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I. INTRODUCCION



La fotosintesis es el proceso por el cual el reino
vegetal transforma la energia luminosa procedente del sol
en energia quimica. Este proceso resulta en la formacidn, a
expensas de simples sustratos inorgdnicos desprovistos de
potencial quimico Util (agua, dioxido de carbono, nitrato,
sulfato), de 1las complejas moléculas orgénicas que
constituyen la base de la vida (De la Rosa y col., 1989).

La fotosintesis es llevada a cabo por los organismos
fotosintéticos: plantas superiores, algas (eucaridticas y
procariéticas) y bacterias fotosintéticas. Segun el modo de
fijacién de CO2 y su incorporacién a compuestos
hidrocarbonados en la fotosintesis las plantas superiores
se agrupan en tres grandes grupos: C3, C4 y crasulaceas (De
la Rosa y col., 1989). Las algas, tanto unicelulares como
pluricelulares, forman un grupo muy heterogéneo de
organismos capaces de realizar fotosintesis oxigénica que
se distinguen de las plantas superiores por la ausencia de
tejidos diferenciados. En base a la composicidn de
pigmentos fotosintéticos, al tipo de material de reserva, y
a la naturaleza y disposicidédn de los flagelos presentes en
las células mdviles, las algas eucaridticas se han
clasificado en tres grandes divisiones gue a su vez se
subdividen en doce clases distintas (Staehelin, 1986):
Clorofitas Cloroficeas (algas verdes)

Prasinoficeas (algas verdes)

Euglenoficeas (euglenoides)
Rodofitas Rodoficeas (algas rojas)

Cromofitas Criptoficeas {(criptomonadas)
Dinoficeas (dinoflagelados)
Crisoficeas (algas marrén-doradas)

Xantoficeas (algas verde-amarillas)



Bacilarioficeas (diatomeas)
Feoficeas (algas pardas)
Haptoficeas

Eustigmatoficeas

Representantes de las tres grandes divisiones han
evolucionado de forma mads o menos paralela desde las
sencillas formas unicelulares hacia distintos modelos de
organizacién multicelular, hasta alcanzarse en algunas de
ellas (algas talofitas) un grado de desarrollo cercano al

de las plantas superiores.

Las cianobacterias (algas verde-azuladas o}
cianoficeas) son procariotas fotosintéticos, capaces de
llevar a cabo una fotosintesis oxigénica, que se dividen en
dos grandes grupos segun sus caracteristicas morfoldgicas:
las especies unicelulares, englobadas en las Secciones I y
II de la clasificacién propuesta por Rippka (Rippka y col.,
1988) segun se reproduzcan por fisién binaria o por fisién
multiple, y las filamentosas, clasificadas en las Secciones
III, IV y V. Las del grupo III no fijan dinitrégeno y si lo
hacen las pertenecientes a los otros dos, al haber

diferenciado células especializadas llamadas heterocistos.

De entre los procesos fotosintéticos, la fijacién del
carbono atmosférico representa uno de los mas importantes
tanto cualitativa como cuantitativamente. La mayoria de los
organismos fotosintéticos asimilan el CO, mediante la ruta
metabdlica conocida como Ciclo Reductivo de las Pentosas
Fosfato (CRPF), o <ciclo de Calvin. Aungue algunos
organismos fotosintéticos han desarrollado rutas
alternativas de fijacién del COp, incluso en estos casos el
CRPF sigue siendo operativo. A este respecto hay que
seflalar que los organismos fotosintéticos, incluidas
también las bacterias fotosintéticas, no son los unicos

capaces de fabricar carbohidratos a partir del COz; no

obstante, las pocas especies de bacterias



quimiolitotréficas que pueden asimilar CO2 sin
requerimiento de energia luminosa constituyen mas bien
raros ejemplos, siendo su aportacién al proceso global muy

limitada.

En la década de los 50, los grupos de Calvin y Arnon
en la Universidad de California (Calvin y Bassham, 1962;
Losada y Arnon, 1964; Whatley y Losada, 1964; Arnon, 1977)
desvelaron la ruta de fijacién del carbono en fotosintesis,
asi como los requerimientos en poder reductor (H) y energia
de enlace fosfato (~P) que el ciclo reductivo-asimilatorio
de las pentosas fosfato precisa para superar las barreras

energéticas de la transformacién del COz en carbohidrato:
~P
CO2 + 2(H) ———— > (CH20) + H»O0.

El ciclo esta integrado por tres fases: 1I) fase
carboxilativa, en la que una molécula de COz se incorpora,
junto con una molécula de H20, a la ribulosa-1,5-bisfosfato
(RuBP), produciendo dos fragmentos de 3-fosfoglicerato
(PGA); II) fase reductiva, en la que el grupo carboxilo del
PGA se reduce al nivel de aldehido por el NADPH, formando
D-gliceraldehido-3-fosfato (G3P); y III) fase regenerativa,
en la que parte de las moléculas de triosa-fosfato
resultantes de la fase anterior se reajustan para

reconstruir la molécula de RuBP aceptora del COz (De la

Rosa y col., 1989).

La operatividad de la fase reductiva del CRPF esta
determinada por la actividad de la G3P deshidrogenasa (G3P
DHasa) fosforilante dependiente de NADPY (EC. 1.2.1.13),
enzima clave en la fase reductiva que cataliza de forma
reversible la reduccién del 1,3-bisfosfo-D-glicerato (BPGA)
a G3P por el NADPH generado fotosintéticamente seguin la

siguiente ecuacién:

BPGA + NADPH + H* z—2» G3P + P;j 4+ NADP*.



La G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP' es un
enzima cloroplastico que ha sido identificado, purificado y
caracterizado en una gran variedad de plantas superiores
(Slaughter y Davies, 1968; Preiss y Kosuge, 1970; Yonushot
v_col., 1970; Pupillo y Picardi, 1973; Ferri y col., 1978;
Cerff, 1978; Cerff y Chambers, 1979; Cerff, 1982a y b;
Ferri y ¢col., 1987; Brikmann y_col., 1989) y sus
caracteristicas fisico-quimicas y cinéticas han sido
ampliamente estudiadas. De mucha menos informacidén se
dispone en 1los casos del correspondiente enzima que
participa en el CRPF en otros organismos, a saber, de 1la
G3P DHasa dependiente de NADP* de microalgas eucaridticas
(Pupillo, 1972; Vacchi y col., 1973; Grissom y Kahn, 1975;
Ahrenhéfer, 1979; O'Brien y _col., 1979; Heide y Theiss,
1984), de la G3P DHasa de cianobacterias y cianelos,
funcional tanto con NADP* como con NAD' (Hood y Carr, 1969;
Udvardy y_col,, 1982; Serrano y Loffelhardt, 1994), y de la
G3P DHasa dependiente de NAD' de bacterias fotosintéticas

(Chen y col,., 1991).

Las G3P DHasas fosforilantes dependientes de NADP?
purificadas de plantas superiores y microalgas (cloroficeas
y euglenoficeas), son proteinas tetraméricas, sin grupo
prostético definido, de masa molecular (My) entre 140 y 160
kDa y con grupos sulfhidrilos esenciales para la actividad
enzimatica. El caracter hidrofébico de estos enzimas hace
que puedan formar agregados, lo cual hizo que durante un
tiempo se creyera en la relevancia fisioldégica de una forma
de 600 kDa (150 x 4) que exhibe una marcada actividad con
NADH, mientras que la forma de baja My (150) es activa
predominantemente con NADPH. De hecho, en presencia de
reactivos de grupos sufhidrilo (p.e. DTT) o de
concentraciones fisiolégicas de NADP* se produce la
conversién de los agregados a la forma de baja My (Latzko y
Kelly, 1979; O'Brien y col., 1979).



En la "familia" de enzimas con actividad G3P DHasa, la
G3P DHasa cloropléstica es excepcional, ya que estd formada
por dos tipos de subunidades, en contraste con las
restantes DHasas que son enzimas homotetraméricas. Tanto la
de plantas como la de microalgas eucaridéticas (cloroficeas
y euglenoficeas), esta compuesta por dos subunidades
distintas denominadas A y B, de My diferente (subunidad A,
36-38 kDa; subunidad B, 39-43 kDa), que en funcidén de cdmo
se asocien para formar el tetrdmero activo definen dos
isoenzimas: A3B2 (heterotetrdmero) y Ag (homotetramero). La
subunidad A contiene el sitio catalitico, mientras que la
B, de fuerte cardcter hidrofébico, tiene una funcidbn
estructural y es la responsable de la tendencia del enzima
a formar agregados (Cerff, 1979). De hecho, se ha
demostrado a partir de las secuencias de los genes
correspondientes que la subunidad B de la G3P DHasa

cloroplédstica de guisante es 92% homdéloga a la proteina
estructural P-tubulina (Cerff y col., 1986).

Existen bastantes datos de genética molecular sobre
las G3P DHasas fosforilantes dependientes de NADP*, aunque
practicamente todos ellos han sido obtenidos en plantas
superiores (Rossman y ¢o0l.,1975; Harris y Waters, 1976;
Hensel y ¢ol,, 1989; Liaud y col,, 1990; Kersanach y col.,
1994) . En todos los casos hasta ahora estudiados el enzima
estd codificado por genes nucleares. Los genes designados
GapA y GapB codifican respectivamente las subunidades A y B
del enzima cloroplastico. En plantas superiores el nivel de
transcripcién del GapA estéd controlado por la luz, de forma
gue la transicién oscuridad-luz incrementa hasta 50 veces
el nivel del ARN mensajero correspondiente (Shih y Goodman,
1988).

En distintos tejidos de plantas se han descrito ademéas
otras dos G3P DHasas que aun siendo enzimas localizados en
el citosol catalizan reacciones diferentes. Una de ellas,

la G3P DHasa fosforilante que wutiliza NAD' como cofactor



(EC 1.2.1.12), participa en glicolisis/gluconeogénesis
catalizando la oxidacién reversible del G3P a BPGA
dependiente de Pji:

G3P + P; + NAD* == BPGA + NADH +H'.

La G3P DHasa fosforilante glicolitica se encuentra
presente en el citosol de todos los organismos, tanto
eucariotas (animales y vegetales) como procariotas
(Fothergill-Gilmore y Michels, 1993). Este enzima, al igual
que la G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP*, ha sido
muy estudiado en organismos fotosintéticos y se ha aislado
de un gran numeros de plantas (McGowan y Gibbs, 1978;
Speranza y Gozzer, 1978), donde juega un papel fundamental
en la regulacién de la ruta glicolitica/gluconeogénica al

ser un enzima alostérico.

El enzima glicolitico de plantas es muy similar a su
homélogo de organismos no fotosintéticos, resultando ser
una proteina homotetramérica de Mp entre 140 y 160 kDa y
con grupos sulfhidrilo en el sitio activo. Las G3P DHasas
glicoliticas de plantas estan codificadas por una familia
de genes nucleares muy similares (aproximadamente 90% de
identidad en sus secuencias de nucledbétidos) llamados GapCl,
GapC2 y GapC3 (Russell y Sachs, 1989). Las dos G3P DHasas
fosforilantes de organismos fotosintéticos, cloropléastica y
citosblica, no presentan inmunoreactividad cruzada y sus
composiciones de aminocdcidos y pépticos tripticos indican
diferencias estructurales significativas entre ambos
enzimas que han sido confirmados por estudios de genética
molecular (Martinez y col., 1989; Fothergill-Gilmore y
Michels, 1993).

Desde los trabajos pioneros de Arnon a mediados de los
afios 50 (Arnon y col., 1954) se sabe que los organismos
fotosintéticos eucaribéticos contienen ademds en su citosol
una G3P DHasa no fosforilante especifica para el NADPY,
tambien denominada G3P:NADP* 6xido-reductasa (EC 1.2.1.9),



que cataliza a valores de pH fisiolégicos la oxidaciédn
virtualmente irreversible, directa e independiente de
fosfato del G3P a 3-fosfo-D-glicerato (PGA) por el NADP*
(Kelly y Gibbs, 1973; Iglesias y col., 1987; Iglesias y
Losada, 1988)

G3P + NADP* + HpO ——>> PGA + NADPH + 2HT.

En contraste con las dos G3P DHasas fosforilantes
antes descritas, también presentes en estos organismos y
que han sido estudiadas extensivamente, la informacién
disponible sobre el enzima no fosforilante es relativamente
escasa. La presencia de este enzima fué puesta por primera
vez de manifiesto en tejidos fotosintéticos de plantas
superiores por el grupo de Arnon (Arnon y col,, 1954). A
partir de entonces se han publicado trabajos referentes a
la localizacién y funcidén del enzima en plantas superiores,
de las que se ha purificado parcial o totalmente (Rosemberg
y Arnon, 1955; Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo y Faggiani,
1979). M&s recientemente nuestro grupo ha purificado y
estudiado més ampliamente el enzima de hojas de espinaca
(Iglesias y Losada, 1988) y por primera vez el de
microalgas, en concreto del alga cloroficea Chlamydomonas
reinhardtii (Iglesias y col.,, 1987). En algunas bacterias
no fotosintéticas y en tejidos no fotosintéticos de plantas
se ha descrito también una G3P DHasa no fosforilante (Jacob
y D'Auzac, 1972; Kelly y Gibbs, 1973; Hensel y col., 1987;
Danson, 1988), por lo que se ha propuesto una posible
funcién para este enzima en tejidos gluconeogénicos de
plantas alternativa a la fotosintética. La G3P DHasa no
fosforilante de la arquebacteria termofilica Thermoproteus
tenax, el enzima predominante en células cultivadas
heterotréficamente, es sin embargo dependiente de NAD*?
(Hensel y col,, 1987). Este enzima podria estar implicado
en una ruta alternativa Entner-Doudoroff no fosforilante
descubierta en algunas arquebacterias (Danson, 1988). A

este respecto hay que seflalar que recientemente se ha



purificado y caracterizado una G3P DHasa no fosforilante
dependiente de ferredoxina (Mp de la subunidad, 63 kDa) .en
la arquebacteria Pyrococcus furiosus y se ha propuesto su
participacién en glicolisis en este organismo (Mukund y
Adams, 1995). Sin embargo, debido a los datos
contradictorios acerca de la presencia generalizada de la
G3P DHasa no fosforilante en organismos fotosintéticos
(Kelly y Gibbs, 1973), en esta Tesis se ha llevado a cabo
el primer estudio detallado sobre 1la distribuciébn
comparativa de las tres actividades G3P DHasas en distintos

organismos tanto procariotas como eucariotas (Apdo. III.A).

Aunque se ha sugerido que la G3P:NADP* éxido-reductasa
estd implicada, en colaboracién con su homdloga
cloroplastica y con el translocador triosa-fosfato/3-
fosfoglicerato, en la exportacién indirecta del poder
reductor desde el estroma al citosol (Bamberger y col.,
1975; Fliigge y Heldt, 1981; Iglesias y col,, 1987), su
papel fisiolbégico real estd aun por esclarecer de forma
definitiva. A este respecto, hemos propuesto recientemente
que este enzima puede participar también en la exportacidn
de protones desde el cloroplasto al citosol (Iglesias y
col., 1987; Iglesias y Losada, 1988). Llegados a este punto
hay que hacer notar que incluso caracteristicas relevantes
de la reaccién catalizada por la G3P:NADP' éxido-reductasa
no estdn correctamente recogidas en la literatura. Asi,
segun la Ultima edicién (1992) de las Recomendaciones sobre
Nomenclatura de Enzimas de la IUPAC-IUBMB (Nomenclature
Committee of IUBMB, 1992), este enzima catalizaria la

reaccién:
G3P + NADP* + H0 ——>> PGA + NADPH.

Sin embargo, recientemente se ha propuesto un
mecanismo molecular en el que participaria un residuo

esencial de cisteina del enzima y conllevaria la liberacién



al medio de dos protones en la reaccién (Iglesias y._col.,
1987, Iglesias y Losada, 1988; Losada y col., 1990):

H- I
1) R-CHO + “S-Enz + NADP+ Z== R-C-S-Enz + NADPH

0?
2) R-C-S-Enz + H20 —> R-COO- + -S-Enz + 2H*

H, 0z
142) R-CHO + NADP+ + H20 —— R-COO- + NADPH + 2H*

De acuerdo con esta ecuacidén, un ién hidruro (HT) es
transferido desde el G3P al NADP*, y dos protones de una
molécula de agua son finalmente liberados al medio durante
el ciclo catalitico -el cual implica la transferencia de un
anién 6xido (02-) del agua- mediante la hidrélisis de un

intermediario tioéster hasta el producto ultimo PGA.

Los estudios de la estructura y caracterizaciédn
genética de la G3P DHasa no fosforilante son muy recientes.
Durante la redaccién de esta Tesis, se ha publicado 1la
clonacién y caracterizacién de los cDNAs que codifican la
subunidad de 50 kDa de la G3P DHasa no fosforilante de
guisante y de maiz (Habenicht y _col., 1994). La secuencia
de aminodcidos no presenta analogia con las de las G3P
DHasas fosforilantes como cabla esperar de la marcada
diferencia entre las Mps de sus correspondientes
subunidades, presentando por el contrario aproximadamente
un 30% de identidad con las aldehido deshidrogenasas
(ALDHs) de eubacterias, eucariotas y plantas (Habenicht y
col., 1994). La regidén central de la secuencia de todas las
aldehido deshidrogenasas estudiadas y la G3P DHasa no
fosforilante comprende unos 60 aminocdcidos y contiene tres
residuos invariables situados probablemente en el sitio
activo: un residuo de Cys en posicién 298 y dos restos de
Gly en las posiciones 249 y 295. Habenicht y col. (1994)
sugieren designar la G3P DHasa no fosforilante, considerado

un miembro mé&s de la superfamilia de las ALDHs, y su
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correspondiente gen, como GAPN y GapN respectivamente. Muy
recientemente se ha clonado y secuenciado un gen que
codifica una G3P DHasa no fosforilante dependiente de NADPY
de la bacteria Strectococcus mutans que carece de las
actividades G6P DHasa y 6-fosfogluconato DHasa (Boyd ¥y
col,, 1995). El1 gen que codifica este enzima presenta un
50% de identidad en su secuencia de aminodcidos con los
genes correspondientes a las G3P DHasas no fosforilantes de
guisante y maiz (Habenicht y col., 1994). Este es el tunico
caso hasta ahora conocido de una G3P DHasa no fosforilante
procariética dependiente de NADP* cuya funcién podria ser
el sustituir a los enzimas de la ruta oxidativa de las
pentosas fosfato ausentes en este microorganismo. Aunque el
tamafio de las subunidades de la G3P DHasa no fosforilante
de S. mutans es al igual que la del enzima de eucariotas
fotosintéticos de 50 kDa, el enzima nativo no parece ser un
homotetrdmero ya que la Mp en condiciones no
desnaturalizantes es de 350 kDa (Boyd y_col., 1995). El
que la G3P DHasa no fosforilante de organismos
fotosintéticos pueda ser un miembro del grupo de las ALDHs
estéa respaldado también por los trabajos de
estereoespecificidad llevados a cabo recientemente con el
enzima de espinaca, que presenta estereoespecificidad tipo
A respecto del H que se incorpora al NADP* en su forma
reducida (Michels y col,, 1994). Esta estereoespecificidad
es opuesta a la encontrada en las G3P DHasas fosforilantes
que son de tipo B (Levy y Betts, 1989) e idéntica a las de
las ALDHs, que son de tipo A (Harper Jones y col., 1987).
Se ha establecido que todas las DHasas relacionadas
evolutivamente retienen la estereocespecificidad (Garavito y
col., 1977), lo que apoyaria el que la G3P DHasa no

fosforilante forme parte del grupo de las ALDHs.

Aunque el papel fisioldégico real de la G3P DHasa no
fosforilante no estd totalmente aclarado, su participacién
en las rutas metabdlicas de degradacién de carbohidratos es

una posibilidad cada vez mé&s aceptada. El1 G3P producido en
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la fotosintesis o por diferentes rutas metabdlicas de
degradacién de carbohidratos puede seguir en el citoplasma
la ruta glicolitica hasta piruvato (Esquema 1l). La
transformacién del G3P a BPGA en esta ruta degradativa
puede producirse por la G3P DHasa fosforilante dependiente
de NAD', en un proceso reversible dependiente de Pj en el
que se produce NADH, y la posterior transformacién del BPGA
en PGA por la PGA quinasa acoplada a la formacién de ATP.
Sin embargo en los organismos fotosintéticos eucaridticos
la transformacién del G3P en PGA podria realizarse también
mediante el enzima G3P DHasa no fosforilante que, sin el
requerimiento de P; y en un proceso irreversible,
catalizaria la oxidacidén del G3P liberédndose en el proceso
dos protones (procedentes en ultimo término del agua) al
medio citosbélico (véase Esquema 1). Este ramal no
fosforilante de la glicolisis podria competir con ventaja
dada la mayor afinidad de la G3P DHasa no fosforilante por
el G3P (Kps 20-40 UM para la no fosforilante y 200-400 uM
para la fosforilante), limitando asi la sintesis de ATP por
el sistema G3P DHasa fosforilante/PGA quinasa. La reaccidén
de 1la G3P DHasa no fosforilante, es en este sentido
energéticamente exergdnica e independiente de la carga
energética nuclear y seria relevante como un medio de
generar la cantidad de NADPH necesaria para el eficiente
funcionamiento de las reacciones biosintéticas tipicas de
los tejidos fotosintéticos. Por otro lado, la actividad de
la DHasa no fosforilante se inhibe por la presencia de Pj,
que es sustrato para la reaccién de la G3P DHasa
fosforilante. En condiciones de intensa fotosintesis 1la
concentracién de triosa fosfato es alta y la de Pj baja
(Servaites y _col,, 1983). La actividad de 1la DHasa no
fosforilante estaria claramente favorecida en estas
condiciones y controlada por los cambios en 1la

concentracién de NADPH.

Recientemente Duff y col., (1989) han mostrado que

suspensiones de células vegetales cultivadas en condiciones
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diversas rutas del metabolismo intermediario y fotosintético del carbono
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de deficiencia en fosfato presentan una marcada inhibicidn
de varios enzimas glicoliticos, entre ellos la G3P DHasa
fosforilante dependiente de NAD?', simultdneamente con un
aumento en los niveles de actividad de la G3P DHasa no
fosforilante y de quinasas glicoliticas dependientes de
pirofosfato. Estos autores sugieren que en situaciones de
"hambre" de fosfato se activaria un mecanismo coordinado de
induccién enzimdtica que haria funcional wuna ruta
glicolitica alternativa de bajo consumo de fosfato, mediado
por la DHasa no fosforilante. Estos resultados son
contradictorios, sin embargo, con estudios posteriores
realizados en plantas intactas (Rychter y Randall, 1994),
en las cuales la situacién de deficiencia en fosfato
produce la inhibicién de 1las actividades enzimaticas
dependientes de ATP de la glicolisis y la acumulacidén de

formas no fosforiladas de hexosas en las vacuolas.

Los procesos metabdlicos que tienen 1lugar en el
citoplasma necesitan del poder reductor que se genera
fotosintéticamente en los cloroplastos, los cuales se
encuentran rodeados de una doble membrana impermeable a los
metabolitos que constituyen los productos de la fase
luminosa de la fotosintesis (Robinson y Stocking, 1968).
Aunque no estd aln claro cual es el proceso que interviene
en la exportacién del poder reductor del cloroplasto al
citoplasma, se ha propuesto que debe exportarse al citosol
de forma indirecta con el concurso de proteinas integrales
en la membrana interna del cloroplasto (Fligge y Heldt,
1984) . En efecto, la mayor parte del carbono fijado en la
fotosintesis es exportado al citosol en forma de triosa-
fosfato (G3P y dihidroxiacetona-fosfato) con el concurso
del translocador triosa-fosfato/fosfato, una proteina
integral de membrana que constituye més del 50% de la
proteina de la membrana interna del cloroplasto (Fliigge y
Heldt, 1984). Ya que 1los nucledtidos fosfato no pueden
atravesar la membrana del cloroplasto se ha propuesto la

participacién de la G3P DHasa no fosforilante junto con el
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traslocador triosa fosfato/3-fosfoglicerato en un sistema
de exportacién indirecta de poder reductor del estroma del
cloroplasto al citosol (Bamberger y col., 1975; Iglesias y
col., 1987; Losada y_col., 1990; esta Tesis). Nuestro grupo
ha propuesto que este enzima 3junto con la G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADPY cloropléastica
participaria en cooperaciébn con el translocador de triosas
fosfato, en el transporte, a expensas de la energia del
ATP, no sdblo de iones hidruro sino tambien de protones y
PGA del estroma al citosol (Losada y_col,., 1990; Losada,
1992 a; esta Tesis). De esta forma se mantendrian los altos
niveles citosolicos de NADPH y el gradiente de pH de casi
dos unidades existente entre el estroma cloropldstico y el

citosol en condiciones de fotosintesis activa.

Los estudios sobre las G3P DHasas de organismos
fotosintéticos se han llevado a cabo, principalmente, en
plantas superiores. La distribucién y localizacién del
enzima no fosforilante dependiente de NADP' y por tanto su
funcién no quedaban sin embargo bien establecidas en la
bibliografia (Fuller y Gibbs, 1959; Kelly y Gibbs, 1973).
Por ello uno de los objetivos de este trabajo ha sido
realizar un estudio comparativo detallado de 1la
distribucién de las tres G3P DHasas en distintos grupos de
organismos con especial énfasis en las microalgas, dado que
la informacién disponible sobre las DHasas de estos

organismos es muy escasa.

Los estudios de tipo fisioldgico presentados en esta
Tesis se han basado en la determinacién de los niveles de
actividad especifica en cultivos de diversas microalgas
sometidos a distintas condiciones nutricionales
aprovechando que son organismos muy versatiles
metabolicamente capaces de desarrollarse en diversas
condiciones de cultivo (luz/oscuridad,
autotrofia/fotomixotrofia/heterotrofia). La actividad de 1la

G3P DHasa cloropladstica de plantas estd regulada por
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diversos factores en respuesta a la iluminacidén (forma
activa en la luz e inactiva en la oscuridad). Ziegler y
Ziegler (1965) pusieron de manifiesto los cambios de
actividad del enzima en relacién con el grado de
iluminacién de preparaciones de cloroplastos de espinacas.
Otros autores han mostrado de igual forma la activacidén del
enzima procedente de plantas superiores en la luz y su
inactivacién en la oscuridad (Hudock y Fuller, 1965). Sin
embargo, existe cierta controversia al respecto ya dque
recientemente se han obtenido evidencias de que la
activacién por luz de la G3P DHasa cloropléstica no ocurre
en microalgas eucaridéticas ni en cianobacterias (Takeda y
col., 1994). Los trabajos realizados en plantas muestran
que los cambios en los niveles de actividad de los enzimas
del ciclo de Calvin que tienen lugar en periodos de tiempo
relativamente cortos (en cuestién de minutos, p.e. 15-30
min) son consecuencia de procesos de activacién por luz y
modulacién por metabolitos mientras que aquellos cambios en
los niveles de actividad que tienen lugar a tiempos mas
largos (varias horas) son consecuencia de una variacién en
la cantidad de enzima debida a la regulacién de la sintesis
de proteina. Para los enzimas del ciclo de Calvin, a
excepcién de la subunidad grande de la RuBP carboxilasa, la
sintesis de proteina estd bajo control nuclear (Halliwell,
1984). A este respecto hay que sefialar que en microalgas no
se han realizado estudios detallados sobre los efectos de
las condiciones nutricionales sobre la actividad enzimatica
de la G3P DHasa cloropladtica. Por otra parte los datos
sobre la incidencia de la luz y el cambio a la oscuridad
sobre la actividad fosforilante dependiente de NADY, son
extremadamente escasos en la bibliografia y ello es
consecuencia de los pocos estudios encaminados a elucidar
la funcionalidad de 1la ruta glicolitica en 1la 1luz
(Fothergill-Gilmore y Michels, 1993). La informacién sobre
los cambios en los niveles de actividad de la G3P DHasa no
fosforilante es muy limitada y no se dispone de datos

debido a los pocos estudios realizados sobre este enzima.
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Fuller y Gibbs (1959) ya sefialaron que la actividad de
la G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP' disminuia en
ciertas algas <cultivadas heterotrédficamente. Este
comportamiento de la actividad enzimdtica se observd
también con otros enzimas cloroplésticos: carboxidismutasa
y fructosa-1,6-bifosfatasa alcalina (Smillie y Fuller,
1960) . Estos autores observaron ademds la disminucién de la

actividad enzimatica en cultivos anaerdébicos.

El metabolismo dependiente de 1luz de compuestos
organicos por microalgas ha sido estudiado intensivamente
sbélo en un numero limitado de especies. La ruta metabdlica
implicada en el fotometabolismo de diferentes compuestos
orgdnicos difiere de acuerdo con la naturaleza quimica del
compuesto y del organismo en cuestidén. Sin embargo, algunos
aspectos son comunes a todos los sustratos y todas las
microalgas: el fotometabolismo requiere energia luminosa en
forma de ATP, y la presencia de CO2 puede producir una
competencia por el ATP Yy el NADPH entre la
fotometabolizacidén del compuesto orgédnico y la fijacién
fotosintética de CO2 (Wiessner, 1979). Las principales
rutas fotometabdélicas en diferentes organismos pueden ser
descritas estudiando el metabolismo del acetato y de la
glucosa. El acetato puede ser asimilado en la luz por un
amplio grupo de algas eucaribticas (p.e., C. reinhardtii).
Algunas son fototrdfos obligados siendo incapaces de crecer
en la oscuridad, otros pueden llevar a cabo un crecimiento
heterotréfico. Siguiendo la asimilacién del acetato, éste
puede ser incorporado principalmente en lipidos o entrar
como carbohidratos y proteinas. En el Ultimo caso, el
metabolismo del acetato en la luz depende estrictamente de
la fotofosforilacién ciclica ya que su fotoasimilacidén no
se afecta por la presencia de DCMU. La incorporacién del
esqueleto carbonado del acetato como constituyente de 1la
célula tiene lugar con la participacién del ciclo de 1los

acidos tricarboxilicos, el ciclo del glioxilato y 1la

17



gluconeogénesis a hexosas fosfato a partir de
fosfoenolpiruvato. El1 fotometabolismo del acetato puede
afectar los niveles de enzimas implicadas en el metabolismo
del carbono. Por ejemplo, un enzima clave de la ruta del
glioxilato, la isocitrato liasa, estd sujeta a represién
catabdbélica y aparece con muy baja actividad en algas
cultivadas autotré6ficamente, pero la actividad enzimdtica
aumenta significativamente por la presencia de acetato
(John y_col,., 1970). Por el contrario, en Chlamydomonas
stellata y Chamydomonas mundana el crecimiento en acetato
dependiente de luz reduce marcadamente la actividad del
enzima del ciclo de Calvin ribulosa-1,5-bisfosfato

carboxilasa (Wiessner y French, 1970).

La glucosa y otras hexosas pueden ser
fotometabolizadas por algas de los géneros Chlorella,
Ankistrodesmus y Scenedesmus bajo condiciones aerdbicas 6
anaerdbicas (Bishop, 1961). En Chlorella vulgaris bajo
condiciones aerébicas, como en otras muchas algas verdes,
la asimilacién de glucosa observada en la luz es sélo
ligeramente superior a la determinada en la oscuridad. El
activo metabolismo de la glucosa en la oscuridad muestra la
capacidad de la fosforilaciédn oxidativa para suministrar
ATP a todas las reacciones que requieren energia en la
asimilacién de la glucosa. La secuencia enzimética
implicada en el metabolismo de la glucosa supone la
participacién de la ruta Embden-Meyerhof y 1la ruta
oxidativa de las pentosas fosfato. En condiciones de
anaerobiosis la asimilacién de la glucosa en la oscuridad
produce principalmente oligosacaridos y polisacaridos. Por
otra parte en base a resultados de requerimientos
cudnticos, estudios de inhibidores y de mutantes con
alteraciones en uno u otro fotosistema, se ha establecido
una participacién de la fotofosforilacidén ciclica en el
fotometabolismo anaerdébico de 1la glucosa en algas
(Wiessner, 1979). De hecho, la fijacién fotosintética de

CO2 se reduce dréasticamente por la asimilacién de la

18



glucosa por microalgas y se ha sugerido que ello es
consecuencia de la competencia por el ATP (Bishop, 1961).
Estos datos nos han llevado a realizar un estudio detallado
de la evolucidén de las actividades de las tres G3P DHasas
durante el desarrollo de cultivos de diversas microalgas
unicelulares, principalmente de las cloroficeas C.
reinhardtii y Chlorella fusca, en respuesta a diferentes
condiciones nutricionales incluyendo la presencia de las
fuentes de carbono organico asimilables acetato y glucosa,
habiéndose demostrando por vez primera la existencia en
cloroficeas de una regulacidén diferencial de las dos G3P
DHasas dependientes de NADPY por las condiciones

nutricionales del medio (véase Apdo. III.C).

En resumen, uno de los objetivos alcanzados por esta
Tesis Doctoral ha sido la verificacidén de la presencia
constante y exclusiva de la G3P DHasa no fosforilante en
organismos fotosintéticos eucaridéticos, representantes de
prédcticamente todos los grandes grupos taxonémicos de
microalgas y de plantas superiores (véase Apdo. III.A),
habiéndose demostrado ademds la existencia de una
regulacién diferencial de las tres G3P DHasas por las
condiciones nutricionales (véase Apdo. III.C). Se muestra
el primer estudio comparativo del efecto de la glucosa y
otros azlUcares metabolizables sobre los niveles celulares
de las tres actividades G3P DHasas presentes en microalgas
cloroficeas. Se describe ademds un método alternativo al
descrito por Iglesias y col, (1987) para la purificacién de
la G3P DHasa no fosforilante dependiente de NADP* de la
microalga C. reinhardtii, lo que ha permitido obtener las
preparaciones purificadas del enzima necesarias para llevar
a cabo estudios in vitro sobre su funcién. Se presentan las
primeras medidas de la acidificacién concomitante con la
reaccién de deshidrogenacién catalizada por la G3P:NADP*
6xido-reductasa y la caracterizacidén de esta actividad de
generacidén de protones (Apdo. III.E). Se describe

finalmente un sistema reconstituido formado por enzimas
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solubles (PGA quinasa, G3P DHasa fosforilante glicolitica
y G3P:NADP* 6xido-reductasa) que puede resultar muy util
como sistema modelo4en Bioenergética y que es capaz de
generar protones, detectables en medios no tamponados, a

expensas de la energia del ATP (véase Apdo. III.E).

Parte de los resultados presentados en esta Tesis han
sido comunicados a Congresos de caracter nacional (Congreso
Nacional de Bioquimica, Alicante, 1989; Congreso Nacional
de Bioquimica, Oviedo, 1990) e internacional (III Congreso
Luso-Espafiol de Bioquimica, Santiago de Compostela, 1988;
Advanced Course TRENDS IN PHOTOSYNTHESIS RESEARCH, Palma de
Mallorca, 1990; IV Portuguese-Spanish Biochemistry
Congress, Povoa de Varzim, Portugal, 1991), o han sido
publicados en 1los siguientes articulos en revistas
internacionales:

A. Serrano, M.I. Mateos and M. Losada (1991)
Differential regulation by trophic conditions of
phosphorylating and non-phosphorylating NADPt-dependent
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases in Chlorella
fusca. Biochem. Biophys. Res. Comm., 180(3), 1077-1083.

M.I. Mateos and A. Serrano (1992) Occurence of
phosphorylating and non—phosphbrylating NADP*-dependent
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases in photosynthetic
organisms. Plant Science 84, 163-170.

A. Serrano, M.I. Mateos and M. Losada (1993) ATP-
driven transhydrogenation and ionization of water in a
reconstituted glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases
(phosphorylating and non-phosphorylating) model system.
Biochem. Biophys. Res. Comm. 197(3), 1348-1356.
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IT.A.1 rganism

Los organismos empleados en este trabajo han sido
los siguientes:
-Algas eucaridéticas unicelulares: las cloroficeas C.
reinhardtii 6145c (obtenida del Dr. R. Sager, Hutner
College, New York, EE.UU.), C. fusca SAG 211-15,
Monoraphydium braunii SAG 202-7c (de la Coleccidén de
Cultivos de Algas de 1la Universidad de Goéttingen,
R.F.A.), Scenedesmus obliquus SAG 276-3a (Gottingen),
Chlorella protothecoides SAG 211-10a, Chlorella
variegata ATCC 30409 (de la Coleccidén Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, MD, EE.UU.); la euglenoficea
Euglena gracilis SAG 1224-5/15 (Go6ttingen); las
bacilarioficeas (diatomeas) Phaeodactylum tricornutum
SAG 1090-1la (Goéttingen), Navicula pelliculosa SAG 1050-
3 (Goéttingen); la rodoficea Porphyridium purpureum SAG
1380-1a (Goéttingen); la crisoficea Ochromonas danica
SAG 933-7 (Géttingen); la criptoficea Cryptomonas ovata
SAG 979-3 (Gottingen), y el alga xantoficea
Bumilleriopsis filiformis SAG 809-2 (Goéttingen).

-Cianobacterias (algas verde-azuladas): las estirpes
unicelulares no fijadoras de nitrbégeno Synechocystis
sp. PCC 6803 (de la Coleccién de Cultivos del Instituto
Pasteur, Paris, Francia), Synechococcus sp. (antes
Anacystis nidulans) SAG L-1402-1 (Goéttingen), 1la
filamentosa no fijadora de dinitrégeno: Spirulina
platensis SAG 85-79 (Gdttingen); y las cianobacterias
filamentosas fijadoras de dinitrdbégeno: Anabaena
variabilis ATCC 29413, Anabaena sp. ATCC 33047
(Rockville), Nostoc pruniforme SAG 61-79 (Gottingen),
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Calothrix sp. PCC 7601, Scytonema sp. PCC 7110 y
Fischerella sp. PCC 7414 (Paris).

-El1 protista fotosintético (endocianoma) Cyanophora
paradoxa LB555 UTEX (obtenido del Dr. W. Loffelhardt,
Institut fir Allgemein Biochemie und Ludwig-Boltzmann
Forschungsstelle fir Biochemie, Universitdt Wien,

Austria) .

-Microorganismos no fotosintéticos: las bacterias
Escherichia coli K-12, Azotobacter chroococum ATCC
4412, y los hongos Sacharomyces cerevisiae sp. S288C y
Phycomyces blakesleeanus sp. NRRL 1555 (cedidos por el
Departamento de Genética y Biotecnia de la Universidad
de Sevilla); los protozoos <ciliados Tetrahymena
pyriformis ATCC 30005 y Paramecium tetraurelia ATCC
30567, y la bacteria Rhizobium fredii sp. 1782-2010
(cedidos por el Departamento de Microbiologia de 1la
Universidad de Sevilla); y la arquebacteria halofilica
Haloferax mediterranei (antes Halobacterium sp. ATCC
33500, cedida por el Departamento de Bioquimica,
Bromatologia y Toxicologia de 1la Universidad de
Sevilla).

-Plantas superiores: las semillas de cebada (Hordeum
vulgare L., var. Hassan), maiz (Zea mays L., var.
Caldera 6535), girasol (Helianthus annuus L., var.
Sunweed SW101), y las plantas crasuldceas Kalanchée
blossfeldiana v. Poelln y Sedum arenarium Brot., fueron
cedidas por el Departamento de Fisiologia Vegetal de la
Universidad de Sevilla. Las plantas de espinaca
(Spinacea oleracea L.) fueron adquiridas en una granja
y las hojas de Lolium multiflorum Lam. (ray grass)
fueron recolectadas en parcelas localizadas al aire
libre en el Instituto de Agrobiologia y Recursos
Naturales (CSIC) de Sevilla.
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IT.A.2, Condiciones de cultivo
IT1.,A. 2.1, Condiciones estidndar de cultivo

Los cultivos de suspensiones de microalgas se
desarrollaron en condiciones de esterilidad en medios
liquidos utilizando para los estudios fisioldbégicos
frascos de Roux de vidrio de 1 1, conteniendo 750 ml de
cultivo, y botellones de vidrio de 10 6 20 1 de
capacidad, en este caso para obtener el material
bioldégico de partida necesario para las purificaciones
de proteinas. En este ultimo caso se omitieron las
condiciones de esterilidad, si bien el indculo era
estéril, sin gque se observaran problemas de

contaminacién.

Las microalgas cloroficeas (C. reinhardtii, C.
variegata, C. fusca, C. protothecoides, M. braunii y S.
obliquus), y el alga xantoficea B. filiformis, se
cultivaron en sus correspondientes medios minerales
minimos (Sueoka y col., 1967; Sandmann y_col,, 1983) a
25 ©C. La euglenoficea E. gracilis se cultivdé a la
misma temperatura en el medio mineral descrito por
Bbger y San Pietro (1967). El1 alga rodoficea P.
purpureum se cultivé a 27 ©°C en un medio marino
sintetico (Sandmann y col.,, 1983). Las microalgas
flageladas 0. ddnica (crisoficea), C. ovata
(criptoficea) y las diatomeas P. tricornutum y N.
pelliculosa (bacilarioficeas) se cultivaron a 25 ©C en
los correspondientes medios liquidos (Hutner y col.,
1967; Schlésser y col,, 1982; SERI, 1986).

Las cianobacterias Synechococcus sp., A.
variabilis, N. pruniforme, S. platensis, Synechocystis
sp., Calothrix sp., Scytonema sp. y Fischerella sp., se
cultivaron en el medio mineral de Arnon o en medio BGll
(Rippka, 1988) a 30 °C, excepto Synechococcus sp. ¥y

Fischerella sp. que se mantuvieron a 40 ©°C. La
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cianobacteria marina Anabaena sp. ATCC 33047 se cultivd
a 40 °C en un medio mineral modificado del descrito por
Provasoli (Gotto y col,, 1979).

Los cultivos se mantenian en sus respectivos
medios liquidos con iluminacién fluorescente continua
(25 W m~2) y el medio se burbujed con aire suplementado
con 5% (v/v) de CO3.

Los cultivos del endocianoma C. paradoxa se
mantuvieron a 25 °C en un medio mineral ligquido (Bothe
y Floener, 1978) en matraces Erlenmeyer, bajo luz
fluorescente continua y agitacién constante durante

todo el desarrollo de los cultivos.

La semillas de cebada, maiz y girasol germinaron y
se cultivaron en recipientes pléasticos con vermiculita
en una habitacién acondicionada a 25 ©°C bajo 1luz
fluorescente continua (25 W m~2). Las plantulas, las
cuales se recolectaron con una altura de entre 10 y 15
cm, se regaban diariamente con la disolucién de
nutrientes minerales de Hewitt (Hoagland y Snyder,
1933).

I1 2.2 ndici ial ltiv

Para estudiar el efecto de la oscuridad sobre los
niveles celulares de las actividades enzimdticas, el
recipiente conteniendo la suspensién celular de
microalgas se envolvia con papel de aluminio hasta
obtener una oscuridad absoluta en el interior. Las

condiciones de gaseo y temperatura no se alteraban.

Los cultivos sin fuente de carbono inorgénico se
obtenian burbujedndolos con aire del que se eliminaba
el CO2 haciéndolo pasar previamente por una suspensioén
de agua de barita (Ba(OH)»2, 0,2 M).
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Las condiciones de cultivo en anaerobiosis
(microanaerobiosis, en el caso de cultivos iluminados)

se consiguieron burbujeando los cultivos con N2.

Para estudiar el efecto de las condiciones
fotomixotré6ficas y heterotré6ficas sobre el crecimiento
y los niveles celulares de las actividades enzimaticas
de microalgas, la fuente de carbono organico se ahadia
al medio de cultivo autoclavado como una disolucién
concentrada, estéril por filtracidén, del compuesto
carbonado. En el caso de C. reinhardtii la fuente de
carbono organico fué acetato sdédico (50 mM en el medio
de cultivo); en el caso de C. fusca se utilizaron
diversos azucares, todos los cuales se ahadieron al
medio de cultivo a una concentracién final del 5%
(p/v). La adicién de otros compuestos tales como
inhibidores o antibiéticos se llevd a cabo tambien en
condiciones de &esterilidad wusando disoluciones

concentradas previamente esterilizadas por filtracién.

En los experimentos en gque era necesario algun
cambio en la composicién del medio durante el
desarrollo de los cultivos, éstos se centrifugaban a
30 °C (12000 x g, 10 min) y las células se lavaban y
resuspendian finalmente en condiciones de esterilidad

en el medio modificado.

I1.A R i 2

Para las determinaciones de los niveles de las
actividades enzimaticas llevadas a cabo en los estudios
fisiolégicos se tomaban, en condiciones de esterilidad,
muestras de volumenes adecuados de cultivos de
microalgas y otros microorganismos eucaridéticos, y se
recogian las células por centrifugacién a 4 ©C (12000 x

g, 10 min).
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Para recoger células de grandes volumenes de
cultivo de microalgas, destinadas a purificaciones
enzimaticas, se empleaba un sistema de centrifugacién
en flujo continuo Szent-Gyorgyi-Blum (Sorvall, EE.UU.).
El rendimiento medio de los cultivos de C. reinhardtii
fué de aproximadamente 2 g de peso fresco por litro de

medio de cultivo tras cuatro dias de crecimiento.

Las bacterias (cianobacterias, bacterias no
fotosintéticas) se recogieron por centrifugacién a
15000 x g durante 10 min a 4 ©C.

II.B. Preparacién de extractos celulares

Las muestras de cultivos celulares en diferentes
estadios de crecimiento y desarrollados en diversas
condiciones nutricionales se recogieron por
centrifugacién a 4 °C (12000 x g, 10 min), se lavaron
dos veces con tampén Tris-HCl 50 mM (pH 7,95)
conteniendo EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM (tampén
de lavado), y las células se resuspendian finalmente
en tampén Tris-HC1l 50 mM (pH 7,5) conteniendo EDTA 1
mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 2 mM
y A4cido €-aminocaproico 5 mM (tampédn de rotura), a
razén de 2 ml de tampén por 40 ml de volumen de medio

recogido en cada caso.

IT.B.1. Rotur lular r ultrasoni

Los extractos celulares de los microorganismos
empleados en este trabajo, tanto procariotas como
eucariotas, se obtenian habitualmente mediante rotura
celular por tratamiento con ultrasonidos. La suspensién
celular en tampén de rotura se sometia a tratamiento
con ultrasonidos, usando un sonicador Branson modelo B-
12, durante tres periodos de 30 segundos alternando con

otros tantos de igual duracién en los gue se
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interrumpia el tratamiento, a fin de evitar subidas
excesivas de temperatura. Durante todo el proceso, el
recipiente conteniendo 1la suspensidén celular se
mantenia sumergido en un bafio de agua con hielo a 0 °C.
La frecuencia de 1la oscilacién fué de 20 kHz y la
potencia aproximadamente 80 W. Tras el tratamiento con
ultrasonidos, la suspensién celular se centrifugaba a
40000 x g durante 20 min a 4 °C . E1 sobrenadante de

esta segunda centrifugacidén constituia el extracto

crudo.
IT.B.2. Otros métodos de rotura celular
IT.B.2.1. R r r ngelacidébn- ngelacidn

En algunos casos las suspensiones celulares de
microalgas eucariéticas, tras la recogida y lavado con
tampén como se describié anteriormente, se rompieron
por congelacién a -80 ©°C y posterior descongelacién a

temperatura ambiente.

Tras el lavado, el material celular se recogia por
centrifugacién a 5000 x g durante 15 min a temperatura
ambiente y se almacenaba a -80 ©°C durante 24 h en
pequefias porciones, ©para favorecer una réapida
congelacién. La masa celular se resuspendia luego en
tampén de rotura (2 ml de tampdédn por g de peso fresco
de células) y se dejaba descongelar a temperatura
ambiente con agitacién suave. La suspensidn obtenida se
centrifugaba a 40000 x g durante 20 min a 4 ©°C. El
sobrenadante de esta centrifugacién relativamente libre
de pigmentos constituyé el extracto crudo. Este método
de rotura fué el usado habitualmente para las
purificaciones enzimdticas. En los experimentos sobre
localizacién celular de las G3P DHasas, el precipitado
obtenido por centrifugacién a alta velocidad, que

contenia casi todos los pigmentos fotosintéticos, se
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resuspendidé en igual volumen de tampbdn, se sometid a
tratamiento con ultrasonidos como se indica en el Apdo.

II.B.1 y se centrifugd nuevamente a alta velocidad.

I 2 r laci¢ Api n nitr

liquid

Los tejidos vegetales y, en algunas ocasiones, las
células de microalgas eucaridticas se rompieron por
congelacién rdapida con nitrégeno liquido. E1 material
celular libre de medio de cultivo, procedente de
cultivos liquidos de microalgas o en su caso las hojas
o raices de plantas superiores, previamente troceadas,
se disponian en un mortero de porcelana preenfriado en
un bafio de hielo, se afiadia nitrégeno liquido y se
maceraba con fuerza para romper el material celular. La
operacién se repetia varias veces hasta conseguir un
polvo fino al que se afladia tampdén de rotura (2 ml por
gramo) . La suspensién obtenida se mantenia en un bafio
de hielo durante 15 min con lo que se completaba la
extraccién del material soluble. Las preparaciones de
hojas y raices de plantas superiores se filtraban a
través de organdi de nylon. Las preparaciones asi
obtenidas se centrifugaban a 15000 x g durante 20 min a
4 ©C, y el sobrenadante se consideraba como el extracto

crudo.

I1.B.2 ncibén d cloropl hoij

ina

El método usado para la obtencidén de extractos de
hojas de espinaca (S. oleracea) es el descrito por

Kuwabara y Murata (1982).

Las hojas de espinaca se trituraron durante 20 s
mediante una batidora Waring 31BL67, con tampdn fosfato
sbébdico 0,05 M (pH 7,4). El1 homogenado se filtrd a
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través de organdi de nylon y se centrifugé a 15000 x g
durante 20 min a 4 °C, recogiéndose un primer extracto
libre de material cloropléastico. El1 precipitado se
resuspendié en el tampén anterior suplementado con 0,3
M sacarosa y 0,05 M NaCl. Tras centrifugar a 20000 x g
durante 25 min a 4 °C se recogio un nuevo sobrenadante

que contenia el material cloropléstico.

II.C. E e 1 tividad -

I1.C.1. Ensayo in vitro de la actividad G3P DHasa no
fosforilante

La actividad G3P DHasa no fosforilante dependiente
de NADP* fué determinada espectrofotometricamente a
30 ©°C midiendo la produccién de NADPH a 340 nm
(Iglesias y col., 1987). La mezcla de ensayo contenia
tampén Tricina-NaOH 50 mM (pH 8,5), 0,4 mM NADPt, 1 mM
G3P y una cantidad adecuada de preparacién enzimatica

en un volumen total de 1 ml.

El D-G3P se obtuvo por hidrélisis &acida a partir
de la sal disédica del bp-gliceraldehido-3-fosfato
dietilacetal siguiendo las indicaciones del fabricante

(Sigma Quimica, 1990).

Alternativamente, la actividad enzimdtica fué
determinada mediante generacién de G3P in situ a partir
de p-fructosa-1,6-bisfosfato mediante el enzima
aldolasa. En este caso la mezcla de ensayo contenia, en
lugar de G3P, 2 mM de p-fructosa-1,6-bisfosfato y 2 U
de aldolasa (EC 4.1.2.13, una preparacién comercial de

enzima de misculo de conejo, 11 U/mg de proteina).
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I1 2. Fn in vitr 1 actividad P_DH
fosforilantes

Las actividades G3P DHasa fosforilantes,
dependientes de NADP* o de NAD', se determinaron usando
el mismo medio de reaccidén antes descrito para el
enzima no fosforilante conteniendo 0,4 mM del piridin
nucledétido correspondiente, pero suplementado en este
caso con 10 mM NapHAsO4.

La actividad de 1la G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADPt fué ocasionalmente determinada
mediante la reaccién inversa (biosintética) o de
formacién de BPGA a partir de G3P, midiendo
espectrofotométricamente la oxidacidén de NADPH a 340 nm
(Iglesias y col., 1987). La mezcla de reaccidédn contenia
tampé4n Tricina-NaOH 50 mM (pH 7,5), 2 mM ATP, 4 mM PGA,
0,2 mM NADPH, 2 mM DTT, 5 mM MgClpy, 5 U de PGA quinasa
de levadura, y una cantidad adecuada de preparacién
enzimdtica hasta un volumen final de 1 ml. La actividad
G3P DHasa dependiente de NAD'T se determiné de igual
forma pero sustituyendo el nucledétido usado como

sustrato.

Una unidad de enzima se definié como la cantidad
que cataliza la formacién de 1 Hdmol de piridin
nucleétido reducido por min en las condiciones

especificas de la reaccibn.

En todas las determinaciones se realizaban medidas
de control en ausencia del correspondiente sustrato

(G3P 6 BPGA) y la preparacidédn enzimadtica.

171 D rminacidén 1 ivi eneracidn
protones por la G3P DHasa no fosforilante

Los <cambios de pH en el medio durante el

transcurso de la reaccién redox catalizada por la G3P
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DHasa no fosforilante purificada de C. reinhardtii se
midieron utilizando un microelectrodo combinado de pH
de alta impedancia Ingold, modelo LoT-405-M5, conectado
a un pHmetro digital Beckman 4500. La reaccidén se llevd
a cabo a 30 ©°C con agitacién magnética continua en
mezclas de reaccidén no tamponadas de 4 ml que
contenian: 100 mM NaCl, 2,5 mM NADP*, 1,5 mM G3P, y una
cantidad adecuada de enzima afladida en un volumen
aproximado de 5 Hl. Se empled cloruro sdédico para
conseguir la fuerza idnica adecuada y estabilizar 1la
respuesta del electrodo. Como sustrato del enzima se
usaron preparaciones recientes de G3P, obtenidas por
hidrélisis &cida del dietilacetal. Salvo que se indique
otra cosa el medio de ensayo se llevd, antes de la
adicién de los sustratos, hasta un valor de pH entre
8,0 v 9,0 -el rango de pH 6ptimo para la actividad
deshidrogenasa del enzima (Iglesias 1., 1987)-
mediante la adicién de 2 pl de un disolucién 4 M de
NaOH. Tras la estabilizacién del pH, la reaccidbn se
iniciaba por la adicién del enzima. Los cambios de pH
del medio durante el curso de la reaccibdn se recogieron
mediante un registrador Knauer. Los réapidos cambios de
pPH observados inmediatamente después de la adicidén del
enzima o de los reactivos eran artefactos debidos a las
pequeinas diferencias de pH entre la mezcla de ensayo no
tamponada y las preparaciones de enzima o del reactivo
correspondiente. La produccién de protones en el
transcurso de 1la reaccién de deshidrogenacidn se
expresaba en ApH/h por mg de proteina de la misma forma
que se ha descrito en el método electrométrico de
determinacién de la actividad colinesterasa (Whittaker,
1984) . Tipicamente se obtuvieron velocidades en el
rango 800-1000 ApH/h por mg de proteina para las
preparaciones purificadas de enzima en las condiciones
anteriormente descritas. La adicién de los reactivos a

la mezcla de ensayo se llevbé a cabo con Jjeringas de
precisién Hamilton en un volumen méximo de 10 Ml.
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El mismo sistema de medida se usé cuando se llevd
a cabo la reaccién reductiva inversa, es decir, la
reduccién dependiente de ATP del PGA a G3P por el NADH,
catalizada por la G3P DHasa fosforilante dependiente de
NAD* (una preparacién comercial de G3P DHasa de misculo
de conejo, 120 U/mg de proteina, Sigma Chem. Co.). El
BPGA fué generado in situ por fosforilacién del PGA con
la correspondiente quinasa (EC 2.7.2.3; una preparacién
comercial de PGA quinasa de levadura, 2000 U/mg de
proteina, Sigma Chem. Co.). En este caso la mezcla de
ensayo, de 4 ml, contenia 100 mM NaCl, 5 mM PGA, 1,5 mM
ATP, 0,25 mM MgSO4 y 2,5 mM NADH. E1 pH inicial se
ajustd entre 8 y 9 como se indicd anteriormente, se
afiladié un exceso (15 U) de PGA quinasa y tras la
estabilizacién de la sefial la reaccién se iniciaba por
adicién de la G3P DHasa (4 U).

Cuando las reacciones catalizadas por las G3P
DHasas, fosforilante y no fosforilante, se acoplaron
usando el G3P generado in situ como sustrato
intermediario, el medio de ensayo fué el mismo que el
empleado para el enzima fosforilante, pero en este caso
se afladi®, una vez ajustado el pH, 2,5 mM de NADP*t y
una cantidad adecuada de G3P:NADP' 6xido-reductasa (40-
60 mU). Tras la estabilizacién de la sefial, la reaccidn
acoplada se 1inicié por la adicién de una cantidad
exceso de G3P DHasa fosforilante (4-5 U,
aproximadamente 100 veces mAds que enzima no
fosforilante). Debido a las cantidades relativas de los
enzimas, la reaccién catalizada por la G3P:NADP* é6xido-
reductasa se puede considerar como el "cuello de
botella" del proceso global que lleva a cabo el sistema
reconstituido completo (PGA quinasa, G3P DHasa

fosforilante y G3P:NADP' éxido-reductasa) .
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IT.D.1, Determinacidén de clorofila

El contenido celular en clorofila de los cultivos
de microalgas se determind espectrofotométricamente en
extractos de células obtenidos con metanol, segun una

modificacién del método descrito por Mackinney (1941).

La suspensién celular (0,5 a 1,0 ml) se centrifugd
2 min a 12000 x g en una centrifuga Eppendorf y el
sedimento se resuspendid® en 1 ml de metanol absoluto.
Tras agitar vigorosamente durante 1 min y calentar en
bafio de agua durante 2 min, la preparacidén se
centrifugdé de nuevo 2 min a 12000 x g, determinandose
la concentracién de clorofila en el sobrenadante a
partir de su absorbancia a 665 nm. El coeficiente de

extincién empleado es 13,43 mM~lcm™1l.

I1I.D.,2. Determinacién de proteina

El contenido de proteina de 1los cultivos de
microalgas se determindé directamente a partir de
células enteras siguiendo la modificacién de Markwell
del método de Lowry (Markwell y col., 1987), apropiada
para preparaciones que contienen membranas y empleando

seroalbumina bovina (BSA) como patrdn.

En los procesos de purificacidén enzimdtica y
cuando se trabaj®é con extractos crudos libres de
células, la proteina se determindé siguiendo el método

de Lowry con las modificaciones de Bailey (1967).

Para preparaciones enzimdticas de mayor pureza o
en los casos en los que el método anterior no se podia
usar por interferencia con el tampdén de la muestra, la

proteina se determindé segin el método de Bradford
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(1976), usando el reactivo para proteinas de Bio-Rad
(Richmond, EE. UU.) y siguiendo el procedimiento de
"microensayo" (1-20 Hg proteina/ml) recomendado por
dicha firma comercial (Bio-Rad Protein Assay, 1979).
Las rectas de calibrado se obtuvieron para cada serie

de ensayos utilizando ovoalbimina como patrén.

El contenido en proteina de fracciones eluidas de
columnas cromatogridficas de preparaciones purificadas
se estimd espectrofotométricamente midiendo 1la
absorbancia en el ultravioleta a 280 y 260 nm (Layne,
1957) .

I1.D D minacidén rbohidr

El contenido en carbohidratos se 1llevd a cabo
siguiendo el método descrito por Dubois y col., (1956),
modificado por Kochert (1978), en extractos celulares
de C. fusca obtenidos por tratamiento con ultrasonidos.
El contenido <celular de carbohidratos totales
(incluyendo almiddén) se determindé en los extractos sin
centrifugar. Se consideré que el sobrenadante de la
centrifugacién a alta velocidad (40000 x g, 20 min)
contenia unicamente los azlUcares reductores (mono y
oligosacaridos), ya que los polisacdridos se encuentran
en forma de material particulado, y se utilizé por

tanto para la determinacién de estos azucares.

A 100 M1 de extracto celular se afladia agua
destilada hasta 1 ml y se adicionaban 25 ul de reactivo
del Fenol (preparado disolviendo 8,1 g de fenol en agua
destilada hasta un volumen de 10 ml). Tras agitar, se
afladia 2,5 ml de H2S04. Las muestras homogeneizadas se
dejaban 30 min a temperatura ambiente para favorecer la
formacién del complejo coloreado y se midié 1la
absorbancia a 485 nm frente a un blanco tratado de la

misma forma pero sin extracto.
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El contenido en carbohidratos de 1las muestras
analizadas se calculé por referencia a una recta de
calibrado usando glucosa como sustancia patrén y se
expresd como mg por ml de extracto celular obtenido en

cada caso.

I1.b.4. D rminacién

Para determinar el peso seco del material celular
de cultivos de microalgas, se filtraban 50 ml del
cultivo a través de un filtro Whatman GF/C previamente
pesado y se lavaban las células adsorbidas al filtro
haciendo pasar por el mismo 50-100 ml de agua
destilada. A continuacién, los filtros se secaban
incubando en estufa a 80 ©°C durante 24 h. Tras dejarlos
30-60 min a temperatura ambiente, los filtros con el
material celular desecado se pesaban en una balanza de
precisién. E1 peso seco de las células se determind por
diferencia respecto al peso de los filtros sin material

celular.

Para 1la recogida de <células, obtencién de
extractos celulares y en los diferentes pasos de
purificacién, se emplearon centrifugas refrigeradas
Sorvall (EE.UU.) modelo RC2-B, equipadas con rotores
SE-12, SS-34 y GSA. Habitualmente la temperatura de

centrifugacidén era 4 ©C.

Las centrifugaciones a baja velocidad se
realizaron a temperatura ambiente en centrifugas de

mesa Sorvall Superspeed Centrifuge SS-3 Automatic.
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Para la recogida de células de suspensiones
celulares y preparaciones de volumen igual o inferior a
1,5 ml, se empleaba una centrifuga Eppendorf (RFA)
modelo 5414, capaz de alcanzar 12000 rpm (10000 x g).

La recogida de grandes volumenes de células
(mayores de 20 1) se llevaba a cabo por centrifugacidn
en flujo continuo, empleando un sistema Szent-Gyorgyi-

Blum adaptado a una centrifuga Sorvall modelo RC2-B.

ITI.E.2, Cromatografia en columnas

IT.E.2.1 ronm rafi inter io iéni

Se empled como matriz DEAE-celulosa microgranular
DE-52 (Whatman, Gran Bretaha) equilibrada inicialmente
con tampdén concentrado (0,5 M Tris HC1l, pH 7,5) ¥y
reequilibrada posteriormente en la columna con el
tampén adecuado. Se utilizaron columnas de vidrio de
2,6 cm de diametro, empaquetadas hasta 12 cm de altura
en una primera cromatografia preparativa y en un
segundo paso cromatogrdfico con un lecho de 1,8 cm de
diametro y 7,5 cm de altura. Antes de empaquetar las
columnas, los gases disueltos en las suspensiones de
DEAE-celulosa se eliminaron por succién mediante una
bomba de alto vacio Millipore modelo XX 5522050
(EE.UU.) .

Las muestras y el solvente se aplicaban a las
columnas regulando el flujo por medio de bombas
peristdlticas LKB tipo Perpex 10200 (Suecia) de cabezas
reductoras intercambiables o con bombas peristéalticas
de flujo regulable Pharmacia Fine Chemicals modelo P-1

(Suecia) .

Los eluidos de 1las columnas se recogieron

automaticamente en fracciones de volumenes determinados
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utilizando colectores automdticos LKB modelo Ultrorac

7000 o Pharmacia Fine Chemicals modelo Frac-100.

Para reutilizar el lecho cromatografico se lavaba
en la columna con 5 volumenes de 1lecho de una
disolucién 2,5 M NaCl en tampdn Tris HC1 50 mM (pH
7,5), y se reegquilibraba con 7 volumenes de lecho del

tampdén correspondiente sin NaCl.

Se empled como matriz Fenil Sepharose CL-4B
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) equilibrada
inicialmente con tampén Tris HC1 50 mM (pH 7,5) y
reequilibrada en la columna con el mismo tampdn
suplementado con sulfato aménico hasta el 5% de
saturacién. Para la cromatografia se utilizdé wuna
columna calibrada de vidrio borosilicato K16/20
(Pharmacia, Suecia) conteniendo un lecho de gel de 1,6
cm de diametro y 7,5 cm de altura. Las muestras y el
eluyente se aplicaron directamente sobre el lecho de
gel a un flujo constante con una bomba peristaltica
Pharmacia modelo P-1, y el eluato se recogid en
fracciones mediante un colector automadtico como se

describid en el apartado anterior.

Para su reutilizacién el lecho de gel se
regeneraba en la misma columna mediante lavados con 5
volumenes de lecho de wuna disolucidén acuosa de
etilenglicol al 70% (v/v). Antes de su uso los geles se
equilibraban con 7 volumenes de 1lecho del tampén

cromatografico correspondiente.

I1 rom rafi n hidroxi i

Se utilizaba una matriz de hidroxiapatito (fosfato
calcico cristalino, Cajg(PO4)g(OH)2) (Calbiochem, La
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Jolle, Ca, EE.UU.). Al material seco se le afladia agua
(4 ml/g) y se hidrataba durante 12 horas. La suspensién
se decantaba y el material humedo se equilibraba en
tampén fosfato sédico 10 mM (pH 6,8). Para la
cromatografia se utilizé una columna de vidrio de 1 cm
de diamétro y 5 cm de altura con un lecho de 3 cm de
altura. Las muestras y el eluyente se aplicaron a la
columna con una bomba peristaltica y el eluato se
recogié6 de forma automdtica como se indicé en el

apartado anterior.

Para regenerar el gel, se lavaba en la columna con
5 volumenes de lecho de tampdédn fosfato sddico 100 mM
(pH 6,8) y se reequilibraba al mismo pH con tampdn
fosfato 10 mM.

I11T.F.2.4 roma nf Determinacién

El cromatoenfoque en columna, técnica cromatogréa-
fica basada en la separacidén de las proteinas de
acuerdo a sus puntos isoeléctricos (pI), se empled por
su gran poder de resolucién como técnica analitica
siguiendo las instrucciones del fabricante (Pharmacia,
1980). Se wutilizé wuna matriz de la resina de
intercambio anidénico Polybuffer Exchanger PBE 94
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) empaquetada
en una columna calibrada de vidrio borosilicato
(Pharmacia C 10/20) para dar un lecho de 1 cm de
didmetro por 18 cm de altura. A fin de proteger 1la
superficie del lecho de PBE 94, se afadidé una pequeia
capa de Sephadex G-25 Fine (0,5-1,0 cm de altura) sobre
el cual se colocd un adaptador AC1l0. La columna se
equilibré con tampdédn Tris-HCl 25 mM (pH 9,0) el wvalor
mas alcalino de la zona de pH en la que se llevd a cabo
el cromatoenfoque. Después de aplicar la muestra de
enzima purificada, resuspendida en un pequefio volumen

de tampén de equilibrado (<5 ml), el cromatoenfoque se
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desarrollé a 4 °C mediante el lavado de la columna con
10 volumenes de lecho de tampén de elucidn (Polybuffer
74/Polybuffer 96, 70/30 (v/v), diluido 10 veces con
agua y ajustado con HCl1l al valor de pH final o més
acido, en este caso 4,5, del rango de pH deseado). El
tampén de elucidén contenia, ademds, 1 mM de EDTA y 10
mM de 2-mercaptoetanol. Se recogieron fracciones de 1

ml a una velocidad de 12 ml/h.

Todos los tampones utilizados fueron
cuidadosamente degasificados a temperatura ambiente
antes de su uso. El pH de las fracciones de determind a
20 ©°C usando un electrodo combinado semimicro de pH
conectado a un pHmetro Radiometer (Copenhague,
Dinamarca). E1l valor de pH de la fraccidén con actividad
enzimdtica maxima (fraccibén pico) se considerd como

correspondiente al pI del enzima.

IT,.E.2.5, Cromatografia de filtracidn molecular,
Determinacién de la masa molecular

La masa molecular de la G3P DHasa no fosforilante
nativa purificada de C. reinhardtii se estimdé por
cromatografia de filtracidén molecular en una columna de
Sephacryl S-300 SF (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala,
Suecia) de 1,6 cm de diédmetro y 40 cm de altura. Como
referencia se usaron los valores de las siguientes
proteinas de masas moleculares conocidas: ferritina
(440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (158 kbDba),
seroalbimina bovina (67 kDa) y ovoalbumina (43 kbDa),
quimotripsindégeno (25 kDa) y mioglobina (16,9 kDa). La
cromatografia se desarrollé a 4 ©C. La columna se
equilibré con tampdén Tris-HCl (pH 7,5) suplementado con
0,1 M NaCl. Se aplicaron 0,5 ml de las preparaciones
enzimdticas y la elucién se realizdé con un flujo de 7

ml/h, recogiéndose fracciones de 0,5 ml.
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El volumen vacio (Vy) del lecho cromatograficoc se
estimdé como el volumen de elucidn de wuna muestra
conteniendo azul dextrano al 1% (p/v) y el volumen

total (V¢) como el de una muestra de ferricianuro

potédsico al 0,02% (p/v), ambas disoluciones en tampén
de equilibrado. La masa molecular (Mp) de la G3P DHasa

no fosforilante en condiciones nativas se determiné a
partir de su volumen de elucidén (Vg) y de los Ves de

proteinas patrones siguiendo el método de Andrews
(1965), representando el logaritmo de la My en funcidn
de la Kpy (Ve—Vo/Vi=Vy).

II.E El roforesi r in

ITI.E. 3.1, Electroforesis andlitica en geles de

poliacrilamida conteniendo SDS

Las separaciones analiticas mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes se
realizaron en geles de poliacrilamida conteniendo
dodecil sulfato sédico (SDS) segun el procedimiento
descrito por Weber y Osborn (1975). Se usaron geles al
12% (p/v) (gel de corrida) y al 4% (p/v) (gel de
empaquetamiento) de acrilamida utilizando un aparato
Protean II Slab Cell de Bio-Rad (Richmond, CA, EE.UU.).

Para preparar los geles al 12% (p/v), se mezclaban
4 ml de una disolucién acuosa de acrilamida al 70%
(p/v) y bis-acrilamida al 30% (p/v) con 2,5 ml de
tampén Tris-HC1 1,5 M (pH 8,8), 0,1 ml de solucidén de
SDS al 10% (p/v), 5 M1 de TEMED, 3,35 ml de agua
destilada y 50 M1 de una disolucidén acuosa de
persulfato aménico recien preparado al 10% (p/v) . Para
geles a otras concentraciones de acrilamida se
modificaba el volumen de la solucidén de acrilamida/bis-
acrilamida y se modificaba el volumen de agua destilada

hasta el volumen final.
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Los gases disueltos en la mezcla se eliminaban
mediante vacio antes de la polimerizacién, que se
realizaba a temperatura ambiente entre dos placas de
vidro de 20 x 20 cm dispuestas paralelamente dejando un
espacio de 1 mm entre ellas y montadas segun las
instrucciones del fabricante (Bio-Rad, Richmond, CA,
EE.UU.). Las placas se llenaban hasta unos 16 cm del
extremo inferior, cubriendose el menisco con una capa
de 0,5 a 1 cm de agua destilada. Una vez polimerizado,
el gel se recubria con una pequeila capa (1-2 cm de
altura) de gel de empaquetamiento que contenia 4% (p/v)
de acrilamida y en el que se habia sustituido el tampébdn
Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) por Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8).

Las proteinas wutilizadas como patrones para
determinar la M, de la subunidad de la G3P DHasa no
fosforilante purificada procedian de un kit de
marcadores (Bio Rad, Richmond, CA, EE.UU.), y se
trataron de igual forma que la proteina en estudio. Las
proteinas patrones y los valores considerados como sus
Mps fueron: fosforilasa B (97,4 kDa), seroalbumina
bovina (66,2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa
carbénica bovina (31 kDa), inhibidor de 1la tripsina
(21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa).

Cada muestra (20 H1) se mezcld con 8 KUl de una
solucién que contenia Tris-HCl1 0,1 M (pH 6,8), SDS al
2% (p/v), 2-mercaptoetanol al 10% (v/v), azul de
bromocresol al 0,01% (p/v) y glicerol al 10% (v/v);
tras lo cual se calentaron a 100 ©C durante 5 min. Se
aplicaron muestras de 20 M1 por pocillo y 1la
electroforesis se desarrolld a temperatura ambiente. El
voltaje inicial era de 50 V. Una vez que el frente
habia recorrido el gel de empaquetamiento, el voltaje
se aumentaba hasta 200 V y se mantenia asi durante
media hora. Como tampén de electrodo se empled Tris (15
g/l)-glicina (72 g/l), pH 8,3, conteniendo SDS al 0,3%
(p/v).
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La Mp de 1la subunidad del enzima estudiada se
obtuvo por interpolacién usando como referencia las Mps
de proteinas patrones y sus movilidades
electroforéticas relativas respecto del frente de
electroforesis (Rf).

Las separaciones analiticas en geles de
poliacrilamida se realizaron en condiciones ' no
desnaturalizantes mediante electroforesis en placa
usando un gradiente lineal de acrilamida entre el 6 y
el 20% (p/v) (gel de corrida), con un gel de
empaquetamiento del 4% (p/v) de acrilamida, segun el
sistema discontinuo descrito por Laemmli (1970). Se
utilizé un aparato Mini-Protean II de Bio-Rad
(Richmond, CA, EE.UU.).

Las disoluciones de acrilamida se degasificaron
mediante vacio antes de su polimerizacién. El1 grosor de
los geles utilizados fué de 0,75 mm. Una vez aplicadas,
las muestras (aproximadamente 20 Ul por pocillo),
conteniendo glicerol al 10% (v/v) y azul de bromofenol
al 0,01% (p/Vv) como marcador del frente de
electroforesis, se sometieron a una diferencia de
potencial eléctrico de 200 V hasta que el colorante
alcanzd el extremo inferior de la placa (unos 50 min).
El tampén de electrodo usado fue Tris 25 mM/glicina 192
mM (pH 8,3). El proceso de electroforesis se llevd a

cabo a 4 ©C.

Las proteinas utilizadas como patrones para
determinar la My nativa de la G3P DHasa no fosforilante
purificada procedian de un kit de marcadores, y se
trataron de igual forma que la proteina en estudio. Las

proteinas patrones y los valores considerados para sus
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Mps fueron: ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDPa),
aldolasa (158 kDa), fosforilasa B (97,4 kbDa),

seroalbumina bovina (67 kDa) y ovoalbumina (43 kDa).

Para la determinacién de las Mps se representd en
ordenadas el logaritmo de las masas moleculares de las
proteinas patrones y en abcisas la movilidad
electroforética relativa de cada proteina respecto del
frente de electroforesis (Rf), obteniéndose asi una

recta de calibrado.

II.E I 1 roenfoqu D minacién n

Los isoelectroenfoques en geles de poliacrilamida
se llevaron a cabo segin el procedimiento descrito por
Roberson y col. (1987), usando geles al 3% (p/v) de
acrilamida en un aparato Mini Protean II de Bio-Rad
(Richmond, CA, EE.UU.).

Para preparar los geles se mezclaban 2 ml de una
solucién de acrilamida al 30% (p/v) y bis—-acrilamida al
1% (p/v) con 0,6 ml de una solucién de anfolitos
(Pharmalyte 3-10, rango de pH 3-10, Pharmacia Fine

Chemicals, Uppsala, Suecia), 2,4 ml de glicerol al 50%
(v/v), 50 M1 de solucién reciente de persulfato amédnico

al 10% (p/v), 20 pl de TEMED y 7 ml de agua destilada.
Una vez eliminados los gases disueltos, se dejaba
polimerizar la mezcla a temperatura ambiente entre dos
placas de vidrio de 8 x 7 cm dispuestas dejando un
espacio de 1,5 mm entre ellas y montadas segun las
instrucciones del fabricante (Bio-Rad, Ricxhmon, CA,
EE.UU.).

Las proteinas utilizadas como patrones de punto
isoelectrico (pI) fuerocon las siguientes:
aminoglucosidasa (pI 3,75), inhibidor de la tripsina
(pI 4,55), 1lactoglobulina A (pI 5,20), anhidrasa
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carbénica Dbovina (pI 5,85), mioglobina (pI 6,80},
lactico deshidrogenasa (pI 8,30), y tripsindégeno (pI
9,30).

Todas las muestras, 16 g de proteina, se

mezclaron con volumenes iguales de una solucién de
glicerol al 60% (v/v) y anfolitos del rango de pH
indicado al 4% (v/v). Se aplicaron muestras de 20-50 M1
por pocillo y la electroforesis se desarrolld a
temperatura ambiente. E1 voltaje empleado fué de 200 V
y se mantuvo asi durante 1 h 30 min. Como tampones de
electrodos se emplearon una solucidén acuosa de 25 mM de
NaOH para el catodo y una solucidén acuosa 20 mM de
CH3COOH para el &anodo.

Para la determinacién del pI de la proteina en
estudio, se representaban en ordenadas las distancias
de cada proteina respecto del frente del indicador rojo
de metilo y en abcisas los pIs de las proteinas

patrones, obteniendose asi una recta de calibrado.

IT.E.3.4. Tincidén de proteinas en geles de
poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas
se localizaron tifiéndolas por inmersidén de los geles en
una solucién de azul de Coomassie (Brilliant Blue R) al
0,25% (p/v) en 10% (v/v) de &cido acético y 45% (v/v)
de metanol en agua. Tras una hora de tincidén a
temperatura ambiente, los geles se lavaron repetidas
veces en una solucidén de metanol al 5% (v/v) y acido
acético al 7,5% (v/v) en agua, tras lo cual las
proteinas se visualizaron como bandas de color azul.
Los geles una vez tefiidos se conservaban en una

solucibébn acuosa de acido acético al 7,5% (v/v).
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II.E.4. Determinaciédn de absorbancias y espectros de

absorcidn

Las determinaciones colorimétricas y las cinéticas
enzimdticas se realizaron utilizando cubetas de 1 cm de
paso de luz en espectrofotémetros Pye-Unicam (Gran
Bretafla) modelos SP8-100 & SP8-150, dotados de salida
digital y registrador incorporado. El espectro de
absorcién de la G3P DHasa no fosforilante purificada se
llevd a cabo, usando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso
de 1luz en un espectrofotbédmetro de diodos HEWLETT
PACKARD modelo 8452A (EE.UU.).

IT.E ncentracidn r in

I1.E 1 ltrafiltracion

Para la concentracién de las disoluciones diluidas
de proteina obtenidas en el Gltimo paso de purificacién

se empled la ultrafiltracién.

La concentacién de proteinas se realizdé a 4 °C en
una célula de wultrafiltracién con agitacién Amicon
(Danvers, MA, EE.UU.) modelo 52 o modelo 8010, de 50 ml
6 10 ml de capacidad, respectivamente, empleando
membranas de baja adsorcién inespecifica Diaflo tipo
YM-10 o YM-30 (Danvers, MA, EE.UU.), que retienen
compuestos de My, superior a 10 y 30 kDa,
respectivamente. Para forzar el paso del 1liquido a
través de la membrana, se aplicaba nitrédgeno a una

presién de 0,3-0,5 Kg/cm?.

Alternativamente, y para volumenes de muestra muy
pequefios (menores de 1 ml), se wutilizaron los
dispositivos Centricon (Amicon, Danvar, MA, EE.UU.).

provistos de membranas YM-10, que se centrifugaban en

46



rotores SS-34 a 5000 rpm durante 20-30 min con el fin

de forzar el paso de liquido por la membrana.

ol

I Eliminacidén 1 molécul

Las sales se eliminaron de las preparaciones
enzimaticas por didlisis utilizando tripas de celulosa
regenerada Visking (Serva, RFA) de didmetro de poro
medio de 24 Amstrongs y un limite de exclusién tal que
impedia el paso a macromoléculas de masa superior a 8
kDa. Las membranas se lavaban exhaustivamente con agua

destilada antes de su uso.

IT.E.7, Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determinaba con pH-
metros Radiometer modelo PHM82 (Dinamarca) o Methrom

Herisau modelo 654 (RFA), provistos de escala digital.

II.F. Reactivos

Las sales utilizadas en grandes cantidades para la
preparacién de medios de cultivo y tampones, asi como
los &cidos acético y clorhidrico eran de grado "para

andlisis" y fueron suministrados por Panreac (Esparfia).

Las sales de cationes metdlicos usadas en la
preparacién de los medios de cultivo fueron adquiridas
a Merck (R.F.A.), asi como algunos 1liquidos como

etanol, metanol, etilengliceol, 2-mercaptoetanol.

El NAD(P)*, NAD(P)H, D-G3P, D-3-fosfoglicerato,
G3P dietilacetal, ATP, fructosa-1, 6-bisfosfato,
aldolasa, EDTA, BSA, 2-mercaptoetanol, cicloheximida,
lincomicina, N-etil maleimida (NEM), p-hidroxi-

mercuribenzoato (p—-HMB), azucares y andlogos no



metabolizables de azucares, Tris, Tricina, Mops y los
inhibidores de proteasas PMSF, benzamidina y acido &-
caproico fueron suministrados por Sigma Chem. Co. (San
Luis, MO, EE.UU.).

Bio-Rad (EE.UU.) suministré los reactivos
utilizados en electroforesis, como acrilamida, bis-
acrilamida, SDS, TEMED, persulfato aménico y las
muestras de proteinas patrones de My vy plr.

Las matrices cromatograficas DEAE-celulosa, Fenil
Sepharose CL-4B e hidroxiapatito fueron adquiridas,
respectivamente, a Whatman (Gran Bretafia), Pharmacia
(Suecia) y Calbiochem (EE.UU.) y las membranas de

didlisis a Serva (RFA).

El anhidrido carbénico usado como fuente de
carbono inorgédnico para el crecimiento de las algas y
los otros gases fueron suministrados por la Sociedad
Espaficla del Oxigeno (SEO, Espafia). El1 nitrdgeno
liquido empleado en la rotura de células fué también

suministrado por la SEO.

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador
de vidrio DRA (Espafia); en los casos que se requeria
una mayor pureza se utilizaba agua ultrapura obtenida
por ésmosis inversa mediante un sistema Milli-Q 2

(Millipore S.A., Molshein, Francia).
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III.2 Distribuci ’ ] tividad G3P
DH 1if ! .

Hemos estudiado la presencia de las actividades
enzimaticas de las tres G3P DHasas en una serie de
organismos seleccionados que pertenecen a grupos
taxondémicos bien diferenciados: a) microalgas
eucaridéticas representantes de los diversos grupos en
que se clasifican estos organismos (cloroficeas,
euglenoficeas, rodoficeas, criptoficeas, crisoficeas,
xantoficeas y bacilarioficeas o diatomeas), y que
presentan ademds grandes diferencias en su estructura
celular y composicién de pigmentos fotosintéticos
(Staehelin, 1986); b) el protista fotoautotrdéfico C.
paradoxa, organismo unicelular considerado como el
resultado de una asociacién simbidtica estable
(endocianosis) entre un emdosimbionte de tipo
cianobacteriano 1llamado <cianelo, que realiza
fotosintesis oxigénica, y un protozoo flagelado (Bothe
y Floener, 1978); c¢) microorganismos eucaridéticos no
fotosintéticos (hongos y protozoos); d) diversas
cianobacterias, con claras diferencias tanto
estructurales como fisioldégicas y representativas de
los distintos grupos taxondémicos en los dgue se
clasifican estos procariotas fotosintéticos (Rippka y
col,, 1988); e) microorganismos procaridéticos no
fotosintéticos (eubacterias y arquebacterias), y £f)

plantas superiores.

I1T 1 Nivel lular 1 ivi P

H n disti micr nism ariéti

La Tabla 1 muestra la distribucién de las
actividades de las tres G3P DHasas, determinadas en

extractos celulares (fraccidén de proteinas solubles) de
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Tabla 1. Niveles celulares de las G3P DHasas en diferentes microorganismos
eucariéticos.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)2

Organismos
NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante fosforilante fosforilante

MICROALGAS EUCARIOTICAS
Cloroficeas (algas verdes)

Chlamydomonas reinhardtii 8+2 25+3 1455

Chlorella fusca 912 26 £ 2 150+ 3

Chorella protothecoides 8§+2 31+2 NDb

Chorella variegata 71 24 £ 2 98+5

Monoraphydium braunii 6* 32+3 120+ 6

Scenedesmus obliquus 71 28 + 3 111+4
Euglenoficeas (euglenoides)

Euglena gracilis 8§+2 343 1315
Rodoficeas (algas rojas)

Porphyridium purpureum 4+1 202 105+ 6
Criptoficeas (criptomonaddceas)

Cryptomonas ovata 3x1 152 89+8
Crisoficeas (algas pardo-doradas)

Ochromonas danica 61 98 +4 161 £ 10
Xantoficeas (algas verde-amarillas)

Bumilleriopsis filiformis 71 2512 ND
Bacilarioficeas (diatomeas)

Phaeodactylum tricornutum 512 44 + 4 130+ 4

Navicula pelliculosa 62 40+ 4 ND
ENDOCIANOMAS (sincianosis)

Cyanophora paradoxa 11+3 1155 550 £ 17
MICROORGANISMOS NO FOTOSINTETICOS

Tetrahymena pyriformis 0c 0 324

Paramecium tetraurelia 0 0 35%+3

Saccharomyces cerevisiae 0 0 98+ 6

Phycomyces blakesleeanus 0 28+2

2 Los extractos celulares se obtuvieron por sonicacién excepto en el caso del endocianoma cuyo extracto
celular se obtuvo por congelacién-descongelacién. Los datos corresponden a valores medios £ D.T. de

tres determinaciones independientes de la actividad correspondiente de produccién de NAD(P)H
dependiente de G3P.

b ND, no determinado.
¢ Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccién, <0,1 mU/mg de proteina).



diferentes microorganismos eucaridéticos. Las tres
actividades enzimadticas se encuentran presentes en
todas las microalgas estudiadas y muestran niveles
semejantes en todas ellas aln perteneciendo a grupos

taxondémicos bien diferenciados.

Las tres G3P DHasas son también detectadas en el
flagelado fotoautotréfico C. paradoxa, cuyos cianelos
se consideran representantes de una linea evolutiva
diferente de los cloroplastos (Wasmann y col., 1987).

En organismos eucaridéticos no fotosintéticos
(protozoos, levaduras y el hongo filamentoso Phycomyces
blakesleeanus) no se detectaron ninguna de las dos
actividades G3P DHasas dependientes de NADP*. Por el
contrario, la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NAD' se encontraba presente en todos los

organismos estudiados.

Estos datos muestran que la presencia simultanea
de las dos actividades G3P DHasa dependientes de NADPY,
fosforilante y no fosforilante, es una caracteristica
comin a todos los microorganismos eucaridticos
fotosintéticos estudiados, ya sean microalgas o el
protista C. paradoxa, que se considera un "foésil
evolutivo" similar al precursor ancestral de 1los
actuales eucariotas fotosintéticos (Janssen y col.,
1978). Como era de esperar del papel claramente
fotosintético atribuido a la G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP*', este enzima no se detectd en
ninguno de los organismos no fotosintéticos estudiados.
Aunque existian en la literatura datos contradictorios
sobre la presencia de la G3P DHasa no fosforilante en
microalgas (Smillie y Fuller, 1960; Kelly y Gibbs,
1973; Vacchi 1., 1973), nuestros resultados
muestran claramente su presencia generalizada en este
heterogéneo grupo de organismos, Yy Su ausencia en
eucariotas no fotosintéticos, incluidos tejidos de

animales (p.e., misculo esquelético y tejido hepatico
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de ratén) (datos no presentados). Por el contrario, la
actividad G3P DHasa dependiente de NAD', se encontraba
presente en todos 1os organismos eucaridticos
estudiados, como era de esperar de su funcién bien

establecida en glicolisis/gluconeogénesis.

1T 2 Nivel 1 1 i vi

DH istin icroorganism r ri¢

Las cianobacterias o algas verde-azuladas
constituyen un amplio grupo de procariotas
fotosintéticos que presentan entre si grandes
diferencias estructurales y fisiolégicas (Rippka ¥y
col,, 1988). La Tabla 2 muestra los niveles celulares
de las tres actividades G3P DHasaé en la fraccién de
proteinas solubles de cianobacterias representativas de
diferentes grupos taxondémicos. Las actividades G3P
DHasas fosforilantes dependientes de NADP* y de NADY
estdn presentes en todas las estirpes de cianobacterias
estudiadas, tanto en las unicelulares (p.e.
Synecocystis sp.) como en las filamentosas con
heterocistos (p.e. Fischerella sp. y diversas especies
de Anabaena marinas y dulceacuicolas), no detectandose,
sin embargo, en ninguna de ellas la actividad G3P DHasa

no fosforilante.

La Tabla 2 recoge, ademds, los niveles celulares
de las actividades de las tres G3P DHasas en extractos
obtenidos de varios organismos procaridéticos no
fotosintéticos (tres eubacterias y una arquebacteria
halofilica). En estos organismos no se detectaron las
actividades G3P DHasas dependientes de NADP*, aunque si
niveles apreciables de 1la G3P DHasa glicolitica
dependiente de NAD* (los niveles de este enzima oscilan
entre 50-100 mU/mg de proteina). Esta actividad
enzimatica parece ser la Unica que estd presente en
bacterias verdes-sulfurosas (Chromatium) y purpuras

(Rhodopseudomonas) (Smiller y Fuller, 1960).
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Tabla 2. Niveles celulares de las G3P DHasas en diferentes microorganismos

procaridticos.
Actividad especifica (mU/mg de proteina)a
Organismos
NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante fosforilante fosforilante

CIANOBACTERIAS (algas verde-azuladas)

CROOCOCALES
(Estirpes unicelulares)
Synechococcus sp. SAG L-1402-1 ob 43+3 NDe
Synechocystis sp. PCC 6803 0 36+3 54+6
NOSTOCALES
Estirpes filamentosas
Spirulina platensis 0 42+ 2 61x4
Estirpes filamentosas, fijadoras de dinitrégeno
Anabaena variabilis 0 302 345
Anabaena sp. ATCC 33047 0 28 + 2 ND
Calothrix sp. PCC 7601 0 34+t3 ND
Nostoc pruniforme 0 3613 ND
Scytonema sp. PCC 7110 0 29+ 2 ND
STIGONEMATALES
(Estirpes filamentosas, con ramificaciones, fijadoras de dinitrégeno)
Fischerella sp. PCC 7414 0 31+£2 33+2
MICROORGANISMOS NO FOTOSINTETICOS
Azotobacter chroococum 0 0 20+ 2
Escherichia coli 0 0 98 + 7
Haloferax mediterranei 0 0 150+ 9
Rhizobium fredii 0 0 755

2 Los extractos celulares se obtuvieron por sonicacién de células de cultivos en fase exponencial de
crecimiento. Los datos corresponden a valores medios + D.T. de tres determinaciones independientes
de la correspondiente actividad de produccién de NAD(P)H dependiente de G3P. En el caso de la
halobacteria H. mediterranei los ensayos se llevaron a cabo en presencia de 3 M NaCl.

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccion, <0,1 mU/mg de proteina).

€ ND, no determinado.



La G3P DHasa no fosforilante parece, por tanto, un
enzima exclusivo de aquellos microorganismos
fotosintéticos gque poseen orgédnulos -ya sean
cloroplastos, rodoplastos o cianelos- y no a la
actividad fotosintética per se, ya que no se detectd en
ninguno de los procariotas fotosintéticos estudiados.
La actividad fosforilante dependiente de NADP* aparece,
en cambio, vinculada claramente a la fotosintesis y se
encuentra presente tanto en los eucariotas como en los
procariotas fotosintéticos. Finalmente, la actividad
glicolitica dependiente de NAD' se encuentra presente
en todos los organismos estudiados, sean fotosintéticos

0 heterotrédficos.

ITT.A Nivel lar 1 ivida P
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Como se describié en la Introduccién, la mayor
parte de los estudios realizados sobre las G3P DHasas
dependientes de NADP* se han llevado a cabo en plantas
superiores. Sin embargo, mientras que el enzima
fosforilante ha sido estudiado extensivamente tanto en
plantas C3 como en plantas C4 (Pupilleo y Faggiani,
1979; Brinkmann y col,, 1987; Cerff, 1982 a, b), el
enzima no fosforilante se ha estudiado muy poco y
unicamente en plantas C3 (Rosemberg y Arnon, 1955;

Pupillo y Faggiani, 1979; Iglesias y Losada, 1988).

Hemos estudiado, por tanto, las actividades G3P
DHasas en extractos de tejidos de varias plantas
superiores, representativas de los tres grandes grupos
de vegetales caracterizados por sus diferentes
metabolismos fotosintéticos del carbono, a saber,
plantas C3, C4 y crasuldceas (Halliwell, 1984). En
todos los casos se ha estudiado la distribucién de las

actividades tanto en raices (tejidos no fotosintéticos)
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como en las hojas (tejidos fotosintéticos). Los

resultados se muestran en la Tabla 3.

La actividad G3P DHasa fosforilante dependiente
de NADP* se detectd, como era de esperar, en 1los
tejidos fotosintéticos (hojas), y no en los extractos
de raices. Sin embargo, la actividad G3P DHasa no
fosforilante, estaba presente en ambos tejidos, aunque
los niveles fueron en raices mas bajos (aproximadamente
30%) que en tejidos fotosintéticos. La actividad G3P
DHasa fosforilante dependiente de NAD*, presentaba
niveles semejantes en los extractos de hojas y raices

de todas las plantas estudiadas.

Los datos muestran una distribucién diferencial de
las dos G3P DHasa dependientes de NADP' en plantas. La
actividad fosforilante dependiente de NADP' se
encuentra presente sélo en tejidos fotosintéticos,
mientras que el enzima no fosforilante, al igual que el
enzima fosforilante dependiente de NAD*, es detectado

tanto en las hojas como en las raices.

III.E I 13 L ¢ i nt lul e 1 G3p
DH listind . cotosintéti
ot ;

Los estudios recogidos en la bibliografia sobre la
localizacidén intracelular de 1las dos G3P DHasas
fosforilantes dependientes de NADP* y de NAD*Y,
realizados en plantas superiores uUnicamente, indican
que el enzima fosforilante dependiente de NADPY,
implicado en la asimilacién fotosintetica del CO2, debe
ser cloroplastico (Latzko y Kelly, 1979; Cerff, 1982 a)
mientras que el enzima fosforilante dependiente de
NAD?Y, que participa en las rutas glicolitica vy
gluconeogénica, estéd localizado en el citosol (Cerff,
1982 a). Los escasos datos sobre la localizaciédn

celular de la G3P DHasa no fosforilante, obtenidos en
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Tabla 3. Niveles celulares de las G3P DHasas en diferentes tejidos de plantas

superiores.
Actividad especifica (mU/mg de proteina)a
Planta
NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante fosforilante fosforilante
Plantas C3
Helianthus annuus
Hojas 12+ 2 31+2 64.+.4
Raices 5x1 ob 50+3
Hordeum vulgare
Hojas 14+2 23+ 2 4913
Raices 5x1 0 403
Lolium multiflorum
Hojas 13+£2 41+ 3 504
Spinacea oleracea '
Hojas 111 353 74£5
Plantas C4
Zea mays
Hojas 152 27+ 3 53+4
Raices 61 0 503
Plantas crasulaceas
Kalanchée blossfeldiana
Hojas 10x1 30£2 20+ 3
Sedum arenarium
Hojas 71 22+ 3 345

a Los extractos celulares se obtuvieron por congelacién de los tejidos con nitrégeno liquido, pulverizacién
en mortero y resuspensién en tampén como se describe en el Apartado I1.B.2.2. Los datos corresponden
a valores medios £+ D.T. de tres determinaciones independientes. Las actividades fosforilantes se
determinaron usando el ensayo inverso (oxidacién de NAD(P)H).

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccidn, <0,1 mU/mg de proteina).



plantas superiores, sugieren que dicho enzima debe ser
citosélico (Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo y Faggiani,
1979).

La ausencia de datos sobre 1la localizacidn
intracelular de las tres G3P DHasas en microalgas nos
ha llevado a investigar esta cuestiédn. Usando distintos
métodos de rotura celular, hemos confirmado la
localizacién citoplasmidtica del enzima no fosforilante
tanto en diversas microalgas unicelulares como en

plantas.

Se determinaron los niveles celulares de las tres
actividades G3P DHasas en extractos de diversas algas
(las cloroficeas C. reinhardtii y C. fusca y la
rodoficea P. purpureum) obtenidos por distintos métodos
de rotura celular: a) sonicacién (rdétura mecdnica
drastica), que produce la destruccién de todos 1los
organulos celulares y b) por congelacién-descongelacidn
(condiciones de rotura mé&s suaves), gue mantiene un
grado de integridad de los cloroplastos suficiente como
para evitar una pérdida significativa de enzimas
estromdticos. Los datos se muestran en las Tablas 4, 5
y 6, respectivamente. Empleando la sonicacidén como
método de rotura, la préctica totalidad de las tres
actividades G3P DHasas quedaba en el sobrenadante
(fraccidén de proteinas solubles) de 1los extractos
acelulares tras centrifugar a alta velocidad. Sin
embargo, cuando las células se rompian por congelacién-—
descongelacién, las actividades G3P DHasas fosforilante
dependiente de NAD' y no fosforilante se encontraban
presentes unicamente en el sobrenadante claro obtenido
tras centrifugar el extracto, mientras que la casi
totalidad (>95%) de la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP' se recogia en el precipitado que
contenia practicamente todos los pigmentos

fotosintéticos.
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Tabla 4. Localizacién de las actividades G3P DHasas en extractos de C. reinhardtii
obtenidos por medio de distintos métodos de rotura celular.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)?

NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante fosforilante fosforilante

Sonicacion

Sobrenadante 28b 219 284

Precipitado 0c 0 0
Congelacién-descongelacién

Sobrenadante 46 26 205

Precipitado 0 342 0

4 Tras la rotura celular y centrifugacién como se describe en el Apartado II.B, el precipitado se
resuspendié en igual volumen de tampén de rotura.

b Los extractos celulares se obtuvieron de células de cultivos en fase lineal de crecimiento.
¢ Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccién, <0,1 mU/mg de proteina).



Tabla 5. Localizacién de las actividades G3P DHasas en extractos de C. fusca obtenidos
por medio de distintos métodos de rotura celular.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)2

NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante fosforilante fosforilante

Sonicacion

Sobrenadante 16 17 158

Precipitado ob 0 0
Congelacion-descongelacion

Sobrenadante 31 2 166

Precipitado 0 22 0

4 Los extractos celulares se obtuvieron de células de cultivos en fase lineal de crecimiento. Tras
centrifugacién como se describe en Materiales y Métodos, el precipitado se resuspendié en igual
volumen de tampén de rotura.

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccidn, <0,1 mU/mg de proteina).



Tabla 6. Localizacién de las actividades G3P DHasas en extractos de P. purpureum
obtenidos por medio de distintos métodos de rotura celular.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)2

NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante  fosforilante fosforilante

Sonicacion

Sobrenadante 12 100 85

Precipitado ob 0 0
Congelacion-descongelacion

Sobrenadante 19 8 79

Precipitado 0 143 0

4 Los extractos celulares se obtuvieron de células de cultivos en fase lineal de crecimiento. Tras
centrifugacién como se describe en Materiales y Métodos, el precipitado se resuspendié en igual
volumen de tampdn de rotura.

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccién, <0,1 mU/mg de proteina).



Se han determinado igualmente los niveles de
actividad de las tres G3P DHasas en la fraccién de
proteinas solubles obtenida de hojas de espinaca por el
método de preparacién de cloroplastos de Kuwabara y
Murata (1982) en el que se lleva a cabo una primera
rotura mecé&nica suave, que produce la rotura de la
membrana celular pero no de los cloroplastos, seguida
de la lisis de estos orgdnulos por choque osmbético.
Los datos de distribucién de las actividades en las
sucesivas fracciones asi obtenidas se muestran en el
Esquema 2. La rotura mecdnica suave del tejido foliar
de espinacas muestra claramente que en la fraccién de
proteinas solubles correspondiente al citosol se
localizan la actividad G3P DHasa no fosforilante y la
casi totalidad (>90%) de la actividad fosforilante
dependiente de NAD'Y, mientras que la G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADP* se encuentra en su
mayor parte (>80%) en la fraccién estromédtica
resultante de la rotura por choque osmético de 1los

cloroplastos.

En resumen, tanto en las microalgas estudiadas
como en el tejido fotosintético de espinaca la
actividad G3P DHasa no fosforilante muestra una
distribucién paralela a la G3P DHasa fosforilante
dependiente de NAD?', un tipico enzima citosélico que
cataliza una reaccidn clave en glicolisis/

gluconeogénesis.
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Tejido foliar@

Rotura mecanica,

centrifugacion
Eracglpn Cloroplastos
citosdlica (precipitado)
(sobrenadante)
G3P:NADP* 6xido-reductasa 73 U
G3P DHasa fosforilante (NADPT) 35U Choql{lceosmét/co,
t
G3P DHasa fosforilante (NAD*) 435 U centrifugacion
Fraccidn Membranas
estromatica tilacoidales
(sobrenadante) (precipitado)
G3P:NADP* éxido-reductasa ou

G3P DHasa fosforilante (NADP*) 230 U
G3P DHasa fosforilante (NADY) 40U

(3) | os datos se refieren a extractos obtenidos a partir de 500 g (peso fresco) de hojas.
Las actividades enzimaticas se expresanen unidades totales determinadas en cada fraccion.

ESQUEMA 2



microalgas eucariéticas sobre los npiveles

IT Ev idédn 1 ivi P DH
ran 1 rroll ultiv n ndicion
fotoautotréficas

La Figura 1 muestra el crecimiento celular de
cultivos fotoautotdéfricos del alga cloroficea C.
reinhardtii, estimado mediante la medida de clorofila y
la proteina total y las variaciones de las actividades
especificas de las tres G3P DHasas durante el periodo
de desarrollo del cultivo. El crecimiento de los
cultivos y los niveles de actividad del alga cloroficea
C. fusca y del alga rodoficea P. purpureum se muestran
en las Figuras 2 y 3, respectivamente. La evolucidn de
las tres actividades enzimdticas siguieron pautas
semejantes en las tres microalgas estudiadas. Se
observa un incremento inicial de los niveles de las
actividades que alcanzan un mdximo que coincide con el
final de 1la fase de crecimiento exponencial del
cultivo, y una bajada posterior, que se muestra méas
rdpida en el enzima fosforilante, que viene a coincidir
con la fase estacionaria del mismo. Los intervalos de
tiempo implicados en las variaciones de las actividades
enzimdticas fueron relativamente largos; lo que sugeria
que se trata mads bien de procesos de sintesis-
degradacién de proteinas que de procesos de activaciédn-

deactivacién.
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Eigura 1. Crecimiento y evolucién de 1los niveles de
actividad especifica de 1las tres G3P DHasas de
cultivos de C. reinhardtii desarrollados en
condiciones fotoautotréficas.

Los niveles de clorofila y de proteina se determinaron en
alicuotas de los cultivos tal como se describe en los apartados II.D.1 y
II.D.2, respectivamente. Las actividades enzimdticas se determinaron en
extractos crudos (fraccién de proteina soluble) utilizando el sistema de
ensayo acoplado, segun se describe en el apartado II.C. Los datos
corresponden a un experimento tipico representativo de tres experimentos
independientes, al igual que las restantes figuras de este tipo.
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Figura 2. Crecimento y evolucién de
tividad especifica de 1las tres G3P
de C. fusca desarrollados
fotoautotréficas.

Los datos corresponden a un experimento
experimentales son las descritas en la Figura 1.
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Eigura 3. Crecimento y evolucién de 1los niveles de
actividad especifica de 1las tres G3P DHasas de

cultivos fotoautotréficos del alga roja P. purpureum.
Los datos corresponden a un experimento representativo. Las
condiciones experimentales son las sefialadas en la Figura 1.



I 1.1 E inhibidor in i
in r r f intéti 1 ron r
recimien 1 v ién 1 ivi P
H ltiv rofi

El cloranfenicol, inhibidor de sintesis de
proteinas sintetizadas en ribosomas 70S de organismos
procaridéticos y cloroplastos (Smillie y col,, 1971), no
ejerce un efecto claro sobre el crecimiento ni sobre
las actividades en el rango de concentraciones
estudiado, 20-150 MM vya que a concentraciones
superiores tiene un efecto téxico no especifico sobre
las microalgas (Loiseaux, 1976). Este antibidtico
disminuia solo ligeramente el crecimiento y los niveles
de actividad frente a los cultivos que se desarrollaron
sin el inhibidor y su efecto dependia del estadio de
crecimiento en el que se afadia: para cultivos tratados
en la primera etapa de crecimiento (pre-exponencial) el
efecto era algo més acusado que para aquellos que se
dejaban evolucionar hasta wuna etapa posterior
(exponencial) (datos no mostrados). Por el contrario,
la presencia de cicloheximida, un inhibidor especifico
de sintesis de proteinas a nivel del ribosoma 80S de
organismos eucariéticos (Smillie y col., 1971), ejercia
a bajas concentraciones en el medio un efecto inhibidor
claro y repetitivo sobre el crecimiento y el incremento
de los niveles de actividad de las tres G3P DHasas
durante el desarrollo de los cultivos. Las Figuras 4 y
5 muestran que la adicién de cicloheximida (2 Hg/ml)
durante el periodo de crecimiento exponencial, producia
una inhibicidén del crecimiento y afectaba claramente a
la evolucidén de 1los niveles celulares de 1las
actividades estudiadas en cultivos iluminados de C.

fusca y de P. purpureum

Estudiamos también el efecto que ejercia el DCMU,
inhibidor del flujo fotosintetico de electrones entre
los fotosistemas II y I (Shochat y ¢ol,., 1982), sobre

el crecimiento y la evolucidédn de 1las actividades
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Eigura 4. Crecimiento y evolucién de 1las actividades
especificas de las G3P DHasas de cultivos de C. fusca
tratados con cicloheximida en la 1luz.

La grafica recoge el desarrollo del cultivo de C. fusca que fué
tratado, a partir del momento indicado por la flecha, con cicloheximida
2 ug/ml (O) y del correspondiente cultivo control (O). La adicién del
inhibidor se realizé en condiciones de esterilidad como se describe en
el apartado II.A.2.2.
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Eigura 5. Crecimiento y evolucién de 1las actividades
especificas de 1las G3P DHasas de cultivos de P.
purpureum tratados con cicloheximida en la 1luz.

La Figura presenta el efecto de la cicloheximida 2 ug/ml, (0,
afiadida en el momento sefialado por la flecha, sobre un cultivo de P.
purpureun desarrollado en la luz junto a otro que se dejé evolucionar en
ausencia del inhibidor (O). La adicién del inhibidor se realizd segun se
indica en el apartado II.A.2.2.



enzimdticas en cultivos iluminados de C. reinhardtii.

La Figura 6 recoge el marcado efecto inhibidor
producido tanto por el DCMU (30 uM) como por la

cicloheximida (2 Hg/ml) sobre el crecimiento y las

actividades especificas de las tres G3P DHasas.

I771.C.2., Evolucidén de las actividades G3P DHasas en
ltiv icr r 1 ransicién ri -
z

La Figura 7 muestra el desarrollo de un cultivo
del alga cloroficea €. reinhardtii mantenido en la
oscuridad, su crecimiento posterior al exponerlo a la
luz y la evolucidén de las tres actividades G3P DHasas.
Tambien se presenta el desarrollo de un cultivo
paralelo desarrollado desde el primer momento en la
luz. El1 crecimiento de los cultivos de C. fusca y P.
purpureum y la evolucidén de las actividades especificas
de los tres enzimas durante la transicién oscuridad-luz
se recogen en las Figuras 8 y 9 respectivamente.
Durante el periodo de oscuridad no se produce
crecimiento de los cultivos y los niveles de las tres
G3P DHasas se mantienen bajos y précticamente
constantes. Al pasar los cultivos a la 1luz el
crecimiento se inicia, y se produce un claro aumento de
los niveles de actividad especifica de estos enzimas,
mostrando evoluciones semejantes a las de los cultivos
mantenidos desde el primer momento en la luz pero

desplazadas en el tiempo.

I1 2 f istin inhibidor r 1
recimien 1 volucidn ivi

DH 1 ultiv ran transicién ri -

luz

En la Figura 10 se presenta el crecimiento y la

evolucién de las actividades de las tres G3P DHasas de
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Eigura 6. Efecto de la cicloheximida y el DCMU sobre
el crecimiento y la evolucién de las actividades
especificas de las G3P DHasas de cultivos
fotoautotréficos de C. reinhardtii.

Los datos corresponden a cultivos de C. reinhardtii desarrollados
en condiciones fotoautotroficas que se trataron, a partir del momento
indicado por la flecha, con cicloheximida 2 ug/ml (O) y con DCMU 30 uM
(A), asi como al correspondiente cultivo control (O). La adicién de los
inhibidores se llevé a cabo como se indica en el apartado II.A.2.2.
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EFigura 7. Crecimiento y cambios en las actividades G3P
DHasas de un cultivo de C. reinhardtii mantenido
durante un periodo de tiempo en 1la oscuridad vy
desarrollado posteriormente en 1la 1luz.

La Figura presenta la evolucién de un cultivo en condiciones
fotoautotré6ficas (O) junto a otro gque se ha mantenido durante el periodo
indicado en la oscuridad (®) y que a partir del momento indicado por la
flecha se desarrollé bajo iluminacién (). Las diversas condiciones de
cultivo se describen en el apartado II.A.2.2.
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Eigura 8. Crecimiento y cambios en las actividades G3P
DHasas de un cultivo de C. fusca mantenido durante un
periodo de tiempo en la oscuridad y posteriormente
desarrollado en 1la 1luz.

La Figura presenta el desarrollo de un cultivo de C. fusca
mantenido durante un periodo de tiempo en oscuridad () y expuesto
posteriormente, a partir del momento indicado por la flecha, a la luz
(¢). Otro cultivo desarrcllado en condiciones fotoautotré6ficas se usd
como control (O). Las condiciones experimentales de oscuridad se sefhalan
en el apartado II.A.2.2.
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Eigura 9. Crecimiento y cambios en las actividades G3P
DHasas de un cultivo de P. purpureum mantenido durante
un periodo de tiempo en la oscuridad y posteriormente
desarrollado bajo iluminacién.

La Figura presenta el desarrollo de un cultivo del alga roja que
se mantuvo en la oscuridad (@) y posteriormente, en el momento indicado
por la flecha, se 1llevé a la luz (©), junto a otro que se dejbd
evolucionar en todo momento en la luz (O). Las condiciones
experimentales del cultivo en la oscuridad se sefialan en el apartado
IT.A.2.2.
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Eigura 10. Crecimiento y cambios en las actividades
G3P DHasas de un cultivo fotoautotré6fico de C.
reinhardtii tratado con cicloheximida tras un periodo
de tiempo en 1la oscuridad.

La Figura presenta el desarrollo de un cultivo de C. reinhardtii
(¢) que tras un periodo en la oscuridad se colocd bajo iluminacién en el
momento sefialado en la banda superior de las graficas y simultdneamente
se afiadié cicloheximida 2 pg/ml; otro cultive (O), usado como control,
se desarroll$ en paralelo en ausencia del inhibidor. El mantenimiento en
la oscuridad y la adicién del inhibidor a los cultivos se llevaron a
cabo como se describe en el apartado II.A.2.2.



cultivos del alga C. reinhardtii mantenidos durante un
periodo de tiempo en la oscuridad y posteriormente

expuestos a la 1luz en presencia o ausencia de
cicloheximida (2 Hg/ml).

La Figura 11 muestra el desarrollo de cultivos de
C. fusca mantenidos en la oscuridad y la respuesta de
los mismos al exponerlos a la luz en presencia de

cicloheximida (2 Mg/ml) o DCMU (30 UM) o mantenidos sin

ninguno de los inhibidores.

En la oscuridad los cultivos mantienen niveles
bajos y préacticamente constantes de las actividades;
estos niveles aumentan durante el desarrollo de los
cultivos que se dejan evolucionar en 1la 1luz, y
continuan bajos y constantes en presencia de

cicloheximida o DCMU en el medio tras el periodo de

oscuridad.
II17T Ev ién 1 ivi P__DH
n 1 rroll 1tiv manteni n
ndicion mixotrédfi h rotro6fi
I11 1, Ef 1 o) 1 recimien
los niveles de las actividades G3P DHasas de cultivos

de C. reinhardtii

Los estudios de Sager and Granick (1953) sobre la
utilizacién de compuestos orgédnicos por C. reinhardtii
como fuente de carbono alternativa, mostraron que sélo
el acetato sddico permitia el desarrollo de 1los

cultivos incluso en la oscuridad.

Hemos estudiado el desarrollo de cultivos del alga
C. reinhardtii en la luz en presencia de distintas
concentraciones de acetato sbédico en el rango de

concentraciones 5-100 mM. Cuando la concentracién de

71



Clorofila (pg/ml)

Proteina (mg/ml)

g _ 20
s 2
23
T o
I g o
o
25 £ E 10}
s 2
20+ M =
O«
- & 5e
s <
15} 3z
3 8
< 0 g -
10} 0 50 100 150
t (h)
5
(1
o . " e
0 50 100 150 g
t (h) B
3
o
[
©
«
7]
N m i
(=]
-8
(]
1.5} &
©
-]
©
2
1+ 3 )
<
50 100 150
t (h)
0.%
3 T
0 . — s 25
0 50 100 150 S
t (h) B 0l
gc
22
32 s
&g
<'°
zo 10
aE
0D
(o]
CE &
]
< 0 50 100 150

t (h
Eigura 11. Crecimiento y cambios de 1las (a)ctividades
G3P DHasas de cultivos de C. fusca tratados con
cicloheximida o con DCMU tras un periodo de desarrollo
en la oscuridad.

La Figura presenta el desarrollo de cultivos de C. fusca que tras
un periodo en la oscuridad, indicado por la banda negra de la parte
superior de las graficas, se <colocaron bajo iluminacién vy
simulténeamente se trataron bien con cicloheximida 2 ug/ml (0J) o con
DCMU 30 uM (©); un cultivo control tras el periodo de oscuridad se dejé
evolucionar en la luz en ausencia de los citados inhibidores (O). Las
condiciones experimentales se indican en el apartado II.A.2.2.



acetato empleada era de 50 mM el crecimiento no se veia
afectado significativamente respecto al observado en
condiciones fotoautotréficas aunque se producia una
dréstica caida de la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADPY, En cambio las actividades G3P
DHasas no fosforilante y fosforilante dependiente de
NAD* parecian practicamente inalteradas por 1la
presencia en el medio del compuesto carbonado (Figura
12).

La Figura 13 muestra el crecimiento y los niveles
de las actividades especificas de las tres G3P DHasas
de cultivos de C. reinhardtii mantenidos en la luz, en
la oscuridad en presencia de acetato 50 mM en el medio
y en la oscuridad en ausencia del compuesto carbonado.
Los cultivos mantenidos en la oscuridad en presencia de
acetato siguen una evolucién semejante en el
crecimiento y el desarrollo de las actividades
enzimdticas a los cultivos mantenidos en la 1luz. La
presencia de acetato permite el <crecimiento
heterotré6fico de los cultivos en la oscuridad y en
estas condiciones se observan cambios en los niveles
de actividad de 1las G3P DHasas no fosforilante vy
fosforilante dependiente de NAD'Y similares a 1los
observados en condiciones fotoautotrdéficas (aumento
hasta un valor méximo y posterior disminucién en la
fase estacionaria). Por el contrario, durante el
desarrollo del cultivo en presencia de acetato en la
oscuridad la actividad de la G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP* llega a alcanzar valores proximos
a cero, sugiriendo una posible represién de este enzima
por efecto de 1la fuente de carbono orgédnico. Los
cultivos que se dejan evolucionar en la oscuridad sin
el compuesto carbonado y no presentan por tanto un
crecimiento apreciable, poseen niveles bajos vy

constantes de las tres actividades.

79



Clorofila (ug/mi)

Proteina (mg/ml)

250

200

pry
(3,1
o

—_
o
o

»

Actividad G3P DHasa dependiente
de NADP* (mU/mg de proteina)

0 s 2 1 2
0 20 40 60 80 100
t (h)
g 300
8 ®
§.§250-
[-]
100 o &5
s 2200}
t (h) 2 S
O o
E§150
n_:
@ Eqoo0f
1.8 o=
15
2z °%
8‘ s N - i 1
< 0
0 20 40 60 80 100
t (h)
0 4 I A I
0 20 40 60 80 100

t (h)

(mU/mg de proteina)

o ] 'y A A
0 20 40 60 80

t (h)

Eigura 12. Efecto de 1la presencia de acetato sédico
sobre el crecimiento y 1los niveles celulares de las
actividades G3P DHasas de cultivos de (. reinhardtii
desarrollados en 1la 1luz.

La Figura presenta la evolucién de un cultivo fotoautotréfico de
C. reinhardtii (O) junto a otro cultivo desarrollado en la luz en
presencia de la fuente de carbono orgdnico acetato sé4dico 50 mM (A). La
adicién del compuesto carbonado se realizé en condiciones de esterilidad
como se indica en el apartado II.A.2.2.
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Eigura 13. Crecimiento y cambios en las actividades
G3P DHasas de cultivos de C. reinhardtii desarrollados
en la oscuridad en presencia de acetato.

La Figura presenta el crecimiento y la evolucién de las
actividades especificas de las G3P DHasas de un cultivo de C.
reinhardtii desarrollado en la oscuridad en presencia de acetato sédico
50 mM (A), de otro que se dejé evolucionar en la oscuridad sin el
compuesto orgénico (@), y el de un cultivo control desarrollado en
condiciones fotoautotréficas (O). La adicién de acetato y el
mantenimiento de los cultivos en la oscuridad se llevé a cabo como se
describe en el apartado II.A.2.2. )

Actividad G3P:NADP* 6xido-reductasa
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Aunque el alga cloroficea (C. fusca no puede usar
acetato sédicQ como fuente de carbono, es capaz de usar
eficientemente al igual que algunas otras microalgas
eucaridticas el azlcar D-glucosa (Bishop, 1961;
Wiessner, 1979). Hemos estudiado el desarrollo de
cultivos iluminados del alga C. fusca en presencia de
distintas concentraciones de D—-glucosa, obteniendose un
crecimiento éptimo para una concentracién del 0,5%
(p/v) del aztcar en el medio de cultivo. En la Figura
14 se compara el crecimiento y la evolucidén de las
actividades especificas de las tres G3P DHasas de
cultivos de C. fusca desarrollados fotomixotréficamente
con de D-glucosa y fotoautotrdé6ficamente sin el azucar.
Aungque la presencia del azlcar producia tanto un mayor
crecimiento como un incremento en los niveles de las
actividades G3P DHasa no fosforilante y fosforilante
dependiente de NADY, en estas condiciones los niveles
de actividad fosforilante dependiente de NADP*Y, un
tipico enzima cloroplastico, bajaron hasta valores

précticamente indetectables.

El efecto descrito sobre el crecimiento y 1la
evolucién de las actividades G3P DHasas se observd
también en cultivos de C. fusca en presencia de otros
azUcares metabolizables en el medio de cultivo:
aldohexosas (D—-galactosa, bD-manosa), cetohexosas (D-
fructosa), aldopentosas (p-ribosa) y el disacérido
sacarosa. Por el contrario andlogos de azlcares no
metabolizables, como la L-glucosa o 3-O-metil-D-glucosa
no afectaban significativamente al crecimiento ni a los
niveles de las actividades (Tabla 7). Por otro lado, se
observaba una inhibicién parcial en el crecimiento y
una disminucién de las tres actividades G3P DHasas en
presencia de 2-deoxi-D-glucosa, lo que se puede

atribuir al efecto téxico producido por este andlogo de
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EFigura J14. Crecimiento y cambios de 1los niveles de
actividad de las G3P DHasas de un cultivo de C. fusca
desarrollado en la luz en presencia de D-glucosa.

La Figura muestra el desarrollo de un cultivo iluminado de C.
fusca en presencia de D-glucosa 0,5 % (p/v) como fuente adicional de
carbono (O), junto a otro que se dejdé evolucionar en condiciones de
fotoautotrofia (O). El1 azlicar se afadié al medio de cultivo en

condiciones de esterilidad como se indica en el apartado II.A.2.2.



Tabla 7. Efecto de diferentes azicares sobre los niveles celulares de las tres G3P
DHasas en cultivos iluminados de C. fusca.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)2

Azidcar
NADP+ dependiente NAD+ dependiente
no fosforilante  fosforilante fosforilante

Ninguno 12+1 19+1 170+ 5
D-Glucosa (27 mM) 16+ 1 ob 241 + 4
D-Galactosa (27 mM) 17 + 2 0 233+6
D-Fructosa (27 mM) 16+1 0 244 + 4
D-Ribosa (33 mM) 16+ 6 0 240 + 4
Sacarosa (15 mM) 16 +1 0 246 + 2
L-Glucosa (27 mM) 12+1 18+1 168 + 6
3-O-metil-D-glucosa (27.5 mM) 13+2 19+2 165+ 4
2-Deoxi-D-glucosa (30 mM) 11+1 7+1 130 £ 8

2 Los datos corresponden a valores medios + D.T. de tres determinaciones independientes llevadas a
cabo al final de la fase exponencial de crecimiento (aprox. 60 h). Las concentraciones de azicares eran
en todos los casos equivalentes al 0,5% (p/v).

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccion, <0,1 mU/mg de proteina).



azucar en el metabolismo fotosintético de 1las

microalgas (Yadav y Mohanty, 1984).

La Figura 15 compara el crecimiento y la evoluciédn
de las actividades especificas de las tres G3P DHasas
de un cultivo de C. fusca desarrollado
heterotroficamente en la oscuridad en presencia de D-
glucosa y de otro mantenido en la oscuridad en ausencia
de fuente de <carbono orgédnico. Los cultivos
desarrollados en la oscuridad sin el azucar mantienen
bajos y practicamente constantes los niveles de
clorofila y de proteina; esto es, no hay crecimiento.
Ademas, los niveles de las tres actividades G3P DHasas
se mantienen bajos y constantes. En cambio la presencia
del azucar permite un crecimiento oéptimo, similar al
tipico de cultivos desarrollados en la luz, produce,
ademéas, durante el desarrollo de los cultivos en la
oscuridad, una evolucidén de los niveles celulares de
las actividades G3P DHasas no fosforilante vy
fosforilante dependiente de NAD' similar a la observada
en los cultivos iluminados, frente a aquellos que
evolucionan sin el azucar gque mantienen bajos 1los
niveles de ambas actividades enzimaticas. En cambio, la
actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de NADPY,
al igual que lo observado en cultivos iluminados, baja

hasta valores no detectables en presencia de D-glucosa.

Resultados similares en lo referente al
crecimiento y las actividades especificas de las G3P
DHasas se observaron también en cultivos mantenidos en
la oscuridad en presencia de otros azucares
metabolizables (Tabla 8). Sin embargo, la estimulacién
producida por estos compuestos en los niveles de las
G3P DHasas no fosforilante y fosforilante dependiente
de NAD't respecto a cultivos sin fuente de carbono
organico, era en este caso claramente mayor (3-5 veces,
ver Tabla 8), que la observada en cultivos iluminados
(1,5 veces, ver Tabla 7). Los efectos mencionados no se

observaron en presencia de azlcares no metabolizables
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Figura 15. Crecimiento y cambios de 1los niveles de
actividad de las G3P DHasas de un cultivo de C. fusca
desarrollado en 1la oscuridad en presencia de D-
glucosa.

La Figura presenta el crecimiento y los niveles de actividad G3P
DHasa de un cultivo de C. fusca desarrollado en presencia de 0,5 % (p/v)
" de p-glucosa afadida en la oscuridad (M), junto a otro mantenido en la
oscuridad sin el aztcar (®). Las condiciones experimentales se indican
en el apartado II.A.2.2.



Tabla 8. Efecto de diferentes azicares sobre los niveles celulares de las tres G3P
DHasas en cultivos de C. fusca mantenidos en la oscuridad.

Actividad especifica (mU/mg de proteina)2

Azicar
NADP+ dependiente NAD+* dependiente
no fosforilante  fosforilante fosforilante

Ninguno 4+1 5+1 43 +4
D-Glucosa (27 mM) 12+ 2 ob 190+ 5
D-Galactosa (27 mM) 13+1 0 210+ 6
D-Fructosa (27 mM) 11+2 0 151 +4
D-Ribosa (33 mM) 12 +2 0 189 +5
Sacarosa (15 mM) 13+1 0 210+ 5
L-Glucosa (27 mM) 4+1 5+1 50+ 4
3-O-metil-D-glucosa (27.5 mM) 5+2 4+1 46 + 3
2-Deoxi-D-glucosa (30 mM) 6+1 5+2 92+5

2 Los datos corresponden a valores medios + D.T. de tres determinaciones independientes llevadas a
cabo al final de la fase exponencial de crecimiento (aprox. 60 h). Las concentraciones de azicares eran
en todos los casos equivalentes al 0,5% (p/v).

b Actividad inapreciable (por debajo del limite de deteccién, <0,1 mU/mg de proteina).



(L-glucosa, 3-O-metil-bD~glucosa, 2-deoxi-D-glucosa)
(ver Tabla 8).

I1 Ef iferen inhibidor r 1
imien 1 volucidn 1 ivi P
ltiv £ reviam
rr n_pD-

Estudiamos el efecto causado por la eliminacién
del azicar sobre el crecimiento y las actividades G3P
DHasas en cultivos previamente mantenidos en presencia
de D-glucosa en la luz y el desarrollo posterior de los
mismos al someterlos a diferentes condiciones
nutricionales e inhibidores. Los cultivos se
desarrollaron en la luz en presencia del azucar hasta
que la actividad del enzima G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP' alcanzaba niveles indetectables.
Tras eliminar entonces el azUcar de los cultivos
mediante lavados con medio fresco (ver apartado
IT.A.2.2), a dos de ellos se le afiadia de nuevo
glucosa, otros dos cultivos se desarrollaron sin el
azucar, y a otros dos se les afiadia cicloheximida (2

Hg/ml), dejandolos, para cada condicidén, uno en la luz

y el otro en la oscuridad (Figura 16).

Tras la eliminacién de la D-glucosa, los cultivos
desarrollados en presencia del azucar tanto en la luz
(fotomixotrofia) como en la oscuridad (heterotrofia)
presentan un crecimiento éptimo, superior incluso al
del cultivo que se dejod evolucionar
fotoautotré6ficamente. No se observd crecimiento, en
cambio, en aquellos cultivos mantenidos en la oscuridad
sin el azucar o en presencia de cicloheximida (Figura
16).

Tras la eliminacién del azucar las actividades G3P
DHasas no fosforilante y fosforilante dependiente de

NAD* siguen pautas semejantes. Los niveles de estos dos
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Figura 16. Crecimiento y cambios en los niveles de las
actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca

sometidos a diferentes condiciones tras un periodo de
tratamiento con D-glucosa.

A tiempo cero se afiadié el aztcar (0,5 %, p/v) a cultivos
iluminados. En el instante indicado por la flecha, el azicar se eliminé
lavando las células, las cuales se resuspendieron finalmente en medio
mineral fresco, manteniendo unos cultivos bajo iluminacién (simbolos
huecos) y pasando otros a la oscuridad (simbolos cerrados) con las
siguientes adiciones: ninguna (O, ®); glucosa (O,W); cicloheximida 2
pHg/ml (O, @) .



enzimas aumentan en los cultivos desarrollados en la
luz o en la oscuridad con el azucar, o si el cultivo se
desarrolla fotoautotréficamente. Por el contrario en
aquellos cultivos que se dejaban evolucionar en la
oscuridad o en presencilia de cicloheximida,
circunstancias en las que no se observa crecimiento,
los niveles de actividad de ambos enzimas bajaban hasta
llegar a niveles basales (Figura 16). En los cultivos
desarrollados en presencia de glucosa la actividad G3P
DHasa fosforilante dependiente de NADPt alcanzaba
niveles indetectables gque se mantenian en aquellos
cultivos posteriormente mantenidos con el azGcar. Por
el contrario, en los cultivos que tras la eliminacién
del azUcar se desarrollaron fotoautotréficamente el
nivel de esta actividad incrementa progresivamente
hasta alcanzar valores similares a los tipicos de
cultivos fotoautotré6ficos. La marcada inhibicidén que la
cicloheximida -inhibidor de sintesis de proteina en
ribosomas eucaridticos 80S- provoca sobre este proceso
(ver Figura 16) y el periodo de tiempo en que tiene
lugar (del orden de horas) indican claramente que se
trata de una sintesis de novo de proteinas mas que de
una activacién del enzima. Hay que hacer notar que tras
la eliminacién del azlcar se detectaron niveles basales
de actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de
NADP* en los cultivos mantenidos en la oscuridad en
ausencia de glucosa (véase Figura 16) siendo estos
valores muy bajos en comparacién con los alcanzados por
los cultivos iluminados. La luz no parece por tanto un
factor indispensable para la sintesis del enzima, sino
que es mas bien la presencia del azlcar la que la

reprime totalmente.

Hemos estudiado también el efecto de 1la
lincomicina, inhibidor de sintesis de proteina por
ribosomas 708 (Chueca y c¢ol., 1984), sobre el
crecimiento y la evolucién de los niveles de actividad
especifica de las tres G3P DHasas en cultivos

previamente desarrollados con D-glucosa (Figura 17).
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Eigura 17. Crecimiento y cambios en los niveles de las
actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca
tratados con lincomicina tras un periodo de desarrollo
en la luz en presencia de D-glucosa.

A tiempo cero se afnadi6é el azucar (0,5 %, p/v) a cultivos
iluminados. En el instante indicado por la flecha, el azticar se eliminé
lavando las células, las cuales se resuspendieron finalmente en medio
mineral fresco y se mantuvieron en las siguientes condiciones: en la luz
sin azucar (O), en la oscuridad (®), en la luz con azicar (O) y en la
luz con lincomicina 200 ug/ml (¢). El mantenimiento del cultivo en 1la
oscuridad y la adicién del inhibidor se realizaron segin se describe en
el apartado II.A.2.2.



La presencia de lincomicina (200 Mg/ml) tras la

eliminacién del azUcar en el medio de cultivo,
provocaba sdélo un ligero efecto inhibidor sobre el
crecimiento de los cultivos iluminados y las
actividades G3P DHasas no fosforilante y fosforilante
dependiente de NAD'* presentaban actividades especificas
s6lo algo inferiores por la presencia de este inhibidor
en el medio. La actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP', que se viene a cero por la
presencia de D-glucosa, se recuperaba tras 1la
eliminacién del azlcar hasta alcanzar los niveles
habituales a pesar del tratamiento del cultivo con
lincomicina. Estos resultados confirman que este
proceso es debido a sintesis de novo de proteina

codificada por el genoma nuclear.

Se ha estudiado asimismo el efecto del inhibidor
del flujo lineal de electrones fotosintético DCMU sobre
el crecimiento y la evolucién de las tres actividades
G3P DHasas de cultivos previamente tratados con D-
glucosa (Figura 18). La adicién de DCMU (30 uM) al
medio de cultivo, originaba la inhibicidén total e
inmediata del crecimiento de los mismos. Los niveles de
actividades especificas de las dos G3P DHasas no
fosforilante y fosforilante dependiente de NAD?,
disminuyen por la presencia del inhibidor hasta niveles
basales. Por otro lado, la actividad del enzima
fosforilante dependiente de NADP*, previamente reducida
hasta niveles indetectables por la presencia de D-
glucosa, no se recuperaba en presencia de DCMU (Figura
18) indicando que este proceso es en ultima instancia
dependiente del poder reductor promovido por el flujo

de electrones fotosintético.
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Crecimiento y cambios en los niveles de las

Eigura 18.

actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca
desarrollados con bD-glucosa y tratados posteriormente
con DCMU tras eliminar el azdcar.

A tiempo cero se afiadié el azacar (0,5 %, p/v) a cultivos

iluminados. En el instante indicado por la flecha, el azicar se eliminé
lavando las células, las cuales se resuspendieron finalmente en medio
mineral fresco y se mantuvieron en las siguientes condiciones: en la luz
(O) o en presencia de DCMU 30 uM (©). La adicién del inhibidor se llevé
a cabo como se indica en el apartado II.A.2.2.



ITT.C.5, Efecto de la ausencia de fuente de carbono

inorgani re 1 ivi P _DH 1tiv
de C, fusca

Se ha estudiado el desarrollo y los cambios en las
tres actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca en
ausencia de fuente de carbono inorganico, y por'tanto
en condiciones de "hambre" de carbono, eliminando el
CO2 de la mezcla gaseosa con la que se burbujeaban los
cultivos haciéndola pasar previamente por agua de

barita.

La Figura 19 presenta la evolucidén de las
actividades especificas de <cultivos iluminados
mantenidos en ausencia de fuente de <carbono o
desarrollados fotoautotréficamente en presencia de COz.
La ausencia total de crecimiento de los cultivos
mantenidos sin fuente de carbono era patente por los
niveles bajos y constantes de clorofila y proteina,
mientras que las actividades G3P DHasas no fosforilante
y fosforilante dependiente de NAD' mostraban valores
constantes aunque basales a lo largo del tiempo de
cultivo. En cambio la actividad fosforilante
dependiente de NADPY disminuia hasta valores
indetectables en ausencia de fuente de carbono (véase
Figura 19), presentando, por tanto, un comportamiento
muy similar al que habia sido observado por la
presencia de azlcares metabolizables en el medio de

cultivo.

Los cultivos de C. fusca en "hambre" de carbono,
obtenidos por ausencia de fuente de carbono inorgénico
durante el tiempo necesario para alcanzar niveles
indetectables de la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP*s no mostraban diferencias
significativas respecto de aquellos desarrollados en
condiciones fotoheterotréficas (en presencia de
glucosa) y también con niveles indetectables de esta

actividad enzimdtica (véase Apdo. III.C.4) en su
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Figura 19. Efecto de 1la ausencia de fuente de carbono
inorganico sobre el crecimiento y las actividades G3P
DHasas de cultivos de C. fusca.

La Figura muestra el desarrollo de un cultivo de C. fusca
mantenido sin fuente de carbono inorganico (C0O2) mediante burbujeo con
aire pasado con agua de barita (A) junto a otro que se dejé evolucionar
normalmente en condiciones fotoautotréficas (O).



respuesta a distintas condiciones nutricionales
posteriores (fotoautotrofia, (foto)heterotrofia)

(Figura 20).

III.C.6, Evolucién de las actividades G3P DHasas

durante el desarrollo de cultivos de C. fusca con D-—

1 fuen lusiv rbon

La Figura 21 muestra el crecimiento y la evolucién
de las actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca
mantenidos en la luz en presencia de D-glucosa como
inica fuente de carbono (burbujeados con aire sin CO2),
compardndolas con las de cultivos que se han dejado
evolucionar en condiciones fotoautotréficas. La
presencia del compuesto orgdnico como fuente exclusiva
de carbono provocaba un ligero aumento en el
crecimiento, asi como valores algo mayores de las
actividades especificas correspondientes a las G3P
DHasas no fosforilante y fosforilante dependiente de
NAD*, mientras que la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP+ desciende hasta niveles
indetectables en el cultivo desarrollado en presencia
del azlcar. Resultados muy similares se obtuvieron con
cultivos desarrollados en la oscuridad con D—glucosa en
ausencia de fuente de carbono inorganico (datos no
mostrados). En conjunto estos datos sugieren que los
cultivos de C. fusca pueden desarrollarse a expensas de
glucosa en ausencia total de fijacién de CO2 con tasas
similares a los cultivos fotohetetréficos
convencionales. Por otra parte la ausencia o presencia
de CO2 no parece tener un efecto significativo sobre
los cambios de las actividades G3P DHasas ocasionados

por la presencia del azicar (véase Apdo III.C.3.2).
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Figura 20. Crecimiento y cambios en 1los niveles de
las actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca
sometidos a diferentes condiciones nutricionales tras
un periodo de tiempo de iluminacién en ausencia de
CO2.

Actividad G3P:NADP* éxido-reductasa
{mU/mg de proteina)

Tras un periodo de iluminacién en ausencia de fuente de carbono
inorganico (&), en el instante indicado por la flecha las células se
lavaron y se resuspendieron en medio fresco, manteniéndose cultivos en
las siguientes condiciones: con D-glucosa (0,5 %, p/v) y aporte de CO2
en la luz (0), suministrando ambas fuentes de carbono pero en la
oscuridad (M), con CO2 como fuente exclusiva de carbono en la luz (0O),
y sin carbono inorgéanico en la luz (A).
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Eigura 21. Crecimiento y cambios en los niveles de 1las

actividades G3P DHasas de un cultivo de C. fusca

desarrollado en la luz con D-glucosa como unica fuente

de carbono.

La Figura presenta el crecimiento y la evolucién de las
actividades especificas de las tres G3P DHasas de un cultivo de C. fusca
mantenido en la luz en presencia de bD-glucosa 0,5 % (p/v) como unica
fuente de carbono (gaseado con aire pasado por agua de barita) (N),
junto a otro usado como control que se dejdé evolucionar paralelamente en
condiciones fotoautotréficas (O).



ITII.C.7, Evolucidén de las actividades G3P DHasas

durante el desarrollo de cultivos de C. fusca

mantenidos en condiciones microaerédbicas

La presencia de oxigeno molecular en la mezcla
gaseosa con la que se burbujeaban los cultivos podia
tener algun efecto sobre el crecimiento y los cambios
de las actividades enzimaticas de los cultivos de C.
fusca desarrollados en distintas condiciones
nutricionales, bien sea por la actividad respiratoria
del alga o por la capacidad del oxigeno de formar
especies quimicas derivadas altamente reactivas (02--,
H»05, oxigeno triplete) capaces de inhibir reacciones
enzimdticas. Es sabido que el oxigeno molecular puede
actuar como aceptor final de la cadena fotosintética de
transporte de electrones (flujo pseudociclico) en
especial cuando se produce una acumulacidén de poder
asimilatorio (p.e. si el CO; es limitante) generando
derivados activos del oxigeno (Arnon, 1977). Se
decidié, por tanto, emplear N, en lugar de aire para
burbujear cultivos mantenidos en distintas condiciones

nutricionales.

Como se muestra en la Figura 22, la drastica
disminucién hasta niveles indetectables de la actividad
G3P DHasa dependiente de NADPT que tiene lugar en
ausencia de fuente de carbono inorganico se observaba
igualmente en cultivos gaseados con Nz (condiciones
microaerébicas), sugiriendo la no participacién del 02
y sus derivados activados en el proceso y descartando
una posible inactivacién enzimdtica in vivo producida
por dichas especies quimicas. Por otra parte, el mayor
nivel de crecimiento alcanzado por los cultivos
desarrollados con glucosa en condiciones aerdbicas
sugieren gque una cilerta actividad respiratoria puede
tener lugar en especial durante la fase estacionaria.
La Figura 23 muestra que los cambios en los niveles de
las tres actividades G3P DHasas producidos por el

desarrollo en condiciones microaerdbicas y posterior
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Eigura 22. Crecimiento y cambios en los niveles de las
actividades G3P DHasas de cultivos de C. fusca
desarrollados en la 1luz en condiciones microaerébicas
con y sin fuente de carbono orgénico.

La Figura presenta el crecimiento y los niveles de actividad
especifica de las tres G3P DHasas durante el desarrollo de cultivos de
C. fusca mantenidos bajo iluminacién: en condiciones microaerébicas
(gaseado con N2) (O), con b-glucosa 0,5 % (p/v) como Unica fuente de
carbono (gaseado con N2) (B), con azGcar y CO2 en aire (--0--), y
fotoautotréficamente con 5 % (v/v) de CO2 en aire (O).
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Figura 23. Crecimiento y cambios en los niveles de las
actividades G3P DHasas de <cultivos de C. fusca
sometidos a diferentes condiciones tras un periodo de
desarrollo en 1la luz en condiciones microaerébicas.

Las células se mantuvieron bajo iluminacién y gaseo con N2 hasta
el momento indicado por la flecha, en el que se lavaron, se
resuspendieron en el mismo volumen de medio mineral fresco y se
distribuyeron en cultivos iluminados en las siguientes condiciones: con
p-glucosa 0,5 % (p/v) como tnica fuente de carbono (gaseado con N2) (0D,
con aporte de CO2 en aire (O), con lincomicina 200 pg/ml y CO2 en aire
(+), con cicloheximida 2 pg/ml y CO2 en aire (<¢), y un contrel gaseado
con N2 (A).



cambio a otras condiciones nutricionales, deben ser
debidos, al igual que los ocasionados por la presencia
de compuestos de carbono orgénico asimilables (véase
Apdo. III.C.4), a procesos de degradacién/sintesis de
novo de proteinas en ribosomas 80S, ya que se inhiben

por cicloheximida y no por lincomicina.

III.C.8, Contenido en carbohidratos de cultivos de C.

fusca desarrollados fotoautotrédéficamente, con D—glucosa
y_en ausencia de CO»

Los cultivos de ciertas especies del género
Chlorella (p.e. C. pyrenoidosa y C. fusca)
desarrollados en presencia de D—glucosa tanto en la luz
como en la oscuridad, presentan una morfologia
diferente a los desarrollados en ausencia del azucar
como se constata por las observaciones microscépicas
(Rodriguez-Lépez, 1965), y hemos confirmado en 1los
experimentos que aqui se presentan. De un lado, las
células tienen un tamafio considerablemente mayor; de
otro, se produce una mayor cantidad de material celular
por unidad de volumen del cultivo, lo que se atribuye a
la acumulacién de polisacéridos de reserva,
especialmente almidén. La Tabla 9 muestra los datos de
peso seco por ml de cultivo para cultivos desarrollados
en ausencia o presencia de p-glucosa, tanto en la luz
como en la oscuridad. La presencia de D-glucosa en el
medio produce un aumento de aproximadamente el doble
del material celular en los cultivos desarrollados en
la luz, mientras que las tasas de crecimiento son muy
similares (véase Apdo. III.C.3.2). El1 aumento del
material celular en la oscuridad es, sin embargo,
aproximadamente diez veces mayor para los cultivos
desarrollados con el azucar gque el de aqgquellos
mantenidos sin fuente de carbono organico, gque no
muestran un crecimiento apreciable. Estos datos
concuerdan con el hecho de que la presencia de D-

glucosa estimula la produccidén de polisacédridos de
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Tabla 9. Determinacién del material celular expresado como peso seco de cultivos de C.
fusca mantenidos en distintas condiciones.

Peso seco (mg/ml)2

Condiciones

de crecimiento 49 h de cultivo 75 h de cultivo
(fase exponencial) (fase estacionaria)

Luz 7.4 (+)b 11,8 (+)

Luz, b-Glucosa® 13,9 (+) 20,5 (+)

Oscuridad 0,7 () 1,3 (<)

Oscuridad, D-Glucosa 9,3 (+) 14,5 (+)

a El material celular, procedente de 25 ml de cultivo si éste se desarrollaba en la luz o en presencia de
D-glucosa y de 50 ml si éste evolucionaba sin azicar en la oscuridad, se traté como se describe en el
Apartado 11.D 4.

b (+), crecimiento; (-), sin crecimiento apreciable.
€ El medio de cultivo contenia una concentracion 27 mM de azicar.



reserva por estas microalgas, lo que queda reflejado en
el incremento del material celular de los cultivos
desarrollados con el azucar, tanto en la luz como en la
oscuridad, respecto del cultivo desarrollado

fotoautotré6ficamente (véase Tabla 9) .

Hemos cuantificado el contenido celular de
azucares reductores 3% carbohidratos totales
(principalmente polisacdridos tipo almidén) durante el
crecimiento de cultivos de C. fusca desarrollados tanto
en la luz como en la oscuridad y en presencia o
ausencia de bD-glucosa (Figura 24). Los azucares
reductores (mono y oligosacédridos), se determinaron en
el sobrenadante de los extractos celulares tras
centrifugacién diferencial. Sus niveles se mantienen
practicamente constantes en ausencia de azucares
exbgenos pero aumentan durante el desarrollo de los
cultivos en presencia de D-glucosa, tanto en la luz
como en la oscuridad, hasta alcanzar valores méximos en
la fase de mayor actividad metabdlica del cultivo
(final de la fase exponencial de crecimiento),
disminuyendo posteriormente cuando se entraba en la
fase estacionaria. Hay que hacer notar el claro
paralelismo observado entre los niveles celulares de
azUcares reductores y los valores de actividades
especificas de las dos G3P DHasas citosblicas,
presumiblemente implicadas en las rutas de
degradacidén/biosintesis de estos compuestos
(glicolisis, etc.) en 1los cultivos de C. fusca
desarrollados en presencia de una fuente de carbono
orgadnico exégena. Los cultivos mantenidos en ausencia
del azlcar presentaban tanto en la luz como en la
oscuridad niveles méds bajos y préacticamente constantes
de azucares reductores durante todo el desarrollo del
cultivo. E1 contenido en carbohidratos totales
presentes en extractos celulares no sometidos a
centrifugacidén diferencial -constituido en su mayor
parte por los polisacdridos de reserva (almidén)

almacenados por el alga- se determindé también en estos

104



cultivos (figura 24). En presencia de D-glucosa
muestran, tanto en la luz como en la oscuridad, una
clara acumulacién de carbohidratos de reserva a 1lo
largo del desarrollo del cultivo (Wiessner, 1979). Para
aquellos cultivos que se desarrollan en la 1luz, en
ausencia del azucar se produce también un aumento del
contenido de carbohidratos, aunque claramente menocr que
el observado con glucosa exdgena, probablemente por la
acumulacién de carbohidratos fotosintetizados. En
cambio, en los cultivos mantenidos sin azucar en la
oscuridad, que no muestran crecimiento apreciable, no
se observaron cambios claros, si acaso una ligera
disminucién en la cantidad de carbohidratos totales

tras aproximadamente unas 80 h en estas condiciones.

Se han determinado también los niveles de azlcares
reductores y carbohidratos totales en cultivos de C.
fusca desarrollados en ausencia de CO, (Figura 25). En
presencia de p-glucosa como fuente exclusiva de carbono
los niveles de carbohidratos totales y de azucares
reductores son muy semejantes a los de cultivos
desarrollados con COz en presencia del azucar. En
ausencia de CO> ("hambre" de carbono) tiene lugar una
disminucién del contenido tanto de azucares reductores
como de polisacdridos, que deben ser consumidos por el
alga en esta situacidén de estrés nutricional. Por otra
parte, los niveles de carbohidratos totales y azucares
reductores también se mantienen similares a los de los
cultivos fotoheterotréficos en aquellos cultivos
desarrollados heterotréficamente en la oscuridad con D-
glucosa como fuente exclusiva de carbono (datos no

mostrados) .
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Eigura 24. Contenido celular de azucares reductores

(mono y oligosacaridos) y de carbohidratos totales en
extractos celulares de (€. fusca obtenidos durante el
desarrollo de cultivos en distintas condiciones
nutricionales.

(O), condiciones fotoautréficas; (1), en la luz en presencia de
D-glucosa 0,5% (p/v) (fotoheterotrofia); (M) en la oscuridad en

presencia de D-glucosa (heterotrofia); (®) en la oscuridad en ausencia
del azfcar.
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Eigura 25. Comparacién del contenido celular de
azGcares reductores (mono y oligosacéridos) y de
carbohidratos totales en extractos celulares de C.
fusca obtenidos de cultivos desarrollados en la luz en
distintas condiciones nutricionales y de otro
mantenido en "hambre"” de carbono.

(O), condiciones fotoautréficas; (), en la luz en presencia de
D-glucosa 0,5% (p/v) (fotomixotrofia/fotoheterotrofia); (O), en
presencia de D-glucosa como unica fuente de carbono (mezcla gaseosa
pasada por agua de barita) (fotoheterotrofia), (A), en ausencia de

fuente de carbono ("hambre"™ de carbono).



1, Purifi ién nzim

El método de purificacion que describimos para la
G3P DHasa no fosforilante del alga cloroficea C.
reinhardtii, se presenta como un método de purificacién
del enzima alternativo al descrito por Iglesias y col.
(1987) y estéd basado en la utilizacidén de cuatro etapas
de purificacidén sucesivas: precipitacién con sulfato
aménico al 40%, cromatografia de intercambio anidbnico
en DEAE celulosa DE-52, cromatografia hidrofébica en
Fenil Sepharose CL 4B y cromatografia de adsorcién en

hidroxiapatito.

Debido a la marcada inestabilidad del enzima en
solucién los tampones en los que se llevaba a cabo todo
el proceso debian contener varios agentes protectores.
Los tampones utilizados a lo largo de la purificacién
han sido bien Tris HCl 10 é 50 mM y de diferentes pHs
segin el proceso cromatografico, o tampdn fosfato
sédico (pH 6,8) de distintas concentraciones para la
cromatografia en hidroxiapatito. En todo caso los
tampones se suplementaron con el quelante de metales
EDTA (0,1 mM) y el agente protector de grupos
sulfhidrilos 2-mercaptoetanol (10 mM). Ya que la
presencia de glicerol, tenia un efecto protector
adicional, probablemente por reducir la actividad del
agua y reproducir asi las condiciones del "entorno
natural" de las proteinas se utilizé a concentracién
10% (v/v) como aditivo en los tampones de todos 1los
pasos cromatogradficos excepto en la cromatografia
hidrofébica, por la interaccién no deseable de este
compuesto orgadnico con 1la matriz cromatogréafica
(Scopes, 1982). En la obtencién del extracto crudo,
punto de partida de la purificacidén, se comprobd que

suplementar el tampdén inmediatamente antes de la rotura
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celular con los inhibidores de proteasas PMSF (Gold,
1967), A&acido ¢€-aminocaproico y Dbenzamidina a
concentraciones finales en el rango 2-5 mM contribuia
decididamente a obtener una alta recuperacién de la

actividad durante los dos primeros pasos del proceso.

El método escogido para la obtencién de los
extractos crudos fué la congelacién a -80 °©°C y
posterior descongelacién a temperatura ambiente de la
masa de células obtenida tras centrifugacidén de los
cultivos (véase Apdo. II.B.2.l1). La masa celular
congelada (habitualmente 40-60 g de peso fresco) se
resuspendia a razén de 2 ml de tampdn por g de peso
fresco y se mantenia en agitacién suave hasta su
descongelacién total. Se produce asi una rotura celular
relativamente suave, de forma que 1los orgédnulos
mantienen un cilerto grado de integridad, con lo que el
extracto crudo resultaba en una preparacidédn proteica
mads clara y relativamente méds libre de pigmentos y
proteinas de membrana que la obtenida al usar un método
de rotura mecdnica mas drastica (p.e., sonicacién). Hay
que hacer notar que los otros métodos ensayados para la
obtencién de extractos (sonicacidén, congelacidén con N3
liquido) dieron como resultado una recuperacidén menor

de actividad enzimatica.

Todo el proceso se llevd a cabo a temperatura

comprendida entre 0° y 4 ©C,.

I 1.1, Precipi idn n 1f moéni

El primer paso en la purificacién de la G3P DHasa
no fosforilante consistia en un tratamiento del
extracto crudo obtenido por congelacidén-descongelacidn
con sulfato aménico al 40% (p/v) de saturacidn, segun
se 1indica en el apartado II.B.2.1. Aunque para la
purificacién del enzima de plantas (Pupillo y Fagiani,

1979; Iglesias y Losada,1988) e incluso de C.
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reinhardtii (Iglesias y c¢ol., 1987) se ha usado una
precipitacién fraccionada con sulfato amdénico entre el
40-80%, dado que la actividad enzimdtica se inhibia
significativamente por altas concentraciones de esta
sal hemos optado por reducir al minimo este

tratamiento.

Inmediatamente después de su obtencidén, al
extracto crudo 1libre de <células se le afiadia,
lentamente y con agitacién suave, glicerol (hasta el
10%, v/v). A continuacién, se le afladia del mismo modo
sulfato ambénico sdélido hasta el 40% de saturacidén y se
incubaba en agitacién durante 20 min. La suspensién se
centrifugdé finalmente a 40000 x g durante 20 min,
obteniendose un sobrenadante transparente amarillento y
un precipitado verdoso que se descartaba. El1
sobrenadante se dializé frente a 5 1 de tampdén Tris-HC1
10 mM (pH 8,5) conteniendo 0,1 mM EDTA y 2 mM 2-
mercaptoetanol (tampdén estandar) suplementado con
glicerol (10%, v/v). La didlisis se mantuvo durante 12
horas, con cambios de tampén cada 6 horas. Seguidamente
el dializado se centrifugd a 40000 x g durante 20 min

para eliminar las proteinas desnaturalizadas.

ITT.D.1.2, Cromatografia de intercambio idénico en DEAF
celulosa

Como paso previo a la cromatografia de intercambio
iénico sobre DEAE-celulosa (DE-52, Whatman), la
preparacién de proteinas dializada obtenida en el paso
anterior (70-75 ml) se aplicdé a una columna del mismo
material (2,6 x 12 cm) formada a partir de unos 20 g de
adsorbente y equilibrada con tampdén estandar, con el
fin de eliminar la mayor parte de las proteinas
pigmentadas (complejos clorofila-proteina) presentes en
la preparacién. En efecto, cuando la preparacidén se
aplicé sobre el lecho a un flujo de 20 ml/h,
practicamente toda la actividad G3P:NADP* 6éxido-
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reductasa eluyd en el volumen vacio de 1la columna,
guedando, sin embargo, retenidas gran cantidad de
proteinas pigmentadas tras el lavado con tampdn
estédndar suplementado con glicerol. Las fracciones con
actividad se reunieron y dializaron durante 18 horas
frente a 5 1 de tampdédn esténdar suplementado con
glicerol. A continuacién se procedidé a realizar la
cromatografia de intercambio aniénico sobre DEAE-
celulosa de la preparacién. Se empled en este caso un
lecho de DEAE celulosa DE-52 (1,8 x 7,5 cm), formado a
partir de 6 g de peso seco de adsorbente equilibrado
con tampén estdndar y empaquetado en una columna de
vidrio a un flujo de 25 ml/h. El dializado se aplicd
sobre el lecho a un flujo de 20 ml/h, tras lo cual la
columna se lavdé exhaustivamente con unos 5 volumenes de
lecho de tampén estandar suplementado con glicerol
hasta que las fracciones eluidas carecian de
absorbancia a 280 nm. Los lavados sucesivos no
eliminaron cantidades apreciables de proteina.
Aproximadamente el 5% de la actividad o6xido-reductasa
aplicada eluydé durante la introduccidén de la muestra y
los lavados posteriores junto con otras proteinas que
constituian aproximadamente el 60% de la proteina
total. El material proteico retenido en la columna se
eluybé a continuacién con un gradiente lineal de NaCl
(0-0,1 M, 200 ml de volumen total) en tampdn estéandar
suplementado con glicerol a un flujo de 13 ml/h. La
actividad G3P DHasa no fosforilante eluydé como un unico
pico, ligeramente retrasado respecto al de la mayoria
de las proteinas, a una concentracién de NaCl de 25-30
mM (Figura 26). Las fracciones con actividad se
reunieron y se wutilizaron directamente para el
siguiente ©paso de la purificacién. Tras la
cromatografia de intercambio idénico se recuperaba entre
el 75 y el 80% de la actividad obtenida tras el
tratamiento con sulfato aménico con una purificacién de

7 a 10 veces {(Tabla 10).
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EFigura 26. Perfil de elucién con un gradiente 1lineal
de fuerza ibénica del material proteico y 1la actividad
G3P:NADP*+ 6xido-reductasa de C. reinhardtii durante la
cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa
de 1la fraccién de proteina soluble obtenida tras el
tratamiento con sulfato de amonio.

Las condiciones de la cromatografia se indican en el apartado
III.D.1.2. Se aplicé a la columna una preparacién enzimdtica conteniendo
17 U de actividad 6xido-reductasa. Volumen de fraccién: 3 ml.



I rom rafia hidrofdbi n Fenil har

Se empled una columna empaquetada con Fenil
Sepharose CL 4B (1,6 x 7,5 cm) equilibrada con tampén
Tris HC1 50 mM (pH 7,5) suplementado con 0,1 mM EDTA,
10 mM 2-mercaptoetanol y sulfato aménico al 5% (p/v). A
la preparacién enzimdtica obtenida en el paso anterior
se le anadid sulfato amdénico hasta el 5% de saturaciédn
y se aplicé sobre el lecho a un flujo de 13 ml/h. La
columna se lavd sucesivamente con varios volumenes de
lecho de tampén conteniendo concentraciones
decrecientes de sulfato amébnico: al 5, 1 y 0,5% (p/v).
Estos lavados eliminaban gran cantidad de proteinas,
estimadas por la absorbancia a 280 nm de las fracciones
eluidas de la columna. En estas condiciones, 1la
actividad G3P:NADP* 6éxido-reductasa gquedaba, sin
ambargo, retenida en el lecho. Un lavado final con
tampén esténdar permitié la elucidén de la actividad
(Figura 27). Las fracciones con mayor actividad
enzimatica se reunieron y se emplearon en el siguiente
paso de purificacién. Tras la cromatografia hidrofdbica
se recuperaba entre el 80 y el 90% de la actividad
aplicada con una purificacién de unas 15 veces (Tabla
10).

IT1.D.1.4. Cromatografia en hidroxiapatito

Se utilizé una columna de hidroxiapatito (1,0 x
3,0 cm) formada a partir de 2 g de peso seco de
adsorbente equilibrado con tampén fosfato sédico 10 mM
(pH 6,8) suplementado con EDTA, 2-mercaptoetanol 'y
glicerol.

La preparacidén enzimdtica resultante del paso
cromatografico anterior se diluyé hasta el doble de
volumen con el mencionado tampén fosfato y se aplicd a
la columna a un flujo de 5 ml/h quedando la actividad

6xido-reductasa retenida en la misma. La columna se
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Figura 27. Perfil de elucién mediante sucesivos
lavados con eluyentes de fuerza idénica decreciente
durante la cromatografia hidrofébica en Fenil
Sepharose CL 4B de 1la actividad G3P:NADP* éxido-
reductasa de C. reinhardtii contenida en 1la
preparacién previamente purificada por cromatografia

de intercambio iénico.
Las condiciones empleadas en esta cromatografia se describen en el
apartado III.D.1.3. Se aplicé una preparacién procedente de la

cromatografia en DEAE-celulosa que contenia 16 U de actividad. Volumen
de fraccién: 2 ml.



lavdé a continuacibébn con varios volumenes de lecho de
tampén fosfato hasta que la absorbancia a 280 nm de las
fracciones eluidas de la columna era indetectable. La
actividad se eluydé finalmente mediante un gradiente
lineal de fosfato sédico (10-100 mM, 60 ml de volumen
total) en el tampén de equilibrado. La actividad éxido-
reductasa eluydé como un unico pico simétrico a una
concentracién de fosfato sédico de 30 mM (Figura 28).
Tras este paso se recuperaba entre el 40 y 50% de la
actividad aplicada con una purificacién de unas 7 veces
(Tabla 10).

Un proceso de purificacidédn tipico de la G3P:DHasa
no fosforilante de C. reinhardtii se resume en la Tabla
10. La recuperacién final fué en este caso del 27% de
la actividad enzimdtica de partida, siendo la
purificacién total de unas 1.380 veces. La actividad
especifica de la preparacién final obtenida fué de 29
U/mg de proteina, un valor significativamente mayor que
el descrito por otros autores (8-9 U/mg de proteina)
para el enzima, purificado por otros métodos tanto de
plantas (Iglesias y Losada, 1988) como de la misma C.
reinhardtii (Iglesias y col., 1987) hasta homogeneidad

electroforética.

La preparacidén proteica asi obtenida se encontraba
bastante diluida. Sin embargo al someter dicha
preparacién a un proceso de concentracidén, por
ultrafiltracién o dialisis, se producia una perdida
considerable y de caracter irreversible de actividad
(hasta un 65%), obteniendose una preparacién
concentrada pero con una actividad especifica muy

inferior a la del enzima diluida.
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Figura 28. Perfil de elucién mediante un gradiente
lineal de concentracién creciente de fosfato de 1la
actividad G3P:NADP* 6éxido-reductasa de €. reinhardtii
durante la cromatografia en hidroxiapatito.

Las condiciones de esta cromatografia se describen en el apartado
ITI.D.1.4. El eluato procedente de la cromatografia en Fenil Sepharose
CL 4B conteniendo 14 U de actividad enzimitica se aplicé a una columna

de hidroxiapatito de donde el enzima se eluyé mediante un gradiente
lineal de fosfato.



Tabla 10. Purificacién de la G3P DHasa no fosforilante del alga unicelular C. reinhardtii

Actividad
Fraccién Proteina total | Actividad total especifica Factor de Rendimiento
(mg) 48))] (U/mg de purificacién (%)
proteina)
Extracto crudo 978,17 21,0 0,021 1 100
Fraccionamientp con 392,0 16,9 0,043 9 80
sulfato de amonio
Cromatografia en
DEAE.-colulosa 55,5 15,9 0,286 14 75
Cromatografia en Fenil 14 4
Sepharose CL 4B 33 3 3 205 68
Cromatografia en 0,2 5,8 29,0 1380 27

hidroxiapatito




III.D,2, Criterios de homogeneidad.

III.D.2.1, Electroforesis en geles de poliacrilamida

La pureza de la preparacién enzimadtica final se
comprobé mediante electroforesis analitica en geles de
poliacrilamida, llevada a cabo segun se indica en los
apartado II.E.3.1 y II.E.3.2. En todo caso se observaba
una unica banda de proteina tras la tincién de los

geles.

Tras la tincién del gel de electroforesis aparecia
una unica banda en condiciones desnaturalizantes
correspondiente a una proteina de masa molecular 52%2
kDa (Figura 29), dato que coincide con el valor
estimado para la subunidad de 1la G3P DHasa no
fosforilante purificada de otras fuentes, tanto de
plantas (Pupillo y Faggiani, 1979; Iglesias y Losada,
1988) como de la misma C. reinhardtii purificada por el
método de Iglesias y col, (1987).

I111.D.2,2, Iscelectroenfoqgue

La pureza de la preparacién se comprobd ademéds
realizando un isoelectroenfoque de una muestra de la

misma segln se describe en el apartado II.E.3.3.

En el gel aparecia una unica banda de proteina de

pI 6,9, aproximadamente (véase Apdo. III.D.3.1).

I11.D r erizacidén 1l enzima

Debido a la mayor actividad especifica (2-3 veces
mayor) de las preparaciones de G3P DHasa no
fosforilante purificadas segin el método antes descrito
en relacién con la resefladada por Iglesias y _c¢ol,
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Masa
1 2 molecular
(kDa)

~—y @ 97,4

aad <4— 66,2
50kDa = & -

«ws - < 45
aas 44— 31

s 4— 21,5

C e — 14,4

Eigura 29. Determinacién de la masa molecular de 1la
subunidad de 1la G3P:NADPYt
reinhardtii mediante
poliacrilamida con SDS.

Las condiciones de la electroforesis son las descritas en el

apartado II.E.3.2. Calle 1, enzima purificada (5 ug):; calle 2,
marcadores de masa molecular.

6xido-reductasa de C.
electroforesis en gel de



(1987) wutilizando otro método de purificaciébdbn, se
decidid caracterizar el enzima con el fin de comprobar
si una posible alteracién en sus propiedades fisico-

quimicas pudiera explicar estas diferencias.

I11.D 1. M m lar n i léctri

Como se indicdé anteriormente, la Mp de 1la
subunidad (aprox. 50 kDa) determinada por
electroforesis en gel de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes (Figura 29) coincide con la de la
G3P:NADP* 6xido-reductasa de C. reinhardtii determinada
por Iglesias y col, (1987). Por otra parte, la misma
situacidén ocurria con la My del enzima nativo (aprox.
200 kDa), estimada tanto por filtracién molecular en
Sephacryl $S-300 SF (194*4 kDa, extrapolado a partir de
la representacidén de las Kay de proteinas marcadoras)
(Figura 30A) como por electroforesis nativa en
gradiente de acrilamida (196%*5 kDa, extrapolado a
partir de las movilidades relativas de proteinas

patrones) (Figura 30B).

El pI de la G3P DHasa no fosforilante de C.
reinhardtii purificada por el método antes descrito se
determiné tanto por isoelectroenfoque (pI, 6,9) como
por cromatoenfoque (pI, 6,85) (Figura 31). En ambos
casos coincidia perfectamente con el valor de 6,9
resenado por Iglesias y col. (1987).

IT1.D 2 E r rcién r rizaci

n ibl n Racker

El andlisis del espectro de absorcién en la zona
ultravioleta-visible de la G3P DHasa no fosforilante
purificada de C. reinhardtii proporciondé una serie de
datos interesantes. De hecho el espectro de este enzima

no se ha publicado, tan solo una breve resefla indicaba
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Eigura 30. Determinacién de la masa molecular de 1la

G3P:NADPt ¢é6xido-reductasa nativa purificada de C.
reinhardtii.

A, filtracién molecular en Sephacryl S-300 SF segun se describe en
el apartado II.E.2.5; las proteinas marcadoras de masa molecular fueron:
a, ferritina; b, catalasa; ¢, aldolasa; d, sercalbumina; e, ovoalbumina:;
f, quimotripsinégeno; y g, mioglobina. B, electroforesis nativa en
gradiente de acrilamida segin se describe en el apartado II.E.3.2; las
proteinas marcadoras de masa molecular fueron: a’', ferritina; b’,
catalasa; c¢', aldolasa; d’', fosforilasa B; e', seroalbumina; y f‘',
ovoalbtmina. ([J), Proteinas marcadoras; (®), G3P:NADPt éxido-reductasa
purificada.
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Figura 31. Determinacién del pI de la G3P:NADP* éxido-
reductasa de C. reinhardtii mediante isoelectroenfoque
(A) y cromatoenfoque (B).

Las condiciones experimentales del isoelectroenfoque se detallan
en el apartado II.E.3.3. Los patrones utilizados (0O) fueron: a,
aminoglucosidasa (pI 3,75); b, inhibidor tripsina (pI 4,55):; c,
lactoglobulina A (pI 5,20); d, anhidrasa carbénica bovina (pI 5,85); e,
mioglobina de caballo (pI 6,80); f, lactico deshidrogenasa (pI 8,30); vy
g, tripsinégeno (pI 9,30). Las condiciones experimentales del
cromatoenfoque se detallan en el apartado II.E.2.4.



la ausencia de picos caracteristicos (Iglesias y col.,
1987) . Las preparaciones de enzima purificado mostraban
un espectro de absorcidén caracterizado por una unica
clara banda de absorcién en la zona del ultravioleta,
la tipica banda de absorcién de las proteinas debida a
la presencia de aminodcidos aromdticos, con un maximo a
274 nm (Figura 32). No obstante, también se observaba
un hombro, o banda ancha, en la zona azul-violeta del
espectro, centrado a 358 nm. Este hombro desaparecia
con la adicién del reactivo de grupos sulfhidrilos NEM
(véase inserto en la Figura 32). No hay reseflas previas
sobre la presencia de hombros en la zona de 300-400 nm
del espectro de la G3P DHasa no fosforilante. Su
localizacién en la zona del azul-violeta y su
sensibilidad a reactivos de grupos -SH apuntan hacia la
posibilidad de que, como se discute més adelante,
corresponda a una banda de transferencia de cargas,
similar a la bien conocida banda de Racker de la G3P
DHasa fosforilante glicolitica (Racker y Krimsky, 1952;
Racker, 1965) debida a la interaccién del grupo -SH de
la cisteina del sitio activo y NADY wunido no
covalentemente a la proteina. El andlisis de la banda
de la zona ultravioleta, mads ancha de lo habitual en
proteinas sin cofactores nucleotidicos, ha
proporcionado informacién relevante a este respecto.
Asi la relacién de absorbancias Azgg/Azgpo estaba en el
rango 1,05-1,10 en el espectro de las distintas
preparaciones de la G3P DHasa no fosforilante
purificada de C. reinhardtii. Este valor es claramente
menor que el de proteinas tipicas como la seroalbumina
(A2g80/A260=1,7) o la inmunoglobulina G (A280/A260=1,9),
que carecen de cofactor nucleotidico (Morton, 1975), y
es muy similar al obtenido para preparaciones
purificadas de la G3P DHasa fosforilante dependiente de
NAD' y otras ALDHs que tienen unido como cofactor este
piridin nucleétido, formando la denominada holoenzima
(Murdock y Koeppe, 1964; Trentham, 1968; Trentham,
1971; Van Ophem y col., 1993).
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Eigura 32. Espectro de absorcién de la G3P:NADP?t

éxido-reductasa purificada de C. reinhardtii.

La preparacién contenia 2,9 U de una preparacién de enzima
purificado hasta homogeneidad electroforética en 1 ml de tampén
estdndar. El recuadro muestra la desaparicién del hombro a 360 nm

(supuesta banda de Racker) tras incubacién de la preparacién enzimitica
con 0,2 mM NEM.



IT.F.1 r rizacién la liberacidn r n

inci 1 ivi I X 1 P_DH n

Los métodos electrométricos se han usado para
estimar la actividad catalitica de algunos enzimas
hidroliticos mediante la determinacién de los cambios
en el pH (concentracién de iones hidrdégeno o protones)
producidos como consecuencia de la reaccibén. Asi, la
actividad acetilcolinesterasa ha sido ensayada midiendo
la cantidad de &cido acético generado en la reacciédn
que cataliza (Mufioz-Delgado y col., 1983; Whittaker,
1984). De forma anédloga, una liberacién de protones
deberia producirse durante la reaccidén catalizada por
la G3P:NADP*t 6xido-reductasa, uno de cuyos productos es
el acido 3-fosfo-bD-glicérico, que es asi mismo un &acido

carboxilico:

G3P + NADP+ + HoO —> PGA + NADPH + 2H+

Los estudios previos realizados sobre este enzima
sugieren un mecanismo en el que un residuo de cisteina,
esencial para la actividad de la proteina, participa en
la formacién de un intermediario tioéster, que
finalmente se hidroliza liberando protones (Iglesias y
col,, 1987; Iglesias y Losada, 1988; Losada y col.,
1990). Como se muestra en la Figura 33, un cambio muy
evidente del pH del medio hacia valores més acidos
tiene lugar en el curso de la reaccidén catalizada por
la G3P:NADPt 6xido-reductasa purificada del alga verde
C. reinhardtii en medio no tamponado. El1 caracter
enzimdtico de esta liberacién de protones esta
claramente indicado por su estricta dependencia
respecto de los sustratos del enzima, tanto del G3P

como del NADP+, y por 1la incapacidad del enzima

125



térmicamente desnaturalizado (5 min, 100 ©C) de
originar dicho proceso (Figura 33B y 33C). La
disminucién del pH del medio estéd&, por tanto,
especificamente asociada con la actividad redox del
enzima. En efecto, no se observaba ningin cambio de pH
con NADt en lugar de NADPt o si se usaba como sustrato
el isémero L no bioldgico del G3P. Por otra parte, la
presencia de L-G3P causaba una fuerte inhibicidén de la
generacié4n de protones, lo que también estd de acuerdo
con el caracter enzimatico del proceso al ser este
compuesto un potente inhibidor de la actividad redox de
la G3P:NADPt o6xido-reductasa (Kelly y Gibbs, 1973,
Iglesias y col,, 1987). Los valores de pH finalmente
obtenidos no fueron nunca menores que 6,0-6,5, adan en
presencia de un exceso de ambos sustratos (aprox. 100
veces los valores de Kp), probablemente porque a estos
valores de pH relativamente &cidos el enzima deja de
catalizar la reaccién, al estar muy por debajo de su pH
éptimo (entre 8,5 y 9,0 para la actividad redox del
enzima) . Ademds, a valores de pH mé&s &cidos pueden
tener lugar cambios conformacionales que conlleven la
desnaturalizacién, y por tanto la 1inactivacién
irreversible, de la proteina. Hay que sehalar a este
respecto que el pH del medio de ensayo afectaba al
valor inicial de la tasa de liberacidén de protones. Ya
que se obtuvieron tasas iniciales méximas cuando el pH
inicial se encontraba entre 8 y 9, los ensayos se
llevaron a cabo habitualmente en este rango de pH. Este
valor, muy similar al pH o6ptimo de la actividad
G3P:NADP? 6xido-reductasa usando el ensayo
espectrofptométrico estédndar (Iglesias y col., 1987),
esta también a favor del carédcter enzimatico de la
acidificacién y de su estrecha conexién con la reaccidn
de deshidrogenacién. Hay que hacer notar que la
composicién del medio usado en el ensayo electrométrico
es muy similar a la del ensayo espectrofotométrico
(véase Apdo. II.C.1l), siendo la principal diferencia

que el primero no incluye tampdén de pH.
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Figura 33. Registro del cambio de pH producido en el
transcurso de la reaccién de oxidacién del G3P a PGA
por NADP* catalizada por 1la G3P:NADPt éxido-reductasa
purificada de C. reinhardtii.

A, mezcla de reaccién completa; B, en ausencia de G3P; C, mezcla
de reaccién con enzima desnaturalizado térmicamente. En el primer

registro se recoge también el efecto inhibidor de la adicién del
reactivo de grupos sulfhidrilo NEM.



Como se muestra también en la Figura 333, la
acidificacién del medio se inhibia completamente por
los reactivos de grupos sulfhidrilo (p.e.., NEM y p-
HMB), los cuales son potentes inhibidores de la
reaccidén de deshidrogenacién (Iglesias y col., 1987,
Iglesias y Losada, 1988). De hecho, cuatro grupos SH,
uno por subunidad, son esenciales para la actividad de
la G3P:NADPt o6xido-reductasa y se ha sugerido su
participacién en 1la formacidén secuencial de 1los
intermediarios tiohemiacetal y tioéster en el
transcurso del mecanismo catalitico del enzima
(Iglesias y Losada, 1988, Corbier y col., 1992).

Se ha investigado también el efecto de la
concentracién de NADPt y G3P sobre la velocidad inicial
de generacidén de protones. De las representaciones de
dobles reciprocos o de Lineweaver—-Burk se obtuvieron
los valores de 15 y 70 UM para las constantes de
Michaelis (Kp) aparentes de los sustratos NADP*t y G3P,
respectivamente. Estos valores son muy similares a los
obtenidos para el ensayo espectrofotométrico (Iglesias
y col,, 1987, Iglesias y Losada, 1988). Por otra parte,
la proporcionalidad directa existente entre la cantidad
de enzima (G3P:NADPt éxido-reductasa) en el ensayo y la
velocidad inicial del proceso estudiado (produccién de
protones, en este caso), es una caracteristica comin a
todas las reacciones enzimdticas que se refleja en la
relacién lineal mostrada en la Figura 34. En conjunto,
todos los resultados presentados corroboran el caracter
genuinamente enzimadtico de la acidificacidén observada
durante la oxidacién del G3P a PGA por la G3P:NADPt

6xido-reductasa de C. reinhardtii.
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Figura 34. Relacién entre el cambio de pH y la
concentracién de G3P:NADPt 6éxido-reductasa.
El grafico adjunto presenta la relacién lineal existente entre la

velocidad inicial de produccién de protones y la concentracién de enzima

purificada empleada en el ensayo.



II1I.E. 2. Transhidrogenacién dependiente de ATP e

i izacidén median n i m nzimati
reconstituido conteniendo ambas G3Pp DHasas,

fosforilante v no fosforilante

Se ha ideado un sistema reconstituido formado por
enzimas solubles (PGA quinasa, G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADt y G3P:NADPt+ 6xido-reductasa) en el
cual, aprovechando la diferente especificidad por el
piridin-nucleétido de las dos G3P DHasas utilizadas,
tres reacciones acopladas promueven, usando como
intermediario el par redox G3P/PGA, la
transhidrogenacién desde el NADH al NADP*T y 1la
ionizacién del agua a expensas de la energia del ATP.
Como se discutird més adelante este sistema puede ser

de utilidad como sistema modelo en Bioenergética.

Como se ha expuesto anteriormente, las G3P DHasas
fosforilantes pueden promover con el concurso de la PGA
guinasa la reaccién inversa, o anabdlica, de reduccién
del PGA a G3P. Desde el punto de vista de la energética
bioquimica, la reduccién del PGA a G3P (E'o, PH 7,
-0.54 V) por el NAD(P)H, que en consecuencia se oxida a
NAD(P)* (E's, pH 7, -0.32 V), es una reacciébn
endergénica (AG'o, pH 7, +0.44 eV molec™!) que implica
la transferencia de 2e y la remocién de un anidn éxido
(02-) del grupo carboxilato del PGA por los dos
protones del agua, con la consiguiente alcalinizacién

del medio:
H-, 0
R-COO- + NAD(P)H + 2Ho0 =—— R-CHO + NAD(P)*+ + H20 +
+ 2HO-

Tanto en la fotosintesis como en la

gluconeogénesis esta reaccidén redox estd acoplada a la
hidrélisis del ATP (ADP~PO3~) a ADP y ortofosfato
(H2PO4~), una reaccidén exergdnica (AG's, pH 7, -0.33 eV

molec‘l):

ADP-~POj3- + HoO == ADP + HoPOy-
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Por tanto, las reacciones catalizadas por la PGA
quinasa y la G3P DHasa fosforilante son en conjunto
ligeramente endergénicas (AG'o,pH 7, +0.11 eV molec™1).
Hasta ahora muchos bioenergetistas no habian tenido en
cuenta el hecho de que el paso clave en el sistema
acoplado PGA quinasa/G3P DHasa es la transferencia de
un anién o6éxido desde el PGA (R-CO0O~) al grupo
metafosfato (~P0O3~) del ATP. El1 anién carboxilato es
entonces energetizado por eliminacién de un 02~ a
catién acilio (R-Ct=0), el cual se mantendria en estado
energetizado como tioéster mediante su unidén con el
residuo cisteina del sitio activo de la G3P DHasa
(Harris y Waters, 1976), mientras gque el grupo
metafosfato tras aceptar un 02— se desenergetizaria a
la forma desprotonada del ortofosfato que, al ser una
base fuerte, aceptaria a su vez protones del agua
alcalinizando asi el medio. El1 catién acilio del
tioéster seria finalmente reducido por el ién hidruro
del NAD(P)H via un intermediario tiohemiacetal hasta
formar el grupo aldehido (R-CHO) del G3P:

oz
R-COO- + ~PO3" + 2H20 === (R-C*=0) + H2PO4- + 2HO-

H.
(R-C*=0) + H- =2 R-CHO

H-,02-
R-COO- + ~POg3- + H- + 2H20 =—> R-CHO + HgPOy- + 2HO-

Hay que hacer notar que el ortofosfato (HzPO4™) es
la forma hidratada del metafosfato (~P03~) y que los
valores de pKy del acido ortofosférico (H3PO4) son 2,1,
7,2 y 12,7, mientras que los del acido metafosférico
son 4,1 y 6,9 cuando esta anclado en el ADP, el pK, del
cual también desciende, como consecuencilia de esta
unién, hasta aproximadamente tres unidades de pH por
debajo de 7.

La Figura 35A muestra que, a diferencia de la oxi-
dacién del G3P a PGA catalizada por la G3P:NADPt éxido-
reductasa, la reduccidén dependiente de ATP del PGA a

G3P catalizada por las enzimas PGA quinasa y G3P:NAD?t
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@ G3P:NAD* DHasa (4 U)
8.2 ‘

pH 8.1

sol
&) R-COO" + ~PO3" + H™ + 2H* —R-CHO + HoPO4"

G3P:NADP+ é6xido-reductasa (60 mU)

83r l GIiP:NAD'* DHasa (4 U)

8.2
pH

8.1

8ol
8) R-COO" + ~PO3" + H" + 2H*—R-CHO + H,PO4"
b) R-CHO + HO —»R-COO" + H™ + 2H*

Eigura 35. Cambios de pH producidos durante el
funcionamiento de sistemas enzimaticos reconstituidos
compuestos por la PGA quinasa y las G3P
deshidrogenasas (fosforilante y no fosforilante).

A, PGA quinasa y G3P DHasa dependiente de NADY. B, como en A, pero
en presencia de G3P:NADPT 6xido~-reductasa. (&) Alcalinizacién del medio
simulténea con la reduccién dependiente de ATP por NADH del PGA a G3P;
(b) posterior acidificacién del medio producida por la oxidacién por
NADP' del G3P a PGA.



DHasa fosforilante estd realmente acompafiada por una
alcalinizacién del medio. Mediante el empleo de NADH
como donador de iones hidruro y de NADP* como aceptor
final ha sido posible acoplar, en un sistema modelo
formado por tres enzimas solubles -a saber: la PGA qui-
nasa, la G3P DHasa fosforilante dependiente de NAD?Y y
la G3P:NADPt éxido-reductasa- la reduccidén dependiente
de ATP del PGA a G3P con la oxidacién dependiente de
agua del G3P a PGA (véase Apdo. III.E.1l). Hay que hacer
notar que ello ha sido en gran medida posible gracias a
la diferente y absoluta especificidad de las dos G3P
DHasas utilizadas por el coenzima dinucleotidico (por
NAD*+ el enzima fosforilante y por NADPt el no
fosforilante). La Figura 35B muestra que cuando se usa
el sistema reconstituido completo el registro del pH
muestra dos fases claramente definidas con cambios de
PH en sentidos opuestos: iniciamente tiene lugar una
alcalinizacién transitoria, que corresponderia a la re-
duccién por NADH dependiente de ATP del PGA a G3P, que
es seguida por una clara acidificacidén como consecuen-—
cia del desarrollo de la segunda parte del proceso
(oxidacién del G3P a PGA por el NADPT). El1 desfase
temporal observado entre ambas etapas del proceso es
una caracteristica comin a los sistemas de enzimas
acoplados (Tipton, 1992) y es consecuencia del tiempo
empleado para generar la cantidad de intermediario G3P
necesaria para que el enzima que cataliza la segunda
etapa (la G3P:NADP*t éxido-reductasa en este caso) pueda
funcionar con eficacia. E1 proceso global de
transhidrogenacién estd resumido en el esquema de la
Figura 36. Se puede considerar, por tanto, gque 1la
energia quimica del ATP se emplea en este sistema para
llevar a cabo una transhidrogenacién simultdnea con la
ionizacidén del agua, acompariada por la consiguiente
liberacién de protones, de acuerdo con la siguiente

ecuacién:
H-,02-
NADH + H20 + ~PO3- + 2H20 + NADP+ ——> NAD++ 2H* +
+ HoPOy4- + 2HO- + NADPH
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NADH, ~PO3", 2H,0 NAD+*, HoPO4", 2HO"

PGA G3P

(R-COO") (R-CHO)

NADPH, 2H* NADP+, H0

NADH + H,0 + ~PO5" + 2H,0 + NADP+
02, H

NAD* + 2H* + HoPO,~ + 2HO" + NADPH

Eigura 36. Transduccién de la energia quimica del ATP
en energia 4&cido-base mediante el par aldehido-
carboxilato G3P/PGA.

El PGA es reducido primero por el NADH a G3P en una reaccién
dependiente de ATP catalizada secuencialmente por la PGA quinasa y la
G3P DHasa fosforilante. Seguidamente el G3P es oxidado por el NapPt a
PGA en una reaccién independiente de fosfato catalizada por la G3p:NaDP*
é6xido-reductasa. El1 proceso es en conjunto una transhidrogenacién
acompafiada de una ionizacién endergédnica del agua a expensas de la

hidrélisis del ATP (ADP.PO3”) en ADP y ortofosfato (H2PO47).
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Las dos G3P DHasas presentes en los organismos
fotosintéticos eucariéticos han sido ampliamente estudiadas
y sus respectivas funciones bien establecidas (Cerff, 1978;
Cerff, 1982 a y b; Brikmann y _col., 1989). En cambio la
informacién sobre la G3P DHasa no fosforilante
(distribucién, localizacién, funcién,..) es escasa. Desde
que este enzima fué descrito por el grupo de Arnon (Arnon y
col,, 1954) 1los estudios referentes a la localizacién y
funcién de la G3P DHasa no fosforilante se han centrado
exclusivamente en plantas superiores de 1las que se ha
purificado total o parcialmente (Rosemberg y Arnon, 1955;
Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo y Faggiani, 1979). Los estudios
previos sobre <caracterizacidén de las G3P DHasas
fosforilantes se han llevado a cabo en plantas C3 y C4
(Cerff, 1978; Cerff, 1982 a y b; Brikman y col., 1987;
Brikman y col.,, 1989) y los realizados sobre el enzima no
fosforilante se han centrado en plantas C3 exclusivamente
(Pupillo y Faggiani, 1979, Iglesias y Losada, 1988). Por
otro lado los datos sobre los enzimas fosforilantes en
microalgas son escasos (Pupillo, 1972; Vacchi y col., 1973;
Grissom y khan, 1975; O'Brien y _col., 1979; Ahrenhéfer,
1979; Heide y Theis, 1984) y 1los existentes sobre 1la
presencia del enzima no fosforilante en estos organismos son
contradictorios (Vacchi y _col., 1973). En esta Tesis se ha
realizado un estudio completo sobre la distribucién
comparativa de las tres G3P DHasas en una gama de organismos
tanto eucaridéticos como procaribdbticos, fotosintéticos o no,

poniendo especial énfasis sobre el enzima no fosforilante.

De otro lado, baséndonos en la localizacidédn bien
establecida de 1las dos G3P DHasas fosforilantes,
cloropléstica y citosdlica, hemos procedido a comprobar la

localizacién citosélica del enzima no fosforilante en
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distintos organismos fotosintéticos, tanto microalgas como

plantas superiores.

Ya que los datos existentes sobre la regulacién de las
G3P DHasas fosforilantes de microalgas por distintas
condiciones nutricionales son muy escasos y se limitan a
breves comunicaciones (Latzko y Gibbs, 1979), hemos
procedido a estudiar comparativamente sus respuestas y la de
la G3P DHasa no fosforilante a diferentes condiciones
nutricionales. Para ello hemos utilizado cultivos de varias
microalgas que se pueden desarrollar tanto en condiciones

fotoatotré6ficas como heterotréficas o fotomixotrdficas.

Finalmente, hemos desarrollado un método de
purificacidn de la G3P DHasa no fosforilante del alga
cloroficea C. reinhardtii alternativo al publicado por
Iglesias y_col, (1987). La obtencién por este método de
preparaciones purificadas del enzima ha permitido
profundizar en su caracterizacién y realizar experimentos in
vitro sobre la actividad de generacién de protones

concomitante con su actividad éxido-reductasa.

IV.1. Distribucié ] 1; ¢ i ot 1ul ’
] G3p_ DH 1if I -
fotosintét;

Los datos sobre distribucién de 1las G3P DHasas
recogidos en esta Tesis (Apdo. III.A) representan el primer
estudio comparativo detallado sobre la presencia de las dos
G3P DHasas dependientes de NADP?t en organismos
fotosintéticos, desde cianobacterias (procariotas) a plantas
superiores. Los datos existentes en la bibliografia muestran
a la G3P DHasa fosforilante dependiente de NADPT como un
enzima tipico de organismos fotosintéticos. Sin embargo los
estudios sobre el mismo se han centrado en plantas

superiores o exclusivamente en dos grupos de microalgas:
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cloroficeas (Iglesias y col., 1987) y euglenoficeas (Vacchi
vy _col,, 1973; Theiss-Seuberling, 1984). De igual forma los
niveles de actividad de la G3P DHasa no fosforilante en
microalgas distintas a las cloroficeas no habian sido hasta
ahora determinados y habia dudas sobre su presencia en estos
organismos (Kelly y Gibbs, 1973; Vacchi y col., 1973). En
este sentido hemos puesto claramente de manifiesto la
presencia del enzima en cultivos de la euglenoficea E.
gracilis en contraste con los resultados de Vacchi y c¢ol.
(1973). Estos datos contradictorios son probablemente
debidos a la presencia en el ensayo habitual de las G3P
DHasas fosforilantes de 1L-G3P, un potente inhibidor de la
actividad de la G3P DHasa no fosforilante que no afecta sin
embargo a aquellas (Kelly y Gibbs, 1973). Nuestros
resultados indican claramente la presencia de la G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADP* en todos los organismos
fotosintéticos que realizan fotosintésis oxigénica, tanto
procariotas como eucariotas, asi como en tejidos de plantas.
Por el contrario, la G3P DHasa no fosforilante no se
encuentra presente en procariotas fotosintéticos
(cianobacterias y bacterias fotosintéticas) ni en organismos
no fotosintéticos, mostradndose como un enzima tipico de
organismos fotosintéticos que poseen cloroplastos o
cianelos. La presencia de la G3P DHasa no fosforilante en
eucariotas fotosintéticos apoya y Justifica la funcién
atribuida al enzima en plantas como componente del sistema
exportador de poder reductor, protones y fosfoglicerato
desde el estroma del cloroplasto al citosol (Bamberger ¥
col.,, 1975; Iglesias y col., 1987; Iglesias y losada, 1988;
Losada y_col.,, 1990). Por otra parte, la presencia de
niveles significativos de la G3P DHasa no fosforilante en
tejidos no fotosintéticos de plantas sugiere que este enzima
puede tener otra funcién alternativa aun no establecida, no
relacionada directamente con el metabolismo fotosintético
del carbono. De hecho se ha descrito la presencia de 1la
actividad G3P DHasa no fosforilante en el latex de Hevea

brasiliensis (Jacob y D'Auzzac, 1972) y en tejidos
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gluconeogénicos de plantas (Kelly y Gibbs, 1973). A este
respecto hay que sefialar la existencia de una G3P DHasa no
fosforilante dependiente de NAD' detectada en células de la
arquebacteria terméfilica T. tenax cultivadas
heterotré6ficamente (Hensel y_col., 1987). Este es el unico
caso conocido de una G3P DHasa no fosforilante dependiente
de NAD' en organismos no fotosintéticos, y parece ser un
caso excepcional dentro de las arquebacterias, dado que no
ha sido encontrada esta actividad enzimatica ni en
arqueobacterias halofilicas (Danson, 1988; véase Tabla 2) ni
en las termofilicas (Fabry y Hensel, 1987; Danson, 1988).
Sin embargo muy recientemente se han caracterizado dos G3P
DHasas no fosforilantes dependientes de NADP* y de
ferredoxina en la eubacteria S. mutants (Boyd y col., 1995)
y la arquebacteria P. furiosus (Mukund y Adams, 1995),

respectivamente.

La localizacién de las dos G3P DHasas fosforilantes
estd perfectamente estudiada y recogida en la bibliografia
(Preiss y Kosuge, 1970; Cerff, 1982 a y b; Ferri y col.,
1987, Fothergill-Gilmore y Michels, 1993). La G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADP* es un enzima localizado en
el estroma del cloroplasto mientras que el enzima
dependiente de NAD' es un enzima tipicamente citosdélico . La
G3P DHasa no fosforilante ha sido descrita como citosélica
en tejidos de plantas superiores (Kelly y Gibbs, 1973), pero
su localizacién no estd tan bien definida como en el caso de
los otras dos G3P DHasas. Para comprobar la localizacién del
enzima en microalgas eucariéticas (se han wusado dos
cloroficeas y una rodoficea) hemos empleado diversos métodos
de rotura celular que afectan en grado diferente a la
integridad de los orgédnulos celulares (Apdo. III.B). La
sonicacién, un método dréstico que destruye todas las
estructuras celulares, solubiliza igual de eficientemente
las tres actividades G3P DHasas. En cambio, la rotura
celular por congelacién-descongelacién -un método de rotura

mas suave que rompe la membrana celular pero mantiene un
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cierto grado de integridad de los cloroplastos- solubiliza
con eficiencia unicamente las actividades G3P DHasa no
fosforilante y fosforilante dependiente de NAD*. Ya que la
G3P DHasa fosforilante dependiente de NAD* es un marcador
citoplasmatico, la presencia en este extracto de 1la
actividad del enzima no fosforilante en las tres microalgas
estudiadas confirma su localizacidén citoplasmatica en estos
microorganismos. Por el contrario, la presencia de la
actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de NADPY, un
tipico marcador estromdtico, en el precipitado obtenido por
centrifugacién diferencial después de 1la rotura por
congelacién-descongelacidn y que contiene la mayoria de los
pigmentos fotosintéticos, indica que efectivamente 1los
cloroplastos mantuvieron un grado de integridad suficiente
para evitar wuna pérdida significativa de enzimas

estromdticos.

También se ha llevado a cabo el estudio de 1la
localizacién celular de la G3P DHasa no fosforilante en
plantas usando hojas de espinaca y el método de rotura
descrito por Kubawara y Murata (1982) (Apdo. III.B). Las
actividades fosforilante dependiente de NADY y no
fosforilante se solubilizan de forma paralela tras una
primera rotura mecdnica suave, indicando una localizacién
citosbélica de ambas. El tratamiento posterior por choque
osmético produce 1la rotura de los cloroplastos y la
solubilizacién concomitante de la actividad G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADP* de la fraccién
estromdtica. Los resultados sobre localizacién celular de
las G3P DHasas son por tanto muy similares a los obtenidos

con microalgas.
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El desarrollo en la luz de 1los cultivos de las
microalgas cloroficeas y rodoficeas estudiadas esta
acompafiado de un aumento en los niveles de 1las tres
actividades G3P DHasas hasta alcanzar un maximo hacia el
final de la fase exponencial de crecimiento (Apdo. III.C.1).
Los intervalos de tiempo necesarios para estas variaciones,
relativamente 1largos (20-60 h), y la inhibicidén por
cicloheximida o DCMU sugiere que se trata de procesos de
sintesis de novo de proteinas codificadas por el genoma
nuclear, dependientes en Ultima instancia del poder reductor
generado por el flujo fotosintético de electrones (Apdos.
III.C.1.1). Por el contrario, cuando los cultivos de las
microalgas estudiadas se dejan evolucionar en la oscuridad
mantienen un nivel bajo y constante de las tres actividades
G3P DHasas que le permiten mantener un metabolismo basal y
sobrevivir durante un periodo relativamente largo para
eventualmente reiniciar un metabolismo activo cuando se
reestablezcan las condiciones de iluminacién (Apdo.
III.C.2). Incluso en estos cultivos que se han mantenido
previamente en la oscuridad sin crecimiento apreciable un
periodo de tiempo las tres G3P DHasas presentan un valor
mdximo que coincide con el final de la fase exponencial de
crecimiento, lo gque indica que se trata de enzimas
directamente implicadas en el metabolismo central de
biosintesis/degradacién de carbohidratos muy activo durante

el crecimiento de estas microalgas.

La presencia de carbono orgdnico en el medio de cultivo
afecta de forma diferente a los niveles celulares de las
tres G3P DHasas de microalgas. Los dos enzimas citosélicos
siguen pautas paralelas en su evolucién y bien distitas a
las del enzima cloropléstico. Asi, la presencia de acetato

sbédico en cultivos de C. reinhardtii provoca un descenso de
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la actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP?
tanto en la luz como en la oscuridad sin afectar
significativamente los niveles de las otras dos actividades
enzimdticas (Apdo. III.C.3.1). Por otra parte, la presencia
de D-glucosa en cultivos de C. fusca provoca, tanto en la
luz como en la oscuridad, un aumento apreciable en los
niveles de las actividades G3P DHasas no fosforilante vy
fosforilante dependiente de NAD' pero los niveles de
actividad del enzima fosforilante dependiente de NADPY
decrecen y se hacen en este caso 1indetectables tras
aproximadamente 60 h de cultivo (Apdo. III.C.3.2). La
presencia de otros azucares metabolizables (p-galactosa, D-
fructosa, D-manosa, D-ribosa y el disacarido sacarosa),
produce en C. fusca el mismo efecto descrito para la
glucosa. En cambio andlogos de azucares no metabolizables
(L-glucosa o 3-O-metil-p-glucosa) no provocan cambios
apreciables en ninguna de las G3P DHasas. La asimilacién del
azicar es por tanto imprescindible para que ocurran estos
cambios en los niveles de actividad de las G3P DHasas. La
inhibicién parcial de la actividad G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADPY por accién de la 2-deoxi-D-glucosa, que
ademés retrasa ligeramente el crecimiento de los cultivos,
puede ser debido al efecto téxico de este andlogo de azucar
en el metabolismo fotosintético de microalgas (Yadav y
Mohanty, 1984). La inhibicién promovida por los azucares de
la actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP' en
C. fusca podria explicar la casi completa inhibicién por
glucosa de la fijacién fotosintética de carbono descrita por
Bishop (1961) en el alga verde A. braunii. De hecho,
nuestros experimentos preliminares de medidas de la fijacién
fotosintética de CO, marcado con 14C y desprendimiento de O
dependiente de bicarbonato también mostraron que células de
C. fusca cultivadas en presencia de glucosa presentaban
inhibiciones significativas, aunque no totales (70-80% de
inhibicién), de estas actividades metabdlicas (datos no

mostrados) .
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La eliminacién del azucar de cultivos iluminados de C.
fusca con niveles indetectables de actividad G3P DHasa
fosforilante dependiente de NADP' produce una recuperacién
de esta actividad hasta los niveles tipicos de cultivos
fotoautotréficos que no se produce por la presencia de
cicloheximida o DCMU pero si en presencia de lincomicina,
indicando que estos cambios (inhibicién/recuperacién) son
debidos a procesos de degradacién/sintesis de novo de

proteinas codificadas por el genoma nuclear (Apdo. III.C.4).

Ya que es bien conocido que la glucosa actua como
represor catabdélico en sistemas de control por
retroalimentacién en bacterias y levaduras manteniendo muy
bajos los niveles de ciertos enzimas de rutas metabdlicas
clave (Stryer, 1990), nuestros datos apuntan a un papel
regulador similar para este azucar en C. fusca, en este caso
sobre la G3P DHasa implicada en la ruta reductiva de las
pentosas fosfato. Dado que la sefial para que se produzca la
represién por catabolito la proporciona la elevacidén del
nivel intracelular de algin producto catabdélico de la ruta
principal de asimilacién del nutriente, el hecho de que los
andlogos de aztcares no metabolizables no ejerzan ningun

efecto estaria de acuerdo con esta propuesta.

Las actividades G3P DHasa no fosforilante vy
fosforilante dependiente de NAD' de cultivos de C. fusca
desarrollados en presencia de azucar tanto en la luz como en
la oscuridad presentan niveles altos y cambios con el tiempo
similares a los de cultivos fotoautotré6ficos que se inhiben
por efecto de incubacibén con cicloheximida o DCMU, pero no
por efecto de la lincomicina. Estos cambios son debidos, por
tanto, a sintesis de novo de proteina en el citosol
utilizando en su caso el poder asimilatorio generado en
fotosintesis (Apdo. III.C.4). C. fusca es capaz de crecer en
condiciones fotomixotréficas y fotoheterotrdéficas en
presencia de glucosa a velocidades semejantes a las

condiciones fotoautotrdéficas. En estos casos los niveles
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celulares de las G3P DHasas citosélicas, no fosforilante y
fosforilante dependiente de NAD'Y, siguen pautas anédlogas a
las de los cultivos fotoautotréficos: no presentan grandes
cambios por la presencia de compuestos carbonados, si acaso
una cierta estimulacién en esas condiciones, lo que indica
que ambos serian enzimas constitutivos implicados en el
metabolismo central del carbono (Apdo. III.C.3). De hecho,
se han detectado niveles altos de la G3P DHasa no
fosforilante en cultivos de C. fusca desarrollados
heterotréficamente en la oscuridad con glucosa como fuente
de carbono, esto es en ausencia total de fotosintesis (Apdo.
ITIT.C.3).

Hay que hacer notar que un descenso hasta niveles
indetectables del nivel celular de la actividad G3P DHasa
fosforilante cloroplastica se ha observado también en
cultivos de C. fusca sometidos a estrés nutricional
("hambre” de carbono) producido en dos situaciones en las
que no hay fuente de carbono inorgadnico disponible: gaseo
con aire sin CO o con N (Apdos. III.C.6 y III.C.7). En
esta situacién los niveles de las dos G3P DHasas citosdlicas
se mantienen, sin embargo, constantes a lo largo del tiempo
de cultivo. Aungque no tenemos una explicacidén concreta de
estos procesos, el contenido en carbohidratos y azucares
reductores disminuye en estas células probablemente por su
degradacién, -necesaria para mantener un metabolismo basal y
en la gque podrian participar las G3P DHasas citosblicas-
gue presumiblemente podria generar el producto metabolico
responsable de la represién por catabolito que tendria lugar
también en estas condiciones. Por otra parte, el hecho de
gque la caida de la actividad G3P DHasa cloroplastica se
produzca también en cultivos en "hambre" de carbono
mantenidos en condiciones microaerdbicas (gaseados con N2)
descarta un posible efecto inhibidor del oxigeno molecular o
sus derivados activados sobre las actividades G3P DHasas
(Apdo. III.C.7).
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Ya que la presencia de azicares en el medio de cultivo
debe inhibir la fijacidén fotosintética de carbono, muy
posiblemente el alga en estas condiciones reorganiza su
metabolismo orientdndolo a la metabolizacidén de la fuente de
carbono organico exdégeno. Asi, se ha descrito y hemos
constatado por observaciones microscopicas que en presencia
de azucares las células de la microalga C. fusca sufren una
apreciable modificacidén estructural y un aumento
significativo del tamafio celular consecuencia de la
acumulacién de polisacaridos de reserva (Rodriguez-Lépez,
1965). En nuestros cultivos se produce, en efecto, una mayor
cantidad de material celular por unidad de volumen en
presencia de glucosa, aunque las tasas de crecimiento son
andlogas a las de cultivos fotoautotréficos (Apdo. III.C.8).
Ya que hemos detectado un claro incremento del contenido
celular de carbohidratos totales en estas condiciones, esto
puede ser debido a una acumulacién de polisacaridos de
reserva, fundamentalmente almidén (Apdo. III.C.8). La activa
incorporacién del azucar se pone de manifiesto por el mayor
contenido celular tanto de carbohidratos totales como
azlUcares reductores en cultivos de C. fusca desarrollados
con glucosa, tanto en la luz como en la oscuridad, en
relacién con los cultivos fotoautotréficos, en los cuales se
produce una cierta acumulacién de carbohidratos
fundamentalmente en la fase estacionaria. Esta acumulacidn
no se produce en la oscuridad en ausencia de glucosa
exbégena, situacién en la cual el contenido en carbohidratos
se mantiene préacticamente constante, y si acaso disminuye
ligeramente. Este aumento en el contenido de carbohidratos
de reserva y de azucares reductores se produce igualmente en
cultivos iluminados con glucosa como fuente exclusiva de
carbono, lo que de nuevo pone de manifiesto que C. fusca es
capaz de desarrollar un metabolismo fotoheterotréfico
utilizando el azlcar. En esta situacién los niveles de las
actividades G3P DHasas fosforilante dependiente de NAD' y no
fosforilante siguen, como hemos comentado, pautas similares

a las de cultivos fotoautotréficos. Hay que hacer notar que
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los niveles de maxima actividad de estos enzimas, gque se
producen durante el estadio de mayor actividad metabdlica de
los cultivos, coinciden en el tiempo con el maximo detectado
en los azucares reductores, lo que permite pensar que
estarian directamente implicados en la metabolizacidn de
estos compuestos. Por el contrario, en ausencia de CO2
("hambre"” de carbono) los contenidos celulares en
carbohidratos totales y azlcares reductores disminuyen
progresivamente siendo probablemente utilizados por el alga
para mantener un metabolismo basal en esta situacidén de

estrés nutricional (Apdo. III.C.8).

Los esquemas de flujo metabdélico propuestos para las
tres G3P DHasas en cultivos de C. fusca desarrollados en
distintas condiciones nutricionales se presentan en el
Esquema 3. En condiciones fotoautotrdéficas (Esquema 3A) un
flujo metabdélico ciclico seria el predominante, en el cual
el G3P generado fotosintéticamente en el estroma del
cloroplasto se oxidaria a PGA en el citosol bien por accién
de la G3P DHasa fosforilante dependiente de NAD' o con el
concurso del enzima no fosforilante, que competiria con
ventaja, dada su mayor afinidad por 1los sustratos,
generando asi el NADPH necesario para el funcionamiento del
activo metabolismo biosintético en estas condiciones. La
competencia entre estos dos enzimas estaria regulada por
los requerimientos de NAD(P)H y la carga energética
celular, asi como por la disponibilidad de Pj que es un
inhibidor de la G3P DHasa no fosforilante (Iglesias y col.,
1987) y sustrato de la G3P DHasa fosforilante. Por el
contrario, en condiciones fotoheterotréficas (Esquema 3B)
el azlcar exdégeno se podria asimilar activamente siguiendo
el ramal no fosforilante de la ruta glicolitica,
independiente de la carga energética celular, en el que
participaria la G3P DHasa no fosforilante parte del G3P se
importaria sin embargo al cloroplasto con el concurso del
translocador triosa-fosfato/fosfato. En estas condiciones

el ATP necesario para la acumulacidédn de almiddén en el
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cloroplasto podria ser generado fotosintéticamente por el
flujo ciclico de electrones. En condiciones heterotréficas
(en la oscuridad en presencia del azucar) ambos ramales,
fosforilante y no fosforilante, de la glicolisis también
podrian participar en la degradacidén de carbohidratos en
funcién principalmente de la disponibilidad de Pj y de la
necesidad de NADPH/NADH y/o ATP en el citosol.

IV.3. Purifi ;¢ teri i6n de la G3P DH
fosforilant el al ] g : i nhardtii

La G3P DHasa no fosforilante se ha purificado
principalmente de plantas (Rosemberg y Arnon, 1955; Kelly y
Gibbs, 1973; Pupillo 3% Faggiani, 1979). Estas
purificaciones se caracterizan en general por su bajo
rendimiento, y estan basadas en un fraccionamiento del
extracto crudo con disolventes orgdnicos, una precipitacién
fraccionada con sulfato aménico y diferentes pasos de
cromatografia en columna, aunque en todos los casos se
incluye una cromatografia de filtracién molecular. Durante
el desarrollo de esta Tesis se ha comprobado que 1los
métodos de purificacién descritos para plantas tienen
escasa aplicacién en la purificacién de la G3P:NADP' 6xido-
reductasa de microalgas cloroficeas. Asi, el tratamiento
del extracto crudo con solventes organicos (p.e., acetona)

provoca una importante perdida de la actividad enzimatica.

Nuestro grupo ha descrito en la <cloroficea C.
reinhardtii el Unico método de purificacién publicado para
la G3P DHasa no fosforilante de microalgas (Iglesias ¥y
col., 1987). El1 método incluye rotura celular por
sonicacién, una precipitacién fraccionada con sulfato
aménico (entre el 40-80% de saturacién) del extracto crudo
obtenido, cromatografia en DEAE celulosa, cromatografia en
Procion Red 120 Agarosa, cromatoenfoque y filtracién

molecular en Sephacryl S-300. Estos cinco pasos de
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purificacién permitieron obtener preparaciones puras del
enzima con un factor de purificacién de unas 1500 veces y
una recuperacién total de aproximadamente el 30%. La
actividad especifica conseguida oscilaba en torno a las 8

U/mg de proteina.

En nuestro trabajo hemos modificado el método de
purificacién de la G3P:NADP' éxido-reductasa de C.
reinhardtii, consiguiendo una mayor eficacia y simplicidad
(Apdo. III.D). En el método descrito por Iglesias ¥y col.
(1987) se wusaba la sonicacién como método de rotura
celular. Este es un método muy drédstico que puede inducir
una cierta inactivacidén de enzimas lébiles (y las G3P
DHasas lo son). La destruccién de todas las estructuras
celulares provoca ademds 1la liberacién de proteinas
cloropléasticas, entre ellas la G3P DHasa fosforilante
dependiente de NADP*', que acompafian al enzima no
fosforilante en el extracto crudo. Este método de rotura ha
sido sustituido por la congelacién a -80 ©°C y posterior
descongelacién a temperatura ambiente. Ello supone una
rotura mds suave de las celulas que ademds de evitar
posibles inactivaciones de enzimas mantiene un cierto grado
de integridad de los orgdnulos como los cloroplastos, con
lo que el extracto crudo resulta en una preparacién
proteica m&s limpia (més libre de pigmentos y proteinas
cloroplasticas) que en el caso de la rotura por sonicacién.
Por otra parte, la estabilidad del enzima a lo largo del
proceso de purificacién parecia mejorarse cuando el tampdn
de rotura se suplementaba con un céctel de inhibidores de
proteasas (en este caso &cido g€-aminocaproico, benzamidina
y PMSF). Resultaba igualmente ventajoso para el
mantenimiento de la actividad la adicién a los tampones
cromatograficos, no sélo de agentes protectores de grupos
sulfhidrilos (2-mercaptoetanol) y gquelantes de metales
(EDTA), sino ademds de glicerol. Por otra parte, en el
método descrito en esta Tesis se empled una sdla

precipitacidén con sulfato ambébnico al 40% de saturacién
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(Apdo. III.D.1.1). Dado que mayores concentraciones de esta
sal inhiben parcialmente la actividad G3P DHasa no
fosforilante, este tratamiento se ha reducido al minimo. El
material proteico que en el método de Iglesias y _col.
(1987) se eliminaba por precipitacién con una concentracidn
mayor (80%) de sulfato aménico, se separa del enzima en
este método modificado precipitando con una concentracién
mds baja de la sal y pasando la solucién por una columna de

intercambio aniénico.

A excepcién de una cromatografia de intercambio
aniénico en DEAE celulosa DE-52 (Apdo. III.D.1.2), los
pasos de purificacién de cromatografia liquida en columnas
son diferentes a los empleados por Iglesias y col, (1987).
En este primer paso cromatogradfico se separa la actividad
G3P DHasa no fosforilante de la mayor parte de la
ferredoxina y proteinas coloreadas contenidas en la
preparacién enzimdtica que no se adsorbian al lecho
cromatogrdfico. La actividad G3P:NADP* oéxido-reductasa
eluye de esta columna a concentracién muy baja de NaCl, por
lo que esta sal no interfiere en los sucesivos pasos
cromatograficos. El rendimiento obtenido es bueno y el

proceso resulta ser repetitivo.

La cromatografia en Red 120-Agarosa, el cromatoenfoque
y la cromatografia de filtracién en Sephacryl S§-300
utilizados en el método de purificacién de Iglesias y _col.
(1987) son técnicas que, ademds de consumir mucho tiempo,
resultan en un elevado costo, en particular el
cromatoenfoque en el que se consumen tampones con
anfolitos. En el procedimiento descrito en esta Tesis, se
han sustituido por una cromatografia hidrofébica en Fenil
Sefarosa 4B y wuna cromatografia de adsorcidén en
hidroxiapatito, mucho mé&s asequibles econdémicamente. La
eliminacién de un paso cromatografico permitid ademéds

reducir el tiempo necesario para la purificacién lo que se
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traducia en una perdida menor de actividad durante el

proceso.

La cromatografia hidrofébica en Fenil Sepharose 4B y
la cromatografia en hidroxiapatito (Apdos. III.D.1.3 vy
III.D.1.4) han resultado pasos determinantes en este nuevo
proceso de purificacidén, obteniendose tras ellos un
significativo incremento en el grado de purificacién (hasta
205 y 1380 veces, respectivamente) y un rendimiento similar
al obtenido por otros autores tras el ultimo paso
cromatografico. Sin embargo, el valor de actividad
especifica de 1las preparaciones (aprox. 30 U/mg de
proteina) es superior al de las obtenidas por métodos
anteriores (8-9 U/mg de proteina, descrito por Iglesias y
col.,, 1987). Una posible causa de la diferencia observada
de actividad especifica puede ser el método de rotura
celular empleado que al ser mAds suave, podria preservar
mejor la actividad del enzima que en nuestro caso seria méas
activa. En ambos casos el resultado final de la
purificacién es, sin embargo, una preparacidén enzimitica
homogénea a juzgar por las electroforesis realizadas tanto
en condiciones desnaturalizantes como no desnaturalizantes
y las cromatografias analiticas llevadas a cabo (Apdo
IIT.D.2; Iglesias y col., 1987). De hecho, nuestras
preparaciones purificadas de enzima no muestran variaciones
significativas tanto en los parametros fisico-quimicos
(Apdo. III1I.D.3.1) como en los valores de Kp para ambos
sustratos (datos no mostrados) respecto de los estimados
por Iglesias y_col, (1987) para la G3P DHasa de C.
reinhardtii. Estos resultados sugieren que de existir un
cambio conformacional debe afectar a la eficiencia de 1la
reaccién (numero de recambio) pero no a la afinidad del

enzima por los sustratos.

La My del enzima ha sido estimada en condiciones no
desnaturalizantes tanto por cromatografia de filtracidn en

gel como por electroforesis nativa (Apdo. III.D.3.1). Estos
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métodos permiten establecer un valor cercano a los 200 kDa
para el enzima nativo. La electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (Apdo III.D.3.1) muestra una sola banda
de proteina con un tamafio aparente de 50 kDa, que

corresponderia a la subunidad del enzima.

La proteina se muestra, por tanto, como un
homotetramero formado por cuatro subunidades identicas, al
igual que las G3P:NADP* éxido-reductasas purificadas de
plantas superiores. Los datos obtenidos son, en cuanto a
las propiedades fisico-quimicas, concordantes con 1los
presentados sobre el enzima purificado de C. reinhardtii vy
tejidos fotosintéticos de plantas (Rosemberg y Arnon, 1955;
Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo y Faggiani, 1979; Iglesias y
col,, 1987). Sin embargo, como se discute més adelante
estos datos sobre Mps contrastan con los publicados muy
recientemente (durante la redaccidén de esta Tesis) para
tres G3P DHasas no fosforilantes de organismos

procaridéticos no fotosintéticos.

El punto isocelectrico (pI) de 1la G3P DHasa no
fosforilante de C. reinhardtii ha sido estimado mediante
electroenfoque en gel de poliacrilamida y cromatoenfoque
(Apdo III1.D.3.1). El1 valor de pI obtenido por ambos
métodos, coincide casi exactamente con el descrito por
Iglesias vy col, (1987) (pI 6,9) utilizando el

cromatoenfoque en columna.

El espectro de adsorcién del enzima purificado (Apdo
IITI.D.3.2) aunque no presenta ninguna banda clara en la
zona del visible, mostraba, ademds de la tipica banda de
absorcién a 274 nm, una banda ancha en la zona azul-violeta
del espectro visible centrada a 350 nm. Este es el primer
espectro conocido de una G3P:NADP' 6xido-reductasa. Las G3P
DHasas fosforilantes presentan también una banda visible
que ha sido caracterizada como una banda de transferencia

de carga, denominada banda de Racker, debida a la unidén de
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NAD* como cofactor (Racker y Krimsky, 1952; Racker, 1965).
La relacién anormalmente alta de Azgg/Azgp del espectro de
la G3P DHasa no fosforilante purificada de C. reinhardtii
permite deducir también 1la presencia de un cofactor
nucleotidico, probablemente NADP*, unido al enzima. El
comportamiento de esta banda del espectro de la G3P DHasa
no fosforilante en respuesta a los reactivos de grupos
sulfhidrilos (Apdo. III.D.3.2) indica que residuos de
cisteina, probablemente la cisteina del sitio activo,
puedan estar implicados en su existencia, al igual que
ocurre con la banda de Racker de los espectros de las G3P
DHasas fosforilantes (Racker y Krimsky, 1952; Racker,
1965) .

La Tabla 11 muestra las propiedades moleculares y
cinéticas de varias G3P DHasas purificadas de distintos
organismos. Los valores de las Mys nativas oscilan entre
los 63 y 350 kDa, y en su mayoria resultan ser proteinas
oligoméricas, sin grupo prostético caracteristico y con
grupos sulfhidrilos esenciales para la actividad
enzimdtica. Tanto 1los datos biogquimicos como 1los de
genética molecular indican que las G3P DHasas no
fosforilantes de los eucariotas fotosintéticos y de la
bacteria S. mutans estdn muy relacionados y se pueden
considerar como el mismo enzima, mientras que los de las
arquebacterias T. tenax y P. furiosus son estructural y
funcionalmente muy diferentes (Kelly y Gibbs, 1973; Pupillo
y Faggiani, 1979; Crow y Wittenberger, 1979; Hensel y col,,
1987; Iglesias y_col., 1987; Iglesias y Losada, 1988; Boyd
y ¢ol,, 1995; Mukund y Adams, 1995).
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Tabla 11. Comparacién de las propiedades moleculares y cinéticas de varias G3P DHasas no
fosforilantes purificadas de distintos organismos

Plar{tas C. reinhardtii S. mutans T. tenax P. furiosus
superiores
M nativa (kDa) 190-200 200 350 210 63
Estado oligomérico 4 4 62 4 1
pl 6,0 7,0 NDb ND ND
Km (M)
G3P 30-50 51 140 ND 28
NADP+ 10-20 10 100¢ - -
NAD+ - - - 11004 -
Fdox - - - - 6
Grupo prostético B B - - pterina
W/Fe
a

Numero minimo de subunidades por oligémero.

b .
ND, no determinado.
ZCinéticas no lineales sugieren inhibicién por sustrato por G3P a concentraciones limitantes de NADP+,
La actividad G3P DHasa de este enzima es estimulada por fosfate o arseniato, que duplican la Viax y reducen la Ky, para el

NAD*Y hasta un 25% del valor determinado sin estos efectores.



IV. 4 Funcié £isi016g] i ] 3P DH
fosforilant ] . : intéti
Lot

La funcién fisiolégica de las G3P DHasas fosforilantes
estd bien establecida, a diferencia de la del enzima no
fosforilante cuya funcién no estéd aun totalmente aclarada.
Se ha propuesto la participacién de este enzima, en
colaboracién con su hombloga fosforilante cloropléastica y
el traslocador triosa-fosfato/3-fosfoglicerato, en la
exportacién desde el estroma al citosol del poder reductor
generado en la fotosintesis (Bamberger y col., 1975;
Iglesias y col., 1987; Fliigge y Heldt, 1981). Sin embargo,
basidndonos en la liberacién de protones a bajo pH
-caracterizada por primera vez en esta Tesis (Apdo.
III.E.1)- que conlleva la actividad redox de la G3P:NADP*
6xido-reductasa y en que no se ha detectado actividad H*-
ATPasa en la doble membrana del cloroplasto (Flilgge y
Heldt, 1981) nuestro grupo ha propuesto (Esquema 4) que
este enzima puede desempeflar también un papel esencial en
el mantenimiento del gradiente de pH de casi dos unidades
existente entre el estroma del cloroplasto y el citosol
(Iglesias y col., 1987; Iglesias y Losada, 1988), un
gradiente necesario, por otra parte, para el funcionamiento
éptimo del translocador triosa-fosfato/3-fosfoglicerato,
considerado el traslocador mas importante en la exportacién
del carbono fijado en fotosintesis desde el cloroplasto al
citosol (Fliigge y Heldt, 1981).

El estudio comparativo de las reacciones que catalizan
las G3P DHasas fosforilante y no fosforilante debe tener
gran relevancia en bioenergética. La transferencia de
oxigeno reducido (anidén 6xido, 027) debe Jjugar
indudablemente un papel esencial no solo en la
fosforilacién a nivel de sustrato (fermentacidén) sino
también, de acuerdo con los resultados descritos en esta

Tesis, en el mecanismo bAasico de 1los procesos de
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transduccién de energia a nivel de membrana como son la
transhidrogenacién y la fosforilacién (tanto
fotofosforilacién como fosforilacidén oxidativa). Si, como
se ha propuesto recientemente (Losada, 1992 a y b), este
fuera el caso, el oxigeno tendria en bioenergética un papel
dcido-base ademds de su bien establecido papel redox
(donador de electrones en la fotosintesis y aceptor de
electrones en la respiracién). En otro aspecto, hay que
hacer notar que el citosol de las células fotosintéticas
eucaridéticas (donde se 1localiza la G3P DHasa no
fosforilante) es més &cido, alrededor de dos unidades de
PH, que el estroma del cloroplasto (donde se encuentra la
G3P DHasa fosforilante dependiente de NADPt). Este sistema
multienzimdtico formado por ambas G3P DHasas dependientes
de NADP* y el translocador de la triosa fosfato/fosfato,
capaz de generar un gradiente electrogquimico de protones a
expensas del ATP a través de la membrana del cloroplasto,
se puede considerar como un sistema modelo muy util en

biocenergética (Figura 37).

De otro lado los patrones de regulaciédn nutricional
observados en cultivos de microalgas de las G3P DHasas no
fosforilante y fosforilante glicolitica, similares entre si
y muy diferentes al del enzima cloropléstico (Apdo. III.C),
indican que el enzima no fosforilante debe jugar un papel
en el metabolismo no fotosintético de 1los hidratos de
carbono. A este respecto hay que seflalar que han sido
detectados niveles altos de la G3P DHasa no fosforilante en
tejidos de plantas con alta actividad gluconeogénica (Jacob
y D'Auzac, 1972), y ademds en esta Tesis hemos detectado
por vez primera este enzima en raices (Apdo. III.A.3). Ya
gque en microalgas cultivadas heterotré6ficamente se ha
observado niveles altos de actividad G3P DHasa no
fosforilante, ademds de su funcién en fotosintesis, este
enzima deberia participar, como se ha comentado en el
Apartado 1IV.2, en el metabolismo degradativo de 1los

hidratos de carbono de 1los eucariotas fotosintéticos,
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EFigura _37. Generacién dependiente de ATP de un
potencial electroquimico de protones a través de 1la
membrana del cloroplasto.

Las dos G3P DHasas dependientes de NADPY presentes en los
eucariotas fotosintéticos, fosforilante (cloropléstica) y no
fosforilante (citosélica), podrian actuar en cooperacién con el
translocador triosa-fosfato/fosfato de la membrana interna del
cloroplasto en la exportacién dependiente de ATP tanto de poder reductor
como de protones desde el estroma del cloroplasto al citosol.



probablemente como un ramal no fosforilante, independiente
de la <carga energética nuclear y con diferente
especificidad por el coenzima, alternativo al del clésico
enzima fosforilante glicolitico. De este modo, en esta ruta
metabélica alternativa, especifica de 1los eucariotas
fotosintéticos, la fosforilacién a nivel de sustrato de la
glicolisis cléasica se sacrificaria en aras de la generacidn
de protones (implicados en el balance iénico celular) y del
NADPH necesario para satisfacer la intensa actividad
anabbdlica de las células fotosintéticas. A este respecto es
interesante hacer notar que recientemente se ha descrito la
existencia en algunos procariotas no fotosintéticos de G3P
DHasas no fosforilantes dependientes de nicotinamida-
adenina dinuclebétidos que estarian implicadas en rutas de
degradacién de carbohidratos (Hensel y col., 1987; Boyd ¥y
col ., 1995), vy se ha caracterizado ademds en la
arquebacteria P. furiosus una G3P DHasa no fosforilante
dependiente de ferredoxina gque participaria en una
glicolisis no fosforilante (Mukund y Adams, 1995). Los
componentes de esta "familia" de enzimas llevarian a cabo
la oxidacién del G3P independiente de Pji wutilizando

distintos cofactores:

G3P + NADPt + H,0 —> PGA + NADPH + 2H?

(en eucariotas fotosintéticos y S. mutans)

G3P + NADt + Ho 0O —>> PGA + NADH + 2H?

(en T.tenax)

G3P + Fdoxy + H0O —> PGA + Fdyeq + 2H*

(en P. furiosus)

Por otro lado, la independencia de Pj del ramal no
fosforilante de la glicolisis definido por la G3P:NADP*
6xido-reductasa puede tener una gran importancia ecoldgica.
De hecho, la disponibilidad de fésforo es en muchos casos
el factor limitante del crecimiento de los organismos

fotosintéticos de ecosistemas acuaticos, en los que la
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reserva de este elemento puede no ser suficiente para
llevar a cabo los procesos metabdlicos debido a que en su
mayor parte se encuentra en forma de sales insolubles
(Margalef, 1974). De acuerdo con esta propuesta, en
cultivos de células vegetales en condiciones de deficiencia
en fosfato se produce una inhibicién de 1la G3P DHasa
glicolitica junto con un aumento de los niveles del enzima
no fosforilante y otros enzimas glicoliticos que wusan
pirofosfato (Duff y _col,., 1989). Estos resultados son sin
embargo contradictorios con los obtenidos mé&s recientemente
en plantas intactas en las que la deficiencia en fosfato
parece producir mas bien una inhibicién de la glicolisis y
una acumulacién de azlcares no fosforilados en las vacuolas
(Rychter y Randall, 1994). Estudios de regulaciédn
enzimdtica in vitro apuntan sin embargo a un funcionamiento
alternativo de ambas G3P DHasas en la glicolisis de
eucariotas fotosintéticos en funcién de la disponibilidad
de Pj, ya que es sustrato del enzima fosforilante, y al
mismo tiempo un potente inhibidor de la G3P DHasa no
fosforilante (Iglesias y col,., 1987, Iglesias y Losada,
1988) (Esguema 5).
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V. CONCLUSIONES



1. La G3P DHasa no fosforilante dependiente de NADP* de
organismos fotosintéticos es un enzima tipico y exclusivo
de los que poseen cloroplastos o cianelos y no se encuentra

en cianobacterias.

2. El enzima es citosélico tanto en plantas superiores como

en microalgas.

3. Las distintas condiciones nutricionales afectan de
forma diferencial a los niveles celulares de las tres G3P

DHasas en microalgas cloroficeas.

4. Los! niveles celulares de las tres actividades G3P
DHasas de microalgas aumentan en los cultivos
fotoautotré6ficos hasta alcanzar un valor méximo debido a
sintesis de novo de proteina, mientras se mantienen bajos y

constantes en cultivos mantenidos en la oscuridad.

5. La presencia de azucares metabolizables en cultivos de
C. fusca provoca una drastica disminucién de la actividad
G3P DHasa fosforilante cloroplastica dependiente de NADP*
hasta niveles indetectables, mientras que produce un
aumento del nivel de la G3P DHasa no fosforilante
citos6lica. La eliminacién del azucar permite la
recuperacién del nivel de la G3P DHasa cloropléstica propio
de las condiciones fotoautotrdédficas, en un proceso
dependiente de sintesis de novo de proteina codificada por
el genoma nuclear. Ya que estos cambios no se observan con
andlogos no metabolizables de azucares, el efecto de la
glucosa sobre la G3P DHasa cloropléstica se puede
considerar andlogo a la represién catabdblica de sistemas

enzimdticos observada en bacterias y levaduras.
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6. La ausencia de fuente de carbono inorgénico ("hambre” de
carbono) produce también una drastica disminucién de la
actividad G3P DHasa fosforilante dependiente de NADP?
mientras que las actividades de 1las dos G3P DHasas
citosbélicas se mantienen a niveles basales y constantes. La
vuelta a las condiciones fotoautotréficas permite la
recuperacién de los niveles tipicos de los tres enzimas en
un proceso dependiente de sintesis de novo de proteinas

codificadas por el genoma nuclear.

7. La presencia de D-glucosa como unica fuente de carbono,
incluso en la oscuridad, permite niveles de las actividades
G3P DHasa no fosforilante y G3P DHasa fosforilante
dependiente de NAD' similares a los de cultivos

fotoautotrdéd6ficos.

8. La deteccidén de niveles significativos de G3P DHasa no
fosforilante en tejidos no fotosintéticos de plantas y el
claro paralelismo de los niveles de este enzima y de la G3P
DHasa dependiente de NADY en cultivos heterotréficos de
microalgas sugieren un papel alternativo para la G3P DHasa
no fosforilante distinto del propuesto en fotosintesis,
probablemente en el metabolismo degradativo de los

carbohidratos.

9. La G3P DHasa no fosforilante se ha purificado hasta
homogeneidad del alga cloroficea C. reinhardtii utilizando
un método que permite obtener el enzima c¢on una mayor
actividad especifica que por el método anteriormente
descrito, y ha permitido identificar una banda en su
espectro de absorcién andloga a la banda de Racker de la
G3P DHasa fosforilante.

10. Los estudios in vitro sobre la capacidad de generacién
de protones de la G3P DHasa no fosforilante apoyan la

participacién de este enzima como componente de un sistema
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de transporte indirecto de protones del estroma del

cloroplasto al citosol.

11. Mediante un sistema reconstituido de enzimas solubles
(PGA gquinasa/G3P DHasa fosforilante/G3P DHasa no
fosforilante) se ha logrado por vez primera, sin necesidad
de sistemas complejos de proteinas de membrana, la
transhidrogenacién e ionizacién del agua dependientes de
ATP. El agua actuaria en este sistema como sustrato
primario para la conversién de la energia del ATP en
energia &cido-base con el concurso del par anién

carboxilato-catidédn acilio.
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