin organulo celular (nlcleo, vacuola,
Golgi...)

En este trabajo, se ha querido confirmar este Ultimo supuesto mediante el
confinamiento subcelular de Ipplp en el ndcleo celular. Para ello, se co-
transformé YPC3 con la construccion TcGFPAVPL (o mas breviadamente TGA)
y con distintas versiones quiméricas de Ipplp presentaban una distribucién
nucleo-citosodlica alterada (Serrano-Bueno 2012 Tesis Doctoral). De esta forma
se obtuvieron cepas transformantes que expresaban AVP1l en la membrana
vacuolar y variantes de Ipplp con distribucion nicleo-citoplasmica nativa
(Ipplp-GFP), o bien confinados en el citoplasma (Ipplp-GFP-NES) o en el
nicleo celular (Ipplp-GFP-NLS). Las cepas transformantes se cultivaron en
medio complejo con glucosa (YPD) y se realizd un ensayo de goteo en placa
para estudiar su crecimiento en condiciones control (YPD pH 5,6; y pH 7,5,
medio selectivo) y en condiciones de inhibicion quimica de la V-ATPasa (YPD
pH 7,5 + bafilomicina A1 2 pM). También se llevaron a cabo curvas de
crecimiento de cada transformante en medio liquido, tanto en condiciones

control como en condiciones de inhibicion quimica de la V-ATPasa.

Como se puede observar en la figura 3.4.1, la construccién TcGFPAVP1
s6lo pudo complementar eficientemente la deficiencia de V-ATPasa cuando se
expresd sola o cuando se co-expresd con la quimera de localizacién nuclear
Ipp1-NLS, pero fue incapaz de hacerlo cuando se co-expresd con cualquiera de
las quimeras de Ipplp que estan presentes en el citosol en niveles

significativos.
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Figura 3.4.1: Complementacion funcional en levadura de la deficiencia en V-ATPasa por
una H*-PPasa quimérica vegetal (TcCGFPAVP1) co-expresada con variantes quiméricas
de Ipplp con diferente localizacién nudcleo-citoplasmica. A) Crecimiento de las cepas
transformantes en los medios control (pH 5,6; pH 7,5) y selectivo (pH 7.5 + Bafilomicina). Se
realizaron diluciones seriadas de cada cultivo en aguaestéril y, posteriormente, se sembraron
2,5 ul de cada una de ellas sobre placas con glucosa o galactosa, correspondientes (de
izquierda a derecha) a 10%, 10°, 10? y 10 células respectivamente. B) Curvas de crecimiento en
medio liquido de la estirpe de S. cerevisiae W303-1a y una serie de transformantes de su
derivada YPC3 co-expresoras de TcGFPAVPl y diversas quimeras de Ipplp con su
localizacion subcelular alterada. El crecimiento se determind por la densidad Gptica del

cultivo a 600 nm.
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Se obtuvieron las fracciones de proteinas solubles y de membrana de las
diferentes cepas transformantes cultivadas en medio selectivo con glucosa y se
determind la actividad especifica PPasa, tanto soluble como asociada a
membranas, respectivamente. También se llevaron a cabo medidas de actividad
de bombeo de protones con las preparaciones de membranas de todas las cepas,
utilizando ACMA como marcador fluorescente. El nivel de actividad especifica
sPPasa en la fraccion soluble aumentd en el caso de la cepa TGA+IPP1-NESy
disminuy6é en la cepa TGA+IPP1-NLS, en comparacion con la cepa control
TGA+IPP1, lo cual concuerda con la distribucién nucleo- citoplasmica esperable
de Ipplp en cada una de ellas (Figura 3.4.2A). La cepa control TGA solo
mostro valores residuales de actividad PPasa en su fraccion soluble. Esto indica
que la presencia de una H*-PPasa no afecta a los niveles de expresion de la
sPPasa Ipplp, sea cual sea su localizacién subcelular. Para la actividad PPasa
de membrana, se analizd por separado la actividad dependiente de K-,
producida por la H*-PPasa especificamente, y la actividad independiente de K *
(Figura 3.4.2B). Lo primero que se aprecio es que las fracciones de membrana
de las cepas que presentan altos niveles de Ipplp en el citoplasma tenian
asimismo niveles de actividad PPasa independiente de K™ significativamente
mayores que el resto de cepas, no presentando ademas induccion de la actividad
PPasa en presencia de K*. Esto puede deberse a la actividad de una parte de las
moléculas de Ipplp que habrian quedado adheridas a las membranas, o
retenidas en microvesiculas. Tanto la cepa control TGA, como la cepa
TGA+IPP1-NLS presentaron una actividad PPasa en sus fracciones de
membrana claramente inducibles por la presencia de K*, siendo la actividad
independiente de K* mayor en la segunda cepa. Esto sugiere que existe una
cantidad residual de Ipplp que no se ha compartimentalizado en el nicleo y ha
quedado adherida a las membranas durante el procesamiento de las mismas. Por
altimo, las medidas de actividad de bombeo de protones muestran que esta sélo
se produce en la cepa control TGA y en la cepa TGA+IPP1-NLS, demostrando
asi que son capaces de trasportar protones de manera eficiente a través de
membranas biologicas y, en consecuencia, de acidificar los espacios luminales

de los organulos subcelulares (Figura 3.4.2C).
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Figura 3.4.2: Niveles de actividad PPasa y de bombeo de protones en las cepas
transfor mantes que co-expresan una H*-PPasa quimérica vegetal (TGA=TcGFPAVP1) y
variantes quiméricas de Ipplp con diferente localizacion nicleo-citoplasmica. A) Niveles
de actividad sPPasa determinadaen extractos de proteinas solubles. B) Niveles de actividad
mPPasa determinada en fracciones particuladas de membrana. Barras azules: 0 mM KCI;
barras rojas: 100mM KCI en el ensayo C) Actividad de bombeo de protones determinada en
fracciones particuladas de membrana de las cepas transformantes. Linea negra: TGA; Linea
roja: TGA+Ippl-NLS; Linea verde: TGA+Ippl-NES; Linea azul: TGA+Ippl. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no
significativo).
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Para confirmar que efectivamente existe alguna fraccion residual de
moléculas de Ipplp adheridas a las membranas durante el procesamiento de las
células, se realiz6 un ensayo de Western blot de las fracciones de membranas de
las distintas cepas, utilizando un anticuerpo comercial especifico anti-1pplp.
Como se aprecia en la Figura 3.4.3, aparecen cantidades detectables de Ipplp en
el caso de todas las cepas co-expresoras y sus niveles estan correlacionados con
la mayor o menor abundancia de la misma en el citoplasma de las diferentes

cepas.

TGA TGA+IPP1 TGA+IPP1-NLS TGA+IPP1-NES

— 35kDa

1 0,2 1,1 Incremento

-_—ar T S - ® | rencews

Figura 3.4.3: Deteccién de proteina Ipplp en preparaciones de membranas totales de
cada una de las cepas mediante Western blot utilizando un anticuerpo comercial
especificoanti-lpplp. Se muestralatincion con Ponceau Sdelacalle correspondiente usada
como control de carga.

3.42 Papel de AVP1 en la tolerancia de la planta modelo Arabidopsis

thaliana a los fungicidas de tipo amino

Los amino-fungicidas o morfolinos (Dodemorf, Fenpropimorf,
Tridemorph) son un tipo de inhibidores de la sintesis de ergosterol utilizados
como fungicidas, que actlan contra los productos de los genes ERG24 y ERG2.
La alteracion que producen en la composicion lipidica del organismo conduce a
la inhibicion de la V-ATPasa vacuolar en levaduras como S. cerevisiae o
Candida albicans (Zhang, Gamarra et al. 2010; Zhang and Rao 2010). Uno de
los aminofungicidas mas importantes desde el punto de vista agrotecnolégico y
biomédico es el Tridemorph, que tiene una accion especifica contra Erg2p en
levadura, impidiendo la acidificacién de los organulos mediante la inhibicién
subsiguiente de la V-ATPasa vacuolar. En trabajos previos del grupo se ha
establecido que cepas de S. cerevisiae con mutaciones en el gen ERG2
presentan defectos de acidificacion intraorganelar dependientes de la V-

ATPasa, que pueden ser revertidos mediante una H*-PPasa vegetal (Hernandez,
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Serrano-Bueno et al. 2015). Las plantas, al contrario que los hongos, presentan
una alta resistencia a la accion de fungicidas como el Tridemorph. Esto puede
ser debido a la presencia en sus membranas intracelulares de una bomba de

iones alternativa a la V-ATPasa: la H'-PPasa.

En un trabajo reciente publicado por nuestro grupo (Hernandez, Herrera-
Palau et al. 2016), hemos demostrado que la expresion la H*-PPasa de A.
thaliana (AVP1) en un mutante erg2A de levadura alivia los efectos inhibitorios
sobre la acidificacion vacuolar, que la expresion de AVP1 en el mutante
condicional YPC3 de S. cerevisiae le confiere una marcada tolerancia a
Tridemorph y, ademas, que mutantes de A. thaliana deficientes en AVP1 (p.e.
fugu5-3) presentan mayor sensibilidad a la accion del Tridemorph. Aqui

presentamos algunos de los resultados obtenidos en el citado trabajo.

Se quiso comprobar primeramente si la cepa YPC3 de S. cerevisiae
expresora de la quimera TcGFPAVP1 direccionada a endomembranas (Drake,
Serrano et al. 2010) era capaz de llevar a cabo la acidificacion de sus organulos
intracelulares en presencia de Tridemorph. Para ello se transformd esta cepa
con la quimera TcRedAVP1 (igual que TcGFPAVP1 pero fusionada con la ORF
de una proteina de fluorescencia roja) o con Ipplp, y las cepas transformantes
se sometieron a condiciones de inhibiciéon de la V-ATPasa, cultivandolas en
glucosa para inhibir la expresion del gen IPP1 endbgeno, y en presencia de 3
UM de Tridemorph durante 5 h. Tanto las cepas tratadas como los controles no
tratados se sometieron a un analisis microscopico de fluorescencia con
Quinacrina, un fluor6foro que solo puede atravesar las membranas celulares y
acumularse en la vacuola cuando el pH de los organulos internos es acido, y se
observaron las células al microscopio. Como se observa en la Figura 3.4.4, la
fluorescencia verde de la quinacrina solo se acumulaba en las vacuolas de las
cepas sin tratar o en la cepa tratada que expresa la quimera TcRedAVP1,
demostrando de esta forma que la H'-PPasa es capaz de acidificar el lumen

vacuolar en presencia del fungicida.
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Figura 3.4.4: Andlisispor microscopiade fluorescenciadela acumulacion intracelular de
quinacrina en cepas transformantes YPC3 de S. cerevisiae expresoras de Ipplpy de la
H*-PPasas quimérica TcRedAVP1 tratadas con Tridemor ph.

Se transformd la cepa mutante YPC3 y su derivada deficiente en V-
ATPasa denominada SAH6 con la construccion TcGFPAVPL, que es capaz de
complementar la deficiencia de V-ATPasa de este mutante y confiere
resistencia a Tridemorph a ambas cepas (datos no mostrados). Se obtuvieron
extractos celulares de las cepas transformantes, tratadas o no con 3 pM de
Tridemorph durante 5 h, y finalmente las fracciones particuladas de membrana
de todas ellas. En estas fracciones se determiné la actividad mPPasa asociada a
membranas, la actividad ATPasa y la actividad de bombeo de protones
producida tanto por la quimera TcGFPAVP1 como por laV-ATPasa. Todas las
fracciones particuladas de membrana presentaron niveles similares de actividad
mPPasa, la cual no se vio afectada significativamente por el tratamiento con
Tridemorph. Por el contrario, este tratamiento produjo una caida de la actividad
ATPasa de las fracciones de membrana de la cepa YPC3+TcGFPAVPL, pero no
en la cepa de SAH6+TcGFPAVPL, al ser ésta un mutante deficiente en la V-
ATPasa (Figura 3.4.5A). De la misma forma, la actividad de bombeo de H*
producida por la ATPasa solo se aprecié en la cepa de YPC3+TcGFPAVPL sin

tratar. Todas las cepas transformantes presentaron actividad de bombeo de H*
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dependiente de PPi y esta actividad no se vid6 en ningin caso afectada
significativamente por el tratamiento (Figura 3.4.5B). Estos resultados nos
permiten asegurar que existe una complementacion funcional efectiva de la V -
ATPasa por parte de AVP1 en estos mutantes.
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Figura 3.4.5: Medidas de actividad mPPasa, ATPasa y de bombeo de protones en
fracciones particuladas de membrana de cepas transformantes YPC3 y SAH6 de S.
cerevisiae expresoras de TcGFPAVP1 y tratadas con Tridemor ph. A) Niveles de actividad
de hidrdlisis de PPiy ATP en fracciones particuladas de membrana de las cepastratadas (T) y
sin tratar (No T) con el fungicida (3 uM; 5 h). Barras azules: 0 mM KCI; Barras rojas: 100
mM KCI en el ensayo. B) Ensayos de bombeo de protones dependiente de PPi o ATP en
fracciones de membranas de cepas transformantes, tratadas y sin tratar con el fungicida,
siguiendo el quenching de fluorescenciade ACMA producido por la adicion de 2 mM Mg-PPi
oMg-ATP (¥). U.R.F., unidadesrelativas de fluorescencia. Las barras de error representan
error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).
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Para analizar el efecto del tratamiento con Tridemorph sobre A. thaliana
se utilizd su ecotipo silvestre Columbia (Col-0) y varias lineas mutantes
deficientes en las H*-PPasas AVP1 y AVP2 derivadas del mismo. Las lineas
fugu5-1 y fugu5-3 son mutantes insercionales obtenidos mediante transposon
del gen At1gl15690, que codifica la H*-PPasa vacuolar AVP1 (gentilmente
donados por el Dr. A. Ferjani), mientras que las lineas sm1l y sm2 (de la
coleccion del Instituto SALK, EE.UU.) son mutantes insercionales obtenidos
mediante transposon del gen At1g78920 que codifica AVP2, una de las dos H*-
PPasas independientes de K™ que son minoritarias en esta planta. Los mutantes
fugu5 precisan de sacarosa para germinar, por ello todas las plantas se
germinaron en medio rico MS suplementado con sacarosa 1% (p/v), y para el
tratamiento de las plantulas, durante 14 dias en oscuridad, se utilizd
Tridemorph a una concentraciéon de 10 pM. En la Figura 3.4.6A se puede
observar que el fungicida afecta negativamente a la elongacion de raiz e
hipocotilo de las plantulas del ecotipo silvestre, de una forma proporcional a la
concentracion utilizada. El efecto del Tridemorph es significativamente mayor
sobre la elongacion de plantulas de los mutantes fugu5, mientras que el efecto
sobre los mutantes sm1l y sm2 es similar al producido sobre el ecotipo silvestre
(Figura 3.4.6B). Este resultado demuestra la efectividad de la H*-PPasa AVP1
para contrarrestar los efectos del tratamiento del Tridemorph en A. thaliana y
concuerda con otros resultados del trabajo que muestran mayores niveles de
AVP1 que de las restantes isoformas de H"-PPasa en el meristemo de las raices.
Finalmente se realizO un andlisis por Western blot de los niveles de las
proteinas AVP1 y V-ATPasa utilizando anticuerpos especificos anti-H*-PPasa y
anti-VHA-A (subunidad catalitica de la V-ATPasa) (Figura 3.4.6C). Los
resultados obtenidos muestran que efectivamente AVP1 no aparece en los
mutantes fugu5, pero no permitié apreciar la presencia de AVP2 debido a que
sus niveles de expresion son mucho menores que los de AVPL. En presencia del
fungicida, se aprecia un ligero incremento en los niveles de H*-PPasa en el
ecotipo silvestre y en el mutante sm2, siendo el incremento mayor en este
altimo. También se apreciaron ligeros incrementos de la subunidad A de la V-

ATPasa en todas las cepas tras el tratamiento con Tridemorph.
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Figura 3.4.6: Efecto del tratamiento con Tridemorph sobre la longitud de la raiz e
hipocétilo de plantulas de A. thaliana. A) Longitud deraices e hipocoétilos de plantulas del
ecotipo silvestre en funcidon de la concentracion de fungicida. B) Longitud de raices e
hipocotilos de plantulas del ecotipo silvestre y mutantes fugu5 de la H"-PPasa AVP1 de A.
thaliana. Barras marrones: raiz; Barras verdes: hipocétilo. C) Niveles de polipéptidos de
AVP1 y V-ATPasadeterminados por Western blotting en extractos totales de plantulas del
ecotipo silvestrey mutantes fugu5 y sm2 de las H*-PPasas AVP1y AVP2, respectivamente,
tratadas con Tridemorph. Se aplico aprox. 50 ug de proteina por calle. Se muestra latincién
con Ponceau SdelabandadelaRubisco (subunidad L), usada como control de carga. U.R.:
unidades relativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **,
P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no significativo).
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3.5 Regulacionde las mPPasas de microalgas eucarioéticas por condiciones

ambientales troficas y de estrés

Las microalgas eucariotas son un buen modelo de estudio para la
bioquimica y fisiologia de los organismos fotosintéticos, ya que son organismos
metabdlicamente similares a las plantas superiores pero mas simples
estruvturalmente. Al tratarse de organismos unicelulares, que crecen
rapidamente en medios liquidos y presentan una gran versatilidad metabdlica,
facilitan enormemente el estudio de los efectos que tienen los factores
ambientales en la regulacibn de su expresion génica y la modulacion
postraduccional de sus proteinas. Ademas, muchos de los resultados obtenidos
con ellas son extrapolables a las plantas superiores, con las que comparten gran

parte de su bioquimica celular.

Al inicio de esta tesis ya se disponia de alguna informacion sobre
regulacion de las mPPasas en microalgas eucariotas gracias a trabajos previos
del grupo (Loépez-Marques, 2004; Herrera-Palau, 2011). En estos trabajos se
habia estudiado el efecto que la salinidad y distintas condiciones troéficas tenian
en la regulacion de las mPPasas de microalgas dulceacuicolas, centrandose en
la microalga modelo C. reinhardtii. En el presente trabajo hemos tratado de
completar y ampliar esos resultados para obtener una vision mas amplia de la
fisiologia molecular y los procesos de regulacién de las mPPasas en microalgas

eucariotas de distintos grupos taxonémicos, tanto marinas como dulceacuicolas.

3.5.1 Efecto de la salinidad en microalgas gue proliferan en habitats diversos

y poseen distintos tipos de H*- PPasas

Las H'-PPasas son bombas de iones ancestrales muy sencillas
estructuralmente capaces de acoplar la energia de hidrélisis del PPi con el
transporte de protones a través de las membranas bioldgicas, y estan presentes
en todos los eucariotas fotosintéticos, desde las microalgas unicelulares mas
primitivas a las plantas superiores(Serrano, Pérez- Castifieira et al. 2007). Esta
particularidad les permite crear un gradiente de protones a partir de un sustrato
rico en energia alternativo al ATP que puede ser utilizado por la célula en otros
procesos, como por ejemplo la generacién de energia mecanica o la movilidad

de diversos iones. La presencia de sodio en altas concentraciones es perjudicial

131



Resultados

debido a que tiene un papel inhibitorio en multitud de reacciones y a que altera
el estado osmoético normal de la célula. Nuestro grupo considera que la
existencia de un gradiente de protones generado por las H*-PPasas constituye
una ventaja adaptativa en situaciones de deficiencia energética ya que no
consume ATP, y puede ser utilizado por otros transportadores para, entre otros
procesos, expulsar sodio activamente al exterior celular o almacenarlo en
organulos como la vacuola, evitando asi el efecto inhibitorio de este i6n en

procesos vitales para el organismo que se dan en el citosol.

Existen varios estudios que avalan esta propuesta, sin embargo la
mayoria de ellos se han llevado a cabo con H*-PPasas dependientes de K*. En
este trabajo se estudia el efecto de la salinidad en los dos tipos existentes de
H*-PPasas (dependientes e independientes de K™) y si las consecuencias de la
salinidad en el organismo tienen alguna relacién con el tipo de H'-PPasa que
presentan en sus membranas. Para ello se seleccionaron para un primer estudio
comparativo cinco especies de microalgas, en su mayoria bien estudiadas a
nivel celular y/o metabolico, que nos permitieran cubrir adaptaciones a un
amplio rango de factores ambientales (salinidad, pH y temperaturas extremas),
y cuyos genomas codificaran distintos tipos de H*-PPasas. Dos de las especies,
Chlamydomonas reinhardtii 'y Chlorella sp. N64A, son Cloroficeas
dulceacuicolas cuyo crecimiento es optimo en un medio totalmente exento de
NaCl; en cambio, la especie Chlamydomonas euryale crece de forma similar en
medio sin NaCl y en los moderadamente salinos; en contraste, la especie marina
Chlorella salina tiene su éptimo de crecimiento en agua de mar (0,3 M NaCl)
mientras que la Rodofita termoacidofila Galdieria sulphuraria es un
extremofilo cosmopolita presente en regiones volcanicas de todo el planeta que
tiene su Optimo de crecimiento a pH 2 y tolera un amplio rango de salinidad,
incluso ligeramente superior a la del agua marina. Estas especies también
presentan una notable variabilidad en cuanto a los tipos de H*-PPasas que
codifican sus genomas:. mientras que las dos especies de Chlamydomonas solo
poseen una Unica H*-PPasa dependiente de K™, las dos especies de Chlorella
presentan tanto una H*-PPasa dependiente de K™ como una independiente de K™*
y la especie G. sulphuraria posee tres H*-PPasas, todas independientes de K *.

Esta informacion se ha obtenido mediante andlisis de secuencias en bases de
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datos y de sus correspondientes proyectos genoma (NCBI, JGI), sin embargo
faltan datos empiricos sobre el significado fisioldgico y la bioquimica de estas

proteinas.

Los medios de cultivo utilizados para cada una de ellas se especifican en
el apartado 2.1.4.2. Los codigos de coleccion de las distintas especies, asi como
los niimeros de acceso de los genes y de las proteinas H*-PPasas que codifican

los genomas de cada una de ellas se muestran en la Tabla V1.

Tabla VII: Especies de micoalgas eucarioticas utilizadas y sus genes de H*-PPasas

Organismo mPPasas codificadas por el genoma Cadigo UniProt o
(hé&bitat) correspondiente AlgoBlastDB*
Chlamydomonas
rel r;_f;gertll 1 H*-PPasa dependiente de K* Q93Y49 CHLRE
(Aguadulce)

C. euryale

SAG 25.89 1 H*-PPasa dependiente de K* CAM NT—9047850157
(Marino)

Chlorella sp.

NG64A 1 H*-PPasa dependiente de K*; 1 H*-PPasa E1ZMK4_CHLVA;
CCAP 211/84 independiente de K* E1ZzB72_CHLVA
(Agua dulce)

Ch. salina 1 H*-PPasa dependiente de K* ; 1 H*-PPasa Q4A 483 9CHLO
SAG 8.86 independiente de K* (por analogia con otras (Secuencia parcial
(marino) especies de Chlorella con genoma secuenciado) | dependiente de K*)
Galdieria M2Y519 GALSU

sulphuraria (Gs15740);
074W M2W5M5_ GALSU
(lagunas acidas 3 H'-PPasa independiente de K* (Gs15900):
de zonas M2YIL8_GALSU
volcanicas) (Gs28180)
CONSTITUTIVO

3.5.1.1 Caracterizacion de las actividades PPasa soluble y ligada a membranas

de las especies de microalgas estudiadas

Primeramente se cultivaron los organismos en sus medios especificos y
se desarrollaron fotoautotroficamente hasta alcanzar en todos los casos la fase
estacionaria de crecimiento. Hay que aclarar que la especie C. euryale crece
Optimamente en medio con o sin NaCl ya que es una especie eurihalina, de ahi
su nombre, pero en este trabajo consideramos que su cultivo es 6ptimo en
medio SUEOKA suplementado con 150 mM NaCl. Se obtuvieron extractos
celulares de cada uno de los cultivos y por centrifugacion se separaron las

fracciones de proteinas solubles y particulada de membranas. Se realizaron
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medidas de actividad especifica PPasa soluble y asociada a membranas, en este

caso en presencia de fluoruro.

Los extractos solubles de todas las especies estudiadas presentaron
niveles apreciables de actividad sPPasa, en la mayoria de los casos en el rango
de 1-2 U/mg de proteina, un valor similar al descrito para levadura y otros
eucariotas (Serrano-Bueno, Hernandez et al. 2013). Sin embargo, las especies
Ch. salina y C. euryhale mostraron valores claramente mayores, esta Ultima
casi 4 veces mas (Figura 3.5.1A). De la misma forma todas las microalgas
presentaron actividad mPPasa asociada a las fracciones de membrana que
ademés era estimulada por potasio en mayor o menor medida, excepto en el
caso de G. sulphuraria. Por tanto, todas las algas estudiadas deben tener H*-
PPasas dependientes de K™ funcionales, salvo G. sulphuraria que solo posee
H*-PPasas independientes de K* (Figura 3.5.1B). Sorprendentemente, el nivel
de actividad mPPasa de membrana fue significativamente mayor en C. euryale
gue en el resto (aprox 850 mU/mg, cuando lo normal es 100-150 mU/mg),
llegando a ser 4-5 veces mayor que la de la otra especie estudiada de su género,

C. reinhardtii, que es dulceacuicola.
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Figura 3.5.1: Niveles de actividad PPasa tanto soluble (sPPasa) como asociada a
membr ana (mPPasa) en extractos celulares de las difer entes especiesindicadas cultivadas
en sus condiciones 6ptimas especificas de cultivo. A) Actividad especifica sPPasa en
extractos solubles totales. B) Actividad especifica mPPasa en fracciones particuladas de
membranas. Barras azules: 0 mM KCI; barras rojas: 100 mM KCIl en el ensayo. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001; n.s., no
significativo).

3.5.1.2 Efecto del potasio sobre la actividad PPasa asociada a las fracciones

de membranas de las diferentes microalgas estudiadas

Debido a que las especies de microalgas estudiadas presentan en sus
genomas genes que codifican diferentes H*-PPasas dependientes de K" e
independientes de K* (Tabla VII), cabia esperar que la actividad mPPasa
asociada a sus fracciones de membranas presentase in vitro diferentes
sensibilidades al potasio. Para verificar esta hipotesis, se calculé el porcentaje

de activacion de la actividad PPasa de membrana de cada una de las especies en
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presencia de 100 mM K CI en el ensayo (condiciones estandar) con respecto a la
actividad ensayada en ausencia de KCI (Figura 3.5.2A). También se realizaron
medidas de actividad mPPasa en presencia de concentraciones crecientes de

KCI en el ensayo, en el rango 0-400 mM (Figura 3.5.2B).
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Figura 3.5.2: Estimulacioén por potasio de la actividad mPPasa asociada a membr anas de
cada una de las especies de microalgas estudiadas. A) Porcentajes de actividad mPPasa
ensayadacon (barrasrojas) o sin (barras azules) 100 mM KCI respecto a la actividad maxima
determinada para cada preparaciéon. B) Titulacion de la activacion por KCl de la actividad
mPPasa en preparaciones de membranas de de las especies estudiadas. Rombo verde: C.
euryale; cuadrados verdes: C. reinhardtii; rombos rojos: Chlorella sp. N64A; tridngulos
azules: Ch. salina; circulos morados: G. sulfuraria. Las barras de error representan error
estandar (n = 3; *, P<0,05; ***, P<0,001).

Se observé una activacion por KCIl muy importante (3-5 veces) de la
actividad mPPasa en las fracciones de membranas de todas las especies
estudiadas, excepto en G. sulphuraria (Figura 3.5.2A), lo que era esperable ya
que esta microalga no presenta en su genoma ninglin gen que codifica H*-
PPasas dependientes de K* (véase Tabla VII). Esta activacion fue
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significativamente mayor en las dos especies de Chlamydomonas y en la
especie Chorella sp. N64A que en la especie Ch. salina, un hecho que
concuerda con que esta especie marina debe poseer una H*-PPasa independiente
de K* ademas de la isoforma dependiente de K* que comparte con las otras
especies citadas. Se observo asimismo una diferencia en el grado de activacion
por KCI de la actividad mPPasa entre las dos especies de Chlorella,
presentando Ch. salina un mayor componente de actividad independiente de
potasio (Figura 3.5.2A y B); esto sugiere que la H*-PPasa independiente de K™*
estd mas presente o es mas activa en esta especie marina que en las otras

especies de Clorofitas estudiadas.

3.5.1.3 Efecto del sodio sobre la actividad mPPasa asociada a las fracciones de

membranas de las diferentes microalgas estudiadas

Para evaluar el efecto que tiene el sodio in vitro sobre la actividad
mPPasa asociada a las fracciones de membranas de cada una de las especies
analizadas se llevaron a cabo medidas de dicha actividad suplementando las
mezclas de ensayo con diversas concentraciones de NaCl. Estas medidas se

realizaron tanto en presencia como en ausencia de 100 mM K CI en el ensayo.

Como se puede observar en la Figura 3.5.3 la adicion de NaCl en la
mezcla de ensayo produce un efecto sobre la actividad mPPasa asociada a
membrana que varia de unas especies a otras en funcion de las H*-PPasas que
presumiblemente contienen sus preparaciones de membranas, aunque en general
se observa un efecto inhibitorio fundamentalmente sobre el componente
dependiente de K* (Figura 3.5.3). El efecto sobre la actividad mPPasa asociada
a membrana de las dos especies de Chlamydomonas fue similar, afectando
exclusivamente al componente dependiente de K™, aunque parece mas tolerante
en C. euryale a concentraciones moderadas de NaCl. El efecto inhibidor fue
significativo a concentraciones de NaCl superiores o iguales a 50 mM en C.
reinhardtii y a valores iguales o superiores a 150 mM en C. euryale. En
Chlorella sp. N64A sblo se observd un efecto inhibitorio significativo sobre el
componente de actividad dependiente de K* a concentraciones de NaCl de 300

mM, mientras que la actividad mPPasa asociada a la fraccion de membranas de
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la especie Ch. salina , que es en su mayor parte insensible a K", se vio afectada
solo muy ligeramente En contraste con todo lo anterior, en la rodofita G.
sulphuraria, que carece de actividad dependiente de K*, se observo incluso un
ligero incremento de actividad mPPasa asociada a membranas a concentraciones
moderadas de NaCl, hasta 50 mM, y un efecto significativo de inhibicion sélo a
300 mM de NacCl.
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Figura 3.5.3: Efecto de la adicion de NaCl en la mezcla de ensayo sobre los niveles de
actividad mPPasa de las pr epar aciones de membr anas de |as distintas especies analizadas
en este trabajo. Barras azules: Actividad especificadeterminada en ausencia de KCl; barras
rojas: actividad especifica determinada en presenciade 100 mM KCI en el ensayo. Las barras
de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01; ***, P<0.001).

Para comprender mejor el efecto del sodio sobre la actividad mPPasa
asociada a las fracciones de membranas se realizd un estudio de los pardmetros
cinéticos en aquellas microalgas que deben poseer un solo tipo de H™-PPasa,
bien sea dependiente de K* (C. reinhardtii, C. euryale) o independiente de K*
(G. sulphuraria). A pesar de que la especie G. sulphuraria poseetres H*-PPasas
independientes de K*, sabemos por estudios anteriores de nuestro grupo
(Herrera Palau 2011) que s6lo uno de los genes que las codifican se expresa de
manera constitutiva (Gs15900). El estudio de los parametros cinéticos se llevé a

cabo tanto en presencia como en ausencia de 50 mM NacCl, lo cual nos permitié
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determinar el tipo de inhibiciébn que produce este compuesto, uno de cuyos

productos de disociacién, el i6n Na*, es el verdadero agente inhibidor. El

sustrato cataliticamente competente para las mPPasas es el complejo Mg, PPi.
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C. reinhardtii 100 165 83,33 36,63
C. euryale 317 313 526,32 286,3
G. sulphuraria 140 91 87,72 69,93
Vmax/Km Vmax/Km
Or ganismo (control) (50 mM NacCl)
C. reindhartii 833 222
C. euryale 1660 915
G. sulphuraria 627 769

Figura 3.5.4: Pardmetros cinéticos de la actividad mPPasa y efecto sobre ellos de la
presencia en el ensayo de 50 mM NaCl. A) Graficas de Lineweaver-Burk generadas para
obtener los parametros cinéticos de la actividad mPPasa asociada a las fracciones de
membranas de las tres especiesindicadas. 1) C. reinhardtii; 2) C. euryale; 3) G. sulphuraria.
B) Parametros cinéticos de la actividad mPPasa de cada especie en las dos condiciones de
ensayo analizadas. C) Tabla con las razones Vmax/ Km, tomadas como medidas comparativas de
la eficiencia catalitica de las distintas mPPasas en las condiciones analizadas.
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Lo primero que muestran las graficas de Lineweaver-Burk son los
diferentes mecanismos de inhibicion por Na* de las mPPasas estudiadas (Figura
3.5.4A): mientras que las H*-PPasas dependientes de K" de C. reinhardtii y C.
euryale muestran claros mecanismos de inhibicion no competitiva, la H*-PPasa
independiente de K* de G. sulphuraria no presenta un mecanismo de inhibicion
bien definido, lo cual concuerda con que esta mPPasa tolera bien el sodio,
siendo incluso ligeramente estimulada por esa concentracién salina (véase
Figura 3.5.3). De hecho, la presencia de 50 mM de NaCl tuvo un efecto
inhibidor modesto sobre la Vnax de la mPPasa de G. sulphuraria que se
compensd con una reduccion significativa de su K, resultando en el
incremento de eficiencia catalitica observado en este caso (Figura 3.5.4B y C).
Por otra parte, en las dos especies de Chlamydomonas se aprecié un efecto
negativo evidente del sodio sobre la V nax, que bajé practicamente a la mitad en
ambos casos, mientras que la K, permanecié invariable (C. euryale) o sufrio
una clara disminucion (C. reinhardtii), resultando en una clara reduccion de la
eficiencia catalitica (mas del 50%) en ambos casos, la cual fue aln mas potente
en la especie dulceacuicola (aprox. 75% de reduccién). Este efecto es
consecuencia de la potente inhibicion no competitiva que el sodio ejerce
especificamente sobre la actividad H*-PPasa dependiente de K*, ya que el este
i6n no actua directamente sobre el sitio catalitico de unién del PPi, sino sobre el
sitio de unién del potasio, el cual esta ausente en las H*-PPasas independientes
de K",

3.5.1.4 Efecto de la salinidad sobre el crecimiento de los cultivos y los niveles

de mPPasa de las distintas especies de microalgas analizadas

Para evaluar el efecto de la salinidad del medio de cultivo sobre el
crecimiento de las distintas especies de microalgas utilizadas en este apartado,
se registraron las curvas de crecimiento de todas ellas en condiciones normales
de cultivo y en los mismos medios suplementados con la concentracion de NacCl
adecuada en cada caso. Para completar este estudio se determinaron los valores
de actividad PPasa tanto soluble como asociada a la fraccion de membranas de
cultivos de cada especie sometidos a estrés salino durante 16-18 h y se
compararon con las actividades PPasas de cultivos sin tratar. Ademas se
realizaron ensayos de Western blot con un anticuerpo anti-H'-PPasa tras
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separacion electroforética en geles de poliacrilamida-SDS de las proteinas de
membranas, tanto tratadas como sin tratar, para detectar posibles cambios en los
niveles del polipéptido de la H*-PPasa, y asi establecer si el choque salino tiene
algin efecto sobre la expresion de estas proteinas.

A

—
o

Control 150 mM NacCl 16 1
g 14 4
E; 12 4
=10 4
=
% 8 1 =4—Control
3 61 —m-150 mM NaCl
© 4
2
0 +—r—">—"-—"-T—"T—7
0 30 60 90 120 150 180 210
Tiempo (h)
Ch. reindhartii C. euryale
sekosk
) *okk
% 250 900 —_
B 2 800 1
& T, £
E g 200 EH; 700 A
é - 3 E 600 -
£ E 150 £ E 500 +
3
? = g £ 400
= = 100 T S 300 -
2 £ E
= 2 504 _%vzuo
£ < 100
< 0 - 0
Control +150 mM NaCl Control
C. reinhardtii C. euryale
[ 1 |
Control +150 mM NaCl Control
M — 65kDa
-
1,0 4,3 6,6 Intensidad (U.R)

=
! & ! ! Ponceau S

Figura 3.5.5: Efecto de la salinidad en el medio de cultivo sobre el crecimiento y los
niveles de actividad y proteina H"-PPasa de la clorofita dulceacuicola C. reinhardtii. A)
Aspectofinal delos cultivostras 9 dias de desarrollo y curvas de crecimiento de los mismos
en condiciones estandar (control) y con 150 mM NaCl afiadido. B) Niveles de actividad
especificamPPasa en fracciones de membranas de cultivos sometidos o no al choque salino
durante 18 h. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. C) Niveles del
polipéptido de H™-PPasa determinados por Western blot en fracciones de membranas de
cultivos sometidos o no al choque salino durante 18 h. Se aplicdé la misma cantidad de
extracto, aprox. 80 ug de proteina, por calle. Se muestralatincién con Ponceau Sde las calles
correspondientes usadas como control de carga. En los paneles By C se han incluido los datos
equivalentesde la clorofitamarina C. euryale cultivada en sus condiciones estandar (150 mM
NaCl) para comparacion. U.R.: unidades relativas. Las barras de error representan error
estandar (n = 3; ***, P<0,001).

141



Resultados

A

0 M NaCl Control

=4=0 M NaCl

=@=-Control

l , M —+—0,3 M NaCl
W 1 M NaCl

0 30 60 90 120 150 180 210
Tiempo (h)

0,3 M NaCl 1 M NaCl

Ll

|Clorofila] (ug/ml)
S R N W A A ®

o

C. euryale
sk

o

=]

=]
’

= b W s N1
=R — R I ]
oS oo oo oo

=]
=]

Actividad especifica mPPasa
(nmol Pi. min'!. mg!)
(=

Control +1 M NaCl
[NaCl] M

Control +1 M NaCl

— 65 kDa

Incremento (U.R.)

Ponceau S

Figura 3.5.6: Efecto de las condiciones de hipersalinidad en el medio de cultivo sobre el
crecimiento y los niveles de actividad y proteina H*-PPasa de la clorofita marina C.
euryale. A) Aspectofinal delos cultivostras 9 dias de desarrollo y curvas de crecimiento de
los mismos en condiciones estandar (control) y con concentraciones crecientes de NaCl
afiadido. B) Niveles de actividad especifica mPPasa en fracciones de membranas de cultivos
sometidos alas concentraciones salinas indicadas durante 18 h. Barras azules: sin KCl; barras
rojas: +100 mM KCI en el ensayo. C) Niveles del polipéptido de H*-PPasa determinados por
Western blot en fracciones de membranas de cultivos sometidos alas concentraciones salinas
indicadas durante 18 h. Se aplic6 lamisma cantidad de extracto, aprox. 80 ug de proteina, por
calle. Se muestralatincidon con Ponceau S de las calles correspondientes usadas como control
decarga. U.R.: unidadesrelativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3; **,
P<0,01).
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La salinidad tuvo un efecto muy fuerte sobre la especie dulceacuicola C.
reinhardtii, inhibiendo practicamente el crecimiento del cultivo a una
concentracion de 150 mM NaCl (Figura 3.5.5A). Por el contrario, el
crecimiento de la especie marina C. euryale no se vio gravemente afectado por
ninguna de las condiciones de salinidad empleadas, observandose Unicamente
un ligero efecto negativo sobre el crecimiento final en los cultivos con 150 mM
y 1 M NaCl, mientras que con 0.3M NaCl, concentracion salina equivalente al
agua de mar, el comportamiento del cultivo fue similar al control sin sal
anadida (Figura 3.5.6A). Por otra parte, en C. reinhardtii se apreciaron
incrementos notables (2-4 veces) tanto en los niveles de actividad especifica
como en los de proteina H'-PPasa detectados por Western blot, tras un
tratamiento con 150 mM NaCl durante 18 h (Figura 3.5.5B y C). Ademas, la
H*-PPasa de la especie dulceacuicola alcanzd tras esta induccién niveles
similares a los que presenta su homdloga marina C. euryale en su medio
estandar de crecimiento (150 mM NacCl) (Figura 3.5.5C). Sin embargo, esta
induccion no se aprecid en la especie marina C. euryale en condiciones de
hipersalinidad, observandose incluso una cierta disminucion de los niveles de
actividad y proteina mPPasa por el tratamiento con 1M NaCl durante 18 horas
(Figura 3.5.6B yC). En ningln caso se observaron efectos significativos de los
tratamientos salinos sobre los niveles de actividad sPPasa de la fraccion de
proteinas solubles de ninguna de las dos especies de Chlamydomonas estudiadas

(datos no mostrados).
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Figura 3.5.7: Efecto de la salinidad en el medio de cultivo sobre el crecimiento y los
niveles de actividad y proteina H"-PPasa de la clorofitadulceacuicola Chlorella sp. N64A.
A) Aspecto final de los cultivos tras 9 dias de desarrollo y curvas de crecimiento de los
mismos en condiciones estandar (control) y con 150 mM NaCl afiadido. B) Niveles de
actividad especifica mPPasa en fracciones de membranas de cultivos sometidos o no al choque
salino durante 18 h. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. C)
Niveles del polipéptido de H*-PPasa determinados por Western blot en fracciones de
membranas de cultivos sometidos o0 no al choque salino durante 18 h. Se aplicé la misma
cantidad deextracto, aprox. 80 ug de proteina, por calle. Se muestralatincidon con Ponceau S
delas calles correspondientes usadas como control de carga. U.R.: unidades relativas. Las
barras de error representan error estandar (n = 3; ***, P<0.001).
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Figura 3.5.8: Efecto de las condiciones de hipersalinidad en el medio de cultivo sobre el
crecimiento y los niveles de actividad H*-PPasa de la clorofita marina Ch. salina. A)

Aspectofinal de los cultivostras 9 dias de desarrollo y curv as de crecimiento de los mismos
en condiciones estandar (control) y con concentraciones crecientes de NaCl afiadido. B)
Niveles de actividad especifica mPPasa en fracciones de membranas de cultivos sometidos a
las concentraciones salinas indicadas durante 18 h. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100
mM KCI en el ensayo. Las barras de error representan error estdndar (n = 3; *, P<0,05).

Se realizd también un estudio comparativo sobre el efecto de la salinidad
sobre una especie dulceacuicola (Chlorella sp. N64A) y otra marina (Ch.
salina) del género Chlorella, el cual se encuentra bastante alejado
filogenéticamente de Chlamydomonas en la division de microalgas verdes
Clorofitas. El crecimiento de la especie Chlorella sp. N64A se vio afectado
muy significativamente por la presencia de 150 mM NacCl en el medio, llegando
a alcanzar tras 9 dias Unicamente la mitad del valor de densidad celular
alcanzado por el cultivo control, sin NaCl afiadido (Figura 3.5.7A). Este efecto

inhibidor de crecimiento fue sin embargo menos acusado que el observado en la
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especie también dulceacuicola C. reinhardtii y pensamos que puede debersea la
presencia en las membranas de Chlorella de una segunda H*-PPasa
independiente de K*, segiin la informacién de su genoma secuenciado. Por el
contrario, la especie Ch. salina esta totalmente adaptada a los habitats marinos
ya que fue incapaz de crecer en medio sin NaCl, y solo alcanzé su 6ptimo de
crecimiento en el medio con la concentracion de NaCl equivalente a la salinidad
del agua de mar (0,3 M NaCl) (Figura 3.5.8A). El tratamiento con NaCl durante
18 h provocd incrementos significativos de los niveles de actividad mPPasa
dependiente de K* en los cultivos de ambas especies, aunque fue
significativamente mayor en la Chlorella dulceacuifera (casi dos veces respecto
al control sin sal) que en su homologa marina Ch. salina tratada con 1 M NaCl
(tan s6lo un 20% mas respecto al cultivo con 0,3M NaCl) (Figuras 3.5.7B y
3.5.8B). Es importante sefialar los elevados niveles del componente
independiente de K* de la actividad mPPasa observados en todas las
condiciones de salinidad en las membranas de Ch. salina, lo que sugiere la
presencia de cantidades significativas de una segunda H*-PPasa independiente
de K" en esta microalga marina. Los niveles de polipéptido de H'-PPasa de
Chlorella sp. N64A aumentaron de forma paralela a la actividad por el
tratamiento con 150 mM NaCl (Figura 3.5.7C). Desafortunadamente, no fue
posible detectar los niveles de polipéptido de H'-PPasas en la especie Ch.
salina, posiblemente debido a que se ha utilizado un anticuerpo heterélogo
contra la mPPasa de la bacteria Thermotoga maritima que no reconoce a la
proteina mPPasa en algunas de las especies estudiadas. En ningin caso los
tratamientos salinos produjeron efectos significativos sobre los niveles de
actividad sPPasa de la fraccion de proteinas solubles de ninguna de las dos

especies de Chlorella estudiadas (datos no mostrados).
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Figura 3.5.9: Efecto de las condiciones de hipersalinidad en el medio de cultivo sobre el
crecimiento y los niveles de actividad y proteina H*-PPasa de |a r odofita ter moacidofila
G. sulphuraria. A) Aspecto final de los cultivos tras 9 dias de desarrollo y curvas de
crecimiento de los mismos en condiciones estandar (control) y con concentraciones crecientes
de NaCl afiadido. B) Niveles de actividad especifica sPPasa en lafraccion soluble (izquierda)
y mPPasa en fracciones de membranas (derecha) de cultivos sometidos alas concentraciones
salinas indicadas durante 18 h. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el
ensayo. C) Niveles del polipéptido de H*-PPasadeterminados por Western blot en fracciones
de membranas de cultivos sometidos alas concentraciones salinas indicadas durante 18 h. Se
aplicé la misma cantidad de extracto, aprox. 80 pg de proteina, por calle. Se muestra la
tincidon con Ponceau S de las calles correspondientes usadas como control de carga. U.R.:
unidades relativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3; **, P<0,01; ***,
P<0,001).
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La rodofita termoacidofila Galdieria sulphuraria es una microalga
cosmopolita que prolifera en lagunas é&cidas y superficie de rocas de zonas
volcanicas de todo el planeta. Habitualmente se encuentra en habitats no
especialmente ricos en sodio, pero con altos niveles de metales pesados y
azufre. En esta microalga se observO un drastico efecto inhibidor del
crecimiento de los cultivos con 0,5y 1 M NaCl (Figura 3.5.9A). Curiosamente,
y en claro contraste con las otras especies estudiadas, se observd una
disminucién progresiva de los niveles de actividad especifica sPPasa en la
fraccion de proteinas solubles al aumentar la concentracion de NaCl empleada
en el tratamiento salino, hasta alcanzar a 1M NaCl un 50% de inhibicion
respecto al control (Figura 3.5.9B). Por el contrario, las concentraciones
crecientes de NaCl produjeron un efecto inverso, es decir, un claro incremento
de los niveles de actividad y proteina mPPasa en las correspondientes
preparaciones de membranas (Figura 3.5.9B y C), en lo que podria ser un
mecanismo de respuesta a estrés en este microorganismo: la disminucién de la
actividad sPPasa dejaria disponible mas PPi disponible para el funcionamiento
de la H*-PPasa, posiblemente porque el gradiente de H™ producido por esta
proteina puede ser beneficioso para el organismo en situacion de estrés. Hay
que sefalar que G. sulphuraria posee tres genes que codifican H*-PPasas
independientes de K™, y estudios previos de nuestro grupo han mostrado que
uno de ellos es de expresion constitutiva (Gs15900) y los otros dos se inducen

en presencia de fuentes de C organicas (Herrera-Palau 2011).

A la vista de estos resultados obtenidos con microalgas podemos concluir
que el NaCl posee un efecto inhibitorio sobre las H*-PPasas que es mas acusado
en aquellas que son activadas por K™ (tipo 1), que son las funcionales en plantas
superiores. Esto puede deberse a que el Na“ compite con el K* por el mismo
sitio de unién, desplazando a este i6n y produciendo asi una bajada en los
niveles de actividad. También se ha observado una induccion tanto a nivel de
actividad mPPasa como de los niveles de polipéptido de las H*-PPasas en las
especies mas sensibles al efecto inhibidor sobre el crecimiento del NaCl y en

aquellas cuyas H*-PPasas muestran mayor sensibilidad a este compuesto.
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3.5.2 Efecto de la salinidad en microalgas eucariéticas marinas que poseen

posibles Na*- PPasas

Existe un tipo especial de mPPasa dependiente de K" capaz de bombear
iones de sodio en lugar de protones, conocido como Na'-PPasa, inicialmente
descrito por el grupo de Prof. Reijo Lahti (Univ. de Turku, Finlandia) en
bacterias y arqueas de hébitats ricos en sodio. En un principio se pensaba que
las mPPasas s6lo podian transportar protones, o iones de potasio aunque esto es
aun objeto de controversia, hasta que se descubrieron una serie de mPPasas que
podian transportar iones sodio a través de las membranas biologicas de
procariotas utilizando para ello la energia de hidrolisis del PPi. Varios estudios
filogenéticos sugieren que estas bombas de iones son las mPPasas mas
ancestrales, predecesoras de las H*-PPasas y habrian dado lugar a estas por
cambios estructurales en el sitio de union del canal i6nico (Kellosalo, K ajander
et al. 2012). La diferencia principal entre Na'-PPasas y H*-PPasas reside en un
residuo de &cido glutamico (E242, segin la numeracion de la Na'-PPasa de la
bacteria Chlorobium limicola), indispensable para el mecanismo de transporte
del i6n, que se encuentra en la a-hélice 6 en las Na'-PPasas y es sustituido por
un residuo glicina en la a-hélice 6 de las H*-PPasas (Luoto, Nordbo et al.
2013). Hasta la fecha solo se conocia la presencia de este tipo de mPPasas en
las membranas de algunas bacterias y arqueas que desarrollan una bioenergética
basada en el sodio, como Methanosarcina mazei o Morella thermoacetica
(Malinen, Belogurov et al. 2007). Gracias a busquedas y andlisis informaticos
de secuencias disponibles en bases de datos y en proyectos genoma y
transcriptomas, hemos conseguido identificar genes que codifican posibles Na®-
PPasas similares a sus ortélogos procaridéticos en numerosas especies de
microalgas marinas de filogenia muy diversa (Prasinoficeas, Estramendpilos,
Criptofitas, Haptofitas, Cloraracniofitas, Rodofitas...). Hemos elegido tres
especies de microalgas marinas cuyos genomas codifican posibles Na*-PPasas y
se pueden cultivar en laboratorio para caracterizar inicialmente las mPPasas
presentes en sus membranas, concretamente una especie de clorofita de la clase
Prasinoficeas (Ostreoccocus tauri), una rodofita unicelular (Porphyridium
purpureum) y un estramendpilo de la clase Bacillarioficeas (Diatomeas)

(Phaeodactylum tricornutum) (Tabla VIII). Hay que sefialar que segun datos
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obtenidos de colecciones de ESTs, las posibles Na'-PPasas de estas microalgas
presentan altos niveles de expresion en condiciones estandar de cultivo, siendo
las mPPasas con mayores niveles de expresién en relacion a sus paralogos

transportadores de H* (A. Serrano, comunicacién personal).

Tabla VIII: Genes que codifican mPPasas en |os genomas de las microalgas marinas estudiadas.

O. tauri Caodigos UniProtK B (genes/proteinas)
H*-PPasa 0stta01g00980/A0A090M 1W8 OSTTA
Na'-PPasa ostta019g03420/A0A090M3V7_OSTTA
H™-PPasa K *-indep. ostta04g03800/A0A090M4R4 OSTTA
Ph. tricornutum Caodigos UniProtK B (genes/proteinas)
H*-PPasa PHATR_ 21183/B5Y460 PHATC
Na'-PPasa PHATRDRAFT 15815/B7G9Z6 PHATC
H"-PPasa K "-indep. PHATRDRAFT 26190/B7FUGO_PHATC
P. purpureum Cadigos del genoma (draft)
Na'-PPasal contig 2255.10, AROW01001170.1; 1075 aa
Na'-PPasa2 contig_2623.1, AROW01001538.1; 1080aa
H™-PPasa K *-indep. contig_704.2, AROW01000398.1; 761 aa

3.5.2.1 Evidencias de que la actividad mPPasa de las tres microalgas marinas
(prasinoficea, bacillarioficea, rodofita) estudiadas es debida a Na'-

PPasas

Se cultivaron los organismos en sus respectivos medios en condiciones
estandar de crecimiento, todos ellos con agua marina natural, y los cultivos se
dejaron crecer hasta saturacion. Se recogieron las células por centrifugacion y
se obtuvieron extractos celulares de todos ellos, separando por
ultracentrifugacion la fraccion de proteinas solubles y la fraccién particulada de
membranas totales. Una vez obtenidos estos extractos se procedié a determinar
los niveles de actividad PPasa presente en cada uno de ellos, diferenciando en
las fracciones particuladas de membrana la actividad mPPasa en presencia o

ausencia de 100 mM KCI en el ensayo.

Se apreciaron niveles similares de actividad sPPasa, aprox. 0,5 U/mg, en
la fraccion de proteinas solubles de O. tauri y P purpureum, y ligeramente
menores en la diatomea Ph. tricornutum (Figura 3.5.10A), aunque en las tres
especies eran claramente inferiores (aprox. un 50%) a los niveles descritos en
apartados anteriores para microalgas Clorofitas. Cabe destacar la presencia en

los genomas de las tres especies de genes que codifican sPPasas de la Familia
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I, habiendo sido caracterizada por nuestro grupo la de O. tauri (Albi T. Tesis
Doctoral 2008), aunque en este estudio no se ha llevado a cabo la determinacién

de los niveles de actividad de estas enzimas.
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Figura 3.5.10: Niveles de actividades sPPasa y mPPasa en las especies de microalgas
marinas utilizadas en este estudio. A) Actividad especifica sPPasa en la fraccion de
proteinas solubles. B) Actividad especifica mPPasa en las fracciones particuladas de
membranas. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0,01).

Se pudo apreciar asimismo actividad mPPasa estimulada por potasio
asociada a las fracciones de membranas en las tres microalgas marinas
estudiadas (Figura 3.5.10B). Aunque los niveles de actividad especifica
ensayada en presencia de KCl presentaron variaciones significativas entre ellas,
oscilando desde 150 mU/mg en O. tauri -similar a los descritos en apartados
anteriores para otras Clorofitas- hasta 50 mU/mg en la diatomea Ph.
tricornutum; la estimulacion por potasio de la actividad mPPasa fue bastante

reducida en las tres especies, especialmente en el caso de la rodofita P.
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purpureum, por lo que la mayor parte de la actividad mPPasa observada era
atribuible al componente de actividad insensible a potasio (Figura 3.5.10B).
Hay que sefialar a este respecto la existencia de genes que codifica una H*-
PPasa independiente de K™ en los genomas de estas microalgas, aunque los
datos de transcriptomas disponibles en bases de datos indican que estos genes o
no se transcriben o lo hacen a niveles muy bajos, al igual que ocurre con sus

ortélogos de plantas.

Para conocer mejor el efecto del potasio en la actividad mPPasa asociada
a membranas de estas especies se calculé el porcentaje de activacion que en
cada caso ocurria en presencia de 100 mM KCI en la mezcla de ensayo, y se
realiz6 una titulacién de la estimulacion producida en la actividad mPPasa por
concentraciones crecientes de potasio en el ensayo (en el rango 0-400 mM
KCI).

Mientras que en O. tauri y Ph. tricornutum se producia una estimulacién
significativa por potasio de los niveles de actividad mPPasa asociada a
membranas (60% aproximadamente), en la rodofita P. purpureum sélo se
produjo un 20% de activacion (Figura 3.5.11A). Esta diferencia podria deberse
a que las membranas de esta Ultima especie contengan niveles
comparativamente altos de una H*-PPasa independiente de K*, o a la presencia
de un tipo de mPPasa diferente a las descritas hasta ahora en microalgas, como
por ejemplo una Na'-PPasa. Esta propuesta no es de facil comprobacion por
Western blotting ya que el anticuerpo anti-mPPasa utilizado no discrimina entre
los diferentes tipos de mPPasas, los cuales tienen un alto grado de conservacion
estructural(Tsai, Kellosalo et al. 2014). En las curvas de activacion por
concentraciones crecientes de KCI (hasta 400 mM) se aprecia que la actividad
mPPasa de O. tauri fue la mas activada por la presencia de KCI mientras que
Ph. tricornutum presenté la menor activacién, aunque en ningun caso se
alcanz0 una activacion maxima significativamente superior al doble de la

actividad determinada en ausencia de potasio en el ensayo (Figura 3.5.11B).
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Figura 3.5.11: Caracterizacioén de la dependencia de potasio de la actividad mPPasa de
las especies de microalgas marinas estudiadas. A) Estimulacién por potasio de la actividad
mPPasa en preparaciones de membranas, expresada como porcentaje con respecto a la
actividad maxima. Barras rojas: sin; barras azules, +100 mM KCI. B) Curvas de titulacion de
la estimulacién por potasio de la actividad mPPasa en cada una de las especies. Rombos
verdes: O. tauri; cuadrados marrones: Ph. tricornutum; tridngulos rojos: P. purpureum. Las
barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0,01).

3.5.2.2 Efecto del sodio sobre la actividad mPPasa de preparaciones de

membranas de las microalgas marinas estudiadas

Dado que los andlisis informaticos mostraron que las tres especies de
microalgas marinas seleccionadas para este estudio -la prasinoficea O. tauri, la
diatomea Ph. tricornutum y la rodofita P. purpureum- poseen en sus genomas
genes de Na'-PPasas que se transcriben activamente bajo diversas condiciones
ambientales, normales y de estrés (A. Serrano, comunicacion personal), era de
especial interés realizar una caracterizacion funcional de la actividad mPPasa

asociada a sus preparaciones de membranas, especialmente en lo referente a la
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inhibicion por sodio en el ensayo, asi como sobre la toxicidad de este cation a

nivel celular.

Para evaluar el efecto del sodio in vitro sobre la actividad mPPasa de
preparaciones de membranas de cada una de las especies se llevaron a cabo
medidas de dicha actividad suplementando las mezclas de ensayo con
concentraciones crecientes de NaCl, en el rango 0-300 mM. Estas medidas se
realizaron tanto en presencia como en ausencia de 100 mM KCI en el ensayo.
(Figura 3.5.12). Las membranas de la prasinoficea O. tauri no mostraron una
inhibicion  significativa de la actividad mPPasa por concentraciones
“fisiologicas” de sodio (inferiores a 50 mM), siendo este efecto significativo
Gnicamente a concentraciones superiores a 150 mM NaCl. En cambio, la
actividad mPPasa de Ph. tricornutum mostr6 una ligera activacion a
concentraciones fisiolégicas de sodio (10 mM) y no se observé ningun efecto
inhibitorio significativo por concentraciones de NaCl superiores. Finalmente, la
presencia de NaCl causd un efecto estimulador sobre la actividad mPPasa de la
rodofita P. purpureum a todas las concentraciones empleadas, aunque
presentaba un maximo a 10 mM, una concentracion cercana al nivel fisiolégico
de sodio intracelular. Este requerimiento de Na® es una caracteristica de las
Na'-PPasas procaridticas estudiadas hasta la fecha, y sugiere que la totalidad o
la mayor parte de la actividad mPPasa de las preparaciones de membranas de
esta microalga es debida a la presencia de una Na'-PPasa funcional. El efecto
inhibidor del sodio fue en las tres microalgas marinas claramente menor que el
observado con las preparaciones de membranas de las otras microalgas

analizadas en apartados anteriores, las cuales carecen de este tipo de mPPasas.

El hecho de que las microalgas marinas con genes de posibles Na’-
PPasas en sus genomas presenten, en contraste con otras microalgas, una
actividad mPPasa con una gran tolerancia o incluso activacién por sodio es una
evidencia indiscutible de que sus membranas contienen un tipo de mPPasa no
descrito hasta ahora en sus membranas (las Na*-PPasas) o que aun siendo del
mismo tipo, presentan caracteristicas cataliticas diferentes que mejoren su

funcionalidad en entornos salinos.
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Figura 3.5.12: Efecto de la presencia de NaCl en el ensayo de actividad mPPasa de
pr epar aciones de membr anas de tres microalgas marinas con genes de Na*-PPasas en sus
genomas. La actividad se determiné en presencia de las concentraciones indicadas de NaCl en
el ensayo. Barras azules: sin KCl; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0,01).
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3.5.2.3 Efecto del sodio en el medio de cultivo sobre la actividad mPPasa

asociada a membranas de las microalgas marinas estudiadas

Para completar este estudio se sometieron las tres microalgas marinas a
un choque salino con 1 M NaCl durante 18 h. Para ello todas las especies se
cultivaron fotoautotréficamente en medios basados en agua de mar
suplementados o no con la citada concentracion de NaCl. Las células tratadas se
recogieron por centrifugacion y se obtuvieron extractos celulares, separando la
fraccién de proteinas solubles de la fraccién particulada de membranas, y se
determinaron en todas ellas los niveles de actividad especifica sPPasa y
mPPasa. Los valores de actividad PPasa obtenidos se compararon con los

obtenidos de células sin tratar.

Se observd una disminucion del crecimiento de los cultivos
suplementados con 1 M NaCl de O. tauri y P. purpureum, siendo mas acusado
en el caso de la primera especie. Por el contrario, se observd un crecimiento
ligeramente mayor del cultivo con 1 M NaCl en el caso de la diatomea Ph.
tricornutum. (Figura 3.5.13A). En cuanto a la actividad mPPasa asociada a
membranas, no se observd ningun efecto significativo del choque hipersalino
sobre los niveles de actividad especifica de las especies Ph. tricornutum y P.
purpureum, mientras que si se observé un aumento significativo en O. tauri,
concretamente de la actividad determinada en presencia de KCI en la mezcla de

ensayo (Figura 3.5.13B).

De forma analoga a lo que ocurriaen en el apartado anterior, el
incremento de actividad mPPasa asociada a membrana fue mayor en O. tauri, la

especie que presentaba una mayor dependencia de K CIl en su actividad.
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Figura 3.5.13: Efecto de un choque hipersalino en el medio sobre el crecimiento de los
cultivosy los niveles de actividad mPPasa de O. tauri, Ph. tricornutumy P. purpureum. A)
Aspectode los cultivos desarrollados con 1 M NaCl o sin sal suplementariadurante9 dias. B)
Niveles de actividad mPPasa de preparaciones de membranas de cultivos sometidos o no a
choque hipersalino durante 18 h. Barras azules: sin KCl; barras rojas: +100 mM KCI en el
ensayo. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05).
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Solo pudo detectarse el polipéptido de mPPasa por Western blot en las
preparaciones de membranas de O. tauri, aungue en este caso no se observo un
aumento significativo de los niveles de la proteina en las membranas obtenidas
de células sometidas a choque hipersalino (Figura 3.5.14), lo que sugiere una
regulaciéon de la actividad enzimatica mas que cambios en los niveles de la

proteina por activacion génica tras el tratamiento salino.

Control +1 M NaCl

| — ———— — 70 kDa

= T — I

Figura 3.5.14: Niveles del polipéptido de mPPasa en preparaciones de membranas de
células de O. tauri sometidas o no a un choque hipersalino. Se determinaron por Western
blot de fracciones de membranas de cultivos sometidos alas concentraciones salinas indicadas
durante 18 h. Se aplicé la misma cantidad de extracto, aprox. 80 pug de proteina, por calle. Se
muestralatincion con Ponceau S de las calles correspondientes usadas como control de carga.

3.5.3 Las microalgas Eustigmatoficeas marinas poseen una actividad mPPasa

independiente de K* asociada a membranas con alta tolerancia a sodio

que es inducida por chogue salino

Hasta la fecha se tenia constancia de una Unica especie de microalga
cuya actividad mPPasa asociada a membranas no fuese estimulada por la
presencia de potasio en el ensayo: la rodofita termoacidofila G. sulphuraria.
Durante el desarrollo del presente estudio, hemos podido identificar otras tres
especies que presentaban esta inusual caracteristica en cuanto a su actividad
mPPasa. Todas ellas son especies marinas pertenecientes al género
Nannochloropsis, un grupo perteneciente a la clase Eustigmatoficeas, dentro del
supergrupo de los Estramendpilos (Hererocontofitas). Este género se diferencia
de otros grupos de algas por carecer completamente de clorofila b y ¢
(Andersen, Brett et al. 1998), ademas son capaces de acumular cantidades muy
elevadas de acidos grasos poliinsaturados (Lubian, Montero et al. 2000).
Concretamente, las tres especies que se han analizado en este trabajo son N.
oculata, N. salina y N. gaditana, siendo todas ellas microorganismos que
proliferan en habitats marinos costeros. En concreto, la Ultima de las especies

citadas, cuyo genoma ha sido secuenciado recientemente, fue aislada en el afio
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1982 de la Bahia de Cadiz, ahi su nombre de especie (Lubian 1982). N.
gaditana posee dos genes que codifican H*-PPasas (Naga 100065914 y
Naga 100030g25): una dependiente de K* (W7TN19 9STRA) vy otra
independiente de K* (W7T9J2_9STRA).

Las tres microalgas eustigmatoficeas se cultivaron en medio marino F/2
hasta alcanzar la fase estacionaria, y se recogieron mediante centrifugacion para
proceder a su rotura celular y la obtencion de las fracciones de proteinas
solubles y de membrana de cada una de ellas. Una vez obtenidas las diferentes
fracciones, se determind las actividades sPPasa y mPPasa de las mismas. La
actividad mPPasa de las fracciones de membranas se determind tanto en
presencia como en ausencia de 100 mM de K ClI en el ensayo.

A

o o o o
N W~ O

Actividad especifica sPPasa
(umal Pi. min-1. mg1)
o
H

N. oculata N. salina N. gaditana

Actividad especifica mPPasa
(nmol Pi. mint, mg1)

N. oculata N.salina N. gaditana

Figura 3.5.15: Niveles de actividades sPPasa y mPPasa en extractos celulares de las
especies de microalgas Eustigmatoficeas marinas utilizadas en este estudio. A) Actividad
especificasPPasa en lafraccion de proteinas solubles. B) Actividad especifica mPPasa en las
fracciones particuladas de membranas. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en
el ensayo. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; n.s., no
significativo).
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Todas las especies presentaron niveles de actividad especifica sPPasa
comparables a los de las otras especies marinas estudiadas (aprox. 0,5 U/mg),
siendo ligeramente inferior en la especie N. gaditana (Figura 3.5.15A). Como
ya se ha comentado, las preparaciones de membranas de las tres
esustigmatoficeas marinas presentaron niveles elevados (300-400 mU/mg) de
una actividad mPPasa que no se estimulaba por la presencia de potasio en el
ensayo, incluso se aprecidé una cierta inhibicién por este ién (Figura 3.5.15B), y
eran superiores a los observados en la mayoria de microalgas marinas y
dulceacuicolas estudiadas en esta Tesis. Por tanto, las membranas de estas
eustigmatoficeas marinas Unicamente contienen H*-PPasas independientes de
K*, un escenario hasta ahora solo hallado en la rodofita thermoaciddfila G.
sulphuraria, lo cual sugiere que los casos de protistas que utilizan Unicamente
este tipo de mPPasas pueden ser mas comunes de lo que se hasta ahora se
pensaba, especialmente entre organismos sometidos a condiciones cronicas de
estrés, como la salinidad. La significacion fisiologica para la microalga de este
cambio funcional de la mPPasa est4 aun por clarificar, pero podria ser una
ventaja adaptativa si se tiene en cuenta que, como se ha demostrado
anteriormente en esta Tesis, las H*-PPasas independientes de K* son mas
tolerantes a la inhibicién por sodio que sus homdlogas dependientes de K ™.

Debido a la especial caracteristica de la mPPasa asociada a membranas
de las microalgas eustigmatoficeas, y para confirmar esta propuesta, se decidio
evaluar el efecto de la salinidad sobre la misma en la especie N. gaditana, tanto
in vitro, en el ensayo, como in vivo sometiendo los cultivos a choque
hipersalino. Para ello, se evaluo el efecto sobre la actividad de concentraciones
crecientes de sodio (hasta 300 mM NaCl) en la mezcla de ensayo (Figura
3.5.16A), y se determinaron los niveles de actividad especifica mPPasa en
preparaciones de membranas de células cultivadas en fotoautotréficamente en
medio F/2 hasta alcanzar la fase estacionaria, y posteriormente sometidas a
choque hipersalino (adicion 1 M de NaCl) durante 18 h (Figura 3.5.16B).
Ademas se determinacion por Western blotting los niveles del polipéptido H*-
PPasa en las fracciones de membrana de cada uno de los cultivos (Figura
3.5.16C).
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De acuerdo con resultados previamente presentados en esta Tesis, la
actividad mPPasa independiente de K* asociada a membranas de N. gaditana
presentd una alta tolerancia a la presencia de NaCl en la mezcla de ensayo,
viéndose afectada de forma significativa unicamente a 300 mM NaCl, la mayor
concentracion utilizada, la cual ademas parece potenciar el efecto inhibidor del
potasio (Figura 3.5.16A). Estos resultados refuerzan la propuesta de que la
dependencia por potasio de las H*-PPasas debe estar mecanisticamente
relacionada con su sensibilidad al sodio, siendo las de tipo | o dependientes de
K* (que son funcionales en plantas, y muchos protistas y procariotas) altamente
inhibibles por sodio, y las de tipo Il o independientes de K *.(cuya funcionalidad
en plantas no esta clara, pero estan presentes en muchos protistas y procariotas)
muy tolerantes a este cation, como se ha demostrado en esta Tesis. Hay que
sefialar que los cultivos sometidos a choque hipersalino (1 M de NaCl) o
desarrollados en ausencia de sal no mostraron diferencias fenotipicas evidentes
comparados con el cultivo desarrollado en condiciones estandar de salinidad
(0.3 M NaCl), con lo que Nannochloropsis se ha revelado como uno de los
géneros de microalgas mas adaptables a las alteraciones en salinidad, una
caracteristica de gran valor biotecnolégico. Por otra parte, la actividad
especifica mPPasa de las membranas de células cultivadas en ausencia de sal no
vari6 con respecto al cultivo control, mientras que presentd niveles
significativamente superiores en las membranas de las células cultivadas en
presencia de 1 M de NaCl (Figura 3.5.16B). Un comportamiento paralelo se
pudo observar en la determinacion de los niveles del polipéptido mPPasa
mediante Western blotting, siendo su nivel claramente mayor en las células
tratadas con 1 M NaCl (Figura 3.5.16C), lo que sugiere una regulacion de la
sintesis de proteina por las condiciones salinas. Estos resultados fueron
similares a los observados en la rodofita G. sulphuraria, muy alejada
filogenéticamente de Nannochloropsis, lo que indica el alto valor adaptativo de

los mecanismos de regulacion de las mPPasas en estas microalgas.
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Figura 3.5.16: Efecto de la salinidad sobre la actividad mPPasa de |a eustigmatoficea N.
gaditana. A) Niveles de actividad mPPasa determinada en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl en la mezcla de ensayo. Barras azules: sin KCl; barras rojas: +100 mM
KCI en el ensayo. B) Efecto de la salinidad del medio de cultivo sobre los niveles de actividad
mPPasa de preparaciones de membranas. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI
en el ensayo. C) Niveles del polipéptido H™-PPasa determinados por Western blotting en
fracciones de membranas de cultivos desarrollados con las concentraciones de NaCl indicadas
durante 18 h. Se aplicé la misma cantidad de extracto, aprox. 80 ug de proteina, por calle. Se
muestralatincién con Ponceau Sde las calles correspondientes usadas como control de carga
U.R.: unidadesrelativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **,
P<0,01).
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3.5.4 Efecto regulador de las condiciones tréficas de cultivo sobre las H™ -

PPasas de microalgas

En trabajos previos del grupo, se llevaron a cabo los primeros estudios
sobre el efecto regulador de las condiciones troficas de cultivo sobre las H™-
PPasas de la clorofita C. reinhardtii y la rodofita G. sulphuraria (Herrera-
Palau, 2011; Lbépez-Marqués, 2004). Sin embargo, esos trabajos se centraron
principalmente sobre regulacion de la expresion génica y, ademas, no
contemplaron todos los escenarios troficos posibles. En este trabajo se ha
tratado de completar esos resultados previos para tratar de tener una vision mas
global sobre el tema. Entender cémo afectan a las mPPasas las condiciones
nutricionales que determinan el crecimiento de las microalgas puede
proporcionar una informacion muy Util sobre el comportamiento de las plantas

superiores y sus H'-PPasas ante estos factores.

Para este estudio hemos utilizado tres especies de microalgas de genomas
secuenciados y con caracteristicas diferenciales, tanto en sus condiciones de
cultivo como en el tipo de H*-PPasa que presentan sus membranas. Dos
clorofitas: C. reinhardtii, que en su genoma s6lo posee un gen que codifica una
H*-PPasa dependiente de K™ y utiliza acetato como fuente de carbono organico,
y Chlorella sp. N64A, cuyo genoma contiene dos genes que codifican H™-
PPasas, una independiente y otra dependiente de K*, y utiliza glucosa como
fuente de carbono organico. La tercera microalga analizada fue la rodofita
termoacidofila G. sulphuraria que tiene tres genes que codifican H*-PPasas
independientes de K* y también utiliza glucosa como fuente de carbono
organico. Para las condiciones fotoautotréficas de cultivo, las microalgas se
cultivaron bajo luz banca continua y en agitacion en sus respectivos medios
especificos (medio Sueoka con nitrato para las dos clorofitas, y medio acido
especifico para Galdieria). También se cultivaron bajo luz continua en
condiciones mixotroéficas, suplementando los medios con 14,7 mM de acetato
sodico en el caso de C. reinhardtii o con glucosa 17 mM en el caso de las otras
dos especies. Para las condiciones heterotroficas se utilizaron medios
suplementados de la misma forma que para las mixotréficas, pero en este caso
los cultivos se desarrollaron en absoluta oscuridad cubriendo los recipientes con

una doble capa de papel de aluminio. Los cultivos se desarrollaron hasta fase
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exponencial y las células se recogieron por centrifugacion para preparar las
fracciones de proteinas solubles y particulada de membranas que se utilizaron
para determinar respectivamente los niveles de actividad sPPasa y mPPasa y sus
polipéptidos por Western blot. Para la inmunodeteccion de la sPPasa de C.
reinhardtii se utilizaron anticuerpos especificos para la sPPasa plastidica
sPPA1 y su homologa mitocondrial SPPA2 previamente generados por nuestro
grupo(Gomez-Garcia, Losada et al. 2006), y para las H*-PPasas se emple6 un
anticuerpo contra la Na*-PPasa de T. maritima.también generado por nuestro

grupo (Drake, Serrano et al. 2010).

El crecimiento de los cultivos de C. reinhardtii fue similar en
condiciones de autotrofia y heterotrofia, pero fue mucho mayor en condiciones
de mixotrofia, alcanzando este cultivo en la fase estacionaria un valor de mas
del doble de concentracion de clorofila que los dos restantes. En cuanto a la
regulacion de sus PPasas, se aprecido un ligero aumento de actividad PPasa
soluble y un aumento en los niveles de polipéptidos de la PPasa soluble
cloroplastica (sPPA1), mientras que no se observé ningun efecto evidente sobre
la actividad y hubo un ligero aumento de los niveles de polipéptido de la sPPasa
mitocondrial (sPPA2) tanto en heterotrofia como en mixotrofia. Los datos de
actividad y niveles de polipéptido de la H*-PPasa fueron similares en estudios
previos del grupo, aungque en nuestro trabajo se aprecié una caida significativa,
pero moderada, de los niveles de actividad PPasa asociada a membrana en
condiciones de mixotrofia. Este efecto fue mas evidente en condiciones de
heterotrofia, como ya se observo en estudios anteriores (Herrera-Palau, 2011)
(Figura 3.5.17).
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Figura 3.5.17: Efecto de las condiciones tr 6ficas sobre el crecimiento de los cultivos y los
niveles de las PPasas de C. reinhardtii. A) Aspecto final de los cultivos tras 5 dias de
desarrollo y curvas de crecimiento de los mismos en las distintas condiciones tréficas
indicadas (A, autrofia; M, mixotrofia; H, heterotrofia). B) Niveles de actividad especifica
sPPasa en lafraccion soluble (izquierda) y mPPasa en fracciones de membranas (derecha) de
cultivos desarrollados en las condiciones indicadas. Barras azules: sin KCl; barras rojas: +100
mM KCI en el ensayo de lamPPasa. C) Niveles de los polipéptidos de la H™-PPasa HPPA, la
sPPasa plastidica sPPA1, y sPPasa mitocondrial sPPA2 determinados por Western blot en
fracciones de membranas de los diferentes cultivos. Se aplicé la misma cantidad de extracto,
aprox. 80 pg de proteina, por calle. Se muestra la tincion con Ponceau S de las calles
correspondientes usadas como control de carga. U.R.: unidadesrelativas. Las barras de error
representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; n.s., no significativo).
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Figura 3.5.18: Efecto de las condiciones tr 6ficas sobr e el crecimiento de los cultivos y los
niveles de las PPasas de Chlorellasp. N64A. A) Aspectofinal de los cultivos tras 5 dias de
desarrollo y curvas de crecimiento de los mismos en las distintas condiciones tréficas
indicadas (A, autrofia; M, mixotrofia; H, heterotrofia). B) Niveles de actividad especifica
sPPasa en lafraccidn soluble (izquierda) y mPPasa en fracciones de membranas (derecha) de
cultivos desarrollados en las condicionesindicadas. Barras azules: sin KCI; barras rojas: +100
mM KCI en el ensayo de lamPPasa. C) Niveles del polipéptido de la H*-PPasa determinados
por Western blot en fracciones de membranas de los diferentes cultivos. Se aplicé la misma
cantidad deextracto, aprox. 80 ug de proteina, por calle. Se muestralatinciéon con Ponceau S
delas calles correspondientes usadas como control de carga. U.R.: unidades relativas. Las
barras de error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0.01).
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El crecimiento de la especie Chlorella sp. N64A fue mucho mayor, y
estuvo mas acelerado, en condiciones de heterotrofia que en condiciones de
autotrofia. A diferencia de la especie anterior, este organismo no fue capaz de
producir ningln crecimiento en condiciones de oscuridad absoluta a pesar de
tener una concentracion adecuada de glucosa disponible como fuente de
carbono. Esto demuestra una dependencia completa de la luz en este organismo,
siendo el metabolismo heterotrofico un mecanismo secundario de obtencion de
energia. Los niveles de actividad de su sPPasa no se vieron afectados en
ninguna de las situaciones estudiadas, no siendo posible detectar ninguna banda
correspondiente a su polipéptido mediante Western blot. Esto puede ser debido
a la inespecificidad del anticuerpo utilizado. Unicamente se observo un
aumento de los niveles de actividad PPasas asociada a membrana, y dependiente
de KCI, en condiciones de autotrofia y se vio una disminucion de los niveles de
polipéptido de esta proteina tanto en condiciones de mixotrofia como de
heterotrofia. Ademas, se pudo observar una doble banda en todos los casos,
pudiendo corresponder la mas pequefia a la H'-PPasa independiente de K.
También fue posible apreciar un aumento significativo de los niveles de
actividad mPPasa independientes de K* en condiciones de mixotrofia y
heterotrofia (Figura 3.5.18).
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Figura 3.5.19: Efecto de las condiciones tr 6ficas sobre el crecimiento de los cultivos y los
niveles de las PPasas de |a rodofita Galdieriasulphuraria. A) Aspecto final de los cultivos
tras 8 dias de desarrollo y curvas de crecimiento de los mismos en las distintas condiciones
tréficas indicadas (A, autrofia; M, mixotrofia; H, heterotrofia). B) Niveles de actividad
especificasPPasa en lafraccion soluble (izquierda) y mPPasa en fracciones de membranas
(derecha) de cultivos desarrollados en las condiciones indicadas. Barras azules: sin KClI,
barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo de la mPPasa. C) Niveles del polipéptido de laH*-
PPasa determinados por Western blot en fracciones de membranas de los diferentes cultivos.
Se aplic6 la misma cantidad de extracto, aprox. 80 pug de proteina, por calle. Se muestra la
tincién con Ponceau S de las calles correspondientes usadas como control de carga. U.R.:
unidades relativas. Las barras de error representan error estdndar (n = 3; **, P<0.01).
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La tasa de crecimiento de esta especie no se vio especialmente alterada
en condiciones de mixotrofia, aunque si aument6 la concentracion de clorofila
méxima alcanzada. En condiciones de heterotrofia hubo una disminucion de la
concentracion de clorofila maxima alcanzada, aunque, por lo que se vio en las
fotos de los cultivos, parece ser mas debido a una pérdida de clorofila que a una
disminucion del crecimiento. La actividad PPasa soluble no se vié afectada en
ninguna condicién de crecimiento, mientras que la actividad PPasa asociada a
membrana aumento tanto en condiciones de mixotrofia como de heterotrofia.
Los datos obtenidos por nuestro grupo (Herrera-Palau, 2011) mediante analisis
por RT-PCR semicuantitativa, mostraban un aumento de la expresion de los
genes Gs28190 y Gs15740 en condiciones de mixotrofia, mientras que en
condiciones de autotrofia solo se expresaba el gen Gs15900. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en nuestro trabajo mediante determinacién de la
actividad PPasa asociada a membrana y ponen de manifiesto que el aumento de
actividad producido se debe a la presencia de las proteinas expresadas por
ambos genes. Mediante Western blot se observé un aumento de los niveles de
polipéptido de H'-PPasa tanto en mixotrofia como en heterotrofia,
observandose ademas una banda mas pequefia con una variacion inversa a la
variacion observada en la banda superior. Esta banda puede ser debida a una
degradacion de la H*-PPasa, que seria menos efectiva en las dos condiciones
mencionadas, y explicaria, junto con los datos de expresion obtenidos mediante
RT-PCR, el aumento de los niveles de actividad PPasa asociada a membrana y

los niveles de polipéptido de H*-PPasa observados (Figura 3.5.19).

3.5.4.1 Efecto de la fuente de nitrégeno combinado sobre las actividades

sPPasa y mPPasa de C. reinhardtii

Se ha evaluado el efecto de la fuente de nitrégeno combinado presente en el
medio de cultivo sobre las actividades PPasas, tanto soluble como asociada a
membrana, de la microalga modelo C. reindhardtii. Para ello se utiliz6 la
estirpe CW15 que es capaz de utilizar tanto amonio como nitrato como fuentes
inorganicas de N combinado. Se utilizo el medio mineral SUEOKA

suplementado con la misma concentracion 10 mM de amonio (NH4") o nitrato
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(NO37). Los cultivos se desarrollaron fotoautotréficamente en condiciones
estandar de iluminacion y temperatura durante aproximadamente siete dias, tras
lo cual se recogieron las células por centrifugacion y se procedié a la rotura de
las mismas para obtener las fracciones de proteinas solubles y particulada de
membranas que se utilizaron para determinar los niveles de actividad especifica

sPPasa y mPPasa, respectivamente.

El efecto sobre el crecimiento de los cultivos fue evidente, siendo mayor en el
medio suplementado con nitrato que en el suplementado con amonio (Figura
3.5.20A). Mientras que la actividad sPPasa no se vio afectada por las
condiciones estudiadas (Figura 3.5.20B, panel izquierdo), el nivel de actividad
mPPasa estimulada por potasio fue significativamente mayor (casi un 30%) en
las membranas de células cultivadas con nitrato que en las cultivadas con
amonio (Figura 3.5.20C, panel derecho). Este efecto puede ser debido a que la
concentracion de PPi citosolica en las células cultivadas en presencia de nitrato
sea mayor que en las cultivadas en medio con amonio, como se ha sugerido
recientemente en la planta A. thaliana (Fukuda, Segami et al. 2016). Se ha
descrito que la asimilacion de amonio estimula en microalgas la glicolisis y el
metabolismo respiratorio del carbono (Mohanty, Bruce et al. 1991). Dado que la
glicolisis vegetal consume PPi, es de esperar una disminucion del nivel de este
metabolito cuando se utiliza amonio como fuente de N, con respecto al nitrato.
Por otra parte, el nitrato es un inhibidor conocido de la V-ATPasa, la otra
bomba de protones presente en las membranas intracelulares de los eucariotas
fotosintéticos, por lo que la estimulacion por nitrato de la mPPasa observda se
podria vincular a este efecto inhibidor (Ratajczak 2000). La disponibilidad del
sustrato podria afectar a la actividad y/o los niveles de proteina mPPasa en lo
que podria ser un nuevo mecanismo de regulacidon que esta aun por estudiar, y
para lo cual las microalgas serian un sistema ideal por su gran versatilidad

metabdlica y facilidad de cultivo en el laboratorio.
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Figura 3.5.20: Efecto de la fuente de nitr geno combinado en el medio de cultivo sobre el
crecimientoy las actividades sPPasay mPPasa de Chlamydomonas reinhardtii CW15. A)
Aspecto de los cultivos tras 7 dias de crecimiento fotoautotréfico en medio con amonio
(NH4") o nitrato (NO3). B) Niveles de actividad especifica sPPasa en la fraccion soluble
(panel izquierdo) y mPPasa en la fraccion de membranas (panel derecho) de células
procedentes de cultivos desarrollados con amonio o nitrato. Barras azules: sin KCI; barras
rojas: con 100 MM KCI en el ensayo. Las barras deerror representan error estandar (n = 3; *,
P<0.05).
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3.6 Expresion heterdloga de Na'-PPasas de distintas especies de algas

eucarioticas marinas en S. cerevisiae

Mediante andlisis y busquedas informaticas en bases de datos se ha
conseguido identificar una serie de genes que codifican Na*-PPasas en distintas
especies de algas marinas de distinta fisiologia y filogenia, tres de las cuales se
han elegido para generar construcciones génicas que permitan la expresion
funcional de sus Na'-PPasas en S. cerevisiae. Se trata de una especie de alga
rodofita talofitica (multicelular), Porphyra yezoensis, y dos especies de
microalgas unicelulares, la prasinoficea Ostreococcus tauri y la rodofita

Porphyridium purpureum.

Se identificaron dos genes que codifican sendas putativas Na*-PPasas en
la coleccion de clones de cDNAs de P. yezoensis del KAZUSA DNA Resarch
Institute (Chiba, Japon); para su clonacidn se obtuvieron tres clones, dos de los
cuales (PFL020a03_r, PFL085b10 r) contendrian la ORF completa de una
isoforma de Na'-PPasa denominada Na*-PPasa 1, y el tercero (PL016e10 r) la
ORF completa de una segunda isoforma denominada Na*-Ppasa 2. Todas las
secuencias se podian extraer, tedricamente, del plasmido vector pBS SK -
utilizando las enzimas de restriccion EcoRl — Xhol usadas para clonar los

cDNAs en el vector.

Tabla IX: Putativas Na’-PPasas de |a rodofita Porphyra yezoensis.

Proteina N;ii g(;cntla(so Clon ID number
Na'-PPasa 1 (1) AU191676 PFL020a03_r
Na'-PPasa 1 (2) AU196120 PFL0O85b10 r

Na*-PPasa 2 AV430303 PL016e10_r

Primero se comprobd que los plasmidos contenian realmente las ORFs
completas en la orientacion correcta (Figura 3.6.1). Para ello se realiz6 un
andlisis de restriccion con las restrictasas anteriormente citadas y también
reacciones de PCR utilizando los clones como moldes y los oligonucleétidos

universales M13, los cuales flanquean a los insertos en los plasmidos
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portadores de los cDNAs. Tanto el ensayo de restriccion como las PCRs con los
oligonucledtidos M13 resultaron producir fragmentos de DNA del tamafio
correcto para la ORF completa con los dos clones que portaban los cDNAs
codificantes de la isoforma Na'"-PPasa 1, obteniéndose en cada caso una banda
de aproximadamente 3 kb correspondiente al inserto (Figura 3.6.1A). En el
andlisis de restriccibn se observé ademas una banda menor, de 2,8 kb,
correspondiente al plasmido portador. En el caso del clon correspondiente a la
Na'-PPasa 2, el andlisis de restriccion mostré la banda de 2,8 kb
correspondiente al plasmido, pero no la banda de 3 kb correspondiente a la
ORF. Se obtuvieron dos bandas de 1,8 kb y 1,6 kb que corresponden al inserto
dividido en dos partes (tamafio total, aprox. 3,4 kb), ya que la secuencia posee
un sitio interno de corte para la enzima EcoRl. En la PCR con los
oligonucledtidos M13 no se aprecio la banda correspondiente a este inserto
(Figura 3.6.1B), probablemente por problemas técnicos debidos al tamario de la

banda a amplificar en este caso (se us6 una Taqg convencional).

A

PFL020a03_r PFL085b10_r PL016e10_r

a b a b a b
— 3Kb
— 2,8Kb
- 1,8 Kb
— 1,6 Kb

PFL020a03_r PFL085b10_r PL016e10_r

Figura 3.6.1: Comprobacion de los clones que contienen las ORFs de las putativas Na*-
PPasas de |arodofita talofitica P. yezoensis. A) Analisis de restriccion con EcoRI — Xhol,
los sitios de clonacién del inserto de cDNA en los plasmidos obtenidos de la coleccién del
Instituto KAZUSA (Japdn). Tamafio de los plasmidos sin inserto, aprox. 2,8 kb. B) PCR de
comprobacion utilizando los oligonucledtidos universales M13. Los tamafios de los
fragmentos de DNA de los insertos (aprox. 3 kb) indican que contienen las secuencias
completas de las ORFs tedricas.
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Una vez comprobado que todos los clones contenian las ORFs
codificantes completas de Na*-PPasas, se procedié a secuenciar los insertos de
los clones PFL020a03 _ry PFL085b10 r, mientras que el tercer clon se descarté
debido a los problemas ocurridos durante la comprobacién del mismo. Sélo se
pudo secuenciar correctamente la region 5’ de la ORF del clon PFL020a03 r,
aungque la secuenciacion confirmé las secuencias obtenidas de bases de datos,
por lo que se pudieron disefiar oligonucledtidos que permitieron clonar dicha
ORF de forma integra y con extremos adecuados para su clonacion en vectores

de expresion en levadura.

Paralelamente, se disefiaron oligonucleétidos para clonar las ORFs de la
putativa Na'-PPasade O. tauriy las tres mPPasas de P. purpureum por PCR de
alta fidelidad usando el correspondiente DNA genémico como molde, ya que
los genomas de estas microalgas poseen muy pocos intrones que estan ausentes
en las secuencias génicas de sus mPPasas. Todos los oligonucleotidos utilizados
tenian sitios de corte especificos que permitian la insercién de las ORF en un

vector de expresion en levadura.

Tabla X: mPPasas identificadas en los genomas de Ostreococcus tauri y Porphyridium
purpureum, de las cuales las mar cadas con asteriscos se han utilizado en este trabajo

O. tauri Cadigos UniProtKB (genes/pr oteinas)
H™-PPasa 0stta01g00980/A OA 090M 1W8_OSTTA
Na’-PPasa (*) ostta01g03420/A 0A090M 3V7_OSTTA
H*-PPasa K*-indep ostta04g03800/A 0A 090M 4R4_OSTTA
P. purpureum Cadigos del genoma (draft)
Na’-PPasal (*) contig_2255.10, AROW(01001170.1 (1075 aa)
Na’-PPasa2 (*) contig_2623.1, AROW01001538.1 (1080aa)
H*-PPasa K*-indep. (*) contig_704.2, AROW01000398.1 (761 aa)

También se disefiaron oligonuclet6tidos para clonar algunas de las ORFs
de putativas Na'-PPasas sin incluir su regiéon 5’ terminal, que podria codificar
un péptido sefial (12-15 aa) segun predice el programa SignalP4.1, ya que por
trabajos previos de nuestro grupo se sabe que el extremo N-terminal de las

mPPasas influye en la expresion y localizacion subcelular de las mismas cuando
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se expresan en levadura (Drake, Serrano et al. 2010). Una vez clonadas las
ORFs completas de las Na*-PPasas de microalgas, se procedio a introducirlas
mediante ligacion en un plasmido lanzadera de expresion en levadura derivado
de pRS699, el cual permite la fusién traduccional N-terminal de la proteina de
interés con el plasmido sefial N-terminal de la H*-PPasa de Tripanosoma cruzi
y la proteina fluorescente verde yEGFP (Figura 3.6.2) (Drake, Serrano et al.
2010). Los plasmidos obtenidos, portadores de las ORFs para Na*-PPasas de
microalgas, se utilizaron para transformar la cepa YPC3 de S. cerevisiae y
estudiar si las proteinas que expresan eran capaces de complementar
funcionalmente la deficiencia de la sPPasa enddgena Ipplp cuando los

transformantes se cultivaban en presencia de glucosa.

A

200 pb
_-l N-Tc yEGFP3 Na*-PPasa -_
O. tauri P, yezoensis P, purpureum
Na*-PP Na*-PP1 Na*-PP1AN  Na*-PP2 Na*-PP1 Na*-PP1AN  H*-PP
. — 3kb
— e« G — —
_—

Figura 3.6.2: Clonacion de las ORFs de las putativas Na'-PPasas de algas marinas en
vector es lanzader a de levadura. A) Estrategiade subclonaciénen un plasmido lanzadera de
expresionmen levadura (derivado de pRS699) de los genes de Na*-PPasas. pPM A 1: Promotor
del gen PMA1; N-Tc: N-terminal de la mPPasa de T. cruzi; yEGFP3: ORF del gen yEGFP3;
Na*-PPasa: ORF de una PPasatranslocadora de sodio; CYC-T: Terminador del gen CYC1. B)
Clonacién mediante PCR de las putativas Na*-PPasas de las tres especies de algas marinas y
dela H'-PPasaindependiente deK* de P. purpureum. Na"-PP1A, secuencias sin péptido N-
terminal identificado como péptido sefial por el programa SignalP; H*-PP, H'-PPasa
independiente de K™.

A pesar de que se obtuvieron transformantes utilizando todas las
construcciones, no se ha obtenido hasta la fecha complementacion funcional por
ninguna de ellas de la deficiencia de Ipplp en el mutante YPC3, comprobada
mediante ensayos tipicos de goteo en medio con glucosa. Es necesario probar
estrategias alternativas y/o nuevas cepas mutantes de S. cerevisiae derivadas de
YPC3, p.e. deficientes en proteasas u otros sistemas de degradacion de
proteinas, que permitan conseguir en un proximo futuro la expresion funcional

en levadura de estas y otras mPPasas no convencionales.
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3.7 Obtencién de cepastransformantes de Chlamydomonasreinhardtii con

expresion alterada del gen que codifica la H*-PPasa

Para determinar el papel de la H*-PPasade C. reinhardtii en la respuesta
de esta microalga a las condiciones ambientales, se decidi6 generar cepas
genéticamente modificadas, tanto sobreexpresoras como con niveles reducidos
de esta proteina, obtenidas en este caso por silenciamiento génico. Una vez
obtenidos los transformantes, se realizarian estudios comparativos de fisiologia

microbiana con la cepa silvestre como control.

3.7.1 Obtencion de cepas transformantes de C. reinhardtii por silenciamiento

génico mediante microRNAs artificiales (amiRNA)

En trabajos previos del grupo (Herrera-Palau, 2011) se describio el
proceso de obtencion de un vector que permitia la expresién inducible por
nitrato de un amiRNA especifico dirigido contra el gen HPPA, que codifica la
H*-PPasa dependiente de K* de esta microalga. La secuencia escogida para
obtener el amiRNA reconoce una secuencia de 20 nucleétidos en la posicidon
2.751-2.771 de la secuencia del gen que codifica la H*-PPasa, situada en su
region 3’-UTR. El plasmido utilizado para la expresiéon del amiRNA se conoce
como pMS539 (Molnér, Schwach et al. 2007) y contiene el gen marcador ARG7
que permite seleccionar los transformantes de la estirpe CW15-325 auxotrofa
para arginina (arg7) en medio de cultivo sin arginina, y el promotor del gen de
la NIT1 de la nitrato reductasa, por lo que la expresion del amiRNA se puede

regular por la presencia de nitrato en el medio.

Los amiRNA son pequefios RNAs monocatenarios de 21-24 nucledtidos
qgue tienen una funcidon importante en el silenciamiento de algunos genes de
Chlamydomonas (Zhao, Wang et al. 2009). El efector del silenciamiento es una
ribonucleoproteina formada por la proteina Argonauta y una cadena del
amiRNA, que se unen al RNA complementario e impiden su traduccion (Rosana
Herrera- Palau. 2011).

El plasmido pMS539-H*PPasa conteniendo el amiRNA contra el gen
HPPA se utiliz6 para transformar la cepa CW15-325 de C. reinhardtii y los
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transformantes se seleccionaron mediante crecimiento en placas de medio TAP-
amonio sin arginina. Se seleccionaron dos cepas transformantes, denominadas
APPly APP2, de entre unas 15 posibles cepas positivas. Una vez obtenidos
los transformantes seleccionados, se procedié a su comprobacién midiendo los
niveles de actividad especifica mPPasa y de polipéptido H*-PPasa,
determinados éstos por Western blotting, en preparaciones de membranas de
células cultivadas en medio con nitrato, comparandolos con los niveles
obtenidos en células cultivadas con amonio. Cabe destacar que la cepa CW15-
325 no transformada precisa de la suplementacion del medio de cultivo con

arginina (50 pg/mi).

Se aprecio un efecto negativo sobre el crecimiento para las dos cepas
transformantes en medio con nitrato, al contrario de lo que sucedia con el
crecimiento de la cepa silvestre parental. Se observé también una diferencia de
crecimiento entre los mutantes y el control en medio con amonio, que se
invirtio al cultivar las cepas en medio con nitrato. La cepa transformante AHPP
2 muestra, ademds, un menor crecimiento que la cepa transformante AHPP1 en
medio con nitrato (Figura 3.7.1A). Por otra parte, se observd un descenso de la
actividad especifica mPPasa dependiente de K* en las membranas de ambas
cepas transformantes de silenciamiento por amiRNA contra H*-PPasa cultivadas
con nitrato. Este descenso fue mayor en el transformante AHPP1 que en
AHPP2, mientras que no se produjo en la cepa silvestre (Figura 3.7.1B).
Mediante Western blot (Figura 3.7.1C) se observo una mayor cantidad de
polipéptido de H*-PPasa en las fracciones de membranas de células cultivadas
con nitrato de la cepa silvestre y del transformante AHPP2, aunque este
aumento no llevd asociado un aumento de los niveles de actividad PPasa
asociada a membrana. Ademas, se comprob6 que los niveles de polipéptido H*-
PPasa eran mucho menores en las membranas del transformante AHPP1 que en
las de la cepa silvestre, o que concuerda con los niveles de actividad mPPasa
determinados en ambas cepas. En esta cepa transformante no se observo el
aumento de polipéptido H*-PPasa producido por nitrato que si se observo en las

otras cepas.
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Figura 3.7.1: Efecto de la expresion de un amiRNA contra el gen HPPA sobre el
crecimientode los cultivos y los niveles de H*-PPasa de |a cepa par ental CW15-325 y dos
cepas transformantes, AHPPAl y 2, de C. reinhardtii. A) Aspecto de los cultivos
desarrollados en medio Sueoka con amonio (NH4") o nitrato (NO3") tras 7 dias de crecimiento
y curvas de crecimiento correspondientes. B) Niveles de actividad mPPasa en preparaciones
de membranas de las cepasindicadas cultivadas con amonio o nitrato. Barras azules: sin KCl;
barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. C) Deteccién del polipéptido mPPasa en fracciones
de membranas de las cepasindicadas cultivadas en medio con amonio o nitrato. Se aplicé la
misma cantidad de extracto, aprox. 50 pg de proteina, por calle. Se muestran las calles
correspondientes teflidas con Ponceau S usadas como control de carga. a) Cuantificacién
tomando CW 15-325 como referencia. b) Cuantificacion tomando AHPP1 como referencia. ¢)
Cuantificacion tomando AHPP2 como referencia. U.R., unidades relativas. Las barras de error
representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; *** P<0.001).
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Para completar el estudio sobre regulacion de las mPPasas en microalgas
eucaridticas, se procedid a repetir algunos de los experimentos descritos en
apartados anteriores utilizando las cepas transformantes de silenciamiento
génico mediante amiRNA. Para ello se desarrollaron cultivos tanto de los dos
transformantes obtenidos como de la cepa silvestre parental en distintas
condiciones troficas (auto-, mixo- y heterotrofia) y en presencia o ausencia de
150 mM NaCl. Se prepararon extractos celulares, de los cuales se obtuvieron
las correspondientes fracciones de proteinas solubles y particuladas de
membranas, en las que se determinaron respectivamente los niveles de actividad
sPPasa y mPPasa, asi como los niveles de polipéptido para H*-PPasa mediante

Western blotting.

La cepa transformante AHPP2 present6 la menor tasa de crecimiento que
la parental silvestre tanto en presencia como en ausencia de 150 mM de NaCl.
Sin embargo, en condiciones salinas, la cepa AHPP1 presentd un crecimiento
ligeramente mayor que la cepa silvestre, mientras que en condiciones de no
salinidad la cepa silvestre crecié mejor que ambas cepas transformantes (Figura
3.7.2A). Todas las cepas presentaron los niveles similares de actividad sPPasa,
y estos niveles no se vieron alterados por la presencia de NaCl. En cuanto a la
actividad mPPasa asociada a membranas, se observd un incremento de la
actividad en todas las cepas cultivadas en medio salino respecto a los cultivos
sin sal, aunque este incremento fue mayor en la silvestre. Ambas cepas
transformantes presentaron niveles de actividad mPPasa significativamente
menores que la cepa silvestre, aunque los niveles de AHPP1 fueron
significativamente menores que los de AHPP2 (Figura 3.7.2B). Estos resultados
se repitieron en las medidas de los niveles de polipéptido H'-PPasa en la cepa
silvestre y en la cepa AHPP1, mientras que en la cepa AHPP2 se aprecio una
mayor cantidad de polipéptido H*-PPasa en condiciones de no salinidad, pero el
nivel de polipéptido H*-PPasa bajo a niveles minimos en condiciones de
salinidad (Figura 3.7.2C).
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Figura 3.7.2: Efecto de la salinidad sobre la cepa CW15-325 de C. reinhardtii y sus
transformantes de silenciamiento génico por amiRNA contra HPP cultivadas en
condiciones autotr 6ficas y bajo estréssalino. A) Aspecto de los cultivos desarrollados en
las distintas condicionestras 7 dias de crecimiento y curvas de crecimiento correspondientes.
B) Niveles de actividad sPPasa en lafraccion soluble (izquierda) y mPPasa en preparaciones
de membranas (derecha) de las cepas cultivadas en las distintas condiciones. Barras naranja: 0
mM NacCl; barras moradas: 150 mM NaCl en el medio. Barras azules: sin KCl; barras rojas:
+100 mM KCI en el ensayo. C) Deteccién del polipéptido mPPasa en fracciones de
membranas de las cepasindicadas cultivadas en las diferentes condiciones. Se aplic6 la misma
cantidad de extracto, aprox. 50 pug de proteina, por calle. Se muestran las calles
correspondientes tefildas con Ponceau S usadas como control de carga. U.R., unidades
relativas. a) Cuantificacion tomando CW 15-325 como referencia. b) Cuantificacion tomando
AHPP1 como referencia. ¢) Cuantificacion tomando AHPP2 como referencia. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05).
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Figura 3.7.3: Efecto de la salinidad sobre la cepa CW15-325 de C. reinhardtii y sus
transformantes de silenciamiento génico por amiRNA contra HPP cultivadas en
condiciones mixotr 6ficas 'y bajo estréssalino. A) Aspecto de los cultivos desarrollados en
las distintas condicionestras 7 dias de crecimiento y curvas de crecimiento correspondientes.
B) Niveles de actividad sPPasa en lafraccion soluble (izquierda) y mPPasa en preparaciones
de membranas (derecha) de las cepas cultivadas en las distintas condiciones. Barras naranja: 0
mM NacCl; barras moradas: 150 mM NaCl en el medio. Barras azules: sin KCI; barras rojas:
+100 mM KCI en el ensayo. C) Deteccion del polipéptido mPPasa en fracciones de
membranas de las cepasindicadas cultivadas en las diferentes condiciones. Se aplic6 la misma
cantidad de extracto, aprox. 50 pug de proteina, por calle. Se muestran las calles
correspondientes tefiidas con Ponceau S usadas como control de carga. U.R., unidades
relativas. a) Cuantificacion tomando CW 15-325 como referencia. b) Cuantificacion tomando
AHPP1 como referencia. ¢) Cuantificacién tomando AHPP2 como referencia. Las barras de
error representan error estandar (n = 3; *, P<0,05; **, P<0,01).
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Todas las cepas presentaron un crecimiento similar en el medio de
cultivo suplementado con acetato sin NaCl (condiciones mixotroficas), aunque
en presencia de 150 mM NaCl la cepa transformante AHPPI1 presenté un
crecimiento mayor que la silvestre y AHPP2, similar al observado en
condiciones de no salinidad (Figura 3.7.3A). Al igual que en el caso de los
cultivos desarrollados en autotrofia, no se apreciaron diferencias en los niveles
de actividad sPPasa en ninguna de las cepas en presencia o ausencia de sal,
mientras que la actividad mPPasa asociada a membranas aument6 en todas las
cepas, aunque en menor medida en las transformantes, cuando estas se
cultivaron mixotroficamente en presencia de 150 mM NaCl (Figura 3.7.3B). En
cuanto a los niveles de polipéptido H*-PPasa, se aprecié que eran menores en
las dos cepas transformantes y que aumentaban en la cepa silvestre y, en menor
medida, el transformante AHPP2 en presencia de 150 mM NaCl, mientras que

en el caso de AHPP1 no se observaron cambios significativos (Figura 3.7.3C).

Las tasas de crecimiento observadas en condiciones de heterotroficas
fueron similares a las observadas en condiciones fotoautotréficas, siendo la
cepa transformante AHPP1 la que mejor creci6. No se aprecio un efecto
significativo del NaCl sobre el crecimiento de esta cepa transformante, mientras
que el transformante AHPP2 presentdé el menor crecimiento en ambas
condiciones, y mostré una marcada hipersensibilidad a la sal no observada en
las otras condiciones tréficas (Figura 3.7.4A). La actividad sPPasa tampoco
cambio en ningun caso, mientras que la actividad mPPasa asociada a membrana
fue mucho menor que en las otras dos condiciones estudiadas, hasta el punto de
alcanzar niveles residuales, y no se observaron aumentos significativos de la
misma en presencia de 150 mM NaCl (Figura 3.7.4B). En cuanto a los niveles
de polipéptido H'-PPasa, se pudo apreciar que ambos transformantes
presentaban niveles menores que la silvestre, aunque en las tres cepas eran
claramente mucho menores en las otras condiciones troficas, y no se vio
aumento evidente de los niveles en ninguna de las cepas cultivadas en presencia
de NaCl,. Estos resultados indican que la expresion de la H*-PPasa de C.
reinhardtii esta fuertemente reprimida hasta el punto de alcanzar niveles
residuales en condiciones heterotroficas, tanto en la cepa silvestre como en los
transformantes de silenciamiento génico analizados (Figura 3.7.6C).
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Figura 3.7.4: Efecto de la salinidad sobre la cepa CW15-325 de C. reinhardtii y sus
transformantes de silenciamiento génico por amiRNA contra HPP cultivadas en
condiciones heter otr 6ficas y bajo estrés salino. A) Aspectodelos cultivos desarrollados en
las distintas condicionestras 7 dias de crecimiento y curvas de crecimiento correspondientes.
B) Niveles de actividad sPPasa en lafraccién soluble (izquierda) y mPPasa en preparaciones
de membranas (derecha) de las cepas cultivadas en las distintas condiciones. Barras naranja: 0
mM NacCl; barras moradas: 150 mM NaCl en el medio. Barras azules: sin KCI; barras rojas:
+100 mM KCI en el ensayo. C) Deteccién del polipéptido mPPasa en fracciones de
membranas de las cepasindicadas cultivadas en las diferentes condiciones. Se aplicé la misma
cantidad de extracto, aprox. 50 pg de proteina, por calle. Se muestran las calles
correspondientes tefiidas con Ponceau S usadas como control de carga. U.R., unidades
relativas. a) Cuantificacion tomando CW 15-325 como referencia. b) Cuantificacion tomando
AHPP1 como referencia. ¢) Cuantificacién tomando AHPP2 como referencia.
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Los resultados obtenidos con las cepas transformantes afectadas en el
gen HPPA muestran las complejas relaciones fisiologicas entre el metabolismo
del C y el del PPi en los eucariotas fotosintéticos, con la complicacion adicional
del uso biotecnoldgico de la fuente de N inorganico, otro factor nutricional en
juego, como agente modulador de la expresion del amiRNA. Seria deseable, por
tanto, desarrollar un sistema de expresion modulable alternativo que utilizara
otro promotor no directamente implicado en el metabolismo del N, para realizar

este estudio en el futuro.

3.7.2 Obtencidon de construcciones génicas para obtener transformantes de C.

reinhardtii sobreexpresores de quimeras de PPasas con la proteina

fluorescente amarilla YFP

Aungue se ha determinado la localizacién de las dos sPPasas de C.
reinhardtii mediante aislamiento de fracciones subcelulares (Gomez-Garcia,
Losada et al. 2006), no existe aun ninguna evidencia directa experimental
obtenida in vivo sobre la localizacion subcelular de las distintas PPasas (2
sPPasas de la Familia | y 1 H*-PPasa dependiente de K*) en esta microalga. El
objetivo de este trabajo era obtener cepas de C. reinhardtii sobreexpresoras de
sus propias sPPasas y mPPasa, asi como de otras PPasas heterologas, y
determinar mediante microscopia de fluorescencia la localizacién subcelular de

todas ellas.

Para este fin, se amplificaron los genes de las tres PPasas de C.
reinhardtii a partir de DNA genémico o cDNA y se introdujeron mediante el
sistema Gateway en el vector de expresion constitutiva pEARLY GATE C-
YFPHA (Lucas-Reina, Romero-Campero et al. 2015), el cual permite la fusion
al extremo C-terminal de la proteina de interés de la proteina fluorescente
amarilla (YFP), adaptada para su expresién en este microorganismo (Matsuo
and Ishiura 2010) (Figura 3.7.5). Adicionalmente, los genes que codifican las
PPasas de C. reinhardtii se introdujeron en otra versién del pldsmido que
permite la expresion regulable de las quimeras mediante el cultivo con
amonio/nitrato (promotor NiA). Algunos de los genes también se clonaron en
un vector de expresion en plantas que permite la fusion con YFP en el extremo
N-terminal de cada proteina (pDEARLY GATE 101), con el objetivo de expresar
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las PPasas en Arabidopsis thaliana. Todos estos plasmidos poseian el gen de

resistencia a higromicina como sistema de seleccion.

A 200 pb
‘ GATEWAY YFP

B

C

‘ " _

Figura 3.7.5: Construcciones génicas para expresar PPasas en C. reinhardtii y A.
thaliana. A) Construccién paraexpresar, de forma constitutiva, PPasas en Ch. reinhardtii con
fusién a YFP en el extremo C-terminal. B) Construccién para expresar, mediante induccion
por nitrato, PPasas en C. reindhartii con fusién a YFP en el extremo C-terminal. C)
Construccion para expresar, de forma constitutiva, PPasas en A. thaliana con fusion a YFP en
el extremo N-terminal. HSP70A/Rbsc2: promotor combinado del gen HSP70A y del gen de la
subunidad pequefia de la Rubisco; Gateway: region de recombinacion; YFP: proteina
fluorescente amarilla; NiA: promotor regulable por amonio/nitrato; HSP70/35S: promotor
combinado del gen HSP70 y del gen del ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor.

Las ORFs de genes de PPasas que se han introducido en plasmidos
durante el desarrollo de este trabajo, con el objetivo de expresarlas

heterélogamente en C. reinhardtii, se muestran a continuacion en la Tabla XI.

Tabla XI: Genes de PPasas utilizados parala expresion en C. reinhardtii

Gen PPasa Vector
ChPPAL sPPasa cloroplastica de C. reinhardtii Constitutivo/Inducible/Plantas
ChPPA2 sPPasa mitocondrial de C. reinhardtii Constitutivo/Inducible
H™-PPasadependiente de K™ de C. - _
ChHPPA ) . Constitutivo/Inducible
reinhardtii
MmPPA Na*-PPasa de Methanosarcina mazei Constitutivo/Inducible/Plantas
OtPPA Na'-PPasa de Ostreoccocus tauri Constitutivo/Inducible/Plantas
sPPasa de Familia Il de Streptoccocus o )
SmPPA Constitutivo/Inducible/Plantas
mutans

Una vez realizadas las transformaciones, los clones candidatos se
seleccionaron en placas de medio TAP NH4" suplementadas con 25 pg/ml de

higromicina, y se observaron las células procedentes de las colonias resultantes
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al microscopio de fluorescencia confocal. Desafortunadamente, en los primeros
analisis no se consiguié observar fluorescencia en ninguno de los posibles
transformantes, por lo que se intentd6 aumentar la eficacia de la expresiéon de las
proteinas heter6logas en C. reinhardtii. Para ello se incluyd, en cada
construccion, el primer intron del gen de la subunidad de la Rubisco, rbcS2
(Sizova, Fuhrmann et al. 2001). A pesar de ser una estrategia ampliamente
utilizada, en este caso tampoco resultdé efectiva. Las construcciones para la
expresion en plantas estan listas para ser utilizadas para transformar A.
thaliana, aunque en el momento de la redaccion de esta Tesis aun no se ha

llegado a hacer.

Actualmente se estd poniendo a punto otro sistema de expresién en C.
reinhardtii que utiliza una familia de plasmidos optimizados para la expresion
de proteinas heterdlogas en esta microalga (pOpt) que permiten la fusién
traduccional a varias proteinas fluorescentes (mVenus, Clover, mRuby2,
mCerulean3), tanto en el extremo C-terminal como N-terminal de la proteina de
interés bajo el control del promotor constitutivo combinado del gen HS70A vy el
gen RBCS2 de la subunidad pequefia de la Rubisco, y que poseen genes de
resistencia a higromicina o paromomicina como agentes de seleccion (Figura
3.7.6). Estos vectores tienen la ventaja adicional de que las secuencias de las
proteinas reporteras se han optimizado para su expresion en C. reinhardtii
mediante la inclusion de dos de los intrones de la subunidad pequefia de la
rubisco Rbcs2 (Lauersen, Kruse et al. 2015).

A Ndel Bglll EcoRV EcoRI
I I
L NN S S |\|’&
200 pb
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Figura 3.7.6: Construcciones génicas en plasmidos pOpt para expresar PPasas en C.
reinhardtii. A) Construccion para expresar, de forma constitutiva, PPasas en C. reinhardtii
con fusion aunaproteina marcadora en el extremo C-terminal. B) Construccidn para expresar,
de forma constitutiva, PPasas en C. reinhardtii con fusion a una proteina marcadora en el
extremo C-terminal. HSP70A/Rbsc2: promotor combinado del gen HSP70A y del gen de la
subunidad pequefia de la Rubisco; Marcador: Proteina marcadora fluorescente; PPasa:
pirofosfatasa; i1, i2: Intrones del gen la subunidad pequefia de la Rubisco. Todas las
construcciones tenian un tamafio aproximado de 3-4 kb.
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3.8 Expresién funcional de mPPasas heterb6logas en la cianobacteria
dulceacuicola Synechocystissp. PCC6803, y efectossobre su tolerancia

a la salinidad

Dado que se ha propuesto que las mPPasas juegan un papel importante en
la respuesta a diferentes estreses medioambientales, entre ellos, la adaptacion
de las células a estrés salino en distintos organismos, se ha llevado a cabo la
expresion heter6loga de mPPasas de diverso origen en una cianobacteria
modelo y se ha estudiado su posible papel en la bioenergética de estos
procariotas fotosintéticos, lo cual, ayudaria a comprender mejor el papel jugado
por estas bombas de iones bajo diversas situaciones fisioldgicas. Las mPPasas
utilizadas han sido tres H*-PPasas, dos dependientes de K™ y una independiente

de K7, y una Na’-PPasa, provenientes de distintos organismos (Tabla XI1).

Tabla XIl: Genes de mPPasas utilizados par a su expr esiéon en Synechocystis sp. PCC6803

. . . mPPasa Tipo
Especie Tipo de organismo (Cbdigo genémico) (M, nimer o de aa)
H*-PPasa K*
. L TcPP .
Tripanosoma cruzi Pr.otlsta pargglto dependiente
tripanosomatido (QADGS)
(84 kDa, 814 aa)
H*-PPasa K*
Arabidopsis Planta superior AVPL dependiente
thaliana dicotiledbnea
(At1915690) (80 kDa, 770 aa)
CapP H™-PPasa K*
Chloroflexus Bacteria fotosintética independiente
aurantiacus anoxigénica
(Caur_1306) (80 kDa, 775 aa)
+
Methanosarcina Arquea metandgena M mPP Na'-PPasa
mazei anaerobia (MM_0700) (69 kDa, 676 aa)

Para este trabajo se ha transformado la estirpe unicelular Synechocystis
sp. PCC6803 con plasmidos que contienen secuencias codificantes de mPPasas
de distintos organismos, las cuales se integraron en el ADN gendmico
cianobacteriano mediante recombinacion homologa. Para ello, se amplificaron
mediante técnicas de PCR de alta fidelidad dos fragmentos de ADN contiguos
en el genoma de esta cianobacteria que corresponden al gen dispensable gin N,

los cuales a su vez estaban clonados en el plasmido pKW1188, un vector que
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permite la insercion por recombinacion homéloga de ADN foraneo en el
cromosoma de Synechocystis, sin producir ningin efecto negativo en la cepa
transformante (Williams 1988). Este plasmido contiene la secuencia del gen gin
N de Synechocystis sp. PCC6803 interrumpida por una casete de resistencia a
kanamicina (Km) y un sitio de restriccion multiple en su extremo 3’, con sitios
de corte para diversas enzimas de restriccion. Este tipo de plasmidos y sus
derivados permiten la recombinacion homologa entre los fragmentos de ADN
de la cianobacterias que se encuentran en ellos y sus secuencias homélogas en
el cromosoma del organismo, obteniendo como resultado la integracion de la
casete de resistencia a kanamicina, y cualquier otra secuencia que se quiera
introducir, entre las secuencias de recombinacion (Williams 1988). En un
primer paso se amplifico el fragmento ZHI del gen gln N de Synechocystis con
oligonuclettidos que poseian los sitios artificiales de restriccion flanqueantes
Kpnl y Apal, utilizando como molde el plasmido pKW1188 y se cloné en un
plasmido comercial pBluescript SK™ que contenia a su vez una casete de
kanamicina clonada mediante ligaciones cohesivas (pCK 1), obteniendo como
resultado el plasmido pCK 1ZHI. Posteriormente se amplifico el fragmento ZHI|
del gen gin N de Synechocystis, utilizando nuevamente como molde el plasmido
pKW1188 vy oligonucledtidos con los sitios de restriccion artificiales
flanqueantes Xbal y Sacll. Este fragmento se clon6 en el plasmido pCK 1ZHI
mediante ligaciones cohesivas para formar el pldsmido pRDG. A continuacion
se clonaron en este plasmido pRDG las secuencias codificantes, obtenidas bien
de ADN gendmico o de ADNc, de mPPasas procedentes de distintos
organismos: una planta, un protista parasito, una bacteria y una arquea (Tabla
X11).

Para la generacion de las estirpes de Synechocystis sp. PCC6803
expresoras de estas proteinas de membrana se eligieron dos H'-PPasas
dependientes de K* procedentes de organismos eucaribticos de filogenia muy
diferente (la H'-PPasa acidocalcisomal del protista T. cruzi y su homéloga
vacuolar de la planta A. thaliana), una H'-PPasa independiente de K™ de la
membrana plasmética de una bacteria fotosintética verde no sulfurosa,
Chloroflexus aurantiacus, y una Na'-PPasa de la membrana plasmética de una

Arguea metanogénica, Methanosarcina mazei. Las secuencias de los genes que

188



Resultados

codifican estas proteinas se amplificaron mediante técnicas de PCR de alta
fidelidad y se clonaron mediante ligaciones cohesivas en el plasmido pRDG, en
el sentido correcto de transcripcion, obteniéndose los plasmidos pRDG-AVP1,
pRDG-TcPP, pRDG-CaPP y pRDG-MmPP (Figura 3.8.1A). Las secuencias de
los genes de mPPasas se colocaron detras del gen de resistencia a Km para
utilizar el promotor de la misma para su propia expresion. Estos plasmidos,
junto con el vector pRDG “vacio” como control, fueron utilizados para
transformar la estirpe silvestre de Synechocystis sp. PC6803 y generar nuevas
estirpes transformantes que tuvieran integrado en su cromosoma el gen de una

mPPasa bajo el control del promotor de la kanamicina (Figura 3.8.1).

ZHI ZHII

| zar | zan |

Cromosoma de Syn. 6803

' 200 pb
ZHI ZHII

Cromosoma de Syn. 6803

Figura 3.8.1: Obtencion de los plasmidos pPRDG-mPPasa y generacion de la estirpe SDG
de Synechocystissp. PCC6803. A) Estrategia de subclonacién del plasmido pRDGYy de los
plasmidos pRDG-AVP1l, pRDG-TcPP, pRDG-CaPP y pRDG-MmPP. B) Estrategia de
transformacién para introducir CK1 y las mPPasas en el cromosoma cianobacteriano para
obtener las estirpes transformantes de Synechocystis: SDG, SDG-AVP1, SDG-TcPP, SDG-
CaPP y SDG-MmPP. CK1: Gen de resistencia a Km; Amp: Gen de resistencia a ampicilina;
ZHI,ZHII: Fragmentos del gen gln N; mPPasa: pirofosfatasa de membrana.
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Una vez transformada la estirpe silvestre con los diferentes plasmidos,
las colonias transformantes resistentes aparecieron tras 10-15 dias de
incubacién a 30 °C en medio BG1ll suplementado con Km debido a la
introduccion del ADN exdgeno en el cromosoma de la cianobacteria, ya que los
plasmidos introducidos no contenian ningun origen de replicacion reconocible
por el organismo. En rondas de replicacion posteriores se aumento
progresivamente la concentracion del antibiético en el medio de cultivo hasta
500 pg/ml, para forzar la segregacion completa de las copias cromosdmicas
mutantes. Con el fin de identificar los genes de las diferentes mPPasas en las
estirpes transformantes, se realizaron amplificaciones mediante PCR que
permitieron distinguir en los transformantes una banda de ADN de tamafio
distinto a la obtenida en los dos controles utilizados, la estirpe silvestre y ésta
transformada con el plasmido pRDG “vacio” (SDG). Estos resultados también
confirmaron la segregacion cromosdémica total en todas las estirpes (Figura
3.8.2).

Syn6803 SDG-TcPP SDG-AVP1 SDG-CaPP SDG-MmPP  SDG

- — s om - — 6 Kb

. — 42Kb

— 3Kb

v

Figura 3.8.2: Comprobacién del grado de integraciény completa segregacion de los genes
que codifican mPPasas en el cromosoma de la estirpe Synechocystis sp. PCC6803 y sus

estirpes trasformantes, determinados mediante PCR. Para la PCR se utilizaron los
oligonucledtidos ZHIfw y ZHllrev.

Una vez realizada la caracterizacibn genética basica de los
transformantes, se llevO a cabo un estudio fisiologico comparativo del
crecimiento de los mismos en condiciones fotoautotréficas, con la estirpe
silvestre y la estirpe SDG como controles, utilizando como parametro la medida
de la concentracion de clorofila. El crecimiento no se vio afectado en ninguna

de las cepas en comparacion con la cepa control (Figura 3.8.3)
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Figura 3.8.3: Crecimiento de los cultivos fotoautotr6ficos de la estirpe silvestre de
Synechocystis sp. PCC6803 y sus transfor mantes obtenidos con los plasmidos pRDG,

pRDG-AVP1, pRDG-TcPP, pRDG-CaPP y pRDG-MmPP. A) Aspecto de los cultivos
desarrollados en autotrofiatras 4 dias de crecimiento. B) Curva de crecimiento de los cultivos
desarrollados en autotrofia durante 4 dias.

Se llevaron a cabo medidas de actividad PPasa asociada a membranas de
extractos crudos de los transformantes y de los controles, tanto en presencia
como en ausencia de 100 mM KCI (Figura 3.8.4A). También se realizaron
ensayos de Western blot con un anticuerpo anti mPPasas, especifico para la
Na'-PPasa de Thermotoga maritima. Esto permite detectar polipéptidos con un
tamafio aparente de aproximadamente 65 kDa, el tamafio esperado para las
mPPasas (Figura 3.8.4B).
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Figura 3.8.4: Analisis de los niveles de actividad mPPasa y proteina de las distintas
mPPasas en preparaciones de membranas de |las estirpes silvestre y transfor mantes de
Synechocystis sp. PCC6803 cultivadas en condiciones fotoautotr6ficas. A) Niveles de
actividad especifica mPPasa asociadaa membranas en extractos de membrana totales. Barras
azules: sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. B) Inmunodeteccion por Western
blotting de polipéptidos de mPPasas. Se muestra la tincion con Ponceau S como control de
carga.Las barras de error representan error estandar (n = 3; ***, P<0,001; n.s., no
significativo).

Estos resultados en conjunto muestran que los transformantes expresores
de las diferentes mPPasas no se ven afectados en su crecimiento en
comparacion con la estirpe silvestre, y muestran unos niveles muy
significativos tanto de actividad mPPasa asociada a membranas como de los
niveles de los correspondientes polipéptidos. Ademas, la funcionalidad
catalitica propia de los dos tipos de H'-PPasas, independientes de K™ (tipo 1) e
independientes de K™ (tipo 1l), se conserva en el sistema de expresion
heter6logo bacteriano, lo que indica que no han sufrido alteraciones
estructurales y funcionales significativas. Cabe destacar que, segin los
resultados obtenidos, de las cuatro mPPasas de membrana utilizadas, la de
origen bacteriano de C. aurantiacus es la que presenta mayores niveles de
actividad especifica. Sin embargo, los andlisis por Western blot no muestran
una diferencia en los niveles de polipéptidos de mPPasas entre esta estirpe y las
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demés. Es posible que el entorno celular cianobacteriano, mas similar al nativo
de esta mPPasa (p.e. la composicion lipidica de la membrana), contribuya a una

catalisis mas eficiente, aunque este tema todavia no se ha estudiado en detalle.

Por dltimo, y con el fin de determinar la localizacion celular de estas
proteinas y a qué tipo de membranas se encontraban asociadas en la célula
cianobacteriana, las preparaciones de membranas totales obtenidas a partir de
células transformantes de Synechocystis expresorasdela H*-PPasa tipo Il de C.
aurantiacus se sometieron a fraccionamiento por ultracentrifugacion en
gradientes discontinuos de densidad de sacarosa. De esta forma, se pudo separar
la fraccion de membrana plasmatica o celular, de color amarillento, de la
fraccion correspondiente a las membranas tilacoidales intracelulares, de color

verde intenso.

A

Membrana plasmatica Membranas tilacoidales
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Figura 3.8.5: Niveles de actividad especifica y proteina mPPasa de las fracciones de
membrana plasméatica (MP) y membranas tilacoidales (MT) aisladas por gradiente de
densidad de sacarosa de la estirpe silvestre de Synechocystis sp. PCC6803 y la
transformante SDG-CaPP. A) Niveles de actividad especifica mPPasa asociada a cada
fraccion de membranas en las estirpes silvestre y transformante SDG-CaPP.. Barras azules:
sin KCI; barras rojas: +100 mM KCI en el ensayo. B) Inmunodeteccién por Western blotting
del polipéptido de H*-PPasa en cada una de las fracciones de membranas de las distintas
estirpes. Se muestra la tincion con Ponceau S usada como control de carga en la
cuantificacion. U.R.: unidadesrelativas. Las barras de error representan error estandar (n = 3;
** % P<0,001).
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Los resultados de los niveles de actividad especifica mPPasa indicaron
claramente que la H'-PPasa heteréloga se distribuye entre ambos tipos de
membranas, aunque los niveles de actividad especifica detectados son algo
mayores en las membranas tilacoidales (Figura 3.8.5A). Asimismo,
experimentos de inmunodeteccion mediante Western blot del polipéptido
mPPasa confirmaron la presencia de la proteina en ambas fracciones de
membrana de la estirpe SDG-CaPP. No obstante, se detectaron niveles de
proteina ligeramente mayores en las membranas tilacoidales, en concordancia
con los datos de actividad. Estos resultados sugieren que la capacidad catalitica
de las mPPasas no se altera significativamente por su diferente localizacidon

subcelular en la cianobacteria (Figura 3.8.5B).

En vista de los resultados obtenidos, se desarrollaron cultivos de las
estirpes transformantes expresoras de las cuatro mPPasas en medio liquido
BG11 suplementado con distintas concentraciones de NaCl: 0,3 (con agua de
mar en lugar de destilada), 1,0 y 1,5 M. Los cultivos se mantuvieron a 30 °C
bajo agitacion y con luz continua, y tras 48 h desde la adicion de NaCl ya se
podian apreciar claras variaciones, tanto en la apariencia como en la velocidad
de crecimiento, entre los cultivos de las estirpes transformantes y la estirpe
SDG, utilizada como control (Figura 3.8.6A). En presencia de sal, la tasa de
crecimiento de los cultivos de todos los transformantes fue claramente mayor
que la del control, y dicha diferencia fue mas acusada cuanto mas alta fue la
concentracion de NaCl en los cultivos, hasta tal punto que la estirpe SDG no
fue capaz de sobrevivir con 1,5 M de NaCl, mientras que las estirpes
transformantes si fueron capaces y mostraron crecimientos significativos en
este medio hipersalino (Figura 3.8.6B). Por lo tanto, la expresion heteréloga de
mPPasas Synechocystis sp. PCC6803, sea cual sea su organismo de origen y/o
posean diferentes caracteristicas cataliticas, aumenta siempre la tolerancia de
Synechocystis a la salinidad, y permite su supervivencia y crecimiento incluso a
un nivel de estrés salino que es letal para la estirpe silvestre. Todas las estirpes
se cultivaron también con medio BG11 preparado con agua marina filtrada en
lugar de agua destilada. En este caso también se comprobdé que las cepas
transformantes presentaban un mayor crecimiento que la cepa SDG utilizada

como control.
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Figura 3.8.6: Efecto del estrés salino sobre el crecimiento fotoautotr 6fico de cultivos de
la estirpe silvestre de Synechocystis sp. PCC6803 y las transformantes expresoras de
mPPasas. A) Aspecto de los cultivos tras7 dias en condiciones de estrés salino moderado
(agua de mar, aprox. 0,3 M NaCl), estrés salino subletal (+1 M NaCl) y estrés salino letal
(+1,5 M NaCl). B) Curvas de crecimiento de los cultivos desarrollados en las condiciones de

estrés salino indicadas.
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Se pudo observar una clara diferencia de crecimiento entre las distintas
especies transformantes en presencia de sal, siendo las estirpes SDG-MmPP y
SDG-CaPP las que presentaron el mejor comportamiento (Figura 3.8.6). Esto
puede ser debido a la mayor similitud de los entornos celulares de los
microorganismos de origen con el de la cianobacteria donde se realiz6 la
expresion heteréloga, o puede ser debido a las diferentes caracteristicas
cataliticas intriiinsecas de ambas proteinas. Tanto las Na'-PPasas como las H*-
PPasas independientes de K™ presentan una tolerancia a salinidad mayor que las
H*-PPasas dependientes de K*, como indican los resultados obtenidos en otros

apartados de esta Tesis.

Aunque en las cuatro estirpes de Synechocystis expresoras de mPPasas,
los genes para estas se encuentran bajo el control del promotor constitutivo del
gen de resistencia a kanamicina, se quiso comprobar si tanto la actividad como
los niveles de proteina mPPasa se veian alterados por las altas concentraciones
de NaCl afadidas a los cultivos. Para comprobarlo se eligié la estirpe SDG-
CaPP, que fue la cepa con mayor actividad especifica mPPasa. Se desarrollaron
cultivos en medio BG11 suplementados con concentraciones crecientes de NacCl
(0,5, 0,8, 1,0y 1,5 M) a 30 °C y luz continua, y se fueron tomando muestras
para realizar curvas de crecimiento de los mismos. Al final de la fase
exponencial, se recogieron las células y se sometieron a un fraccionamiento
para separar la fraccion de membranas de la fraccion soluble y poder medir
tanto la actividad mPPasa asociada a membranas como los niveles de

polipéptido H'-PPasa que presentaban.

Estos experimentos demostraron que ni los niveles de actividad mPPasa
ni los niveles de polipéptido H*-PPasa se veian afectados significativamente por
las elevadas concentraciones salinas. Sin embargo, las curvas de crecimiento
mostraron que la estirpe SDG-CaPP, ademas de sobrevivir y proliferar bajo un
estrés salino letal (1,5 M), alcanzaba en concentraciones salinas subletales tasas
de crecimiento claramente superiores a los de la estirpe silvestre, siendo estas
diferencias mas claramente visibles en las fases finales del desarrollo de los
cultivos (Figura 3.8.7). Estos resultados muestran que la presencia de una H"-
PPasa heterbloga favorece el desarrollo de Synechocystisbajo estas condiciones

de estrés abidtico, de manera que se reproduce en esta cianobacteria
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dulceacuicola, un comportamiento similar al observado en otras especies de

cianobacterias naturalmente halotolerantes.
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Figura 3.8.7: Crecimientodelas estirpes SDGy SDG-CaPP de Synechocystissp. PCC6803
en presencia de concentraciones crecientes de NaCl, y niveles de actividad especificay
proteina mPPasa de las correspondientes fracciones de membranas. A) Curva de
crecimiento de los cultivos desarrollados en autotrofia durante 7 dias en presencia de las
concentracionesindicadas de NaCl. B) Niveles de actividad especifica mPPasa asociada a la
fraccion de membranas de los cultivosindicados. C) Inmunodeteccion por Western blotting
del polipéptido H™-PPasa en las fracciones de membranas de los cultivos indicados. Se
muestra la tincidon con Ponceau S usada como control de carga.
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En trabajos previos del grupo se ha demostrado que la estirpe
Synechocystis sp. PCC6803 es incapaz de crecer si se inactiva por mutagénesis
insercional el gen ppal que codifica su Unica sPPasa, debido a que la
subsiguiente acumulacion intracelular de PPi es tOxica para el microorganismo
(Gomez-Garcia, Losada et al. 2003). Por tanto, nos propusimos comprobar si
era posible conseguir una cepa expresora de mPPasas en la que el gen ppal
estuviese mutado, con lo que podriamos establecer si una mPPasa es capaz de
complementar funcionalmente la deficiencia de PPA1l en esta cianobacteria.
Con este fin, se construyé un plasmido similar a pRDG en el que las regiones
ZHl y ZHIIl se sustituyeron por una region del cromosoma de Synechocystis
aguas arriba de ppal (PPA1 5°) que comprende un fragmento 5’ del gen ppaly
parte de su region 5°-UTR no codificante, y por una region (PPA1 3’), que
comprende un fragmento 3’ del gen ppal y parte de su region 3°-UTR no
codificante. El gen de resistencia a Km se sustituyé por un gen que otorga
resistencia a cloranfenicol (CC1), situado entre las regiones PPA1 5’ y PPAI
3’. El plasmido resultante se denominé pRDP. Al transformar Synechocystis con
este plasmido, se pretende consiguir la recombinacion homéloga entre las
regiones PPA1 5° y PPA1 3’ del plasmido y del cromosoma cianobacteriano,
haciendo que se pierda un fragmento de aproximadamente 300 pb del gen ppal
y se interrumpa su expresion (Figura 3.8.8). Los sitios de corte utilizados para
las ligaciones son los mismos que se muestran en la figura 3.7.1 para el

plasmido pRDG.

pRDP

£ 3°

Cromosoma de Syfl. 6803 200 pb

¥
S [2NY) I N TV R

Cromosoma de Syn. 6803

Figura 3.8.8: Estrategia de transformacion para inactivar el gen ppal del cromosoma
principal de Synechocystis sp. PCC6803 y obtener estirpes transfor mantes car entes de la
sPPasa endégena PPA1l y expresoras de mPPasas. Leyenda; PPA1 5°-3’: Fragmentos de
DNA gendmico con partedel gen ppaly de susregiones flanqueantes no codificantes; CC1:
Gen de resistencia a cloranfenicol.
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Las estirpes expresoras de mPPasas y la estirpe SDG, usada como
control, se transformaron con el plasmido pRDP y se seleccionaron en placas de
BG11 suplementadas con cloranfenicol a una concentracion de 30 pg/ml,
aumentando la misma hasta 80 pg/ml en rondas sucesivas de replicacion. A
pesar de obtener colonias resistentes a este antibidtico, las comprobaciones
mediante PCR mostraron que todas ellas eran merodiploides, no pudiéndose
obtener ninguna estirpe en las que la delecibn del gen ppal estuviese
completamente segregada.

SDG SDG-TcPP SDG-AVP1 SDG-CaPP SDG-MmPP

Y " |-3,0Kb

e

-

B B s A e | - 09KD

Figura 3.8.9: Comprobacion por PCR del grado de integracioény segregacion del gen CC1
que codifica laresistenciaacloranfenicol en el locus ppaldel cromosoma principal de los
transfor mantes de Synechocystis sp. PCC6803 expr esor es de mPPasas. El andlisis de los
productosde PCR en gel de agarosamostré que lainsercidon del gen de resistencia CC1, que
produciria la amplificacion de un fragmente de DNA de aprox. 3,0 Kb segun los
oligonucledtidos utilizados, se ha producido con eficiencia muy baja en algunos de los
transformantes.

El analisis de los productos de PCR mostré una banda mayoritaria en
todas las estirpes transformantes de aproximadamente 0,9 Kb, correspondiente
al gen ppal completo y parte de sus regiones flanqueantes. En algunas estirpes
transformantes también aparece una banda de aproximadamente 3 Kb
correspondiente al gen ppal interrumpido por el gen de resistencia a
cloranfenicol, aunque es mucho mas tenue que la banda de 0,9 Kb (Figura
3.8.9). Esto puede indicar que la presencia de una mPPasa no es suficiente para
soportar los requerimientos de actividad de hidrélisis de PPi de la
cianobacteria, posiblemente debido a que la gran cantidad de membranas
tilacoidades apiladas que presenta haria que la actividad de la mPPasa no fuera
capaz de reducir suficientemente los niveles de PPi. Nuevos estudios son

necesarios para esclarecer esta cuestion.

Paralelamente a esto, se procedié a la construccién de un plasmido para

interrumpir el gen nhaS3, que codifica el principal antiportador Na‘'/H* de
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Synechocystis sp. PCC6803. La incapacidad de este microorganismo para
sobrevivir sin este gen también ha sido demostrada (Elanskaya, Karandashova
et al. 2002) y se queria comprobar si la presencia de una Na'-PPasa funcional
en las membranas de la cianobacteria podia complementar la deficiencia del
antiportados nhaS3. ElI plasmido para la inactivacion de nhaS3 por
recombinacion homoéloga se construyé de forma analoga al plasmido pRDP y
los resultados obtenidos con su transformacion en Synechocystis también
pusieron de manifiesto la imposibilidad de obtener estirpes de esta

cianobacteria con el citado gen inactivado (datos no mostrados).
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Discusion

4.1 Expresion heterélogade la sPPasa de Moorellathermoacetica en

levadura

Las secuencias CBS (cistationina-p-sintasa) son dominios reguladores
que se presentan en proteinas con una gran variedad de actividades cataliticas y
que aparecen en todos los reinos de la vida (Hao, Shang et al. 2016). Son
dominios de unién a nucledtidos de adenina y las mutaciones en estas
secuencias pueden producir diversas enfermedades hereditarias humanas como
la retinitis pigmentosa, miotonia congénita, epilepsia, Parkinson, disfunciones
cardiacas... (Kemp 2004). Se conocen multitud de proteinas que presentan estos
dominios y estan implicadas en respuesta a estrés ambiental, tanto en plantas
como en animales, como por ejemplo la protein-quinasa activada por AMP
(AMPK) en humanos. Gracias a la capacidad que tienen para unirse a
nucleétidos de adenina, son capaces de sensar el estado energético celular y
pueden regular, directa o indirectamente, los niveles de energia de la célula a
través de modificaciones en la razon ATP/(ADP-AMP) (Kemp 2004; Hao,
Shang et al. 2016). La proteina CbCBS de Coleus blumei actia aumentando los
niveles de ATP durante situaciones de estrés y la proteina iosina-5’-
monofosfato dehidrogenasa (IMPDH), que también posee secuencias CBS,
controla el metabolismo de los nucledtidos de purina y mantiene los correctos
niveles celulares de ATP y GTP (Pimkin and Markham 2008).

En el presente trabajo se ha utilizado la sPPasa Familia Il de la bacteria
Moorella thermoacetica MtPPasa, la cual posee un dominio CBS en su
secuencia y esta implicada, tedricamente, en la respuesta a estrés ambiental del
organismo ya que se activa en situaciones de bajo nivel energético celular
(Jamsen, Tuominen et al. 2007). Se pretendia recrear el escenario metabdlico
del PPi de esta bacteria en el organismo modelo Saccharomyces cerevisiae,

aunque los resultados obtenidos no permitieron alcanzar este objetivo.

Como se puede observar en el apartado 3.1 de resultados, Unicamente la
quimera carente del dominio CBS de la MtPPasa fue capaz de complementar la
deficiencia funcional de Ipplp de la cepa YPC3 de S. cerevisiae. Este resultado
indica que la presencia del dominio CBS en las quimeras impide obtener una

version funcional en levadura tanto de MtPPasa como de Ipplp, a pesar de que
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las cepas transformadas presentaban niveles medibles de actividad PPasa
soluble. Los resultados obtenidos mediante analisis por Western blot en las
distintas cepas hacen pensar que uno de los motivos por los que no se da la
citada complementacién funcional de Ipplp podria ser que se esta produciendo
una degradacion proteolitica de las quimeras mediada por el propio dominio

CBS, aunque no es podible determinar qué proteasa en concreto la realiza.

Tabla XI11: Pesos moleculares de las quimeras de MtPPasa elpplp con el dominio CBS
utilizados en estetrabajo.
p | lar teori Peso molecular obtenido por
Quimera eso mo elfgaar eorico Western blotting
( ) (kDa)
M tPP-GEP 75 35 (62 en el mutante BJ5459 de
S.c. deficiente en proteasas)
35 (62 en el mutante BJ5459 de
MIPP(ACBS)-GFP 61 S.c. deficiente en proteasas)
SMPP-GEP 60 55/30 (62 en el mutante BJ5459
de S.c. deficiente en proteasas)
Ipp1-CBS 48 45/32
CBS-1ppl 48 45(muy minoritaria)/32
Ipplp 32 32

En las cepas transformantes SmPP-GFP e Ippl-CBS se observaron dos
bandas de distintos pesos moleculares, que pueden ser debidas a un
procesamiento proteolitico llevado a cabo por alguna de las proteasas de S.

cerevisiae y en el que el dominio CBS puede estar implicado.

Estos datos por si solos no explican la no complementacion funcional de
la deficiencia de Ipplp de la cepa YPC3 de S. cerevisiae por las quimeras que
presentan el dominio CBS de la MtPPasa, por lo cual debe existir algin efecto
propio de este dominio que impide la correcta expresion de las quimeras. Se
analizd la secuencia en busca de dominios que pudiesen alterar la distribucion
subcelular de las quimeras, como dominios de union a SRP (Von Heijne 1985),

pero no se encontré nada relevante.
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4.2 Analisis de expresion de la regién promotora del gen IPP1

La region intergénica entre el gen YBRO11C (IPP1) de S. cerevisiae y el
gen YBRO13C, inmediatamente anterior (aguas arriba), comprende unas 2 Kb
de ADN no codificante. De esta region, mas de la mitad corresponde a
retrotransposones, por lo cual es probable que la posible secuencia promotora
del gen IPP1 se encuentre en la region restante. Se han diseccionado las
aproximadamente 900 pb que la componen para tratar de determinar la region
minima indispensable para producir la expresion del gen IPP1. Para ello se han
disefiado vectores de expresion en levadura que expresaban la proteina yEGFP
o Ipplp bajo el control versiones de distinta longitud de la citada region

intergénica.

Los resultados obtenidos muestran que existe una secuencia promotora
de aproximadamente 157 pb aguas arriba del inicio del gen IPP1 que es
totalmente indispensable para que ocurra la expresion del gen en las

condiciones estudiadas.

TTTTTCTCGTTTTTTTTCGACGTTTTAAGGTCGCGTC
GAAGTTAGGAAGGTTAGTTCATTTACAACTTGTTTTT
GAATACTTACTTTCTTAATCATCTATTTTGATTTGTTG
TCCCTTAGGTCTATAGAACAGGATATCCCGCCGCGC
AATTTACTAATG

Figura 4.1: Secuenciade los 157 nucleétidos inmediatamente anteriores al gen IPP1. En
rojo se muestran las posibles secuencias de inicio de transcripcion. En verde se muestra una
secuencia para una posible caja TATA débil. En azul se muestra el coddn de inicio de
transcripciéon del gen IPP1.

Esta region es rica en nucledtidos A/T, caracteristica comun entre los
promotores eucariotas (Lo and Smale 1996) y, ademas, dentro de ella existen
varias secuencias (C/T)(C/T)CA(C/T)(C/T), reconocidas por muchos autores
como una sefial consenso de inicio de transcripcidn en eucariotas (Javahery,
Khachi et al. 1994). También existe una secuencia GATATC dentro de esta
region que esta reconocida como una caja TATA débil y presenta menor
efectividad que la caja TATA convencional (TATAAA) (Zenzie-Gregory,
Khachi et al. 1993). No aparecen secuencias de cajas TATA tipicas en esta

region, aunque esta demostrado que no todos los promotores precisan de este
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tipo de secuencias para su expresion eficaz (Smale and Baltimore 1989). En
1985, se realiz6 un andlisis de 18 promotores de levadura (Hahn, Hoar et al.
1985) y se establecieron dos posibles secuencias consenso para el inicio de

transcripcion en levadura:
e TC(G/A)A.

¢ RRYRR, siendo Y un nucleétido de pirimidina y R un nucleétido de

purina.

Dentro de la secuencia de estudio existen varios posibles sitios de inicio
de transcripcion, algo comun dentro de los promotores de levadura (Guarente,
Lalonde et al. 1984). Las cajas TATA, en caso de existir, se encuentra a una

distancia de +/-30 nucleétidos del punto de inicio de transcripcion.

No se observaron diferencias de expresion entre las cepas transformantes
que contenian secuencias promotoras de 900 pb y las de 350 pb en las
condiciones de estudio. Segun la literatura, las zonas donde aparecen las
regiones de union a elementos reguladores se pueden situar hasta a 1 Kb de
distancia de los elementos TATA (Hahn, Hoar et al. 1985). Se utilizd el
programa informatico Patch 1.0 TRANSFAC® para analizar la secuencia
intergénica en busca de posibles sitios de unién a factores de transcripcion
(Tabla X1V).

Una gran parte de estos factores de transcripcion estan implicados en la
regulacion del metabolismo de proteinas, acidos nucleicos y azlcares. También
aparecen algunos relacionados con el control del ciclo celular y la respuesta a
estrés ambiental. En conjunto, sus caracteristicas estan de acuerdo con el papel
clave que juega la sPPasa en el anabolismo celular y en la respuesta celular a

situaciones de estrés.

Se pudo observar que las distintas cepas crecian a una tasa similar
siempre y cuando presentaran expresion del gen IPP1, no dandose crecimiento
alguno cuando la expresion del gen era nula. Este dato demuestra que en S.
cerevisiae se necesita un nivel minimo de actividad PPasa para que se de
proliferacion celular, pero el aumento de dicha actividad no mejora esta

proliferacion en las condiciones de trabajo utilizadas.
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Tabla XI1V: Sitios de uniodn a factores de transcripcion identificadas en lasecuencia
promotora del gen IPP1 de S. cerevisiae mediante andlisisinfor matico.

900 pb 350 pb 157 pb Funcio6n conocida
M EDS Represor HXK2(Hexqquinasa) y SUC2
(Sacarosa hidrolasa)
LYS14 Regulacién metabolismo de la lisina
GCN4 GCN4 Regulacién genes de biosintesis proteica
GAL4 GAL4 Regulacién genes de respuesta a galactosa
TBP Activador de polimerasas
MIG1 MIG1 MIG1 Regulacion de genes de represion por glucosa
NDT80 Regulacion de genes de gametogénesis
ROX1 Represor de genes de hipoxia
HA P2 HA P2 Activador genes d_e Iacade_na detransporte e
mitocondrial
ABE2 ABFE2 Regulacion genes;?nr:'ra\oltje'\ilnas mitocondriales
DALS8O DALS8O Represor
ADR1 ADR1 Activador
FKH1-2 Regulacion centrémeros,, ciclo celular y
morfologia
MET31-32 Regulaciéon del metabolismo de aminoacidos
UME6 UM E6 Represor del catabolismo
DSC1 DSC1 DSC1 Regulacién de genes de sintesis de ADN
M CBF M CBF M CBF Regulacion de genes del ciclo celular
PRP/RPH1 PRP/RPH1 PRP/RPH1 Respuesta a estrés ambiental
Rep. CAR1 Rep. CAR1 Rep. CAR1 Regulacién del metabolismo de la arginina
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4.3 Implicaciones funcionales de variaciones inducidas en la distribucion

nacleo-citoplasmica de la sPPasa | pplp de Saccharomyces cerevisiae

Ipplp habia sido descrita como una enzima estrictamente citosolica, pero
estudios “in vivo” con quimeras unidas a proteinas fluorescentes asi como
ensayos de actividad e inmunodeteccion en fracciones subcelulares han
demostrado que se trata de una proteina con localizacién nicleo-citoplasmica.
La alteracion de esta distribucion afecta tanto a los niveles de actividad sPPasa
celular como a los del polipéptido de Ipplp, siendo ambos menores en las
células que tienen la sPPasa confinada en el nlcleo y mayores en aquellas
donde la proteina es excluida activamente del mismo. La alteracion de la
distribucién subcelular de Ipplp también altera otros pardmetros biolégicos de
la célula, como son la tasa de crecimiento, la capacidad replicativa o el
envejecimiento celular (lifespam cronolégico). La importancia de la presencia
de esta proteina en ambos compartimentos mediante un transporte nucleo-
citoplasmico hace suponer que su distribucién subcelular estd altamente

regulada por la célula.

Mediante andlisis informaticos de la secuencia de Ipplp con el programa

de prediccion NLStradamus (www.moseslab.csb.utoronto.ca/NL Stradamus/) se

ha podido detectar una secuencia 74-KK GKLR-79 que puede corresponder a
una clasica sefial NLS monopartita enddégena (NLSe). Esta secuencia de
aminoacidos basicos se encuentra altamente conservada entre sPPasas
eucarioticas muy alejadas evolutivamente, pero se encuentra ausente en las
sPPasas procarioticas. Paracomprobar in vivo que efectivamente se trata de una
secuencia NLS duncional en el transporte nucleo-citoplasmico, se han generado
una serie quimeras de Ipplp-GFP con distintas mutaciones de la region NLSe,
mediante mutagénesis directa o por delecién. Todas las cepas transformadas con
estas quimeras mostraron una alteracion de la distribucién subcelular de Ipplp,
aumentando sus niveles en la fraccion citosolica y disminuyendo levemente en
la fraccién nuclear. Cabe destacar que el motivo NLSe esta localizado en la
superficie de las subunidades del dimero de la sPPasa de levadura, como se ha
demostrado mediante andlisis de su estructura tridimensional, y haria estas
secuencias facilmente accesibles al reconocimiento y unidon fisica a las

importinas para su ingreso en el nucleo. Los niveles de proteina y actividad
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sPPasa de las cepas que expresaban las quimeras fueron mayores que los de la
cepa control, tal y como ocurre en cepas que expresaban la quimera Ipplp-GFP
unida a una sefial potente de exclusion nuclear exdgena (NES). Estos resultados
apoyan la teoria de que efectivamente la secuencia NLSe actla como una
verdadera sefial de localizacion nuclear de Ipplp y que es la Unica secuencia de
estas caracteristicas que es funcional en esta proteina. Por otro lado, las
quimeras de Ipplp-GFP unidas a tres secuencias exdgenas consecutivas NLS
del antigeno T del virus SV40 (un potente dominio NLS exdgeno), mostraron
una distribucién opuesta a las quimeras de lpplp-GFP con la sefial NLSe
alterada, apareciendo confinadas en el nucleo celular. Los niveles de proteina y
actividad sPPasa en extractos totales fueron mucho menores que los observados
en la cepacontrol o en la cepa que expresaba Ipplp-NES-GFP, indicando que el
confinamiento nuclear de la proteina quimérica disminuye significativamente la
estabilidad de la misma. Estos niveles fueron comparativamente superiores en
la fraccion nuclear que en la fraccion citoplasmica, aunque se pudieron observar
valores residuales en esta fraccidn, lo que sugiere la existencia de una secuencia
criptica débil de exclusién nuclear NES en Ipplp que ain no ha sido detectada.
De hecho, andlisis de la secuencia de Ipplp con el programa de prediccion
NetNES detectaron una region de 10 residuos (V148-L157) rica en valina,
alanina y leucina, que podria corresponder a una sefial NES enddgena que esta

conservada en otras sPPasas eucariéticas (datos no mostrados).

Los bajos niveles de Ipplp observados en el nucleo de todas las cepas
expresoras de las distintas quimeras nos llevé a estudiar el mecanismo por el
que esta localizacion subcelular afecta a su estabilidad. EI mantenimiento de
estos bajos niveles nucleares de la proteina sugiere la existencia de una
degradacion proteica especifica en el compartimento nuclear. En eucariotas, la
degradacion proteica depende del grado de ubiquitinazacion de las proteinas
(Ravid and Hochstrasser 2008). Asi que en teoria, debe observarse un mayor
grado de ubiquitinizacién de las quimeras de Ipplp confinadas en el nucleo, lo
cual hemos podido comprobar en este estudio. A pesar de que todas las
quimeras mostraron ubiquitinizacion, esta fue mayor en la quimera |pplp-GFP-
NLS y menor en la quimera Ipplp-NES-GFP comparadas ambas con la quimera

control Ipplp-GFP. Analisis “Omicos” a gran escala de las proteinas
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ubiquitinizadas de S. cerevisiae llevados a cabo mediante espectroscopia de
masas han identificado dos residuos (K239 y K279) de la secuencia de Ipplp
gue efectivamente se ubiquitinan (Starita, Lo et al. 2012). Para completar este
estudio, se analiz6 mediante co-inmunoprecipotacion si existia una interaccion
fisica entre las quimeras Ipplp-GFP con distinta localizacion subcelular y la
deubiquitinasa Ubp3p, una proteasa implicada en la ruta de degradacion
proteasomal. Se pudo observar que se daba una interaccién fisica entre ambas
proteinas Unicamente en las cepas que expresaban la quimera control Ipplp-
GFP e Ipplp-GFP-NLS, mientras que no se producia en la cepa que expresaba
la quimera Ippl-NES-GFP, activamente excluida del nucleo. Estos resultados
construyen evidencias claras de que se produce una degradacion proteica de

Ipplp mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma nuclear.

Nuestros resultados muestran que la distribucion de Ipplp se encuentra
altamente regulada por los mecanismos de trafico nucleo-citosolico y por
degradacion proteasomal. Esto pone de manifiesto la importancia del control de
los niveles de PPi para el correcto desarrollo de procesos que ocurren en el
espacio nuclear, como la replicacién y reparacion del DNA vy la sintesis de
RNA, relacionados directamente con procesos biologicos tan relevantes como la
proliferacion celular o el envejecimiento.Hay estudios que demuestran que los
niveles de PPi estan relacionados con el grado de fidelidad de las ADN y ARN
polimerasas, ademas la pirofosforolisis puede estar implicada en mecanismos de
reparacion del ADN (Vaisman, Ling et al. 2005). Esto hace pensar que los
mecanismos que regulan la distribucidon ndcleo-citoplasmica de Ipplp pueden
estar directamente involucrados en la eficiencia de la polimerizacion del ADN y
ARN, asi como en la estabilidad genética. Este punto estd siendo estudiado

actualmente por nuestro grupo.

4.4 Reproduccion del escenario metabdlico del PPi de células vegetales

utilizando S. cerevisiae como modelo eucarioético

El escenario metabdlico del PPi en células vegetales es complejo, debido
a la presencia simultanea de sPPasas localizadas en organulos (plastidos,

mitocondrias), no en el citosol, y mPPasas localizadas en endomembranas
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(tonoplasto, sistema Golgi, membrana lisosomal). Ademas existe un tercer tipo
de enzimas, las H*-ATPasas tipo V (V-ATPasas), que realizan una funcion
equivalente a las mPPasas y estan también localizadas en endomembranas, pero
utilizando como sustrato ATP en lugar de PPi. Este hecho sugiere que la
coexistencia de estas proteinas debe estar altamente regulada por la célula y

abre un interesante campo de estudio.

Nuestro grupo ha demostrado la capacidad de la mPPasa mayoritaria de
Arabidopsis thaliana (AVP1l) para complementar la deficiencia de la sPPasa
soluble de S.cerevisiae (Pérez-Castifieira, LOpez-Marqués et al. 2002; Drake,
Serrano et al. 2010) y para complementar la deficiencia de la V-ATPasa de este
mismo organismo cuando se localiza en la membrana vacuolar, si bien esta
dltima complementacién no es posible en presencia de una sPPasa soluble
(Pérez- Castifieira, Hernandez et al. 2011). La presencia de varias PPasas tanto
solubles como de membrana en las células de A. thaliana, unida a los datos
obtenidos en estos trabajos, plantea el interrogante sobre como es capaz la
célula vegetal de regular la actividad de todas ellas y qué sentido tiene la

presencia en las membranas de los mismos organulos de mPPasas y ATPasas.

En el presente trabajo se ha tratado de responder a estas cuestiones,
ampliando los resultados obtenidos en otro trabajo previo del grupo (Serrano-
Bueno, 2012), que ya permitian entrever la capacidad de AVP1 para
complementar la V-ATPasade S. cerevisiae cuando la sPPasa enddgena (Ipplp)
se encontraba compartimentalizada en el interior del nicleo. Los datos
obtenidos refuerzan esta teoria y demuestran el bombeo de protones y la
acidificacion vacuolar promovidos por AVP1 en células donde la actividad V -
ATPasa estd reprimida solo se producen eficientemente cuando la sPPasa se
confina en el nacleo. Esto permite proponer que el escenario metabdlico del PPi
en células vegetales debe ser muy parecido al que se ha reproducido en células
de levadura, estando las sPPasas confinadas en algin organulo celular, nucleo
y/o plastidos, donde no interfieren con la actividad de las mPPasas. Es
interesante sefialar a este respecto que la secuencia NL Se esta presente también
en las sPPasas plastidicas de microalgas y plantas (A. Serrano, comunicacién

personal), por lo que estas proteinas podrian tener una localizacion dual nucleo-
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plastidica en estos organismos. Este punto esta siendo estudiado actualmente

por nuestro grupo.

La complementacion observada de la V-ATPasa por AVP1 puede
explicar por qué las plantas son tolerantes a amino-fungicidas, que afectan a la
capacidad de la V-ATPasa para bombear protones y acidificar organulos
internos, debido a que estos compuestos alteran el metabolismo de esteroles
(p.e. afectando a la esterol isomerasa codificada por el gen ERG2 de S.
cerevisiae), que estan implicados en el acoplamiento de la actividad de
hidrdlisis de la V-ATPasa con la actividad de bombeo de H" de esta compleja
méaquina molecular. La mayor tolerancia a Tridemorph, y otros compuestos que
actuan sobre la V-ATPasa, observada en las células de levadura que expresan
AVP1 concuerda con lo que ocurre en plantas. Ademas, los mutantes de A.
thaliana deficientes en AVP1 presentan una mayor sensibilidad a Tridemorph
que la cepa silvestre, especialmente en la formacién de las raices. Este hecho se
explica por la mayor importancia cuantitativa y cualitativa de AVP1 en el
meristemo radicular, siendo ademas la mPPasa mas expresada en A. thaliana, y
por la dependencia de la elongacién de las raices de los mecanismos de
acidificacion luminal (Barrada, Montané et al. 2015). Ademas, se ha
demostrado que AVP1 es el regulador esencial de los niveles de PPi citosolicos
(Ferjani, Segami et al. 2012). La mayor sensibilidad a Tridemorph no se
observa en los mutantes deficientes en AVP2 de A. thaliana, ya que esta
proteina se expresa en menor medida que AVPl y preferentemente en el
meristemo apical, donde hay una presencia simultanea de AVP1, lo que
explicaria el minimo efecto del Tridemorph sobre este tejido. La tercera
mPPasa de A. thaliana (AVP3) se expresa a niveles muy reducidos, por lo que
no es probable que la deficiencia de la misma conlleve una mayor sensibilidad

de los mutantes al amino-fungicida.

En resumen, la presencia simultanea de mPPasas y V-ATPasas en las
membranas de los organulos internos puede otorgar una mayor resistencia a
compuestos que afectan a la accion de alguna de ellas, siendo una ventaja
adaptativa importante con respecto a aquellos organismos que solo presentan

una de ellas.
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4.5 Regulaciéon de las mPPasas de microalgas eucarioticas por condiciones

ambientales troficas y de estrés

Dentro de las microalgas eucariotas existe una gran diversidad en cuanto
a los tipos de mPPasas que presentan en sus membranas y la distribucion de las
mismas. Existen especies que, de acuerdo con la informacion obtenida de los
distintos Proyectos Genoma, sdlo poseen H*-PPasas dependientes de K™ (C.
reinhardtii, C. euryale), especies que poseen H*-PPasas tanto dependientes
como independientes de K™ (Ch. salina, Chlorella sp. N64A), y especies que
s6lo presentan H'-PPasas independientes de K* (G. sulphuraria,
Nannochloropsis spp.). Hay que sefialar a este respecto que analisis
filogenéticos realizados por nuestro grupo con microalgas eucariotas marinas
indican que muchas especies de diversos grupos taxonémicos (Prasinoficeas,
Estramenodpilos, Alveolados, Criptofitas, Haptopfitas, Clorarachniofitas,

Rodofitas) pueden poseer Na'-PPasas, ademas de los dos tipos de H*-PPasas
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mencionados anteriormente (p.ej. O. tauri, Ph. tricornutum, P. purpureum)
(Figura 4.3). Estas serian las primeras Na'-PPasas descritas de organismos
eucariotas, ya que hasta ahora se habian identificado Unicamente en bacterias y
arqueas(Malinen, Belogurov et al. 2007).En cualquier caso, la amplia
distribucion de estas Na'-PPasas entre algas marinas sugiere que podrian ser
piezas claves de un nuevo tipo de estrategia metabodlica de tolerancia a la

salinidad evolutivamente conservada en estos organismos.
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Figura 4.3: Arbol filogenético de distancias evolutivas de las tres clases de mPPasas
presentes en los organismos eucariéticos fotosintéticos: H*-PPasas dependientes de K™,
Na’-PPasas (dependientes de K*) y H"-PPasas independientes de K*. Nétese que las Na'-
PPasas bien caracterizadas bioquimicamente de bacteriasy arqueas (indicadas por flechas) se
sitlan en labasedel grupo de sus ortélogos de microalgas marinas de las que podrian ser sus
ancestros evolutivos. Las secuencias estan identificadas por sus cédigos UniprotKG. El
alineamiento de las secuencias de proteinas se hizo con el programa CLUSTALX mediante un
algoritmo NJ.
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Numerosos estudios llevados a cabo con plantas superiores, relacionan la
presencia de las mPPasas con la adaptacion de estos organismos a diversas
situaciones de estrés ambiental, como la salinidad (Gao, Gao et al. 2006) o la
presencia de pesticidas y otros xenobiéticos (Yao, Zeng et al. 2012). Esto ha
llevado a numerosos autores a sobreexpresar H'-PPasas dependientes de K™
vegetales, homologas o heterologas, en diversas especies de plantas cultivables
para tratar de mejorar su resistencia a la salinidad u otros estreses abioticos
(Xing, YanWen et al. 2010; Hanjagi, Sashidhar et al. 2011). Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la actividad mPPasa
asociada a membrana se ve afectada por la presencia de NaCl en una relaciéon
directa con la dependencia de K* que presenten, es decir: la actividad de
hidrolisis de PPi en membranas que presentan mPPasas con mayor dependencia
de K™ disminuye mucho mas en presencia de la misma concentracion de NaCl
que la de membranas que presentan actividad mPPasa menos dependiente de
K*. En este trabajo se ha podido verificar este hecho comparando la eficiencia
catalitica (E.C.) de ambos tipos de mPPasas en presencia o ausencia de NacCl.
Mientras que la E.C. de las dos H*-PPasas dependientes de K* estudiadas (C.
reinhardtii y C. euryale) disminuia en presencia de NaCl, este mismo parametro
de una H*-PPasaindependiente de K* (G. sulphuraria) incluso se incrementé en
presencia de la misma concentracién de NaCl. El efecto de la salinidad sobre la
actividad también es menor en las Na'-PPasas que son inhibidas a
concentraciones muy altas de NaCl, llegando incluso a mostrar una
estimulacion a concentraciones fisioldgicas (aprox. 10 mM) de sodio. Todo esto
nos lleva a sugerir que seria mas conveniente utilizar H*-PPasas independientes
de K" o Na'-PPasas para mejorar la tolerancia a salinidad en vegetales de
interés agrotecnoldgico. Se ha podido comprobar que las especies de microalgas
estudiadas que so6lo presentan actividad H*-PPasa independiente de K* en sus
membranas, presentan una sensibilidad menor de esta a la adicién de NaCl en el
ensayo de forma paralela a su comportamiento respecto a la salinidad. La
insensibilidad a sal de las H*-PPasas independientes de K radica en la ausencia
de un sitio regulador en su estructura al que se unen tanto el K™ como el Na*, y
por el que computen, tanto el K™ como el Na*. Hay que sefialar a este respecto
que el hecho de que las especies del género Nannochloropsis Unicamente

contengan H'-PPasas independientes de K* en sus membranas es un caso
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inusual dentro de los organismos eucariotas, y constituye un ejemplo de
estrategia adaptativa hacia una mayor halotolerancia de la bioenergética de

estos organismos (Figura 4.4).

Hemos podido observar que el tipo y abundancia de mPPasas en las
membranas de las distintas especies de microalgas esta relacionado con su
respuesta al estrés salino, siendo las especies mas sensibles a salinidad aquellas
que presentaban sélo H*-PPasas dependientes de K* (C. reinhardtii) o aquellas
que, aun presentando también H*-PPasas independientes de esta cation,
presentaban un componente mayoritario de dependencia por el K en su
actividad mPPasa asociada a membranas (Chlorella sp. N64A). La especie
eurihalina C. euryale tiene una alta tolerancia a salinidad a pesar de contar con
una Unica H*-PPasa dependiente de K™, posiblemente debido a que sus niveles
de actividad y proteina mPPasa son extraordinariamente altos. En general
existen dos estrategias de tolerancia a salinidad, una es el desarrollo de sistemas
de transporte de protones resistentes a la presencia de sodio y otra la presencia
de fuertes sistemas de extrusion de sodio que mantengan bajos los niveles
citosdlicos de este metabolito aunque los niveles en el exterior celular (lumen
vacuolar incluido) sean altos. Este uUltimo podria ser el escenario metabdlico
desarrollado por C. euryale mediante la alta expresion de su H*-PPasa
dependiente de K" asociada a antiportadores Na'/H". Las especies que poseen
unos niveles altos de actividad mPPasa independiente de K* o que,
posiblemente, expresan Na'-PPasas presentan una tolerancia mayor a la
presencia de sal en el medio, siendo la mayoria de ellas de ambientes marinos o
con optimos de crecimiento a una salinidad similar a la del agua marina. En este
estudio no se ha observado la excepcional tolerancia salina de la especie G.
sulphuraria descrita por otros autores (Gross and Oesterhelt 1999),
probablemente debido a que no se ha cultivado a su temperatura 6ptima de
crecimiento. Otro hecho interesante que se puede extraer de los resultados
obtenidos en este trabajo es que las especies mas sensibles a la salinidad en el
medio de cultivo, aquellas que poseen predominantemente una actividad
mPPasa dependiente de K*, presentan una induccién de los niveles tanto de
actividad como de polipéptido mPPasa que no se observa en aquellas otras

especies con una tolerancia mayor a la salinidad. Esto podria deberse a una
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estrategia de la microalga dirigida a mantener los niveles de actividad de sus
bombas de iones adecuados para su correcto funcionamiento, en condiciones
donde sus mPPasas pueden verse afectadas. Sin embargo, el estudio de
actividad mPPasa de la especie haldfila extrema Dunaliella salina (Figura S.6)
muestran que sus niveles de actividad mPPasa tienen un maximo a
concentraciones de NaCl de 0,5 M en el medio de cultivo, siendo inexistentes a
concentraciones hipersalinas de 1,5-3,0 M. Esto nos hace pensar que la
sobreexpresion de las mPPasas es una buena estrategia de tolerancia a aumentos
leves de salinidad, pero se necesitan otros mecanismos para hacer frente
eficientemente a valores de salinidad muy elevados. En resumen, podemos decir
gue las microalgas eucariotas presentan tres estrategias distintas de adaptacion
a medios salinos segun el tipo de mPPasas que presenten: 1) Sobreexpresar las
H*-PPasas dependientes de K*; 2) Utilizar H*-PPasas independientes de K*; o
3) Utilizar Na'-PPasas.
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Figura 4.4: Arbol filogenético de distancias evolutivas de las mPPasas de distintas
especies de organismos eucarioticos fotosintéticos, con especial énfasis de algunas
especies de microalgas marinas estudiadas en esta Tesis. Las flechasindican secuencias de
H*-PPasas de especies del género Nannochl oropsis analizadas en este trabajo: N. gaditana, 2
codificadas por el genoma (1 tipo | y 1tipo Il) que corresponden a 2 secuencias de PCR; N.
oculata, 2 secuencias de PCR (I y I1); y N. salina, 1 secuencia de PCR (tipo Il) (L6pez-
Marqués, Tesis Doctoral). Los asteriscosindican las tres secuencias de mPPasas codificadas
por el genoma de la prasinoficea Ostreococcus tauri: 2detipo | (1 H*-PPasay 1 Na'-PPasa) y
1 una H*-PPasa de tipo Il. Esta ultima no se agrupa con las H*-PPasas tipo Il de otras
microalgas marinas sino con las de microalgas dulceacacuicolas y plantas. Las secuencias
estan identificadas por sus cédigos UniprotKG. El alineamiento de las secuencias de proteinas
se hizo con el programa CLUSTALX mediante un algoritmo NJy los numeros de los nodos
indican el soporte estadistico (bootstrap de 1000 replicaciones) de los grupos.
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En estudios anteriores del grupo (Lopez-Marqués, 2004; Herrera- Palau,
2011), se establecié que la H*-PPasa de C. reinhardtii presenta un patrén de
expresion mediado por la luz, induciéndose su expresion génica en presencia de
luz y reprimiéndose casi totalmente en condiciones de oscuridad. En el presente
trabajo hemos podido confirmar estos resultados, aunque observando unos
niveles intermedios de actividad y proteina mPPasa en condiciones
mixotréficas. Paralelamente a la disminucién de la actividad y niveles de
polipéptido de H*-PPasa, se observé un aumento de los niveles de polipéptidos
de las dos sPPasas presentes en la microalga cultivada en presencia de acetato
(mixotrofia y heterotrofia). Esto puede deberse a la activacion del metabolismo
respiratorio y de la sintesis cloroplastica de almidén producido por la presencia
de una fuente organica de carbono en el medio de cultivo, lo que llevaria
asociado un aumento de los niveles de PPi en diversos compartimentos

intracelulares.

En la especie Chlorella sp. N64A también pudo observarse una
disminucién de actividad mPPasa dependiente de K* en condiciones de
mixotrofia y heterotrofia, indicando una regulacién por la luz de la H*-PPasa
dependiente de K*, y un aumento de los niveles de la actividad mPPasa
independiente de K* en las mismas condiciones, lo cual puede deberse a que la
H*-PPasa independiente de K" tenga alguna funcion relacionada relacionada
con la asimilacién y/o transporte de la glucosa. Esta modificacién del patron de
expresion también se ve reflejada en los niveles de polipéptidos de mPPasas,
aungque nos es imposible distinguir ambos tipos de mPPasas con el anticuerpo
utilizado. Estos resultados concuerdan con los obtenidos con la especie G.
sulphuraria, donde observamos un aumento de la actividad mPPasa,
independiente de K* Unicamente en este caso, en condiciones de mixotrofia y
heterotrofia. Por trabajos anteriores (Herrera-Palau, 2011) sabemos que se
produce una induccién de dos de los tres genes para mPPasa que posee el
organismo y que normalmente se encuentran reprimidos en condiciones de
autotrofia (Gs15900 es constitutivo). Curiosamente los dos genes inducibles de
H*-PPasas independientes de K* presentan una mutaciéon puntual de un residuo
de isoleucina por uno de valina que se ha demostrado produce un

desacoplamiento de la actividad PPi-hidrolasa con el transporte de H enla H"-
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PPasade Vignaradiata (Asaoka, Segami et al. 2016). Esto nos hace pensar que
ambas proteinas podrian ser utilizadas por el organismo mas como PPasas que
como bombas de H*, en respuesta al aumento de PPi intracelular debido al
drastico cambio de metabolismo que produce la presencia de una fuente de
carbono organica en el medio de cultivo. Los datos de las tres especies
estudiadas nos permiten establecer que existe una diferente regulacion de las
mPPasas en las microalgas eucariotas, dependientes tanto de las condiciones de

iluminacion como de la fuente de carbono presente en el medio de cultivo.

En esta Tesis se han llevado a cabo los primeros pasos para caracterizar
funcionalmente las Na'-PPasas que los andlisis bioinforméticas sugieren, y
algunos de los resultados de esta Tesis demuestran, deben poseer muchas
microalgas marinas (Figura 4.5). Los resultados con la Prasinoficea O. tauri, la
diatomea Ph. tricornutum y la rodofita P. purpureum indican efectivamente que
sus membranas deben contener Na'-PPasas. Aunque han generado las
construcciones génicas para expresar funcionalmente en levadura Na*-PPasas
de las microalgas citadas, asi como una Na'-PPasa de la rodofita talofitica
Porphyra yezoensis (NORI), los primeros intentos de expresarlas
funcionalmente en el mutante YPC3 de S. cerevisiae no han tenido éxito. Es de
esperar que futuros estudios del grupo contribuyan a esclarecer el papel
fisiologico de las Na'-PPasas en las microalgas marinas, y permitan evaluar su
potencial biotecnolégico para la generacién de cultivos transgénicos mas
tolerantes a salinidad y desecacion, dos problemas agrobiologicos globales que

amenazan seriamente el futuro de los recursos alimenticios de la Humanidad.
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Figura 4.5: Arbol filogenético de distancias evolutivas de las mPPasas de distintas
especies de or ganismos eucar i 6ticos fotosintéticos, con especial énfasis en las Na*-PPasas
de las algas r odofitas marinas. Las flechas indican las secuencias de mPPasas de diversas
especies de eucariotas fotosintéticos estudiadas en estetrabajo. Notese quelaNa'-PPasade la
arquea M. mazei bien caracterizadas bioquimicamente se sitlan en la base del grupo de sus
ort6logos de microalgas marinas y lo soporta filogenéticamente. Las Na'-PPasas de las
rodofitas presentan ciertas particularidades estructurales (son proteinas de mayor tamafio que
las mPPasas convencionales, con aprox 1.100 aa) las cuales podrian ser el reflejo de
particularidades funcionales atin por esclarecer. Por otro lado, notese que las H*-PPasas de
microalgas marinas forman subgrupos especificos dentro de los correspondientes tipos de H'-
PPasas (circulos naranja) que podrian estar relacionadas también con particularidades
funcionales vinculadas con la halotolerancia. Las secuencias estan identificadas por los
nombres de las especiesy los coédigos de las secuencias, bien UniprotKG o de los proyectos
genoma o transcriptoma correspondientes. Aquellas mPPasas bien caracterizadas
bioquimicamente se presentan en recuadros. El alineamiento de las secuencias deproteinas se
hizo con el programa CLUSTALX mediante un algoritmo NJy los nimeros de los nodos
indican el soporte estadistico (bootstrap de 1000 replicaciones) de los grupos.
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4.6 Obtencion de cepastransformantes de Chlamydomonas reinhardtii con

expresion alterada del gen que codifica la H*-PPasa

Dos cepas transformantes de C. reinhardtii obtenidas mediante
silenciamiento con amiRNAs contra el gen que codifica su Unica H*-PPasa
(AHPP1 y AHPP2) se han estudiado en el presente trabajo, y mostraron niveles
de actividad mPPasa dependiente de K* y de polipéptidos de mPPasas
significativamente menores que la cepa control, aunque la cepa transformante
AHPP1 mostré ambos niveles significativamente menores que la otra cepa. El
primer fenotipo que pudimos observar fue la diferencia de crecimiento que tenia
lugar entre los cultivos desarrollados en presencia de amonio y los
desarrollados en presencia de nitrato. Mientras que la cepa control crecido mejor
en condiciones de nitrato, las cepas transformantes crecieron mejor en
condiciones de amonio, lo cual es ldgico debido a que el amiRNA esta
controlado por el promotor de la nitrato reductasa. Estudios similares realizados
con mutantes de AVP1 (fugu 5) en A. thaliana demuestran que estos crecen
peor en medios totalmente libres de amonio, debido a que en esas condiciones
se produce un aumento de hasta el 70% de los niveles de PPi citosoélicos
(Fukuda, Segami et al. 2016). Estos datos concuerdan con nuestras
observaciones y sugieren que la actividad de hidrdlisis de PPi de la proteina H*-
PPasa es indispensable para regular los niveles de PPi presentes en el citosol,
ya que las dos sPPasas solubles de organismos fotosintéticos se encuentran
confinadas en organulos celulares. Se pudo observar un aumento en los niveles
de polipéptido y actividad mPPasa dependiente de K* en la cepa control cuando
se crecia en presencia de nitrato, lo cual también podria deberse a un aumento

de los niveles de PPi en las células crecidas sin amonio.

Al cultivar las cepas transformantes en presencia o ausencia de 150 mM
de NaCl, se observd que la actividad mPPasa dependiente de K* se indujo en
condiciones de mixotrofia y autotrofia, de forma proporcional a los niveles
basales de cada cepa. Este efecto tuvo su maximo en condiciones de mixotrofia,
y no se observo en condiciones de heterotrofia, en las cuales la mPPasa se
encuentra a niveles minimos. En todas las condiciones, excepto en heterotrofia,
se observo que la cepaque mejor crecié en presencia de 150 mM de NaCl era la

que presentaba los menores niveles de actividad mPPasa dependiente de K ™.
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Estudios en plantas superiores han demostrado que se produce una induccion de
la expresion de las mPPasas y ATPasas vacuolares en presencia de sal
(Sobreira, Maia et al. 2014), que ambos tipos de proteinas estan involucradas en
la tolerancia a estrés salino (Ballesteros, Donaire et al. 1996) y que hay una
relaciéon inversa entre los niveles de una y otra bomba de protones (He, Shen et
al. 1998). El mayor crecimiento de la cepa transformante con menor actividad
mPPasa dependiente de K* en presencia de sal podria explicarse por un aumento
de los niveles de actividad V-ATPasa en su membrana vacuolar, que seria
mayor que en la otra cepa transformante o en la cepa silvestre, aunque este
punto necesita ser confrimado. Esta mayor actividad ATPasa mantendria un
mayor gradiente electroquimico de iones a través de las membranas que
mejoraria la tolerancia a la salinidad. En condiciones de heterotrofia, los
niveles de actividad PPasa dependiente de K™ disminuyeron en todas las cepas,
por lo cual no se pudo apreciar ningun efecto cuando se cultivaron las células
en presencia de sal. En estas condiciones los niveles de actividad ATPasa
fueron mas bajos que en condiciones de exposicion a luz, ya que se ha
demostrado que la luz induce la actividad ATPasa en plantas (Kinoshita and
Shimazaki 1999), y eso podria ser la causa de que el mutante AHPP1 no
presente el fenotipo de sensibilidad a sal observado en el resto de condiciones.

El fenotipo observado en la cepa transformante AHPP1 es muy similar al
observado en los mutantes fugu5 de A. thaliana, que tienen niveles muy bajos
de su H-PPasa mayoritaria (AVP1). En estos mutantes se ha demostrado que
los efectos fenotipicos se deben en mayor medida a la falta de actividad PPasa
que a defectos en la acidificacion vacuolar (Ferjani, Segami et al. 2012).
Ademés, se ha demostrado que la acumulacién de PPi inhibe la gluconeogénesis
y que la proteina AVP1 es el regulador clave de los niveles de este metabolito
en el citosol (Ferjani, Segami et al. 2014). El valor de concentracion de PPi en
el citosl de células de plantas superiores es de 0,1-0,3 mM (Weiner, Stitt et al.
1987), pudiendo variar segun el estado fisiologico del organismo. Seria
interesante determinar los valores de concentracion de PPi en células tanto de la
cepa silvestre de C. reinhardtii como de las cepas transformantes con menores

niveles de actividad mPPasa.
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En ninguna de las cepas, transformantes o silvestre, se observé que la
presencia de sal o las distintas condiciones troficas afectaran a los niveles de

actividad sPPasa de las células.

4.7 Expresion funcional de mPPasas heterologas enla cianobacteria
dulceacuicola Synechocystissp. PCC6803, y efectossobre sutolerancia

ala salinidad

Las concentraciones cambiantes y elevadas de sal representan uno de los
factores abidticos més importantes que afectan al crecimiento de los
microorganismos (Hagemann 2011). Durante su evolucion, las cianobacterias se
han adaptado a ambientes acuaticos con diferente concentracion salina, por lo
que las bases fisiologicas para la adaptacién a niveles altos de salinidad han
sido estudiadas en profundidad en varias especies de este tipo de organismos.
Una de las especies mas utilizada por los investigadores es Synechocystis sp.
PCC6803, una especie dulceacuicola con una tolerancia moderada a la
salinidad. En esta especie, como en la mayoria de resto de microorganismos, la

respuesta basica a salinidad se produce en tres fases:

e Primera: Se produce tras una rapida subida de la concentracién de NacCl
en el medio de cultivo; se produce en segundos e implica una rapida
entrada de iones Na" y CI" en el citoplasma a través de la membrana
plasmatica.

e Segunda: Ocurre en los siguientes 60 minutos tras la subida de NaCl y se
caracteriza por el intercambio de iones Na* por iones K™, permitiendo asi
una disminucion de los efectos toxicos para el metabolismo producidos
por grandes concentraciones intracelulares de sodio.

e Tercera: Requiere de varias horas, produciendo y acumulando grandes
cantidades de compuestos organicos osmoprotectores implicados en
estabilizar el potencial osmoético del citoplasma y de mantener la
estructura de las proteinas y la integridad de las membranas. Ademas se
produce la induccién de proteinas implicadas en la respuesta al estrés
salino (Mikkat, Effmert et al. 1997).
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Segun la naturaleza de los compuestos osmoprotectores, se pueden
dividir las cianobacterias en tres grupos, siendo la especie Synechocystis sp.
PCC6803 perteneciente al grupo de tolerancia moderada, que acumula
glucosilglicerol. Las especies poco tolerantes acumulan sacarosa o trehalosa,

mientras que las muy tolerantes acumulan betaina glicina o betaina glutamato.

En estudios realizados con Synechocystis sp. PCC6803 se identificaron
57 proteinas inducibles por estrés salino, entre las que se incluian seis proteasas
y diversas enzimas implicadas en la biosintesis de la pared celular (Fulda,
Huang et al. 2000). Analisis recientes realizados mediante MALDI-TOF en
Synechocystis sp. PCC6803 durante estrés salino han descubierto un total de 55
proteinas inducibles por sal, 18 de ellas inducibles después de dos horas de
tratamiento y las restantes inducidas en células aclimatadas a altas
concentraciones salinas (0,684 M NaCl) durante cinco dias (Huang, Fulda et al.
2006).

En 1990, Jeanjean et al. (1990) generaron varios mutantes espontaneos
de este organismo que mostraban un fenotipo negativo en cuanto a respiracion y
tolerancia a salinidad Posteriormente, en otro estudio se lograron generar
mutantes que poseen una tolerancia a sal reducida junto con alteraciones en su
pigmentacion y que acumulan cianoficina (Marin, Zuther et al. 1998). Sin
embargo, hasta ahora no ha sido posible conseguir el fenotipo contrario, es
decir, que esta estirpe presente una tolerancia mayor a la salinidad. Cabe
resaltar que esta estirpe presenta un Unico gen (ppa) que codifica para una
sPPasa citosolica de Familia | (Gémez-Garcia, Losada et al. 2003) y no posee
ningn gen que codifique para mPPasas, siendo esta una caracteristica comin a

todas las cianobacterias conocidas hasta ahora.

En el presente trabajo se ha conseguido la expresion funcional de
distintas mPPasas en la estirpe Synechocystis sp. PCC6803. Las mPPasas
utilizadas son de distinto tipo (dos H'-PPasas dependientes de K*, una
independientes de K™ y una Na'-PPasa) y de distintos organismos (bacteria,
protista, archea y plantas superiores). Se pudo comprobar que la insercion en el
genoma cianobacteriano de los genes que las codifican fue correcta y que todas

ellas presentaron actividad PPasa asociada a membrana, aunque los niveles de
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actividad no fueron iguales para todas ellas. Las cepas transformantes que
presentaron mayor actividad mPPasa fueron las que expresan SDG-AVP1 y
SDG-CaPP, mientras que las otras dos cepas (SDG-TcPP y SDG-MmPP)
presentaron niveles similares entre ellas y menores a los de las cepas anteriores.
Los niveles de polipéptidos para mPPasas fueron similares en todas las cepas
transformantes, por lo que se puede asumir que las diferencias en los niveles de
actividad PPasa asociada a membrana se debieron a las distintas caracteristicas
cataliticas de las enzimas y no a sus niveles de expresion. También se pudo
comprobar que la insercion de los genes heter6logos en el genoma y la
expresion de las distintas mPPasas, no afectd a la tasa de crecimiento de las
cepas en condiciones estandar de cultivo (30 °C y 0 M NaCl). Se vio una mayor
abundancia de las proteinas heterélogas en las membranas tilacoidales, lo cual
concuerda con una mayor abundancia de este tipo de membranas en el

organismo.

El efecto méas relevante producido por la expresion de las mPPasas fue la
mejora de la tolerancia a salinidad en todas las cepas transformantes con
respecto a la cepa silvestre. Este efecto no fue homogéneo en todas las cepas,
siendo las mas tolerantes a salinidad las cepas SDG-CaPP y SDG-MmPP. Como
ya vimos en otros apartados de este trabajo, tanto las H*- PPasas independientes
de K* como las Na’-PPasa son menos sensibles a la inhibicion de su actividad
por el Na', lo cual explicaria porque las cepas que expresan mPPasas de estos
tipos son méas tolerantes a la presencia de sal en el medio de cultivo. La
presencia de sal en el medio de cultivo no modifico los niveles de expresion de
las mPPasas ni su actividad, al encontrarse todas bajo el control de un promotor

constitutivo.

La imposibilidad de intercambiar el gen que expresa la sPPasa de este
organismo (ppa) por otro gen que expresa una proteina con actividad catalitica
similar (mPPasas), pone de manifiesto la importancia crucial de la proteina
sPPasa para el metabolismo celular. Esto mismo se puede decir del gen que
codifica para el antiportador Na*/H* mayoritario de esta especie (nhaS3), que

no puede ser intercambiado por otra bomba de sodio (Na*-PPasa).
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Conclusiones

1. No es posible expresar funcionalmente la sPPasa Familia || de Moorella
thermoacetica (M tPPasa) en Saccharomycescerevisiae ya que se produce un
procesamiento proteolitico del dominio CBS por las proteasas de la
levadura. ElI dominio catalitico de MtPPasa sin CBS si produce
comnplementacion funcional. Este procesamiento proteoliticotambién se da
en las quimeras de la sPPasa homologa I pplp fusionada al dominio CBS,
por lo que debe ser una caracteristica intrinseca.

2. Las 157 pb inmediatamente anteriores al gen IPP1 de S. cerevisiae son
imprescindibles para la funcionalidad del promotor plPP1. En esta regién
existenvarias secuencias que podrian actuar como inicios de transcripcion.
Se necesita un nivel minimo de expresion del gen |PP1 para la mantener la
viabilidad de la levadura, mientras que la sobreexpresion del mismo no
produce una mayor tasa de proliferacion celular.

3. Se ha identificado la region 74-KKGKLR-79 en la secuencia de Ipplp
como un motivo NLS enddgeno (NLSe) que participa activamente en el
trafico nucleo-citoplasmico de esta sPPasa. La correcta distribucion nucleo-
citoplasmica de Ipplp es imprescindible para el buen funcionamiento
celular. Los niveles nuclearesde I pplp estan estrictamente regulados, y se
mantiene bajos mediante su degradacién por el sistema ubiquitina-
proteasoma nuclear.

4.La expresion funcional de una H*-PPasa en S. cerevisiae confiere
tolerancia a aminofungicidas y a otros compuestos que inhiben la V-
ATPasa vacuolar. La presencia de H"-PPasa que actuaria como bomba de
H* alternativa en la membrana vacuolar de células vegetales explicaria su
tolerancia de estos fungicidas. Es posible la coexistencia funcional de
PPasas solubles y de membrana, siempre y cuando la sPPasa se encuentre
confinada en algun compartimento subcelular distinto del citosol.

5. Los estudios con microalgas indican que las H*-PPasas independientes de
K* y las Na*-PPasas son mas tolerantes a la salinidad que las H"-PPasas
dependientes de K™ utilizadas por las plantas superiores y microalgas
dulceaucuicolas. Las microalgas marinas han desarrollado diversas
estrategiasevolutivaspara disponer de mPPasas con mayor halotolerancia:
1) sobreexpresion de sus H*-PPasas dependientes de K™, 2) utilizacion de

H*-PPasas menos sensibles al sodio como las independientes de K*, 3)
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utilizacion de mPPasas que bombean sodio como sustrato (Na*-PPasas). El
grado de tolerancia/sensibilidad al sodio de las mPPasas de una especie
determinada de microalga estd en relacion con su capacidad para
sobrevivir/proliferar en medios salinos. El tipo de metabolismo del C
desarrollado por la microalga (auto-, mixo-, heterotroéfico) asi como la
fuente de N disponible también afectan a las mPPasas, |o que evidencia sus
estrechas vinculaciones con el metabolismo del PPi.

6. Las cepas de Chlamydomonas reinhardtii con niveles reducidos de
actividad mPPasa mediante silenciamiento génico presentan menores tasas
de crecimiento que la cepa silvestre. El efecto de la salinidad sobre las
cepas transformantes es menor que sobre la silvestre.

7. La sobreexpresion de mPPasas en las membranas de la cianobacteria
dulceacuicola Synechocystis sp. PCC6803 permite a este microorganismo
tolerar medios con alta concentraciéon salina (hasta 1.5 M de NaCl). La
sobreexpresion de una H*-PPasa independiente de K™ bacteriana o de una
Na'-PPasa de arqueas otorga mayor tolerancia a salinidad que la

sobreexpresion de una H'-PPasa dependiente de K* de origen vegetal.
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Datos suplementarios

Secuenciaproteica M tPP-yEGFP

M GKEILVIGHQRPDTDSIAAAIGYAALRNKTDGGGFQA ARCGKLNGETEFVLSYFDVPVP
PLVNDVRA RVKDVLDGGLLFIQPGA TVRQA GIFM RQHGVKTLAVVDENRHLLGLFTVGD
LARLLLEAWDTGNVPMDEPVYKVM QSDNLVIFNQDDLITEVRRTMLETRYRNYPVVDD
NHCLVGLIARYHLLAMRGKRVILVDHNEK SQA VPGIEEAETVEIIDHHRVADIETAEPIMV
RNEPVGSTATIIARMYKERGLDPDAAIAGVLCAAILSDTLLFKSPTTTQVDKELAAWLADI
A GLDVANFGREM FRA GSSLRGRSGREIILEDFKSFNFGSNRVGIGQIEIDPDTLPVGRDEL
QAELEKLQAEKQYDLVVLMVTDLMRNGTELLFA GPQGRAVELA FNVTPGEK SVFLPGV

M SRKKQVVPPLRRLLQGGVDM SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATY
GKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGVQCFA RYPDHM KQHDFFKSA M PEGYVQERTIF
FKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQK
NGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHM
VLLEFVTAAGITHGMDELYK*

Secuencia proteica MtPP(ABS)-vVEGFEP

MGKEILVIGHQRPDTDSIAAAIGYAALRNKTDGGGFQA ARCGKLNGETEFVLSYFDVPVP
PLVNDVKLAMRGKRVILVDHNEKSQA VPGIEEA ETVEIIDHHRVADIETA EPIM VRNEPV
GSTATIIARMYKERGLDPDAAIAGVLCAAILSDTLLFKSPTTTQVDKELAAWLADIAGLD
VANFGREM FRA GSSLRGRSGREIILEDFKSFNFGSNRVGIGQIEIDPDTLPVGRDEL QA EL
EKLQAEKQYDLVVLMVTDLMRNGTELLFA GPQGRAVELA FNVTPGEK SVFLPGVM SRK
KQVVPPLRRLLQGGVDM SKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDA TYGKLT
LKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGVQCFARYPDHM KQHDFFKSAM PEGYVQERTIFFKDD
GNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIK
VNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLE
FVTAAGITHGM DELY K*

Secuenciaproteica SmPP-yEGFP

M SKILVFGHQNPDSDAIGSSMAYAYLKRQLGVDAQAVALGNPNEETAFVLDYFGIQAPP
VVKSAQAEGAKQVILTDHNEFQQSIADIREVEVVEVVDHHRVANFETANPLYMRLEPV G
SASSIVYRLYKENGVAIPKEIAGVMLSGLISDTLLLKSPTTHASDPAVAEDLAKIAGVDLQ
EYGLAMLKAGTNLASKTAAQLVDIDAKTFELNGSQVRVAQVNTVDINEVLERQNEIEEAI
KASQAANGYSDFVLMITDILNSNSEILALGNNTDKVEAAFNFTLKNNHAFLA GAVSRKK
QVVPQLTESFNGVDM SK GEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLK
FICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDG
NYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYYNSHNVYIMADKQKNGIKVN
FKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFV
TAAGITHGMDELYKLDK*

Secuenciaproteical pplp-CBS

MTYTTRQIGAKNTLEYKVYIEKDGKPVSAFHDIPLYADKENNIFNM VVEIPRWTNAKLEI
TKEETLNPIIQDTKKGKLRFVRNCFPHHGYIHNYGA FPQTWEDPNVSHPETKAVGDNDPI
DVLEIGETIAYTGQVKQVKALGIMALLDEGETDWKVIAIDINDPLAPKLNDIEDVEKYFPG
LLRATNEWFRIYKIPDGK PENQFA FSGEA KNKKYALDIIKETHDSWKQLIA GKSSDSKGID
LTNVTLPDTPTYSKAASDAIPPASPKADAPIDKSIDKWFFISGSVKLLVNDVRARVKDVLD
GGLLFIQPGATVRQA GIFM RQHGVKTLAVVDENRHLLGLFTVGDLARLLLEAWDTGNVP
MDEPVYKVM QSDNLVIFNQDDLITEVRRTMLETRYRNYPVVDDNHCLVGLIARYHLLA

M RGKRVILV*
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Datos suplementarios

Secuencia proteica CBS-lpplp

MLVNDVRA RVKDVLDGGLLFIQPGA TVRQA GIFM RQHGVKTLAVVDENRHLLGLFTVG
DLARLLLEAWDTGNVPMDEPVYKVM QSDNLVIFNQDDLITEVRRTMLETRYRNYPVVD
DNHCLVGLIARYHLLAMRGKRVILVKLTYTTRQIGAKNTLEYKVYIEKDGKPVSAFHDIP
LYADKENNIFNMVVEIPRWTNAKLEITKEETLNPIIQDTKKGKLRFVRNCFPHHGYIHNYG
AFPQTWEDPNVSHPETKAVGDNDPIDVLEIGETIAYTGQVKQVKALGIMALLDEGETDW
KVIAIDINDPLAPKLNDIEDVEKYFPGLLRATNEWFRIYKIPDGKPENQFA FSGEA KNKKY
ALDIIKETHDSWKQLIAGKSSDSKGIDLTNVTLPDTPTYSKAA SDAIPPASPKADA PIDKSI
DKW FFISGSV*

Figura S.1: Secuencias proteicas de las quimeras utilizadas en el apartado 3.1 de
resultados con sitios de corte parala proteasa de S. cerevisiae KEX2. En azul se muestran

los residuos correspondientes al dominio CBS. En verde se muestran los residuos
correspondientes ayEGFP. En rojo y morado se muestran los residuos correspondientes a los
sitios de corte Sall y Hindll1l respectivamente. Los recuadros amarillos muestran los sitios de
corte de la proteasa de S. cerevisiae KEX2.

M GVFTESEINPKVVA SVPFFGGVLALVMVAVLMMRVKKA PNGDGA QIFIAKQISEGA ESF
LKTEYAYLLPFVACVAAFIVGILESQDRGPLYMINGA YIQSSKKGGWQTMICFLCGAALS
ATAGWAGMKVATQTNVKTMEAARLGLNPALQIAFAGGAVM GFSVVAFGLLGM TVLFYI
FATAQNNNSLLDMRDAIRYLSGFGFGA SAIALFARVAGGI YTKAADVGADLVGKVEANI
PEDDPRNPATVADNVGDNVGDVA GM GADLFESFCGSIIACAALSSNTRELA LPFWIA GFG
ILAACIGFWTVSTKDDA SQSDLLHALHRGVYSA SILVIVFSVA CVEILFDGNKQGYRYFGC
IILGLVAGILIGEATEFCTSYAYGPTKSITHA GSA GGAATVIIQGLGIGMISVFPPTVIICATV
IACFNVAGAGSSGLYGIAIAAVGMLSTLGVTLATDA YGPVADNA GGIA EM SPDVPEEVRE
RTDKLDALGNTTAATGKGFAIGSAVLTALSLMNAYVQDVPYSM GGNDRALAAAMTLTD
PYVLSGIVFGAMLPFLFAALTMLSVRKAAGAIIVEVQRQFRDIPGLLEGKEGVVCDHMAC
VTMCTKASVDEMILPGVIAVFTPIAVGLLIGA KCLGGLLA GAISSGFM LAVM M SNA GGA
WDNSKKYIENEKVYGGKKSDTHKA CVVGDTVGDPFKDTSGPALNILIKLMTIFSLTMAP

VFRSDWTTWWYGVFVLCA EIFAVMVAYYYVWYVRNGEK CIPPEHQK*
Figura S.2: Secuencia proteica de la putativa Na*-PPasa de Ostreococcus tauri.
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Datos suplementarios

A

M A NPEA SSSSSA EAKAEADKITTANEEGETQEALGDPALVRDSAHTSVLLLAATAIFLGTF
VALTVLAGLIFACRIGDLCDVTDVGSDQYVFRTLPLAVPIQYIWSSM TVGVLGM AVLSFY
ALSVLREDPGTPRMIEIATYIRQGSIAFLRTEYLYLVGLVVIIFVLVGFALNWAAAGCYGI
GAVLSAVTGFLGM SIATRGNVRTA A A SRKGISEGLNVA FRSGAVM GLSVVSIGLTGLSFV
FLVFRDVRALAGFSAGASTIALFARVGGGIYTKAADVGADLVGKVEADIPEDDPRNPATI
ADNVGDNVGDVAGM GADLFESYVGSLVATAILGSSLPYFQGNRQALCVFNHLALDAAC
PARDETSLSKVSFANILCSGPIAEAYPSLSIWQSNAIFIALPFMLAAAGVVVGILGTAYVW
VSPKLATEKDKGKVMESLLGSLRINIYSSSLLIVVAAAALCWGMFGGNSDFHEATGFGTD
NLPRVVLANEGVCPPLAFVLPTNGTILA SQLRLDPLAHYEPYDSLGFQFT SPSQVPW RLFL
CILLGLWAGLLIGGLTEFFTAGSYAPTLGIAAAGEFGAGAVVIQGLGVGM LSVVPPLLLV
AAVILGTYELFGTYGIALSAVGMLSTLGVTMATDAYGPVADNAGGIAEMAGLPSEVRDT
TDALDALGNTTAATGKGFSNGSAVLTAYALLTALVQDSGLAPNPLQLVGPAAAAAGVA
GAHVTDGGQVVSLVDIYVVVSVFIGIMLPFFFGALTM LAVSRA AQAMIVEVRRQFRDIPG
LREGA RGVQPQHVRCVNISTQSAIIEMALPGAIAIMAPLIVGFGFGQRALIGLLLA GIGSGY
MVGIM M SNA GGAW DNA KKLTESGYFGA GNGKGSEWHKA TVA GDTVGDPFKDTSGPSM
NILIKIMTSLSLISVGLM NRDRDPDGW IGAVLAGVTILVCVPFAVWTLWMAQKTSAAARS
EFHNTEGGVGVTATEEAAA*

B

MATAKQYEGYEMRTVGDLPPTPGVEDPEIEVGGDVGRDGLA SGESDVNPAMVKDKPKT
SIPLLGAMTLFGATFVALAVLLGLIISCRIGDLCNVEDIGGDRYTFRTVPSLVPFQYVW GS
LTAGILGMAVLSYYAFSVLRODVGTDRMVEIATYIREGSVAFLFTEYLYLSVLVVALFILI
GLALNWHAAGCYAIGAVLSAATGYLGM SIATRGNVRTAAAAQRGLSEGLNVAFRAGAV
MGLSVVAIGLSGLSFVFLLFRDVRALA GFSAGASTIALFARVGGGIYTKAADVGADLVGK
VEANIPEDDPRNPATIADNVGDNVGDVAGM GADLFESYVGSLVATAILGA SLPFFLNSPR
AMCVYNHLALDNQCVYRDGFGNKQSLAIALCTQGGTLA SAYPSLSVW QSNSM FVA LPF
MLAAAGVIVGILGTLYVWVSPKLATETDKGKIMESLLTSLRINIYASSLLIIGLAAALCWC
LFGGPSDFTEA RGFGEA NLPRYTRVPGA SCPPINTPIATNEFLQLVNDHYKPFDSLFFQFPG
ANEVPWRLFLCIILGLVLGILIGALTEYFTAGSYGPTIGIAGAGEYGA GAVVIQGLGVGM L
SVVIPLMLVGAVILGTYELFGTYGIALSAVGMLSTLGVTMATDAYGPVADNAGGIAEMA
EMPAAVRDNTDALDALGNTTAATGKGFSNGSAVLTAYALLTALVQDSGLAPDALSLIEG
TAHVTDADVVSLVDIYVVVSVFIGIMLPYFFGALTMLAVSRAAQAMIVEVRRQFRDIPGL
REGA PGVRPEHVRCVNISTRSAIIEMVIPGA LA ILTPLIVGFGFGQRALIGLLLAAIGSGYM
LGIMM SNA GGAWDNAKKLTESGFFGKNHSKGSEWHKA TVA GDTVGDPFKDTSGPSM NI
LIKIMVSLSLVSVSLM EPGRDPRGW IGGILLVATLAFIVM FGGW NLWHSNRVA KLA RSEF
DNGSSDDSSSSDEDGA HDETRPLA KSA LRNPPDGGEPVM VA PLVSA RA LGQRGQT SPFFE
HGPRLA DSPA PGSAVDVAVGAAGGPAALDAVNNPMQLPSLDSDSAKLEA LRTAPTE*

Figura S.3: Secuencia proteica de las Na'-PPasas de Porphyra yezoensis. A) Na*-PPasal;
B) Na'-PPasa2.
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Datos suplementarios

A

MM PAEAAMVPPEREGVDPADIKAVAPEAKSRKPIYDETGYKLVSPNELPYEEDLPPVKM
VADPAMLKDHATTSVFMIVLMVFFTVVLIPMIVYLGFM AVCDIEDW CTYVDVSSGPNSD
YLFKTFTFFIPSVYIWAALCAGVFGLAVISYYAFTILKKDVGTARM CEISVFIREGA LAFLA
MEYLCVVPLCLVLFILIGVGVNWRTAGAYGFGASFSAITGFVGMLMATRANARTAAAAY
EGLDKGLNLAFRAGAVM GLAVVSFGLCGLSAIYMMLADVRALAGFSAGASTIALFARVG
GGIYTKAADVGADLVGKVEA GIPEDDPRNPATIADNVGDNVGDVA GM GADLFESYVGGI
VATGILGASLPYYFNNNLALCVYQHLPIDLECGPFNYPLRLSYANYLCQRGSFFTEYPLLD
TWSSNTIFIALPFM LGVVGVISSVICTVHVFVPKKA LNPESSKHEVM EALLASLRLNVFAS
AILITAGSAGLCW GFFGNSSNFLDHRGFKNA DL PTFRLA PDNPNA CFPA SNPVTGONLFIPT
VVLVDSFYEPIDIIGFDFPPPDQVAWRLFITILCGLFLGIIGLITEFFTAGTYGPTKNIALSGE
FGAGAVIIQGLGIGM LSTVLPLALVVAVIVGVYNLFGPYSIALASVAMLSTLGVTMATDA
YGPVADNAGGIAEM AELPSSVRDTTDALDALGNTTAATGKGFSNGSAILTAYALLVAVV
FDA GLAPSPVYNLVYGLGSTQAHVTDYDQVSLLDIYVVASVLLGIMLPHLFGALTMLGVS
RAAQAMIVEVRRQFREIPGLREGRPGVRPEHVKCVAISTRSAIIEM VLPGGVA IM SPLI I GF
GFGQKAMIGLLLAAIGSGYMM GIM M SNA GGAWDNAKKLTEGGM FGKKNA KGSEW HK
ATVAGDTVGDPFKDTSGPSMNILIKLMTAYGLVAVGLM QPDIYVEDSRGW IGGLLLGVT
LLVAFIFVM WNSRQA EKVRQEA KKSGDA PVRA PPKVVSSYYVTA PSVPEDSIM PGSQM G
DAFQAAGGHRALRRGIIADQTRLPGLGD GA GSMEAAFAPELPITASTLTENPIQT*

B

M A SK PPA GGM PPA GK PPT GGA KPPVQVRA PEKQGPVEETM PFGYVPRDKVYKGYEVVA
PADFPALEA GEHVVDESM LKDKAHNSIPLLVAALFFICAFIAFVVVLAFIARCDLKA GDVE
LCNQIIDVSSQPGFYTYDTFLFYVPTVYVWAAMTAGAFGLVVICLYAFSVLROQDVGTPR
MVEIATYIREGA QAFLIAELIPLLVLWLGLLLLA GLGINWRLGGSYAIGAILSYVTGYVGM
SMATRGNVRTAAAAANGLSQGLNVAFRAGAVMGLSVVSIGIAGLSIVYLIFRDVRA LSGF
SAGASTIALFARVGGGI YTKAADVGADLVGKVESDIPEDDPRNPATIADNVGDNVGDVA
GM GADLFESFVGSIVAAVILAAGLPYFFDNPYAM CVFQHLIIDAECGSPTNPPFLVSIANTI
CAAPISPTLGLGARPLYTYYPSSGVYGSLSMFIALPFMLAMVGVIVGVICTVYVHVPKSVS
GEGK GKGDVM ESLLNSLRLNVFISSILVIGGAAGLCFGLFDQGTFADQVGFKEANLPAW I
LPETDTCAPLPGSTLPRLLPVLTNYRPWDATLAFVYPSANEISWRLFIAILIGLYLGMIIGY
LTEFFTAGTYGPTQGIA SSGEYGA GAVVIQGLGVGM LSTVLPLALVVAVIIGSYNLFGSYA
IALSAVGMLSTLGVTMATDAYGPVADNAGGIAEMAEMPSSVRDTTDALDALGNTTAAT
GKGFSNGSAILTAYALLSALAQDSGLAPNPRQLVAAPGIQPQVLVSARDVVDLVDIYVVG
SVFVGIMLPFLFGALTMLAVSRA A QAMIVEVRRQFRDIRGLREGM SGVRPDHVKCVKIAT
TAALFEMALPGLTAIMSPLIIGFGFGQRALIGLLLGAIGSGYM LGILM SNA GGAW DNAKK
LVESGFFGKRHAKGSQWHKATVA GDTVGDPFKDTSGPSM NILIKLM TVFGLVSVPYM QP
GIENGLGWIGAIILVITLLTAAVFSLWW YLKM RKLREEA RA KPSKLGGEKPPPLKAKATH
YNDGGVEM TGVFKNSALYEAW EGA GGDRA FKDGNKDPLNM PGLYNGTGDYENYEQRE
EP*

C

M GGA DA TPPVEW QGAARDVWW QEGVIVLVLFGAAVGAIIFAGLLLVWIMRQDEGSSEM
KKIANDIRTASRTFLFCQYGWIGSLLVITAVIIWYVTSSLVIAA SFLFGGCCSGISGIIALWS
SVQANVRVTASAAKNNYDYA LKIAFRAGVVGSM LIISLCLLGLVFM YSVLRLTGA SVHG
APYMM A GFAFGGSFVALFAQLAGGIFTKGADIGADLVGKGEA SLSEDDPRNPAVM VDLV
GDNVGDCA GRGADLFESVAAENIGAMILGA AVARQVPGSPSSGVSYVLFPLVLHAA GLM
CTVIGMWLVRAKRIDGIVDKPKFGEATILTADPEQTHKHLEDPM VPLRNA M GA SFAVALI
ALWVCCALLLRLDAYPRAWLCFAACGTLGLFISQLFVMYAIFYTDYLFAPTRQVA QASA
SGAAITIIRGVSLGAESSIPCLISIGGGLLLSYLIGSFSGVPRYGGLFGTAMA TVGLLM PSSM
QLALDIYGPISDNAGGIAEM SSCSADVRAITDRLDSVGNTTKANTKGYAVGSAGLAAFLL
FQAFRDSVNQNTTQRAFSSVNLANPMLFVSAMFGVCLVYAFSAYALRATVAAAEAVVK
EIRRQFVESPGILEGTVPPDYSQCVKILVFYAIARGM VVPGLIAVLSPIVNGLLFRYIGTQL
DKPLLGVQAAGALLLSGTTSGIVLALLFNNA GGAWDNAKKYIESGRLA EGGKNSEAHKA
AVVGDLVGDAFKDVAGPSLHIVVKTLSTVTLVFAPLFLCPNA*

Figura S.4: Secuencia proteica de las mPPasas de Porphyridium purpureum. A) Na'-
PPasal; B) Na'-PPasa2; C) H'-PPasa independiente de K*.
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Datos suplementarios

A

]
o

Optimo
Especie Clase mPPasas
salinidad
Dunaliella salina Cloroficeas 1 H*-PPasa dependiente de K* 3M
Coccomyxa 1 H™-PPasa dependiente de K™; 1
) Cloroficeas ) ) . oM
onubensis H+-PPasa independiente de K
Chlorella 1 H™-PPasa dependiente de K™; 1
Cloroficeas _ _ . 0,3 M
stigmatophora H+-PPasa independiente de K
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Figura S.5: Estudio de la actividad PPasaen extractos celulares de difer entes microalgas
cultivadas en medios con su 6ptimo de salinidad. A) Tablaresumen de las especies de algas
marinas utilizadas y las mPPasas quetedricamente presentan en sus membranas. B) Actividad
PPasa soluble de cadauna de las especies. C) Actividad PPasa asociada a membrana de cada
una de las especies. Barras azules: 0 mM KCI; Barras rojas: 100 mM KClI. Las barras de error
representan error esténdar (n =3; *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; n.s., no significativo).
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Datos suplementarios

Actividad especifica mPPasa
(nmal P.min"1. mg1)
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Figura S.6: Efecto del sodio sobre la actividad mPPasa en extractos celulares de
Dunaliellasalina. A) Efecto delasalinidad en el medio de cultivo. B) Efecto de la salinidad

en la mezcla de ensayo sobre la actividad PPasa asociada a membrana de un extracto celular
de un cultivo crecido en medio con 0,5M de NaCl. Barras azules: 0 mM KCI; Barras rojas:
100 mM KCI. Las barras de error representan error estandar (n = 3; **, P<0,01; ***, P<0,001).
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Figura S.7: Efecto del sodio sobre la actividad mPPasa en extractos celulares de
Coccomyxa onubensis. A) Efecto de la salinidad en el medio de cultivo. B) Efecto de la
salinidad en la mezcla de ensayo sobre la actividad PPasaasociadaa membrana de un extracto
celular de un cultivo crecido en medio con 0,5 M de NaCl. Barras azules: 0 mM KCI; Barras
rojas: 100 mM KCI. C) Deteccién de polipéptidos de PPasas en las distintas condiciones de
cultivo. Se muestra tinciéon de Ponceau como control de carga. Las barras de error representan
error estandar (n =3; **, P<0,01).
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Figura S.8: Efecto del sodio sobre la actividad mPPasa en extractos celulares de
Chlorella stigmatophora. A) Efecto de la salinidad en el medio de cultivo. B) Efecto de la
salinidad en la mezcla de ensayo sobre la actividad PPasaasociadaa membrana de un extracto
celular de un cultivo crecido en medio con 0,5 M de NaCl. Barras azules: 0 mM KCI; Barras
rojas: 100 mM KCI. C) Deteccion de polipéptidos de PPasas en las distintas condiciones de
cultivo. Se muestra tincién de Ponceau como control de carga. Las barras de error representan
error estandar (n =3; *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0.001).
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