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A las cianobacterias,
Sin ellas, nada de esto hubiera sido posible.






Mientras los suefios no tengan fin, el camino sera ilimitado.
Solo el miedo puede detenerte.

Flatley
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de bromofenol al 0,25 % (p/v) y glicerol al 40 % (v/v).

Tampoén TBE
Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0).

Tampén TE
Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM.

Tampén TR
Tris-HCI 40 mM (pH 8,0), MgSO4 10 mM, CaCl, 1 mM.

PBS
NaCl 26 mM, KCI 0,54 mM, Na,HPO,4 0,8 mM, KH-PO,4 0,352 mM.

PBS-T
NaCl 26 mM, KCI 0,54 mM, Na,HPO, 0,8 mM, KH-PO4 0,352 mM Tween-20 al
0,05 % (v/v).

Tampon de electroforesis
Trizma base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1 % (p/v) (pH 8,3).
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1. INTRODUCCION

1.1.Las cianobacterias

Las cianobacterias constituyen un phylum muy diverso, aunque bien definido,
de procariotas Gram negativos, capaces de llevar a cabo una fotosintesis
oxigénica similar a la de las plantas [Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Woese,
1987]. Se considera a este grupo como el responsable del cambio de una
atmoésfera reductiva a oxidativa hace 3000 millones de afios, siendo las
principales causantes de la acumulacion de oxigeno atmosférico en la Tierra
[Knoll, 2008]. Ademas, esta bien establecido que las cianobacterias son el
ancestro viviente de los actuales cloroplastos [Knoll, 2008]. En la actualidad,
estos organismos ocupan habitats muy variados, llegando a encontrarse en la
mayoria de ecosistemas estudiados [Tandeau de Marsac y Houmard, 1993].
De hecho, siguen jugando un papel crucial en los ciclos del carbono y del

nitrégeno.

El phylum comprende a su vez organismos con diversa morfologia, incluyendo
organismos unicelulares, solitarios o formadores de colonias, y filamentosos, ya
sea en filamentos lineales o presentando ramificaciones [Rippka et al., 1979].
Algunas de estas cianobacterias filamentosas desarrollan una verdadera
diferenciacion celular, denominados heterocistos, que aparecen en condiciones
de deficiencia de nitrbgeno combinado [Wolk, 1982]. Ademas de este tipo
celular, algunas cianobacterias filamentosas pueden diferenciarse en acinetos
0 células de resistencia, o en hormogonios, células especializadas en
reproduccidon y dispersion [Flores y Herrero, 2010]. Se ha establecido una
clasificacion filogenética, dividida en cinco secciones, basada en la diversidad
morfolégica que presentan estos organismos [Rippka et al., 1979] y que ha sido
actualizada recientemente por Shih y colaboradores [2013] (Figura 1). En la
denominada Seccion | se incluyen estirpes unicelulares como Gloeocapsa y
Synechocystis, que se dividen por fision binaria o por gemacién. La Seccion |l

la componen individuos unicelulares que presentan fision multiple, como
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Xenococcus y Pleurocapsa. En la Seccidn |ll aparecen estirpes filamentosas
que no son capaces (0 han perdido la capacidad) de desarrollar heterocistos,
como Lyngbya o Trichodesmium. Por ultimo, en las Secciones IV y V
encontramos las especies filamentosas formadoras de heterocistos,
representando la Seccién IV a las especies que presentan division en un plano,
como Anabaena o Nostoc, mientras que en la Seccion V se clasifican especies

con division en mas de un plano, con organismos como Fischerella.

Es importante resaltar que los plastidos presentes en eucariotas provienen de,
al menos, una cianobacteria que fue internalizada, probablemente por
fagocitosis [Raven et al., 2009] y posterior endosimbiosis, hace unos 700-1500
millones de afos [Yoon et al., 2004; Cavalier-Smith, 2006], por una célula
eucariota heterétrofa. Tras este evento, una gran cantidad de genes pasaron
desde el genoma de la cianobacteria al nucleo del hospedador, lo que supuso
la pérdida de genes cianobacterianos que no estaban implicados en la
fotosintesis oxigénica ni en el mantenimiento y division esencial del huésped.
Este proceso se conoce como transferencia endosimbiética de genes (EGT)
[Martin y Herrmann, 1998; Martin et al., 2002; Reyes-Prieto et al., 2007]. La
endosimbiosis y transferencia de genes hizo que la célula huésped adquiriese
la capacidad de realizar fotosintesis oxigénica y que la ancestral cianobacteria
se convirtiese en un auténtico organulo. Durante el suceso de endosimbiosis,
aparecié una compleja maquinaria basada en péptidos de transito, para enviar
proteinas codificadas en el ndcleo desde el citosol al organulo [Ball et al.,
2011]. Deusch y colaboradores [2008], tras el analisis genético de varios
eucariotas fotosintéticos (Arabidopsis, Oryza sativa, Chlamydomonas,
Cyanidioschyzon, etc.) concluyeron que, al menos, alrededor del 14 % de las
proteinas codificadas en el nlcleo de las plantas provienen de cianobacterias
similares a Nostoc PCC 7120 o Anabaena variabilis ATC29143.
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Figura 1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de las cianobacterias. Los
126 genomas secuenciados hasta la fecha estan presentes en el arbol, que fue
generado tomando como referencia 31 secuencias proteicas comunes. Las ramas
presentan el color de la sub-seccion morfolégica al que pertenecen: Unicelulares
(Negro); Pleurocapsales (Naranja); Filamentosas (Verde); Formadoras de heterocistos
(Rosa); Ramificadas (Morado). Las transiciones morfolégicas se representan con

triangulos azules. Imagen modificada de Shih y colaboradores [2013].
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Las cianobacterias se caracterizan por ser, desde un punto de vista metabdlico,
muy homogéneas, siendo en su mayor parte autotrofas estrictas, aunque hay
algunas especies que crecen mixotroficamente (utilizando azucares como
fuente de carbono y energia a la vez que realizan la fotosintesis),
fotoheterotréficamente (utilizando sustratos organicos como fuente de poder
reductor al tener inhibida la fotosintesis no ciclica) o heterotréficamente
(utilizando sustratos organicos en ausencia de luz) [Rippka et al., 1979]. No
obstante, la fotosintesis es el proceso principal para la generacion del ATP y
poder reductor necesarios para asimilar las formas inorganicas del carbono,

nitrégeno, azufre y los demas bioelementos.

La fijacién de di6xido de carbono la llevan a cabo mediante el Ciclo de Calvin.
Como peculiaridad en el metabolismo del carbono, las cianobacterias poseen
un Ciclo de Krebs incompleto, debido a la carencia de la enzima 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, quedando este ciclo como una ruta de funcion anabdlica que
proporciona 2-oxoglutarato: la molécula de carbono sobre la que se realiza la
fijacion de nitrdgeno. Debido a la baja concentracion disponible del dioxido de
carbono, las cianobacterias han desarrollado unos microcompartimentos
celulares donde se confina la RuBisCO, los carboxisomas, con el fin de mejorar
la afinidad de esta enzima [Kaplan y Reinhold, 1999; Cameron et al., 2014]. La
degradacion de azlcares se lleva a cabo mediante la ruta oxidativa de las
pentosas fosfato [Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Smith, 1982]. Como fuente de
nitrégeno las cianobacterias pueden utilizar nitrato, nitrito y amonio [Guerrero y
Lara, 1987], aunque algunas estirpes pueden utilizar ademas urea, algunos
aminoacidos o nitrbgeno molecular atmosférico [Stewart, 1980; Flores y
Herrero, 1994]. En este Ultimo caso, algunas estirpes han desarrollado células
diferenciadas llamadas heterocistos, que aparecen en condiciones de ausencia
de nitrbgeno combinado. Es en estas células especializadas donde se realiza el
proceso de fijacion de dinitrbgeno, para separarlo espacialmente de la
fotosintesis y evitar asi la inactivacidn irreversible de la nitrogenasa por oxigeno
molecular [Wolk, 1982]. Las cianobacterias capaces de incorporar nitrobgeno

molecular, pero que no desarrollan heterocistos, impiden la inactivacion de la
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nitrogenasa mediante el incremento del metabolismo respiratorio y la
separacion temporal de los procesos de fotosintesis y fijacion de nitrédgeno
[Fay, 1992].

A pesar de su homogeneidad metabdlica, las cianobacterias son capaces de
desarrollar procesos metabdlicos muy variados, que a veces compiten entre si
dentro de la misma célula, como la fotosintesis, la respiracion, la sintesis de
proteinas y, en algunos casos, la fijacibn de nitrégeno. Para ello, las
cianobacterias presentan distintos sistemas de membranas que integran
grandes complejos proteicos, mantienen gradientes de protones, participan en
la division celular y desarrollan otras funciones esenciales para la viabilidad
celular. La envoltura membranosa de las cianobacterias incluye una membrana
externa, una membrana plasmatica y un sistema de membranas tilacoidales.
Ademas, entre las membranas externa y plasmatica, en el llamado espacio
periplasmico, se localiza una capa de peptidoglicano, por lo que las
cianobacterias se clasifican dentro de las bacterias Gram negativas [Woese,
1987], si bien también poseen algunas caracteristicas similares a la pared
celular de las bacterias Gram positivas [Jurgens et al., 1983]. No obstante,
otros estudios [Hoiczyk y Hansel, 2000] presentan a las cianobacterias como
un grupo taxonomico bien diferenciado del resto de eubacterias vy
evolutivamente a medio camino entre las Gram positivas (grupo mas ancestral)
y las Gram negativas o0 proteobacterias (grupo mas evolucionado). La
membrana externa presenta una bateria de porinas y proteinas transportadoras
responsables de la seleccion de materiales a incorporar al interior celular; cabe
destacar el papel de esta membrana en la captacion y transporte activo de
manganeso al espacio periplasmico [Keren et al., 2002], elemento esencial en
el funcionamiento del fotosistema (PS) Il y fundamental como micronutriente.
En la membrana plasmatica, ademas de porinas y proteinas transportadoras
(como transportadores de bicarbonato y distintas formas de fuentes inorganicas
de nitrégeno), se localizan varios complejos proteicos que intervienen en los
procesos fotosintético y respiratorio, como componentes de la ATP sintasa y de

los PS | y IlI; estos complejos son funcionales en las membranas tilacoidales,

29



INTRODUCCION

pero parecen localizarse de manera transitoria en la membrana plasmatica
durante el proceso de biosintesis y ensamblaje de las subunidades [Kaneko et
al., 2001; Keren et al., 2005]. En cuanto a las membranas tilacoidales, estas
estan constituidas por una bicapa que genera en su interior un espacio, el
lumen tilacoidal, donde se acumula el gradiente de protones generado en el
proceso fotosintético. En la cara externa (plasmatica) de la membrana tilacoidal
se localizan, asociados al PS I, los ficobilisomas como pigmentos antena. En
estas membranas tilacoidales, las cadenas de transporte de electrones de los
procesos fotosintético y respiratorio comparten algunos elementos, como el
complejo de citocromos (Cit) be-f, la plastoquinona (PQ) y los donadores de
electrones alternativos Cit ¢s y plastocianina (Pc), con lo que incluso los
electrones que estan siendo transportados en la cadena respiratoria pueden

pasar a la cadena fotosintética y viceversa [Scherer, 1990].

La disposicién de las membranas tilacoidales en el interior celular, y de los
complejos proteicos en zonas especificas de estas membranas, es actualmente
objeto de estudio y no parece ser igual en todas las cianobacterias. Asi,
algunos estudios apoyan la continuidad de las membranas plasmatica y
tilacoidales [Van de Meene et al, 2006], mientras que otros autores han
encontrado evidencias que caracterizan estos sistemas de membranas como

compartimentos independientes [Keren et al., 2005].

Respecto a sus caracteristicas genéticas, la mayoria de cianobacterias
estudiadas son poliploides, presentando un alto numero de copias
cromosOmicas (en torno a 12) por célula. Muchas cianobacterias pueden
incorporar DNA exdgeno a su genoma de manera estable, por medio de un
sistema de conjugacion y recombinacién homologa [Porter, 1986; Ochman et
al., 2000]. Todo ello hace de las cianobacterias organismos ideales para el
estudio molecular de los procesos fotosintéticos, respiratorios y metabdlicos en

general.
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1.1.1. Heterocistos

Los heterocistos son células especializadas que han sufrido una diferenciacion
celular real y que poseen diferentes cualidades, tanto funcionales como
estructurales, respecto a las células vegetativas, que constituyen la unidad de
crecimiento del filamento (Figura 2). Estas células, que pierden la capacidad de
division durante su desarrollo, son las encargadas de albergar el sistema de
fijacion de nitrbgeno atmosférico, creando en su interior un ambiente libre de
oxigeno para el correcto funcionamiento del sistema y, por lo tanto, perdiendo
actividad fotosintética [Haselkorn, 1978; Wolk et al., 1994; Herrero et al., 2004].
Por ello, el papel que juega el heterocisto en el metabolismo de la cianobacteria
en déficit de nitrébgeno, o diazotrofia, es el de proporcionar a las células
vegetativas adyacentes nitrbgeno combinado en forma de glutamina,
obteniendo de éstas glutamato y compuestos derivados de la fijacién
fotosintética del CO, [Wolk et al., 1976, 1994].

Para evitar la entrada de oxigeno en la célula, el heterocisto desarrolla una
gruesa capa externa a la pared celular, formada por polisacaridos [Murray y
Wolk, 1989]. A su vez, para evitar que haya difusién de oxigeno a través de las
células adyacentes, el contacto entre los dos tipos celulares se reduce al
minimo, produciéndose una serie de septos muy estrechos que forman canales
[Lang y Fay, 1971; Giddings y Staehelin, 1978,1981].

Otra diferencia estructural presente en heterocistos es la reorganizacién de las
membranas tilacoidales. La distribucién periférica y con invaginaciones
presente en las células vegetativas da lugar en los heterocistos a un sistema de
membranas muy reticulado y polarizado en los septos, constituyendo los
denominados “honeycomb”, o estructuras en panal [Lang y Fay, 1971], donde
se concentra una gran cantidad de complejos respiratorios claves para
mantener el ambiente libre de oxigeno y proporcionar el ATP necesario para el
funcionamiento del complejo de fijacion de nitrégeno [Murray et al., 1981; Fay

1992]. Por ello, la elevada actividad respiratoria del organismo en condiciones
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diazotroficas es debida casi exclusivamente a la actividad de las oxidasas

respiratorias terminales de los heterocistos [Murray y Wolk, 1989].

Figura 2. Micrografia de transmision electronica de Nostoc sp. PCC 7120. Se
muestran una célula vegetativa (V) y un heterocisto (H). La membrana tilacoidal de la
célula vegetativa se encuentra estratificada de forma ordenada, mientras que en el
heterocisto dicha membrana esta menos ordenada. La capa de polisacaridos (p) y la
de glicolipidos (g) son visibles alrededor del heterocisto. La barra negra (arriba a la

derecha) indica 1 um. Extraido de Magnuson y colaboradores [2016].
La cianobacteria en la que se ha centrado este trabajo es Nostoc sp. PCC

7119, una cianobacteria filamentosa perteneciente a la seccién IV que es capaz

de desarrollar heterocistos.
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1.2.Las cadena fotosintética y respiratoria en cianobacterias

La fotosintesis es el proceso bioenergético principal de las cianobacterias,
siendo en muchos casos la unica fuente de entrada de energia, como ocurre en
muchas cianobacterias fotoautdtrofas estrictas, donde la respiracidén celular es
casi inexistente. Como ya hemos comentado, las cianobacterias son el Unico
grupo de procariotas capaz de llevar a cabo una fotosintesis oxigénica similar a

la de algas eucariotas o plantas [Blankenship, 1992].

Una caracteristica esencial para entender la enorme versatilidad de las
cianobacterias es el hecho de que en estos organismos procariotas las
cadenas de transporte fotosintética y respiratoria estan unidas espacialmente y
comparten una serie de elementos comunes, como son la PQ, la Pc, el Cit cs y
el complejo Cit be-f (Figura 3) [Paumann et al., 2005]. Sin embargo, se produce
una cierta espacialidad en los procesos: en la membrana tilacoidal, se localizan
ambas rutas bioenergéticas de forma intercalada, mientras que en la
membrana citoplasmatica sblo aparece una cadena respiratoria alternativa
[Schmetterer, 1994]. A pesar de la existencia de dos sistemas respiratorios
independientes, esta establecido que la respiracion en cianobacterias se inhibe
en presencia de luz, por lo que la separacion no es sélo espacial, sino también

temporal [Brown y Webster, 1953].

1.2.1. La cadena fotosintética

La cadena fotosintética estd constituida por tres grandes complejos de
membrana: el PS I, el complejo Cit be-f y el PS |, e interconectando estos
complejos encontramos transportadores de electrones moéviles. El
transportador de electrones entre el PS Il y el complejo Cit bs-f es la PQ, una
pequefa molécula liposoluble que puede moverse a través de la membrana
[Swiezewska, 2004], mientras que los mediadores entre el complejo Cit bs-fy el

PS I son el Cit cs y la Pc, dos pequefias metaloproteinas hidrosolubles situadas
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en el lumen tilacoidal [Hope, 2000; Fromme et al., 2003]. El flujo de electrones
a través del complejo Cit be-f conlleva, a su vez, un trasiego de protones hacia
el interior del lumen tilacoidal, generando un gradiente que puede ser empleado
por las ATPasas para generar energia [Mitchell, 1961]. En ultima instancia, el
PS | cede los electrones a la ferredoxina (Fd), o a la flavodoxina (FId) en
condiciones de déficit de hierro, que los transfieren a la Fd-NADP* reductasa, y
esta a su vez los cede al NADP*, dando lugar a NADPH. Al flujo de electrones
desde el PS Il hasta el NADP* se denomina flujo lineal o no ciclico. Se llama asi
para diferenciarlo del llamado flujo ciclico, en el que la Fd, en vez de generar
poder reductor, reduce a la PQ a través de una Fd-quinol reductasa, sin
implicar al PS Il, permitiendo generar un gradiente protobn-motriz y producir ATP
sin sintesis de NADPH [Bendall y Manasse, 1995].

4 Fotosintesis oo
H,O
PS I
%0, |
=
- -
NADH + H* /e,_
NADH :
OXIDORREDUCTASA
NAD+
\\ Respiracion

Figura 3. Esquema de las cadenas de electrones fotosintética y respiratoria en
cianobacterias. El complejo Cit bs-f y los transportadores rédox PQ, Pc y Cit ¢; son
comunes en fotosintesis y respiracion. Fotosistema Il (PS Il); plastocianina (Pc);

citocromo c; (cs); fotosistema | (PS 1); ferredoxina (Fd); citocromo ¢ oxidasa (Cox).
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En el caso de cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos, durante
la diferenciacion de estas células especializadas se produce un reajuste
importante del aparato fotosintético de la célula. De esta forma se pierde por
completo el PS Il, debido a que su actividad provocaria una liberacién de O
intracelular que inhibiria la actividad de la nitrogenasa [Donze et al., 1972; Fay,
1992; Wolk et al., 1994]. De hecho, no sélo se pierde este complejo, sino que
ademas se observa una importante disminucion de pigmentos fotosintéticos
con respecto a las células vegetativas. Pese a esto, el heterocisto es capaz de
realizar fotosintesis ciclica, generando ATP para mantener la actividad

nitrogenasa.

1.2.2. La cadena respiratoria

En la cadena respiratoria principal de cianobacterias, que esta situada en la
membrana tilacoidal, se encuentran tres macrocomplejos embebidos en la
membrana: la NADH deshidrogenasa, de nuevo el complejo Cit bs-f y la
citocromo ¢ oxidasa (Cox), u oxidasa terminal, encargada de transferir los
electrones al oxigeno. Asi, los electrones generados a partir de la oxidacion del
NADH en el complejo NADH deshidrogenasa, son transportados por la PQ (al
igual que en la cadena fotosintética) al complejo Cit be-f [Schmetterer, 1994].
Posteriormente, los electrones pasaran al Cit ¢s 0 la Pc para, finalmente, llegar
a la Cox y, en ultima instancia, al oxigeno [Lockau, 1981]. Existe, ademas, una
cadena respiratoria alternativa situada en la membrana citoplasmica que
implicaria algun tipo de oxidasa respiratoria terminal diferente a la oxidasa
presente en las membranas tilacoidales de la cianobacteria [Schmetterer,
1994].

En Nostoc sp. PCC 7119 se encuentran tres operones que codifican para
oxidasas terminales, los denominados genes cox. El primero de ellos, el operon
cox1, codifica para una oxidasa terminal exclusiva de células vegetativas,

mientras que los operones cox2y cox3 codifican para oxidasas especificas de
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heterocistos [Jones y Haselkorn, 2002; Valladares et al., 2003]. Por lo tanto, se
piensa que cox2y cox3 contribuyen a la proteccién de la nitrogenasa, jugando
cox3 un papel esencial en dicha proteccion [Valladares et al., 2007]. Se cree
que la actividad respiratoria de estas oxidasas se concentra en los
honeycombs, ya que la ausencia de dichas oxidasas provoca la

desorganizacion de estas estructuras [Valladares et al., 2007].

La redundancia en la aparicidbn de oxidasas terminales y el hecho de que hay
pocos estudios que aborden la funcionalidad de Cit ¢; y Pc con estas oxidasas
complica el desarrollo de un modelo de transferencia electrénica que explique

como ocurre la respiracion en cianobacterias.

1.3. Citocromo c;s y plastocianina

1.3.1. Citocromo cs

El Cit ¢s es un transportador soluble de electrones encargado de transferir
electrones desde el complejo Cit bs-f (a través del Cit ) al PS |, en la
fotosintesis oxigénica. Esta presente en todas las cianobacterias conocidas y
en una gran cantidad de algas [Schmetterer, 1994; Ki, 2005]. Sin embargo, a lo
largo de la evolucién, ha sido sustituido en plantas por la Pc, aunque en
cianobacterias y algas verdes ambas proteinas se pueden encontrar en el
mismo organismo, sustituyendo el Cit ¢s a la Pc en condiciones de deficiencia
de cobre [Davis et al., 1980; Sandmann, 1985].

Cuando el Cit ¢s y Pc aparecen en el mismo organismo, la expresion de uno u
otro esta fuertemente regulada en el inicio de transcripcion por cobre [Bovy et
al., 1992; Nakamura et al,, 1992; Zhang et al., 1994]. Existen excepciones,
como Chlamydomonas reinhardtii, donde la expresion del Cit ¢s esta inhibida
por cobre mientras que la expresion de la Pc es constitutiva. En este

organismo, en deficiencia de cobre, se sintetiza la preapo-Pc pero esta se
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degrada rapidamente mediante ubiquitinacion [Hill y Merchant, 1992; Merchant
etal.,, 1991].

Figura 4. Modelo tridimensional del citocromo cs de Nostoc sp. PCC 7120. Su
secuencia [codigo PDB 4GYD, Diaz-Moreno et al., 2014] es idéntica a la de Nostoc sp.

PCC 7119. En amarillo se sefiala el grupo hemo y en naranja el &tomo de hierro.

El Cit cs es un Cit de tipo ¢ de clase | con un grupo hemo unido covalentemente
a la cadena polipeptidica por la secuencia consenso Cys-X-X-Cys-His [Campos
et al., 1993], siendo Cys-Ala-Ser-Cys-His en Nostoc sp. PCC 7119. Se trata de
una hemoproteina soluble de unos 10 kDa, con un potencial rédox a pH 7 de
+335 mV y un pico maximo de absorbancia a 553 nm, que corresponde a la
denominada banda a [Cohn et al., 1989; Moore y Pettigrew, 1990; Campos et
al., 1993]. Este Cit se codifica por el gen petJy se sintetiza en el citoplasma en
forma de preapocitocromo. Posteriormente se transloca al lumen tilacoidal
dirigido por un péptido de transito conservado en el extremo N-terminal. En el
lumen tilacoidal se madura, se elimina el péptido de transito y se produce la
unién covalente del grupo hemo [Merchant et al., 1987; Bovy et al., 1992; Howe

et al, 1994]. En la secuencia aminoacidica se encuentran tres regiones
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altamente conservadas. Las regiones comprendidas entre los residuos 9 al 21y
entre los residuos 56 al 65 contienen los dos ligandos axiales del grupo hemo:
la His18 y la Met58. El otro area conservada que engloba los residuos del 68 al
71 se encuentra altamente conservada en organismos eucariotas, pero no en
cianobacterias [Cohn et al., 1989; Kerfeld et al., 1995]. La estructura secundaria
del Cit ¢s consiste en cuatro hélices a conectadas entre si por tres lazos (Figura
4) [Frazao et al., 1995; Beissinger et al., 1998]. El grupo hemo se localiza en un
bolsillo hidr6fobo rodeado por 23 aminoacidos, de los cuales 13 estan
altamente conservados. Hay, ademas, cuatro residuos aromaticos conservados
(Phe10, Phe61, Tyr76 y Trp85) expuestos al solvente en la superficie de la
proteina. De hecho, sé6lo el 6 % del grupo hemo estad expuesto al solvente,
concretamente los atomos de los pirroles C y D [Frazéo et al., 1995]. Respecto
al potencial electrostatico de superficie, este varia en funcién del organismo,
pudiendo tener carga neta positiva, negativa o neutra. En Nostoc encontramos
en la superficie de la molécula una zona basica, con carga neta positiva, que
seria clave para la interaccion, tanto con el complejo Cit f como con el PS |
[Molina-Heredia et al.,1999]. Cercano a esta regidbn se encuentra un residuo
estrictamente conservado que es clave para la transferencia de electrones al
PS I: la Arg64 [Molina-Heredia et al., 1999, 2001].

1.3.2. Plastocianina

La Pc es una cuproproteina soluble, con un peso molecular de 10,5 kDa y un
potencial rédox a pH 7 de +370 mV, que contiene un unico atomo de cobre
unido a una cadena polipeptidica de 100 aminoacidos [Redinbo et al., 1994]. La
naturaleza y estructura de los ligandos del cobre son la causa del color azul
que presenta la proteina oxidada, tipico de cuproproteinas de tipo I, con un
maximo de absorbancia cercano a 600 nm, debido a la transferencia de carga
que se produce por el corto enlace (Cys89)S-Cu entre el ligando y el atomo de
cobre, como consecuencia del solapamiento de sus orbitales [Sigfridsson,

1998]. Su estructura secundaria estd muy conservada y se compone de ocho
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cadenas conectadas por siete lazos. Siete de esas cadenas tienen una
configuracion en lamina-B, mientras que la restante suele tener una
conformacién en a-hélice corta, formando un cilindro aplanado o barril-B con el
atomo de cobre en el denominado extremo norte de la molécula (Figura 5)
[Guss et al., 1986].

Figura 5. Modelo tridimensional de la plastocianina de Anabaena variabilis. Su
secuencia [codigo PDB 2CJ3] es idéntica a la de Nostoc sp. PCC 7119. En celeste se

presenta el atomo de cobre.

El gen que codifica para la Pc es el petE y la proteina se sintetiza en el
citoplasma, como un precursor con un péptido de transito, al igual que el Cit cs.
La preapoplastocianina se transporta al lumen tilacoidal, donde se escinde el
péptido de transito y se une el atomo de cobre [Merchant et al., 1990; Van der
Plas et al., 1989].

Los residuos conservados incluyen los cuatro ligandos del atomo de cobre

(His39, His92, Cys89 y Met97), asi como la Tyr88, entre otros. A pesar del alto

grado de conservacién de la estructura secundaria, hay una alta variacioén en el
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potencial electrostatico de superficie entre distintas Pc, siendo acida en
eucariotas, neutra en algunas cianobacterias como Synechocystis y béasica en
otras cianobacterias, como Nostoc sp. PCC 7119 [Sykes, 1985; Medina et al.,
1993; Diaz et al., 1994].

El atomo de cobre se localiza en un bolsillo formado por residuos hidréfobos
altamente conservados y no se encuentra expuesto al solvente (al contrario que
ocurre con el grupo hemo del Cit ¢;). El atomo de cobre esta coordinado por 2
atomos de nitrégeno de los anillos de imidazol de los residuos His39 y His92 y
por los dos atomos de azufre de los residuos Cys89 y Met97. En este caso, el
unico ligando expuesto al solvente es la His92 [Guss y Freeman, 1983;
Redinbo et al., 1994]. La geometria del sitio activo, en forma de tetraedro
distorsionado [Guss y Freeman, 1983], explica el alto valor de potencial rédox

que presenta la Pc.

La regidén plana de la proteina que rodea a la His92 se conoce como zona
hidréfoba, extremo norte o sitio 1. En los organismos eucariotas, esta region
incluye los residuos Leu12, Ala33, Gly34, Phe35, Pro36, Pro86, Gly89 y Ala90
[Guss et al., 1992; Redinbo et al., 1994], aunque en cianobacterias se pueden
encontrar otros residuos distintos en las posiciones 33 a 35. Los resultados de
experimentos de modificacidbn quimica y mutagénesis dirigida, asi como la
resolucion de las estructuras, han llevado a la conclusion de que la regidén
hidr6foba es el sitio por el cual se produce la transferencia de electrones desde
el Cit fy al PS | [Anderson et al., 1987; Nordling et al., 1991; Haehnel et al.,
1994; Sigfridsson et al., 1996; De la Cerda et al., 1997; Molina-Heredia et al.,
2001; Ubbink, 2004; Diaz-Moreno et al., 2005a; Albarran et al., 2005]. El anillo
imidazol de la His92 expuesto al solvente representa la distancia mas corta
desde el atomo de cobre a la superficie (6 A) y muy probablemente constituye
el camino de los electrones desde el Cit f hacia el dimero de clorofila
fotooxidado P700*. La Tyr88 esta expuesta al solvente y, en plantas, se
encuentra rodeada de residuos con carga negativa en las posiciones 42 a 45y
59 a 61 [Sykes, 1985; Guss et al., 1986; Redinbo et al., 1994]. Estas dos
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regiones acidas forman la cara este, zona negativa o sitio 2 de la Pc de plantas,
la Gnica region de superficie con concentracion de cargas [Durell et al., 1990].
En eucariotas, la interaccion de la Pc con el Cit f es fundamentalmente de tipo
electrostatico [Qin y Kostic, 1992; Meyer et al., 1993]. Tanto experimentos
cinéticos in vitro como la determinacion de la estructura del complejo Pc/Cit f
mediante medidas de desplazamiento quimico por NMR, han establecido que
en la interaccion entre estas dos proteinas intervienen tanto la regién negativa
de la cara este de la Pc como residuos de lisina y arginina del Cit f[Takabe et
al., 1986; Anderson et al., 1987; Adam y Malkin, 1989; He et al., 1991; Modi et
al., 1992; Betts et al., 1992; Ubbink, 2004; Diaz-Moreno et al., 2005a; Albarran
et al., 2005]. También, se ha propuesto que la cara este de la Pc interviene en
la unién con el PS |, ya que mutaciones en esta zona inducen cambios en la
tasa de reduccion del PS | [Sigfridsson et al., 1996; De la Cerda et al., 1997;
Molina-Heredia et al., 2001]. De todos estos datos se puede inferir que tanto la
zona hidro6foba como la cara este intervienen en la unién con el PS | y el Cit £.
En ambos casos, la transferencia de electrones tendria lugar por la His92. Asi
mismo, como ocurre con el Cit ¢, la Pc de Nostoc contiene un residuo de
arginina clave para la interaccion eficiente con el PS [, la Arg88 [Molina-Heredia
et al., 1999, 2001].

1.4.Citocromos alternativos

Como ya hemos mencionado previamente, en todos los genomas de
cianobacterias estudiados se ha encontrado, al menos, una copia del gen petJ,
que codifica para el Cit ¢s. Sin embargo, un gran niumero de cianobacterias
presentan, ademas, una isoforma de este gen, el denominado Cit cs-2 [Ki 2005;
Reyes-Sosa et al, 2011]. En plantas, es comin encontrar una segunda
isoforma funcional de la Pc, que jugaria el mismo papel con una eficiencia
similar [Abdel-Ghany, 2009]. Por ello, la aparicion de una o varias isoformas de
una proteina crucial en fotosintesis y respiracion puede ser explicada desde

diferentes angulos. Puede ser que se traten de ortélogos, como el caso de la
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Pc en plantas superiores, pero también podrian tratarse de paralogos,
proteinas que han evolucionado desde un ancestro comun y que pueden llevar
a cabo funciones distintas. De hecho, la presencia de isogenes abre la puerta a
la posibilidad de que cada uno pueda desarrollar una funcion metabdlica en un

escenario concreto.

En Nostoc sp. PCC 7119 aparece una isoforma del Cit cs, el Cit cs2
[Reyes-Sosa et al., 2011], ademas de un homologo del Cit cu, estudiado
unicamente en Synechocystis [Malakhov et al., 1999]. Finalmente, a lo largo del
trabajo realizado en esta tesis doctoral, se ha encontrado una segunda

isoforma del Cit cs, a la que se ha denominado Cit cs.3 [Torrado et al., 2016].

1.4.1. Citocromo cs.»

El Cit cs2 es un Cit ¢ de clase I, soluble, presente en multitud de cianobacterias
[Ki, 2005]. Se trata de un citocromo con un grado de identidad y de homologia
con el Cit ¢s en la zona hidr6foba de un 50 % y 100 %, respectivamente. A su
vez, el grado de identidad y homologia con el Cit ¢s en la zona electrostatica es
de un 62 % [Reyes-Sosa et al., 2011]. Bialek y colaboradores [2008]
subdividieron provisionalmente este grupo de citocromos en dos subgrupos: Cit
ces Y Cit csc, para diferenciarlos del Cit csa encontrado en plantas y en algunas
algas verdes; pero, a fecha de hoy esta subclasificacion carece de sentido
desde un punto de vista funcional. Por ejemplo, se ha encontrado una
divergencia filogenética aun mayor entre los Cit ¢s de cianobacterias y de algas
verdes [De la Rosa et al.,, 2006] y no por eso se han subclasificado en dos
clados distintos. Polémicas aparte, el Cit cs.» se clasificaria dentro del grupo de

los denominados Cit Csc.
El Cit cs2 posee un residuo estrictamente conservado de tirosina en la
posicion 61 (en Nostoc sp. PCC 7119), que no esta conservado en los Cit cs.

Su espectro de absorcion es muy similar al del Cit ¢s, con un maximo de
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absorcion de la banda a a 553 nm. A diferencia del Cit ¢s, el motivo de union
del grupo hemo es Cys-Arg-Gly-Cys-His, y a nivel de potencial electrostatico de
superficie posee una zona hidr6foba muy conservada, mientras que la
superficie de interaccion a larga distancia no lo estd, siendo esta muy negativa.
La localizacién tetrica seria el lumen tilacoidal, ya que contiene un péptido de
transito similar al del Cit ¢s, aunque no ha sido determinada experimentalmente
[Reyes-Sosa et al. 2011]. El Cit cs.» es capaz de interaccionar con el PS | y
reducirlo, aunque de forma menos eficiente que el Cit ¢s 0 la Pc. Asi mismo,
esta proteina presenta en Nostoc un potencial rédox a pH 7 de +200 mV, lo
cual hace complicado que obtenga electrones del complejo Cit be-f. En cambio,
con dicho potencial rédox la transferencia de electrones al PS | o al Cit be-f

estaria favorecida [Reyes-Sosa et al. 2011].

1.4.2. Citocromo ¢y

El Cit cu es un Cit ¢ soluble de clase | que se encuentra en todas las
cianobacterias cuyos genomas se han secuenciado [Malakhov et al., 1994; Ki
2005; Hiraide et al., 2014]; sin embargo, su funcién es desconocida. Se conoce
muy poco de este Cit y sbélo se han realizado algunos estudios en la
cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 [Malakhov et al., 1994; Manna vy
Vermaas, 1997; Molina-Heredia et al., 2002; Bernroitner et al., 2009; Hiraide et
al., 2014]. En estos trabajos se ha demostrado que la expresion del gen, a nivel
de RNAm, es muy baja y que los mutantes de delecién del gen pueden crecer
con normalidad bajo condiciones fototrofas [Malakhov et al, 1994; Manna y
Vermaas, 1997]. Sin embargo se observa que, bajo condiciones de estrés por
baja temperatura y alta intensidad luminica, condiciones en las que se reprime
la expresion del Cit ¢s y la Pc, se produce un gran aumento en la expresion del
Cit cu. Por ello se piensa que la funcion del Cit oy puede estar relacionada con
la fotoproteccion o con la proteccién frente a estrés oxidativo [Malakhov et al.,
1999]. El Cit cu también posee un péptido de transito similar al del Cit ¢s o Cit

Cs2, por lo que se piensa que se localizaria en el lumen tilacoidal
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[Molina-Heredia et al., 2002]. Metzger y colaboradores [1995] sugirieron un
papel fotosintético para esta proteina, ya que al delecionar simultdneamente la
Pc y el Cit cs en Synechocystis encontraron que seguia habiendo actividad
fotosintética. Sin embargo, estudios de interaccion del Cit oy con el PS | en
Synechocystis sp. PCC 6803 descartaron esta posibilidad [Molina-Heredia et
al., 2002]. Ademas, el potencial rédox a pH 7 del Cit cv, de +150 mV, hace que
esta proteina sea incapaz de captar electrones del complejo Cit bs-f
[Molina-Heredia et al., 2002]. Manna y Vermaas [1997] sugirieron, por otra
parte, que el Cit oy podria estar involucrado en respiracion, basandose en que
un doble mutante de delecion Cit ¢ / Cit cv no era viable. Posteriormente,
Bernroitner y colaboradores [2009] apoyaron esta hipétesis del posible papel
del Cit cu en respiracion. Se basaron en los estudios de Malakhov y
colaboradores [1999] que ya hemos comentado, y en estudios de localizacién
de la proteina, en los que sugerian que esta se podria colocalizar con las
oxidasas respiratorias terminales en las membranas tilacoidales. Sin embargo,
aun no se ha establecido de forma concluyente la localizacion subcelular del Cit

cw ni su posible funcidén en la cadena respiratoria de transporte de electrones.

1.4.3. Citocromo cga

El Cit csa €s un Cit soluble de tipo ¢ que se ha encontrado en algunas plantas
superiores, como Arabidopsis thaliana, donde fue identificado por primera vez
[Gupta et al., 2002; Wastl et al., 2002], y en algunas algas verdes [Wastl et al.,
2004], donde pueden coexistir con el Cit cs. Wastl y colaboradores [2002]
aportaron evidencias de la transcripcién de este gen en A. thaliana, asi como
en otras plantas superiores o algas verdes [Wastl et al., 2004; Worrall et al.,
2008]. Gupta y colaboradores [2002] describieron unos experimentos con
mutantes knock-out de la Pc y del Cit csp de A. thaliana en los que se
observaba que los mutantes simples eran viables mientras que no era posible
generar el mutante doble. Estos mismos investigadores también sugirieron que

en A. thaliana el Cit csa podia reemplazar funcionalmente a la Pc en
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experimentos de reconstitucion in vivo empleando membranas tilacoidales en
ensayos de evolucién de oxigeno. Tras estos resultados, postularon que el Cit
Cen €ra el analogo funcional de la Pc en plantas superiores. Sin embargo,
Weigel y colaboradores [2003] mostraron que si se inactivan los dos genes de
Pc presentes en Arabidopsis mientras que se sobreexpresa el Cit csa, las
plantas resultantes no eran capaces de crecer fotoautétrofamente.
Simultdneamente Molina-Heredia y colaboradores [2003], mediante ensayos de
cinéticas rapidas inducidas por laser in vitro, demostraron que el Cit csa era
incapaz de interaccionar eficientemente con el PS I. Ademas, determinaron que
el potencial rédox a pH 7 del Cit csa era de +150 mV, alrededor de 200 mV
inferior al de la Pc o del Cit f, por lo que, desde un punto de vista
termodinamico, no seria capaz de aceptar electrones desde el Cit f. De esta
forma se descartdé fehacientemente la hipétesis de que el Cit csa pudiese
sustituir funcionalmente a la Pc en plantas. En este contexto, aunque algunos
autores han postulado una posible funcién regulatoria [Wastl et al., 2002;
Molina-Heredia et al. 2003; Weigel et al., 2003; Worrall et al., 2008], hasta la
fecha no se conoce cual puede ser la funcién del Cit csa. Finalmente, debido a
que filogenéticamente se encuentra muy alejado del Cit ¢s y a que su potencial
rédox es demasiado bajo como para incluirlo en dicho grupo, hay autores que,
en vez de asociarlo evolutivamente con el Cit ¢ lo asocian al Cit cy [De la Rosa
et al., 2006] o al Cit cs.2[Zatwarnicki et al., 2014].
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2. OBJETIVOS

En todas las cianobacterias estudiadas, como ya hemos comentado, aparece el
Cit cs, cuya funcidn respiratoria y fotosintética esta bien caracterizada. Asi
mismo, en un gran numero de cianobacterias aparecen isoformas de este Cit
cuya funcién no esta definida, como el Cit cu, que se ha postulado como Cit
respiratorio, o el Cit cs2, que podria actuar en fotosintesis. El Cit ¢; esta
involucrado en fotosintesis, respiracion y en fotosintesis anoxigénica. La
presencia de varias isoformas dentro de una misma cianobacteria abre la
posibilidad a que cada una de ellas juegue un papel funcional diferente. Por lo
tanto, el objetivo fundamental de esta tesis ha sido el estudio de las diferentes
isoformas del Cit ¢s que aparecen en la cianobacteria filamentosa formadora de
heterocistos Nostoc sp. PCC 7119.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Organismos y condiciones de cultivo

3.1.1. Nostoc

Para este estudio se empled la estirpe Nostoc sp. PCC 7119 (ATCC 29151)
[Adolph y Haselkorn, 1971; Rippka et al., 1979].

Ademéds, en esta tesis doctoral se han construido varias estirpes mutantes
derivadas de Nostoc sp. PCC 7119 (de ahora en adelante Nostoc), cuyas

caracteristicas se describen en la Tabla 1:

Tabla 1. Estirpes mutantes de Nostoc sp. PCC 7119 desarrolladas en este

trabajo.
Estirpe Caracteristicas Resistencia a
antibiéticos
AT1 Fusién de GFP a la regién promotora, mas los tres Sm, Sp
primeros aminoacidos, del gen petJ-3
AT2 Fusién de GFP al extremo C terminal del gen petJ Sm, Sp
AT3 Fusién de GFP al extremo C terminal del gen petJ-2 Sm, Sp
AT4 Fusién de GFP al extremo C terminal del gen petJ-3 Sm, Sp
AT5 Fusién de GFP al extremo C terminal del gen cytM Sm, Sp
AT6 Fusién de GFP al extremo C terminal del gen petE Sm, Sp
AT7 Gen petJ-3 con una delecion de 236 pb Sm, Sp
AT8 Gen petJ-2 con una delecion de 250 pb Sm, Sp
AT9 Gen petJ-3 con 6 histidinas unidas al extremo C terminal Sm, Sp

El medio de cultivo utilizado fue el denominado BG11 [Rippka et al., 1979] cuya

composicidon se describe en la Tabla 2.
Para los ensayos realizados en ausencia de cobre, no se afiadié CuSO, y, para

asegurar una total ausencia de cobre, se suplementé con 300 pg/ml del

quelante de cobre BCSA (Batocuproina disulfonato soédico). Para los cultivos en
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ausencia de nitrégeno combinado (BG11p) no se anadi®6 NaNO;. La
esterilizacion de los medios se llevd a cabo en un autoclave, a 1 atm de

sobrepresion (121 °C), durante 20 min.

Tabla 2. Medio de cultivo BG11 para cianobacterias.
Componentes del medio BG11 segun Rippka vy

colaboradores [1979].

Compuesto Concentracion final
(mg/l)

NaNO; 150
K>HPO, - 3H,0 40
MgSO, - 7H,0 75
CaCl, - 2H,0 36
Acido Citrico

Citrato Amonico-Férrico 6
EDTA 1
Na,COs 20
H303 2,860
MnCl, - 4 H,O 1,810
ZnS0, - 7 HO 0,222
NaMoOQ, - 5 H,O 0,390
CuSOQO, - 5 H,0 0,079
Co(NOg), - 6 H,O 0,049

Los cultivos en medio liquido se realizaron en frascos de Roux de 1 |, situados
en camaras termostatizadas a 30 °C y con una iluminacion continua de 75
UE-sm™2. Los cultivos se realizaron en presencia de 10 mM de NaHCOsy se
burbujearon con aire suplementado con un 1 % (v/v) de CO, (BG11C 0 BG11,C

en caso de cultivos burbujeados con aire y sin fuente de nitrbgeno combinado).

Para cultivos con agar en cajas de Petri, se anadi6 Bacto-Agar (Difco) al 1 %
(p/v), esterilizado en autoclave separadamente de los nutrientes y mezclado
con los mismos justo antes de verter el medio en las cajas. Los cultivos se

incubaban a 30 °C con iluminacion continua de 75 yE-s™'-m™.
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Cuando se requirié la adicidbn de antibiéticos para la seleccion de estirpes
mutadas, estos se adicionaron a las siguientes concentraciones finales:
estreptomicina (Sm) a 5 pyg/ml, espectinomicina (Sp) a 5 yg/ml y neomicina
(Nm) a 25 pyg/ml. Para la seleccion de dobles recombinantes, y como control de
la integridad del gen sacB, los medios se suplementaron con sacarosa al 5 %
(p/v). Los antibibticos y la sacarosa se esterilizaron por filtraciobn con

membranas de nitrocelulosa de 0,22 ym de diametro.

Las células de Nostoc se recogieron por filtracidn, a temperatura ambiente,
utilizando filtros de celulosa de 0,45 ym de didmetro de poro (Millipore).
Cuando, por razones experimentales, se requeria transferir las células a un
medio con una fuente de nitrbgeno diferente, tras ser recogidas por filtracion se
lavaron dos veces con medio BG11,. Las células recogidas por filtracion se

lavaban en el filtro con 50-100 ml de medio.

Las células para la extraccion de RNA se recogian mediante filtracidén, se
lavaban en el mismo filtro con 4 ml de tampdn TE y se transfirieron luego a
tubos de microcentrifuga, donde se centrifugaron a 13 000 r.p.m. durante 1
min. Posteriormente se congel6 el sedimento en nitrégeno liquido y se

conservo a —20 °C.

3.1.2. Escherichia coli

Las estirpes de Escherichia coli que se utilizaron en este trabajo y sus

genotipos se describen en la siguiente Tabla 3.

Como medio de cultivo habitual se utiliz6 el de Luria-Bertani (LB) [Green y
Sambrook, 2012], cuya composicién se describe en la Tabla 4.

Para preparar agar-LB se afadi6 agar bacteriolégico a una concentracién final
de 15 g/l. Para la produccion de citocromos, el medio se suplementd con 6 mg/I

de Citrato-NH4-Fe, mientras que para la produccidon de plastocianinas se
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suplement6 con 200 yM de CuSO.. La esterilizacién de los medios se llevo a

cabo en un autoclave, a 1 atm de sobrepresion (121 °C), durante 20 min.

Tabla 3. Estirpes de E. Coli utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Referencia

BL21 (DE3)  F'::Tnl0 proA'B", lacl? A(lacZ)M15/ ompT [lon] hsdSg ~Studiery Moffat, 1986
(rgmg’, una E. coli B) con DE3, un profago de A que
lleva el gen de la polimerasa de RNA del fago

DH5a F, $80dlacZ AM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, Hanahan, 1983
endAl, hsdR17(r, m"), phod, supE44, N, thi-1, gyrAd
96, reld 1

ED8654 Lac-3, LacY1, supE44, hsdR514(ry my "), recA56, mcrAl ~ Borck et al., 1977
metB1, lacY, galK2, galT22, trpR55

GM119 F, fhud2dam-3, dcm-6, metBl, galK2, galT22, lacYl, Marinusy Morris, 1973
tsx78, supE44 (thil tomA31 mtll)

HB101 F, supE44, hsdS20 (rg’, my), recA13, ara-14, proA2, Boyery Roulland-Dussoix, 1969
lacY1, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1, leuB6, thi -1

JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(rg’, my’), supE44, Yanisch-Perron etal, 1985
relAl, A(lac-proAB) | F' [traD 36, proAB , lacl, lacZ
AM15]

MC1061 F, araDI139, A(ara-leu)7696, galE15, galK16, Casadabany Cohen, 1980

A(lac)X74, rpsL, (Str"), hsdR2 (rg’ my ), mcrA, merB1

Tabla 4. Medio de cultivo LB para E. coli.
Componentes del medio LB segun Green y Sambrook
[2012].

Compuesto Concentracion
(9)
Triptona 10
Extracto de Levadura 5
Cloruro Sédico 10

Los cultivos con agar se realizaron en cajas de Petri incubadas a 37 °C. En

caso de utilizar plasmidos y estirpes de E. coli que permitiesen identificar

clones portadores de moléculas recombinantes gracias a la interrupcién del gen
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lacZ, el medio se suplementé con 0,2 uM de X-Gal y 16 yM de IPTG. Las
colonias con plasmidos recombinantes mostraron color blanco, frente al color
azul de las que no lo portaban. Los cultivos liquidos se realizaron en tubos y en
matraces Erlenmeyer, con una capacidad total cinco veces mayor que el
volumen del cultivo utilizado, y se incubaron a 37 °C, con agitacion orbital
continua de 200 r.p.m. durante 16 h. Las células se recogieron por

centrifugacion a 14 000 xg durante 5 min.

En los casos en los que se deseaba obtener grandes cantidades de proteinas
recombinantes, los cultivos se realizaron en un reactor Biostat C (B. Braun
Biotech) de 40 | de capacidad, cargado con 30 | de caldo de cultivo. Para la
produccion de las metaloproteinas, el medio se agité a 200 r.p.m. y se aplicé un
burbujeo constante de aire a un flujo de 4 I/min. El pH se mantuvo constante a
pH 7,0, mediante adicion controlada de HCI 0,5 N o NaOH 0,5 N. En este caso
los cultivos se incubaron durante 24 h a 37 °C y posteriormente durante otras
24 h a 30 °C.

Como método de seleccion de estirpes transformadas con plasmidos se
utilizaron los siguientes antibi6ticos: 100 yg/ml de ampicilina (Ap), 20 yg/ml de
cloranfenicol (Cm), 100 pyg/ml de Sp, 25 ug/ml de Sm o 25 ug/ml de kanamicina
(Km).

3.2. Métodos de manipulacion de acidos nucleicos in vitro

Los plasmidos desarrollados en este trabajo se describen en la siguiente Tabla

5. Asi mismo, se utilizaron una serie de plasmidos, bien comerciales o bien

desarrollados previamente en nuestro grupo o de colaboradores, que se

describen en la Tabla 6.
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MATERIALES Y METODOS

Nombre Caracteristicas Plasmido parental Resistencia a
antibiéticos

pEAC63 Gen petJ-3 pBluescript Il SK (+) Ap

pEACM* Gen cytM pBluescript Il KS (+) Ap

pCAT1 Fusién de GFP a la regién pCSV3 Sm, Sp
promotora, mas los tres primeros
aminoacidos, del gen petJ-3

pCAT2 Fusién de GFP al extremo C pCSV3 Sm, Sp
terminal del gen petJ

pCAT3 Fusién de GFP al extremo C pCSV3 Sm, Sp
terminal del gen petJ-2

pCAT4 Fusién de GFP al extremo C pCSV3 Sm, Sp
terminal del gen petJ-3

pCAT5* Fusién de GFP al extremo C pCSV3 Sm, Sp
terminal del gen cytM

pCAT6* Fusién de GFP al extremo C pCSV3 Sm, Sp
terminal del gen petE

pCAT7* Gen petJ-3 con una delecion de  pRL278 Sm, Sp, Kn,
236 pb Nm

pCATS8* Gen petJ-2 con una delecion de  pRL278 Sm, Sp, Kn,
250 pb Nm

pCAT9* Gen petJ-3 con 6 histidinas pCSV3 Sm, Sp

unidas al extremo C terminal

*Estos plasmidos se disefiaron de forma racional y se encargaron al servicio de Genes

sintéticos de la empresa Genecust (Apartado 2.8.)

3.2.1. Aislamiento y purificacion de DNA genémico de Nostoc

Se recolectaron las células de 150 ml de cultivo, realizado en las condiciones

descritas en el apartado 3.1.1. y se resuspendieron en 1,2 ml de tamp6n TE. La

suspension se distribuyd entre tres viales eppendorf de 1,5 ml de capacidad y a

cada uno de ellos se le afiadi6: 150 ul de perlas de vidrio estériles de 0,2 mm

de diametro, 20 ul de SDS al 10 % (p/v), 250 ul de fenol y 20 ul de cloroformo.

A continuacién se aplicaron 10 ciclos de rotura mecéanica que consistieron en la

agitacion de los tubos en un vortex durante 1 min, seguido de 1 min de
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enfriamiento en hielo. Posteriormente se sedimentaron las perlas de vidrio y los
restos de células mediante centrifugacion a 15 000 xg durante 15 min. Para
eliminar las proteinas y los lipidos del sobrenadante, se afadieron a cada vial
250 pl de fenol y 250 ul de cloroformo, se agité y se centrifugd a 15 000 xg
durante 4 min. Tras la centrifugacion, en cada tubo aparecieron dos fases
liquidas separadas por una interfase de color blanquecino. Se recuperé la fase
menos densa y se desecharon la interfase y la fase mas densa. Este paso

de extraccion de lipidos y proteinas se repiti6 dos veces mas. Tras esto se

obtuvo una solucion diluida de acidos nucleicos.

Tabla 6. Plasmidos adicionales utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas Resistencia a Referencia
antibioticos

pCSV3 Plataforma de conjugacién de Sm, Sp Valladares et al. 2011
Nostoc

pRL278 Plataforma de conjugacion de Kn, Nm Caiy Wolk, 1990
Nostoc

pRL443 Plataforma de conjugacion de Ap Elhai et al., 1988
Nostoc

pRL623 Plataforma de conjugacion de Cm Elhai et al., 1997
Nostoc

pBluescript  Plasmido de clonaje comercial Ap Stratagene

I SK +

pGEM-T Plasmido de clonaje comercial Ap Promega

pEAC6 Gen petJ Ap Molina-Heredia et al.,

1998

pEAC62 Gen petJ-2 Ap Reyes-Sosa et al., 2011

pEACF Gen petA Ap Albarran et al., 2005

pEAPC Gen petE Ap Molina-Heredia et al.,

1998
pEC86 Genes del operdn ccm de Cm Arslan et al., 1998

maduracién de citocromos de tipo
c en el periplasma

Para precipitar los acidos nucleicos se anadié a cada tubo 40 ul de acetato
potasico 3 M, pH 4,8, y 800 ul de etanol absoluto; se agitaron e incubaron a —
20 °C durante 10 min y se centrifugaron a 10 000 xg y a 4 °C durante 10 min. El
precipitado de los tres tubos se unificd y resuspendié en 250 ul de tampén TE.

Para eliminar el RNA se afiadié 3 uyl de RNasa (1 mg/ml) y se incub6 a 37 °C

durante 15 min. Para eliminar los restos de proteinas de la solucién se
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anadieron 150 ul de fenol y 150 pl de cloroformo, se agité y centrifugbé a 15 000
xg durante 4 min. Tras la centrifugacion, se recuper6 nuevamente la fase
menos densa y se repiti6 dos veces mas esta extraccidbn de proteinas,
anadiendo solamente 150 pl de fenol. Tras esto se precipitd el DNA gendmico
anadiendo 25 pl de acetato potasico 3M, pH 4,8, y 500 ul de etanol absoluto.
Se agitd e incub6 a —20 °C durante 10 min y se centrifugd a 10 000 xgy a 4 °C
durante otros 10 min. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 300 ul de

tampon TE y se cuantificd su concentracion.

3.2.2. Aislamiento y purificacion de DNA plasmidico de E. coli

Se utilizé el kit comercial “Genedet Plasmid Miniprep Kit” (Thermo scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los casos se parti6 de 3 ml
de un cultivo a saturacion de E. coli transformado con el pldsmido de interés.
Finalmente, el DNA se resuspendi6 en 50 ul de agua desionizada, en lugar del

tampon sugerido en el kit.

3.2.3. Aislamiento de RNA de Nostoc

La biomasa procedente de cultivos de Nostoc se congeld en nitrdgeno liquido y
se homogeneizé mecanicamente con un mortero. Para el aislamiento de RNA
total se utiliz6 1 ml de la solucién TRIsure (BIOLINE) por cada 50 mg de
biomasa, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Finalmente, el RNA se
resuspendié en 25 ul de agua pura (sin RNasa). El RNA extraido se traté con
DNasa RQ1 (Promega) antes de su uso como molde en reacciones de
retrotranscripcion. Para ello se incubaron de 1 a 10 yg de RNA en un volumen
final de 20 ul de tampo6n TR con 2 U de DNasa durante 1 h a 37 °C. La reaccion
se pard anadiendo 2 mM de EGTA pH 8,0 e incubando a 70 °C durante 10 min.
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3.2.4. Analisis de acidos nucleicos

3.2.4.1. Determinacion de la concentracion de acidos nucleicos en

solucion

La concentracion de las muestras de DNA o RNA se determiné mediante el uso
del espectrofotometro Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo
Scientific), utilizando el software ND-1000 V.3.5.2.

3.2.4.2. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se llevo a cabo siguiendo el protocolo de
Green y Sambrook [2012], en geles de agarosa al 0,8-2 % (p/v), preparados en
tampén TBE y en presencia de GelRed (Intron), un analogo no téxico del
bromuro de etidio. Las electroforesis se llevaron a cabo en sistemas
horizontales DNA SubCell (BioRad). A cada muestra se le afadié 1/10 volumen

de tamp6n de carga de DNA.

Para determinar el tamano de los fragmentos sometidos a la electroforesis, se
emplearon distintos marcadores segun el tamafo a determinar (100 pb o 1 kb
de Invitrogen y VIl de Sigma).

Tras la electroforesis, los geles se iluminaron con luz ultravioleta de 312 nm y
se fotografiaron, utilizandose para ello un documentador de geles Gel Doc XR
(BioRad) equipado con el software Quantity One V.4.6.8 (BioRad).

3.2.4.3. Purificaciéon de fragmentos de DNA

Para purificar fragmentos de DNA en solucion, o de geles de agarosa, se utilizd

el kit FavorPrep (FavorPrepT'\’I PCR and Gel purification kit, Favorgen) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. EI DNA se eluy6 de la columna utilizando un

volumen de 40 ul de agua desionizada.

3.2.5. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

3.2.5.1.PCR

Las PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler (Biometra). La
reaccion contenia, en un volumen total de 50 ul, 10 yl de tampén de la
polimerasa, 0,2 mM de cada deoxinucle6tido trifosforado, 0,2 pmoles de cada
oligonucle6tido utilizado como cebador (Tabla 7), 1,5 ng de DNA molde y 1,25
U de GoTaq polimerasa (Go Taq Flexi® DNA Polymerase, Promega). El
programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: 2 min a 95 °C, seguido de
30 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 95 °C, 30 s de renaturalizacion a
temperatura variable y dependiente de la temperatura de alineamiento de los
oligonucle6tidos utilizados y 1 min de extensién a 72 °C (el tiempo de extensién

podia aumentar en funcion del tamaro del fragmento a amplificar).

El resultado de la PCR se analizd en geles de agarosa de concentracion
variable, dependiendo del tamafo de la banda esperada. La separacién de

fragmentos de DNA se llevo a cabo como se describe en el apartado 3.2.4.2.

3.2.5.2. PCR de colonia

En el caso de las PCR de colonias se usé el mismo termociclador y la misma
enzima, pero en este caso la reaccidn se llevo a cabo en un volumen total de
20 ul y el tampdn de reaccidén contenia 10 mM de Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM de
MgCl; 40 mM de KCI; 0,16 mM de cada deoxinucleétido trifosfofato; 0,5
pmoles de cada oligonucleétido y 0,05 U de polimerasa Taq (Go Taq® Flexi

DNA Polymerase, Promega). Como molde se usé la biomasa de una colonia de
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E. coli aislada de una caja de Petri, disuelta en H>O. Los oligonucleétidos
utilizados fueron los especificos para cada gen, a 500 nM de concentracion
final. El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: 5 min a 95 °C, 5
min a 52 °C y 45 s a 72 °C, seguido de 25 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a

95 °C, 45 s de renaturalizacion a 55 °C y 2 min de extensién a 72 °C.

El resultado de la PCR se analizd en geles con concentracién variable de

agarosa, dependiendo del tamafo de la banda esperada.

3.2.6. Retrotranscripcion (RT)

La sintesis de cDNA se realiz6 con 1 ug de RNA total usando el QuantiTect

Reverse Transcription kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.7. PCR cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo usando el SensiFAST SYBR
& Fluorescein kit (BIOLINE) y el sistema IQ5 Real-Time PCR detection system
(BioRad) segun las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 el siguiente perfil
térmico estandar: 3 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 10sa95°Cy 30 s a
60 °C. Los oligonucleétidos usados para los analisis de gPCR (Tabla 7) fueron
comprobados previamente en una RT-PCR, para comprobar que la

amplificacion del gen era la correcta.

3.2.8. Diseno racional de genes sintéticos
Para el disefio racional de genes sintéticos se utilizé la herramienta DNA Works
[Hoover y Lubkowski, 2002]. Se mejor6 el uso de codones para E. coliy se

introdujeron dianas de restriccion para el posterior subclonado. Posteriormente,
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la sintesis se encargd al servicio de genes sintéticos de la empresa GeneCust

(Distribio).

Tabla 7. Lista de oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre

Secuencia (5’ 2> 3’)

C63-D

C63-R
AnaCMD
AnaCMR

PC-D
Adaptamero CM
GFP C63-F PROM
GFP C63-R PROM
GFP C6-F

GFP C6-R

GFP C62-F
GFP C62-R
GFP C63-F
GFP C63-R
QPCR C6-F
QPCR C6-R
QPCR C63-F
QPCR C63-R
QPCR PC-F
QPCR PC-R
QPCR RNPB-F
QPCR RNPB-R

GCATAAGTTGCTAGAG
GCTACACGAATTAGCTTG
AACTTTTACAGGACACCTTATGGA
TAAAATATGAATTCCTGATGTAAAAACC
TAAAATGAATTCAGAAAAATAAAAC
AGCCGATGCAGAAGGTGTATGAAAGGAGACCCAATA
TTTTAGCCATAAGCTTTTTAGTGCC
ATGGATATCAATTATTCTCAAAGCATTTTC
TTAAGCTTCATGCTGTAACTGGC
CCGGGCTAGCGCCGCCGCCGCCCTTCCAATCTGCATC
CCATCAATTTGAAGCTTGCAGTCTTTGCA
AAGCAAGGTCTCACGCCACGCCAGCCTT
TGCGGCAAGCTTGCGACGCTTAA
AAGCAAGGTCTCACGCCACCCTCTTTTTCCA
CAGCAGACAGTGTAATGGAG
CTTGAACCAAATTCTTGCCACC
CCGAACTACCAACTGGAGCA
ATTACCACCGCCTATGTGGC
AAACTAGGTAGCGATAAAGGACTG
AAATTCAACCGTGTCACCTG
GGGCGATTATCTATCTGGGAC
TTACCAGTTCCGCTATCAGAG

3.2.9. Manipulacién enzimatica del DNA

3.2.9.1. Restriccion de DNA

Las endonucleasas de

restriccibn empleadas fueron suministradas por

Amersham (Reino Unido), Roche (Alemania) o Takara (Francia) y se utilizaron
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segun las instrucciones de cada fabricante. Se utilizé 1 ug de DNA por cada 1

U de endonucleasa utilizada.

3.2.9.2. Clonacidn de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA, amplificados por PCR, se clonaron en el vector
pGEM-T (Promega). La reaccion se llevé a cabo durante 16 h a 4 °C en un
volumen final de 10 ul, en presencia de 30 mM de Tris-HCI pH 7,8, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de DTT, 1 mM de ATP, 3 U de ligasa de DNA del fago T4
(Promega) y 25 ng del vector, siguiendo un ratio de inserto:vector de 3:1. Los
clones positivos se detectaron en cajas de LB con ampicilina (100 pg/ml)
suplementadas con 0,2 yM de X-Gal y 16 yM de IPTG y se seleccionaron

colonias blancas para su analisis.

Para la construccidn de los vectores de expresion de los Cit cs2y cu se utilizd
el vector multifuncional pBluescript Il (SK+) (Stratagene) [Alting-Mees et al.,
1989, 1992], en el cual se subclonaron los fragmentos de DNA clonados
previamente en el vector pGEM-T, utilizando sitios de restriccion Unicos
presentes en pGEM-T, pBluescript Il (SK+) y en los genes amplificados. Para
una mayor eficiencia en la ligacion, se utilizé6 una relacién aproximada de 3:1
(molar) inserto:vector. La mezcla de reaccién y el método empleado para la
ligacion fueron los mismos que se utilizaron para la ligacion de productos de
PCR en pGEM-T.

3.2.9.3. Secuenciacion del DNA

Las secuenciaciones de DNA se llevaron a cabo en el servicio de

secuenciacion de la empresa Secugen (Madrid).
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3.3. Métodos de transformacion genética

3.3.1. Transformacion de E. coli

3.3.1.1. Transformacién de E. coli mediante choque térmico

Las células competentes para la transformacién por choque térmico fueron
suministradas por el Servicio de Cultivos Biologicos del cicCartuja, preparadas
siguiendo el método de Hanahan [1983]. Para realizar la transformacién se
mezclaron 40 ng del DNA transformante (hasta un maximo de 10 ul) con 100 ul
de células competentes y se incubd en hielo durante 30 min. A continuacion se
sometié a un choque térmico de 2 min a 42 °C y posterior enfriamiento en hielo
durante 5 min. Tras esto se afiadi6 1 ml de caldo LB y se incub6 a 37 °C
durante 1 h. Finalmente, las células fueron sembradas en cajas de Petri con

agar-LB y el antibi6tico adecuado para la seleccion de los transformantes.

3.3.1.2. Transformacidn de E. coli mediante electroporacion

Las células electroporables fueron suministradas por el Servicio de Cultivos
Biolégicos del cicCartuja, preparadas siguiendo el protocolo del fabricante del
electroporador Micro Pulser (BioRad). La electroporacién se realiz6 conforme a
las instrucciones del fabricante del electroporador utilizado. Se mezclaron 40 ng
del DNA transformante (hasta un maximo de 10 pl) con 50 ul de células
electroporables y se incub6 en hielo durante 1 min. A continuacién, la solucién
se pas6 a una cubeta de electroporacion (EP-102, Cell Projects) de 2 mm vy se
le aplicé una diferencia de potencial de 2500 V durante 5 ms, tras lo cual se
anadi6 1 ml de caldo-LB y se incubd a 37 °C durante 1 h. Finalmente, las
células se sembraron en cajas de Petri con agar-LB suplementado con el

antibiético adecuado para la seleccion de transformantes.
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3.3.2. Conjugacion en Nostoc

La conjugacion se llevd a cabo segun el protocolo descrito por Elhai y Wolk
[1988]. Se utilizd la estirpe de E. coli ED8654, que contiene el plasmido
pRL443, el cual confiere la habilidad para formar los pili necesarios para la
conjugacion, junto con la estirpe de E. coli HB101, una estirpe que lleva el
plasmido “cargo” (nuestro plasmido con la construccién de interés) y el
plasmido “helper” pRL623. El plasmido pRL623 contiene los genes que
codifican para las metilasas para los sitios de restriccion Aval, Avall y Avalll
[Elhai et al., 1997], para proteger el plasmido cargo de la digestion por
endonucleasas de la cianobacteria, asi como el gen mob. En un segundo paso,

ambos plasmidos se transfieren a Nostoc.

El proceso de la conjugacion consistié en lo siguiente: 250 ul de un cultivo en
fase estacionaria de E. coli ED8654 y 350 ul de un cultivo en fase estacionaria
de E. coli HB101 se reinocularon en 10 ml de Caldo-LB con los antibiéticos
pertinentes, y se incubd a 37 °C en agitacion durante 2,5 h. Las células en fase
exponencial de crecimiento se recogieron por centrifugacion, se lavaron dos
veces con caldo-LB para retirar los antibiéticos y ambos cultivos se mezclaron
hasta un volumen final de 300-500 ul. Esta mezcla se incub6 durante 2 h sin
agitacion a 30 °C. Posteriormente, un cultivo de Nostoc que contenia 10 pyg/ml
de clorofila a (Chla) se anadié a la mezcla de E. coli. La nueva mezcla de las
dos E. coli y la cianobacteria se distribuyé en un filtro de nitrocelulosa
(Millipore) y se dispuso en una placa de Petri con agar-BG11 al que se le
anadioé un 5 % (v/v) de LB. La placa de Petri se incub6 a 30 °C con luz continua
(10 pEs™"-m™) durante al menos 3 h, para luego pasar a la intensidad de luz
estandar (20 pE-s™'-m™) durante toda la noche. Al dia siguiente, el filtro se
transfirid a una nueva placa de Petri con BG11 y se incubé durante un dia a 30
°C con luz continua estandar. Posteriormente, el filtro se transfiridé a una placa
con medio BG11 suplementada con antibi6ticos y se incubéd igual que el dia
anterior. Esta Ultima incubacion se realizo de 2 a 15 dias, cambiando el filtro a

una placa con medio BG11 suplementada con antibiéticos cada 3 dias, hasta
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que en el filtro aparecieron colonias resistentes a antibiéticos que fueron

transferidas a placas con medio BG11 y antibiéticos.

3.4. Purificacion de membranas y metaloproteinas

3.4.1. Preparacion de membranas enriquecidas en oxidasas terminales

Para la obtencibn de membranas enriquecidas en oxidasas terminales de
Nostoc se siguib el protocolo de Schmetterer y colaboradores [2001]. Para ello,
se parti6 de 800 ml de cultivos de Nostoc con una densidad celular de 3-6 ug
de Chlaml™'. Después de recolectar las células por filtracion, se
resuspendieron en 10 ml de una solucién que contenia 10 mM de HEPES pH
7,4; 5 mM de NaCl; sacarosa al 20 % (p/v) y 10 mg de lisozima. La mezcla se
incub6 a 37 °C durante 30 min. Posteriormente se centrifugb a 12 000 xg
durante 5 min y se resuspendié en 6 ml de la misma solucién por cada gramo
de peso humedo, y se incubd en hielo durante 1 h. Una vez incubada, se
anadi6 1 mM de PMSF y DNasa | al 0,005 % (p/v), y se someti6 a rotura
mecéanica pasandola tres veces por una Prensa de French a 11 000 PSI de
presion. Luego se centrifugb a 0 °C y 12 000 xg durante 10 min. A partir de
este punto, dependiendo de la fuente de nitrégeno del cultivo, hubo variaciones
en el protocolo. Cuando la fuente de nitrégeno utilizada fue nitrégeno
atmosférico, el sobrenadante de esta centrifugacibn contenia muy poca
cantidad de membranas, por lo que el sedimento se utilizd directamente en el
siguiente paso. En el caso de células cultivadas en BG11, el sobrenadante se
ultracentrifugé a 40 000 r.p.m. (en un rotor SW41Ti) a 4 °C durante 50 min y se
descart6 el sobrenadante. En ambos casos, los correspondientes sedimentos
se resuspendieron en 10 mM de HEPES pH 7,4; 5 mM de NaCl; sacarosa al 20
% (p/v) a 4 °C y se homogeneizaron en un Potter y diluyeron hasta una

concentracion de proteina de entre 3-5 mg/ml.
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3.4.2. Preparacion de membranas enriquecidas en PS |

Las particulas de PS | de Nostoc se obtuvieron mediante solubilizaciébn con
B-dodecilmaltésido segun el protocolo descrito por Rdgner [1990], con
pequenas modificaciones [Hervas et al., 1994]. Todo el proceso se realiz6 en
una camara termostatizada a 4 °C y a baja intensidad de luz. Tras la
sedimentacion mediante centrifugacién a 14 000 xg durante 20 min las células
procedentes de 10 | de cultivo se lavaron, resuspendiéndolas en 100 ml de
tampon A (20 mM de MES, pH 6,5; 10 mM de CaCl, y 10 mM de MgCl,) y se
sedimentaron de nuevo. El sedimento de células resultante se resuspendié en
100 ml de tampdn C (tampdn A + 1 M de sacarosa) y se incub6 a 4 °C y con
agitacion suave en oscuridad durante 1 h. Las células se sedimentaron
nuevamente y se volvieron a resuspender en 100 ml de tampén C
suplementado con 1 mg/ml de lisozima, incubandose a 30 °C con agitacién
suave y en oscuridad durante 1 h. Después se anadieron inhibidores de
proteasas (14 mg de PMSF, 13 mg de benzamidina y 11 mg de acido
g-aminocaproico), una punta de espatula de DNasa y 10 ml de perlas de vidrio
de 0,2 mm de didmetro. Las células se rompieron en un Omnimixer (Sorvall)
mediante 10 ciclos de 30 s de agitacién a la maxima potencia con dos min de
enfriamiento en hielo. Las perlas de vidrio se separaron por filtrado en vacio en
un embudo Buchner al que se le habia colocado un organdi de nailon. La
suspension se centrifugb a 1500 xg y a 4 °C durante 6 min para eliminar las
células que no se habian roto. El sobrenadante se centrifugd a 125 000 xgy a
4 °C durante 30 min para sedimentar las membranas tilacoidales. El sedimento
se resuspendi6é en 10 ml de tampdn D (tampbn B + glicerol al 20 % (p/v) e
inhibidores de proteasas, siendo el tampdn B: tampdn A + 0,5 M de manitol) y
se ajusto la concentracion de Chla a 2 mg/ml. Dicha suspension se almacené a
—80 °C para procesarla con posterioridad. Para la extraccién de PS | se partid
de una cantidad de membranas tilacoidales correspondiente a unos 20 mg de
Chla. Las membranas se descongelaron y se diluyeron con tampén D hasta
una concentracion de 1 mg de Chla por ml y se les afiadié B-dodecilmaltésido

hasta una concentracién final del 0,1 % (p/v). Dicha mezcla se incub6 a 4 °C
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con agitacion suave y en oscuridad durante 10 min, centrifugandose a 184 000
xg y a 4 °C durante 30 min. El sedimento se resuspendi6 en tampén D +
B-dodecilmaltésido al 1 % (p/v), ajustando la concentracion de Chla a 1 mg/ml.
La suspensidon se incubd a 4 °C, en oscuridad y con agitacion suave, durante
30 min y se centrifugd a 184 000 xg y a 4 °C durante 90 min. El sobrenadante
se mezclé con un volumen igual de tampdn A + 0,25 M de manitol y se cargd
en 6 tubos de gradiente discontinuo de sacarosa (7,5 ml) de las siguientes
concentraciones de sacarosa en % (p/v): 8, 14, 32 y 40, en tamp6n B con
B-dodecilmaltésido al 0,03 % (p/v). Se afnadieron aproximadamente 6 ml de la
suspension a cada tubo. Dicho gradiente se centrifug6 a 150 000 xgy a 4 °C
durante 18 h. Se recogi6 la banda verde inferior, que se lavé y concentr6 en un
sistema Amicon con membranas con un tamano de poro de 100 kDa. Para el
lavado se utilizé tampon Tricina-KOH 20 mM, pH 7,5 + B-dodecilmaltésido al
0,03 % (p/v). Finalmente se estimaron las concentraciones de clorofila y de
P700 (Apartado 3.5.5.), se dividid la preparacién en alicuotas y se almacend
a -80 °C. El rendimiento final fue de ~3 mg totales de Chla, con una relacién
Chla/P700 de entre 130/1 y 150/1.

3.4.3. Expresion y purificacion de las metaloproteinas recombinantes de

Nostoc en E. coli

Los medios y las condiciones de cultivo se describen en el apartado 3.1.2. Las

estirpes utilizadas se describen en la Tabla 8.

Como paso comun previo a las purificaciones de las metaloproteinas, se
procedié con una recoleccion y rotura de las células. En cada caso, cuando el
cultivo alcanz6 una dispersion de luz a 600 nm de entre 1,6 y 1,8, las células se
sedimentaron por centrifugacion a 9000 xg durante 10 min. Se desechd el
sobrenadante y el sedimento se congel6 en nitrégeno liquido para extraer el
periplasma. La pasta celular se descongelé y se volvié a repetir el ciclo de

congelacion/descongelacidon. Posteriormente, se resuspendié en 4 ml de agua
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desionizada y se centrifugd a 12 000 xg durante 5 min, desechandose el
sedimento. Posteriormente, el sobrenadante, que contenia la proteina en
solucion, se sometié a diferentes pasos de purificacion, dependiendo de cada

proteina.

Tabla 8. Estirpes de E. coli utilizadas para
la produccion de las distintas

metaloproteinas.

Proteina Estirpe utilizada
Citocromo cg MC1061
Citocromo cg.» JM109
Citocromo cg.3 MC1061
Citocromo cy JM109
Citocromo f BL21
Plastocianina MC1061

3.4.4. Expresion y purificacion del citocromo c;s

La produccidon y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2. Se utilizé el vector de expresion pEAC-WT [Molina-Heredia et
al.,, 1998] anadiendo, ademas, el vector pEC86 [Arslan et al., 1998] para la
mejora en la produccion de citocromos. Este pladsmido sobreexpresa de forma
constitutiva el locus ccm de E. coli, implicado en la maduracion de citocromos
de tipo c [Arslan et al., 1998]. Posteriormente, se recogié el cultivo en fase
exponencial y se procedi6é a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El
sobrenadante se dializ6 exhaustivamente frente a 5 mM de tampdn fosfato
potasico, pH 7,0. Tras esto, la solucion se someti6 a una cromatografia de
intercambio catiénico en una columna (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare)
con una matriz CM-Cellulose (GE Healthcare). La elucion se realiz6 aplicando

un gradiente lineal de 0 a 400 mM de NaCl. Las cromatografias se llevaron a
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cabo en el sistema integral de purificacion LP-BioRad (BioRad). Tras este
primer paso de purificacion, el Cit ¢cs presentaba un grado de pureza de 1,1
(Apartado 3.5.7.) y no fueron necesarios mas pasos de purificacion. Las
fracciones con mayor grado de pureza se unificaron, se dializaron
exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampén fosfato pH 7,0, se
concentraron hasta 0,5-1 mM por ultrafiltracibn en un Amicon (Millipore) con

una membrana de 3 kDa de tamafio de poro y se almacenaron a —20 °C.

3.4.5. Expresion y purificacion del citocromo cs-»

La produccion y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2. Se utiliz6 el vector de expresion pEAC62 [Reyes-Sosa et al.,
2011], anadiendo ademas el vector pEC86 para la mejora en la produccioén de
citocromos (Apartado 3.4.4.). Posteriormente, se recogié el cultivo en fase
exponencial y se procedi6é a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El
sobrenadante se dializé exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de
tampon Tris-HCI, pH 8,0. Tras esto, la metaloproteina fue sometida a una
cromatografia de intercambio ani6énico (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare)
con la matriz DEAE-Sepharose® CL-6B (GE Healthcare), con un gradiente
lineal de 0 a 500 mM de NaCl. Tras esto, la proteina aun tenia un grado de
impurezas alto, por lo que fue necesario otro paso de purificacién. Las
muestras obtenidas de la cromatografia de intercambio anidénico que tenian el
mayor grado de pureza se concentraron por ultrafiltracion en un Amicon
(Millipore) con una membrana de 3 kDa de tamano de poro. Una vez
concentradas hasta un volumen de 1 ml, se someti6 a una cromatografia de
exclusién molecular en Sephacryl-S200 (GE Healthcare). La columna (1,5 x 70
cm, 120 ml) se equilibr6 previamente con 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
suplementado con 100 mM de NaCl (la adicion de NaCl favorece que las
proteinas no se unan de forma inespecifica a la matriz), soluciéon usada para la
elucion de la proteina en un gradiente continuo. Las fracciones con mayor

grado de pureza se identificaron por espectrofotometria UV/Vis, se unificaron,
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se dializaron exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampo6n Tris-HCI,
pH 8,0, se concentraron hasta 0,5-1 mM por ultrafiltracibn en un Amicon
(Millipore) con una membrana de 3 kDa de tamano de poro y se almacenaron a
—20 °C.

3.4.6. Expresion y purificacion del citocromo cs_3

La produccion y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2. Se utiliz6 el vector de expresibn pEAC63 [este trabajo],
anadiendo ademas el vector pEC86 para la mejora en la produccién de
citocromos (Apartado 3.4.4.). Posteriormente, se recogié el cultivo en fase
exponencial y se procedi6é a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El
sobrenadante se dializé exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de
tampon Tris-HCI pH 8,0. Tras esto, la metaloproteina fue sometida a una
cromatografia de intercambio ani6énico (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare)
con la matriz DEAE-Sepharose® CL-6B (GE Healthcare), con un gradiente
lineal de 0 a 500 mM de NaCl. Las muestras obtenidas de la cromatografia de
intercambio anidnico que tenian el mayor grado de pureza se concentraron por
ultrafiltracién en un Amicon (Millipore) con una membrana de 3 kDa de tamafio
de poro. Una vez concentradas hasta un volumen de 1 ml, se sometié a una
cromatografia de exclusion molecular en Sephacryl-S200 (GE Healthcare). La
columna (1,5 x 70 cm, 120 ml) se equilibré previamente con 10 mM de tampén
Tris-HCI pH 8,0, suplementado con 100 mM de NaCl, solucién usada para la
elucion de la proteina en un gradiente continuo. Las fracciones con mayor
grado de pureza se identificaron por espectrofotometria UV/Vis, se unificaron,
se dializaron exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampon Tris-HCI,
pH 8,0, se concentraron hasta 0,5-1 mM por ultrafiltracibn en un Amicon
(Millipore) con una membrana de 3 kDa de tamano de poro y se almacenaron a
-20 °C.

73



MATERIALES Y METODOS

3.4.7. Expresion y purificacion del citocromo cy

La produccion y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2. Se utiliz6 el vector de expresion pEACM [este trabajo],
anadiendo ademas el vector pEC86 para la mejora en la produccién de
citocromos (Apartado 3.4.4.). Posteriormente, se recogié el cultivo en fase
exponencial y se procedi6é a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El
sobrenadante se dializé exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de
tampon Tris-HCI, pH 8,0. Tras esto, la metaloproteina fue sometida a una
cromatografia de intercambio anibnico (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare)
con la matriz DEAE-Sepharose® CL-6B (GE Healthcare), con un gradiente
lineal de 0 a 500 mM de NaCl. Las muestras obtenidas de la cromatografia de
intercambio anidnico que tenian el mayor grado de pureza se concentraron por
ultrafiltracién en un Amicon (Millipore) con una membrana de 3 kDa de tamafio
de poro. Una vez concentradas hasta un volumen de 1 ml, se sometié a una
cromatografia de exclusion molecular de Sephacryl-S200 (GE Healthcare). La
columna (1,5 x 70 cm, 120 ml) se equilibr6 previamente con 10 mM de
Tris-HCI, pH 8,0, suplementado con 100 mM de NaCl, solucion usada para la
elucion de la proteina en un gradiente continuo. Las fracciones con mayor
grado de pureza se identificaron por espectrofotometria UV/Vis, se unificaron,
se dializaron exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampo6n Tris-HCI,
pH 8,0, se concentraron hasta 0,5-1 mM por ultrafiltracibn en un Amicon con

una membrana de 3 kDa de tamafio de poro y se almacenaron a —20 °C.

3.4.8. Expresion y purificacion del citocromo f

La produccion y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2. Se utilizé el vector de expresidon pEACF-WT [Albarran et al.,
2005], que contiene una version truncada soluble del Cit f, afiadiendo ademas
el vector pEC86 para la mejora en la produccién de citocromos (Apartado

3.4.4.). Posteriormente, el cultivo se recogié en fase exponencial y se procedid
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a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El sobrenadante se dializ6
exhaustivamente durante 24 h frente 5 mM de tampén Tris-HCI, pH 8,0. Tras
esto, la metaloproteina fue sometida a una cromatografia de intercambio
anionico (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare) con la matriz DEAE-Sepharose®
CL-6B (GE Healthcare) con un gradiente lineal de 0 a 500 mM de NaCl. Las
muestras obtenidas de la cromatografia de intercambio anidnico que tenian el
mayor grado de pureza se concentraron por ultrafiltracion en un Amicon
(Millipore), con una membrana de 3 kDa de tamano de poro. Una vez
concentradas hasta un volumen de 1 ml, se someti6 a una cromatografia de
exclusién molecular de Sephacryl-S200 (GE Healthcare). La columna (1,5 x 70
cm, 120 ml) se equilibré6 previamente con 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0,
suplementado con 100 mM de NaCl, solucion usada para la elucién de la
proteina en un gradiente continuo. Las fracciones con mayor grado de pureza
se identificaron por espectrofotometria UV/Vis, se unificaron, se dializaron
exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampén Tris-HCI, pH 8,0, se
concentraron hasta 0,5-1 mM por ultrafiltracibn en un Amicon (Millipore) con

una membrana de 3 kDa de tamafio de poro y se almacenaron a —20 °C.

3.4.9. Expresion y purificacion de la plastocianina

La produccion y expresion de la proteina se realizd segun lo descrito en el
apartado 3.1.2., utilizando el vector de expresion pEAPC-WT [Molina-Heredia et
al., 1998]. Posteriormente, el cultivo se recogi6é en fase exponencial y se
procedidé a realizar una primera rotura (Apartado 3.4.3.). El sobrenadante se
dializé exhaustivamente durante 24 h frente a 5 mM de tampén fosfato pH 7,0.
Tras esto, la metaloproteina fue sometida a una cromatografia de intercambio
catiénico (2,5 x 60 cm, 100 ml, GE Healthcare) con la matriz CM-Cellulose (GE
Healthcare), con un gradiente lineal de 0 a 400 mM de NaCl. Las
cromatografias se llevaron a cabo en el sistema integral de purificacion
LP-BioRad (BioRad). Tras este primer paso de purificaciéon, la Pc presentaba

un grado de pureza muy alto y no fueron necesarios mas pasos de purificacion.
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Las fracciones con mayor grado de pureza se identificaron por
espectrofotometria UV/Vis, se unificaron, se dializaron exhaustivamente
durante 24 h frente a 5 mM de tampédn fosfato pH 7,0, se concentraron hasta
0,5-1 mM por ultrafiltracion en un Amicon (Millipore) con una membrana de 3

kDa de tamano de poro y se almacenaron a —20 °C.

3.5. Determinaciones analiticas

3.5.1. Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteina total para extractos de proteinas de E. coli se
determind por el método Bradford [Bradford, 1976], utilizando el reactivo para
proteinas de BioRad segun las instrucciones del fabricante. Para la
determinacion de proteinas de membrana o de extractos de Nostoc, se siguiod
el método de Lowry [1951] conforme a la modificacion descrita por Markwell y
colaboradores [1978]. Para ambos métodos se utilizd la albumina de suero

bovino como patrén (Sigma).

3.5.2. Electroforesis analitica en geles de SDS-Poliacrilamida

Las electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevaron a
cabo segun el procedimiento descrito por Laemmli [1970] usando geles de
SDS-poliacrilamida al 12 o 15 % (p/v). Se utiliz6 el sistema Mini-Protean Il de
BioRad segun instrucciones del fabricante. El gel de separacién tenia una
concentracion de acrilamida:bisacrilamida (29:1) del 12 0 15 % (v/v), preparado
en 375 mM de Tris-HCI pH 8,8, mientras que el gel de empaquetamiento
contenia acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 4 % (p/v) preparado en 125 mM de
Tris-HCI pH 6,8. Ambos geles contenian también SDS al 0,1 % (p/v). Se
empleé APS al 0,7 % (p/v) y TEMED al 0,1 % (v/v) como catalizadores de la

reaccion de polimerizacion. Las placas de vidrio (10,2 x 7,3 cm) se montaron
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paralelamente y separadas 1 mm segun instrucciones del fabricante. Tras
anadir y polimerizar el gel de separacién, se afadié el gel empaquetador sobre
el que se dispuso el peine de teflon de 10 pocillos de 5 x 13 mm. Las muestras
se prepararon mezclando 15 ul de soluciones proteicas con 5 pl de tampdn de
carga de proteinas. Antes de cargar las muestras en el gel se calentaron a 100
°C durante 5 min. Las electroforesis se desarrollaron a temperatura ambiente,
aplicando un voltaje constante de 150 V durante 20 min para posteriormente
aumentar el voltaje hasta 200 V durante 30-45 min, utilizando el tampo6n de
electroforesis como medio conductor entre los electrodos. Como patrdén de

tamano se utilizé una solucién de patrones pretefiidos (PageRuler, Invitrogen).

3.5.3. Tincién de proteinas en geles de SDS-Poliacrilamida

Tras finalizar la electroforesis las proteinas se localizaron fijandolas vy
tinéndolas mediante inmersiébn de los geles en una solucibn de azul de
Coomassie R-250 (BioRad) al 0,1 % (p/v) en acido acético al 10 % (v/v) y
metanol al 40 % (v/v). Tras agitacién continua durante 15 min a temperatura
ambiente, los geles se lavaron repetidas veces en una solucion de éacido
acético al 10 % (v/v) y metanol al 40 % (v/v). Las proteinas se visualizaron

como bandas de color azul.

3.5.4. Deteccion inmunolégica de proteinas en geles de

SDS-Poliacrilamida mediante Western Blot

Las proteinas separadas en el gel se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa (Amershan™ Protran™) de 0,45 ym de diametro de poro,
utiizando un método de transferencia semi-humedo (Trans-Blot® Turbo,
BioRad) siguiendo las instrucciones del fabricante. La transferencia se llevé a
cabo a temperatura ambiente durante 30 min. La eficiencia de la transferencia

se comprobd por la desaparicion de los patrones pretefidos del gel y por

77



MATERIALES Y METODOS

tincion con Rojo Ponceau al 0,2 % (Amresco) de la membrana. Una vez
terminada la transferencia, la membrana se incubé durante al menos 2 h con
solucion de bloqueo, consistente en leche semidesnatada en polvo (Central
Lechera Asturiana) al 5 % (p/v) y Tween 20 al 0,1 % (v/v) en tampdn PBS. A
continuacion se incub6é la membrana con el anticuerpo primario anti-GFP
(Santa Cruz Biotechnolgy) diluido 1:1000, en solucién de bloqueo durante 16 h
a 4 °C y en agitacién suave constante. La membrana se sometié a cuatro
lavados de 15 min en una solucién compuesta por tampén PBS suplementado
con Tween 20 al 0,1 % (v/v) y se incub6 posteriormente con una solucién de
anticuerpo (inmunoglobulina G) de cabra anti-inmunoglobulina G de conejo,
conjugado con la peroxidasa de rabano (Sigma) diluido 1:5000 en solucién de
bloqueo, durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion constante.
Seguidamente la membrana se someti6 de nuevo a cuatro lavados de 15 min
en la solucién de lavado. La presencia de proteinas se detectd mediante la
actividad peroxidasa conjugada en el anticuerpo secundario, utilizando el kit

Inmobilon® Western (Millipore) segun las instrucciones del fabricante.

3.5.5. Determinacion de la concentracion de clorofila y de PS | de Nostoc

en solucion

La concentracién de Chla se determind segun el método de Mackinney [1941].
Para ello, 1 ml de cultivo se centrifugé a 12 000 xg durante 5 min, se descartod
el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de metanol. Esta solucién se agitd
en vortex durante 1 min y se volvié a centrifugar a 12 000 xg durante 5 min.
Posteriormente, la densidad O6ptica se midi6 a 665 nm utilizando como

coeficiente de extincion: €=74,46 mg™"-ml-cm™.

La concentracion de clorofila de las preparaciones de membranas enriquecidas
en PS | se determind mediante la extraccion de pigmentos con acetona y
medida de la absorbencia a 652 nm segun el método descrito por Arnon [1949].

Se diluy6é 50 ul de suspensién de membranas en 1,5 ml de acetona al 80 %
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(v/v), se homogeneiz6 agitando vigorosamente y se centrifugd a 13 000 xg y a
temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion se midi6é la absorbancia
del sobrenadante a 652 nm y se calcul6 la concentracion de clorofila utilizando

un coeficiente de extincion de 34,5 mg-cm™'.

La pureza de las preparaciones de PS | viene dada por la relacion Chla/P700.
El contenido en P700 de las muestras de PS | se calculd a partir de los
cambios fotoinducidos de absorbancia a 820 nm, medidos mediante
espectroscopia de excitacibn por laser (Apartado 3.3.7.), utilizando un

coeficiente de absorcion de 6,5 mM™"-cm™' [Mathis y Sétif,1981].

3.5.6. Espectro, concentracion y pureza de las metaloproteinas

Para la deteccidn de las fracciones que contenian la metaloproteina durante su
purificacion, asi como para la determinacibn de su grado de pureza y
concentracion, se midié la absorcion de luz de éstas en solucion utilizando un
espectrofotbmetro Jasco V-650 (Jasco). Los espectros de absorcion de los
citocromos se realizaron entre 250 y 650 nm y los de la Pc entre 250 y 750 nm.
La pureza de las preparaciones de metaloproteinas se determiné por la
relacion entre la absorbancia a 275 (longitud de onda a la cual absorben los
residuos de tirosina) y la banda de maximo de absorbancia de la proteina (en el
estado reducido en los Cit y oxidado en la Pc). Los datos sobre la relacién de

pureza y picos de maxima absorcidén se encuentran en la Tabla 9.

Tabla 9. Maximos de absorciéon en la banda o y la relacién de pureza

obtenida para los citocromos y la plastocianina estudiados.

Proteina Maximo de absorbancia r Referencia
en la banda «

Cit ¢ 553 1,00 Molina-Heredia et al., 1998; 1999
Cit cs.0 553 1,50 Reyes-Sosa et al., 2011
Cit f 556 2,75 Albarran et al., 2005
Pc 598 1,20 Molina-Heredia et al., 1998; 1999
Cit cs.3 552 1,17 Este trabajo
Cit ey 550 0,78  Este trabajo
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3.5.7. Determinacion del coeficiente de extincion milimolar de los

citocromos Cs.3Y Cu

Para la determinacion del coeficiente de extincion de las hemoproteinas se
utilizé el método del piridin-hemocromo [Berry, 1987]. La concentracién de los
reactivos fue de 40 uM de Cit, 200 mM de NaOH, piridina al 40 % (p/v) y 0,1 M
de ferricianuro potésico. A su vez, se midid el espectro diferencial ditionito—
ferricianuro, para la cuantificacion diferencial reduccibn—oxidacion, en un
espectrofotbmetro V-650 (Jasco) tras la reduccion con cristales de ditionito
sodico y se determind el coeficiente de extincién del citocromo utilizando un

valor de 24,04 mM™'-cm™ para el piridin-hemocromo.

3.5.8. Determinacién del punto isoeléctrico de las metaloproteinas

La determinacion del punto isoeléctrico de las metaloproteinas de Nostoc
expresadas en E. coli se realizd segun el método descrito por Robertson y
colaboradores [1987], en un soporte Mini-Protean Il (BioRad). El gel contenia
acrilamida/bisacrilamida al 5 % (p/v), glicerol al 9 % (p/v) y anfolito Biolite 5-7
(BioRad) al 1 % (v/v). Las muestras contenian 40 ug de proteina total y se
prepararon en un tampdn de carga que contenia el mismo anfolito al 2 % (v/v) y
glicerol al 60 % (p/v). La electroforesis se llevé a cabo a 4 °C y a 150 V durante
3 h. Tras la electroforesis, las proteinas se tifieron y posteriormente destifieron

segun lo descrito en el apartado 3.5.3.

3.5.9. Potenciometria rédox

Las titulaciones rédox de los citocromos se realizaron en anaerobiosis
siguiendo el método descrito por Dutton y Wilson [1974], con pequefas
modificaciones [Ortega et al., 1988; Molina-Heredia et al., 1998]. Se prepard

una cubeta que contenia 10 uM de ferricianuro potasico y 20 uM de cada uno
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de los siguientes mediadores: benzoquinona (Enz = +293 mV), diaminodurol
(Em;7 = +240 mV) y menadiona (En 7 = +422 mV), en un volumen final de 2,5 ml.
La mezcla de reaccion se sometié a agitacion y gaseo mediante burbujeo con
argon para asegurar la anaerobiosis. Posteriormente se afiadieron 10 uM de la
proteina en 50 mM de fosfato pH 7,0 y se midieron los cambios de absorbancia
en la banda a de cada Cit (en el entorno de los 550 nm) menos la absorbancia
a 570 nm, tras la adicién sucesiva de pequefas cantidades de ditionito sddico
(50 mg/ml) preparado en el mismo tampdn de ensayo, a la vez que se median

los cambios en el potencial rédox.

El potencial rédox se midi6 con un electrodo de Pt-Ag/AgCl MI-800
(Microelectrodes Inc.) de 4 mm de diametro, calibrado previamente con una
solucion saturada de quinhidrona (En7 = +280 mV) a 20 °C y se registrd en un
potenciometro digital Metrohm modelo 654. Los cambios de absorbancia se
midieron en un espectrofotbmetro de diodos UV/Vis Hewlett—Packard 8452A.
Los datos se ajustaron a la ecuacion de Nernst para 1e™. En la Figura 6 se

puede ver el esquema del montaje del sistema.

Electrodo Ditionito

Potenciémetro

Cubeta de medida Diodos

Figura 6. Esquema del sistema de medida utilizado para la determinacién de los

potenciales rédox.
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3.5.10. Determinacion de la tasa de consumo de O,

Para la medida del consumo de oxigeno se utilizé un electrodo de oxigeno tipo
Clark, modelo Oxygraph (Hansatech), con catodo de platino y anodo de
Ag-AgCl. Las medidas se realizaron segun Yu y colaboradores [2009] con
ligeras modificaciones, a 25 °C de temperatura y en oscuridad. Para la
determinaciéon de la actividad citocromo ¢ oxidasa (Cox) la mezcla de reaccion
contenia, en un volumen final de 1 ml, 5 mM de tamp6n HEPES pH 7,5; 2,5 mM
de NaCl, 2 mM de ascorbato sbédico y una cantidad de membranas
enriquecidas en oxidasas (Apartado 3.4.1) de entre 3-5 mg/ml, asi como 20 yM
de cada proteina ensayada. Los resultados se analizaron mediante el programa
informatico Oxygraph acoplado al sistema. A partir de la representacion de la
concentracion de oxigeno disuelto en la muestra a lo largo del tiempo se

calcularon las tasas de consumo de oxigeno.

3.5.11. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Los experimentos de ITC se realizaron en el Instituto de Biocomputacion y
Fisica de Sistemas Complejos, en colaboracion con el Dr. Adrian Velazquez
Campoy, en un Auto-ITC200 (Microcal, GE Healthcare). La mezcla de reaccién
contenia 5 mM de tampén fosfato pH 7,5 suplementado con Triton X-100 al
0,02 % (p/v). Las determinaciones se realizaron a 25 °C y una agitacion de
1000 r.p.m. La célula de referencia contenia agua destilada. Los experimentos
se llevaron a cabo mediante adiciones sucesivas (2 ul) de las soluciones de
metaloproteinas (400 M) a la célula que contenia el Cit fconcentrado (40 yM).
Todas las soluciones se desgasearon previamente. Las adiciones se hicieron a
intervalos de tiempo concretos para evitar un efecto aditivo del calor generado
por la propia inyeccibn de muestra. Los datos sobre los controles del
experimento fueron directamente sustraidos de los valores medidos para cada
caso. La normalizacién del calor de inyeccién, como funcién de la tasa molar,

fue analizado con Origin 6 (OriginLab). En todos los casos, el calor desprendido

82



Estudio funcional y estructural de las isoformas del citocromo cs

durante la titulacién correspondia a una estequiometria de asociacion de 1:1.
Se determinaron los valores de la constante de asociacion (Ku), asi como de la
constante de disociacion (Kp), de la entalpia de union (AH), de la energia libre
de Gibbs (AG) y de la entropia (AS). Los errores estimados para cada
determinacién fueron del 15 % para la constante de equilibrio, del 5 % para la
entalpia de union y de la entropia, y del 2 % para la Energia libre de Gibbs de

Unién.

3.5.12. Determinacion del peso molecular por MALDI-TOF

El peso molecular de las metaloproteinas se determind por el Servicio de
Protebmica del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis mediante analisis
MALDI-TOF (Bruker-Daltonics, Alemania). Para ello, se le proporcioné al
servicio 5 ul de proteina pura a una concentraciéon de 1 mM en tamp6n Tris-HCI
10 mM pH 7,5.

3.5.13. Secuenciacion del extremo N-terminal

Para la secuenciacion del extremo amino terminal se preparé una muestra que

contenia 50 pg de proteina en 200 ul de tampén Tris-HCI 10 mM pH 7,5. La

secuenciacion se realizd en el Servicio de Quimica de Proteinas del Centro de

Investigaciones Biologicas del CSIC en Madrid.

3.6. Cristalografia de rayos-X

La cristalografia de rayos-X se llevd a cabo en el Instituto de Biocomputacion y

Fisica de Sistemas Complejos en colaboracién con la Dra. Marta Martinez

Julvez.

83



MATERIALES Y METODOS

3.7. Espectrofotometria cinética inducida por laser

La funcionalidad de las metaloproteinas se analiz6 midiendo su reactividad
hacia el PS | de Nostoc. El PS | excitado con un corto pulso de luz laser reduce
a un aceptor de electrones exdégeno (el metilviologeno en las condiciones
experimentales de este trabajo), quedando el P700 oxidado y preparado para
recibir un electron del donador. La reduccion del PS | por sus donadores puede
seguirse midiendo los cambios de absorbancia a 820 nm, longitud de onda a la
cual el dimero de clorofila P700 del PS | presenta un cambio de absorbancia
especifico segun su estado rédox. Esta reaccion se puede repetir cada pocos
segundos en presencia de un reductor exdgeno, como el ascorbato, que reduce

a las metaloproteinas donadoras.

El sistema utilizado (Figura 7) consta de un laser de Nd-YAG modelo INDI-HG
(Spectra-Physics) a una longitud de onda 532 nm, en pulsos de 4 ns. El haz
laser se atenud con filtros neutros hasta conseguir justo la intensidad de luz de
excitacion saturante para evitar sobreexcitar el PS | a lo largo del experimento.
La luz de analisis la proporcion6 un diodo laser de 820 nm y 150 mW, modelo
LQN830-150C (Newport). Tras atravesar la cubeta, la luz de analisis se recogio
en un fotodiodo de silicio modelo SM1PD1A (ThorLabs). El fotodiodo se
protegié de la luz de excitacion, de la luz difusa reflejada y de la luz de
fluorescencia de la muestra mediante un filtro Oriel de vidrio de banda estrecha
de 820 nm. La sefial de salida del fotodiodo se amplific6 mediante un
amplificador de alta impedancia (Melles Griot 13AMPO005) y se recogié en un
osciloscopio digital Nicolet 450. El haz laser se sincroniz6 con el osciloscopio
mediante un generador de pulsos integrado en el sistema laser, lo que permitia
activar el osciloscopio justo antes del impacto del haz laser sobre la cubeta de
ensayo. Todos los experimentos se realizaron a 22 °C en una cubeta de 1 mm
de paso de luz. La mezcla de reaccidén contenia: 20 mM de Tricina-KOH pH
7,5, B dodecilmaltésido al 0,03 % (p/v), 0,1 mM de metilviolbgeno, 2 mM de
ascorbato sodico y una cantidad de membranas enriquecidas en PS |

equivalente a 0,3 mg/ml de clorofila, en un volumen final de 200 ul. En los
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ensayos de concentracién de proteina, la mezcla de reaccién se suplement6
con 10 mM de MgCl. y con la proteina de interés a una concentracion variable.
En los ensayos de concentracion de proteina a baja fuerza ibnica no se anadio
MgCl.. En los casos en los que se realizaron ensayos de concentracion de

NaCl y MgCl; se utilizé una concentracion de proteina de 100 yM.

ANALISIS
DE DATOS

- G

Osciloscopio Detector Muestra

Figura 7. Fotografia y esquema del sistema de espectrofotometria cinética

inducida por laser.

Para el analisis de los datos cinéticos, se tomd un promedio de 6-8 medidas
independientes con un intervalo de 30 s entre cada disparo del laser. Las
constantes cinéticas determinadas en la mayoria de los experimentos tuvieron
un error no superior al 10 % del valor absoluto, segun la relacion sefial/ruido y
la repetitividad de los datos. Los experimentos cinéticos se realizaron en
condiciones de pseudo-primer orden, al estar la proteina donadora de
electrones en exceso con respecto al PS | (>10:1). Los trazos cinéticos se
analizaron como sumas de exponenciales para calcular las constantes de

reaccion, lo que permite analizar cinéticas multifasicas. Para esto se utilizé un
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programa informatico (cedido por el Dr. P. Sétif, Saclay, Francia) basado en el
método Marquardt. Los resultados se analizaron segun los modelos cinéticos
propuestos previamente por Hervds y colaboradores [1995]. En el caso de
Nostoc se pueden asi estimar valores para la constante bimolecular de
segundo orden de la reaccidn (kwim), para la constante bimolecular extrapolada
a fuerza i6nica infinita (kinr) y para la constante de primer orden de transferencia

electronica (ket).

3.8. Técnicas Microscoépicas

Los andlisis mediante microscopia se realizaron en los equipos disponibles en

el Servicio de Microscopia del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis.

3.8.1. Microscopia optica

Los cultivos de Nostoc se visualizaron utilizando un microscopio Olympus BX60
(Olympus) con un objetivo UplanFIl 40x/0,75Ph2 o con uno de mayor aumento,

el UplanFI 100x/1,30, con aceite de inmersion.

3.8.2. Microscopia confocal laser para la visualizacion de la GFP

Las muestras se visualizaron utilizando un objetivo de inmersion HCX
PLAM-APO 63x 1,4 NA en un microscopio Leica TCS SP2 (Leica
Microsystems). Las muestras se excitaron a 488 nm usando un laser de argon.
La fluorescencia fue monitorizada en un rango de 500-540 nm (para visualizar
la GFP) o bien de 630-700 nm (para la autofluorescencia de la cianobacteria).
La muestra se obtuvo de un cultivo de la cianobacteria en agar. A partir de
dicha placa, se recort6 un fragmento de agar que contuviese el

microorganismo, para poder ver todas las células en el mismo plano. Las
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imagenes se trataron con el software de imagen LAS AF Leica software (Leica

Microsystems) asi como con el software libre ImageJ.

3.8.3. Microscopia de fluorescencia

3.8.3.1. Visualizacion de la GFP

Para visualizar las muestras se utilizd6 un microscopio Leica DM6000B (Leica
Microsystems) con objetivos de 40x y 63x, unido a una camara ORCA-ER
(Hamamatsu). La fluorescencia de la GFP fue detectada utilizando un filtro
FITC L5, con una ventana de excitacion BP (band-pass) de 480/40 y una de
emision BP 572/30. La autofluorescencia fue detectada utilizando un filtro
Texas Red TX2 con una ventana de excitacion de BP 530/40 y una ventana de
emision de BP 645/75. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software
de imagen LAS AF Leica (Leica Microsystems) asi como con el software libre

ImagedJ.

3.8.3.2. Inmunofluorescencia

Para visualizar el Cit cs.3 mediante inmunofluorescencia, se partié de 1,5 ml de
un cultivo liquido (2-3 pg de ChlamI™") de Nostoc. Se concentr6 hasta 100 ul y
se dispuso en un portaobjetos pretratado con poly-L-Lisina (Sigma) y se cubri6é
con un filtro de 0,45 ym de tamano de poro (Millipore). Posteriormente, el filtro
se retird y se dejo secar el portaobjetos, tras lo cual se incub6 durante 3 h en
etanol al 70 % a —20 °C y se sec6 durante 20 min a temperatura ambiente. Las
células se lavaron dos veces (2 min cada vez) con tamp6n PBS-T (137 mM de
NaCl; 2,7 mM de KCI; 5,5 mM de Na;HPOg4; 1,8 mM de KH.PO, y Tween 20 al
0,05 % (p/v)) y se trataron con tampdn de bloqueo (PBS-T + 5 % (p/v) de leche
semi-desnatada en polvo) durante 20 min, seguido de una incubacion durante

90 min con el anticuerpo primario 6x Anti-His rabbit (Sigma) diluido 1:500 veces
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en tampdn de bloqueo. Tras esto, se lavaron 3 veces las células con tampén
PBS-T y se incub6 con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
FITC (Sigma) diluido 1:500 veces en tampén de bloqueo, durante 45 min en
oscuridad. Tras la incubacion, se lavo 3 veces mas con PBS-T y se dejé secar
5 min. Por ultimo, se afadieron 1-2 gotas de FluorSave (CalBiochem), se cubri6

con un cubreobjetos y se sell6 con laca de unas.

3.9. Analisis bioinformatico

Para la busqueda de secuencias de DNA y proteinas por homologia se utilizé el
programa BLAST Search [Altschul et al., 1990]. Para comparar varias
secuencias a la vez se utilizaron los servidores T-COFFEE [Notredame et al.,
2000] y Clustal W [Larkin et al., 2007]. Los arboles filogenéticos se realizaron
en FigTree V.1.4.0 (Andrew Rambaut, Institute of Evolutionary Biology,
University of Edinburgh), a partir de las matrices de distancia determinadas con
el servidor Molphy [Adachi y Hasegawa, 1992]. Para el disefio de
oligonucle6tidos, plasmidos y simulacion de digestiones de secuencias de DNA
se utiliz6 el programa Serial Cloner (Serial Basics). Para el modelado y
visualizacion del potencial de superficie se utilizd el programa Swiss-Pdb
Viewer [Guex et al., 1997] y Chimera 1.11 [Pettersen et al., 2004]. Para realizar
la prediccidon de las estructuras secundaria y terciaria probables se utilizé el
programa Phyre” [Kelley et al., 2009]. Para el disefio y optimizacién de genes
sintéticos se utiliz6 el servidor DNA Works [Hoover y Lubkowski, 2002]. Para el
docking molecular se utilizé el servidor ClusPro 2.0 [Comeau et al., 2004]. Para
determinar los parametros fisico-quimicos teéricos de las proteinas se usoé la
herramienta ProtParam [Gasteiger et al., 2005]. Para la localizacién de posibles
regiones transmembrana de las proteinas se utiliz6 el servidor Phobius [Kall et
al., 2007]. Para la prediccién de posibles dianas de protedlisis se utilizé el
programa SignalP 1.1 [Nielsen et al., 1997]. Para el disefio de los plasmidos se

utilizé el servidor Plasmapper V.2.0 [Dong et al., 2004].
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Citocromo cs.3

Partiendo de los datos previos del grupo sobre citocromos alternativos, se
buscaron en la Cyanobase (Kazusa DNA Research Institute) genes que
codificasen para proteinas homologas al Cit ¢ de Nostoc sp. PCC 7119. El
objetivo de esta busqueda era localizar posibles isoformas del Cit ¢; en
cianobacterias. Los genes encontrados en Nostoc sp. PCC 7119 codificaban
para el Cit cs candnico, para el Cit cs.> descrito por nuestro grupo previamente,
para el Cit oy y para un cuarto Cit de tipo ¢ (clase I) que no habia sido descrito
previamente. En un principio, dentro de la Cyanobase este cuarto tipo de Cit se
localiz6 sblo en Anabaena variabilis (Ava_2744) y en Nostoc punctiforme
(Npun_R2788). Prestando mas atencién al genoma de la cianobacteria modelo
Nostoc sp. PCC 7120, se localiz6 la secuencia Asl0256, la cual resultaba
demasiado corta como para codificar un Cit. Analizando en profundidad dicha
region, se observd que el gen se encontraba mal anotado en la base de datos,
ya que existe una secuencia, comprendida entre las posiciones 276724 y
277089, que constituye un analogo del Cit cs, presentando un 97 % de
homologia con la secuencia del Cit de tipo c (clase |) de Anabaena variabilis.
Dado que dicho gen presenta una alta homologia con el gen petJ, que codifica
para el Cit ¢cs, y con el gen petJ-2, que codifica para el Cit cs.2, se decidid
denominar a dicho gen con el nombre petJ-3y Cit cs.3 a la proteina para la que

codifica.

A partir de la secuencia del Cit cs.3 de Anabaena variabilis se realizaron
busquedas de secuencias homédlogas en las bases de datos generales
(GenBank, DDBJ, ENA). En estas busquedas, el Cit ¢s.3 s6l0 se encontr6 en las
familias de cianobacterias  Stigonematales 'y  Nostocaceae, mas
especificamente en los géneros Anabaena, Nostoc, Cylindrospermum,
Fischerella, Calothrix y Cylindrospermopsis, todos ellos de cianobacterias

filamentosas formadoras de heterocistos. También se encontr6 el Cit ¢s.3 en el
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género Raphidiopsis, formado por estirpes de cianobacterias filamentosas que

han perdido la capacidad de diferenciar heterocistos [Mohamed, 2007].

El hecho de encontrar una nueva variante del Cit ¢s presente exclusivamente
en cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos abre la puerta a
pensar que dicha proteina podria estar involucrada bien en la funcién o bien en
la diferenciacién del heterocisto. Asi pues, se decidid clonar, purificar y

caracterizar fisico-quimica y funcionalmente dicha proteina.

4.1.1. Clonacion del gen petJ-3

A partir de la secuencia del gen Ava_2744 de Anabaena variabilis, se
disefaron dos oligonucleétidos para amplificar por PCR el gen ortblogo de
Nostoc sp. PCC 7119, tal y como se ha descrito en la seccién Materiales y
Métodos. Se eligid esta estirpe en concreto, y no la PCC 7120 que se
encuentra secuenciada, debido a que la mayoria de estudios publicados sobre
las cadenas fotosintética y respiratoria se han realizado en ella. Los

oligonucle6tidos disefiados fueron:

C63-D GCATAAGATGCTAGAG
C63-R CAAGCTTAATTCGTGTAGC

Las secuencias utilizadas para el disefio de estos oligonuclebtidos estaban
localizadas fuera de la fase abierta de lectura (ORF), con el fin de amplificar la
region codificante completa del gen. Para facilitar el posterior andlisis y
subclonacién de las secuencias amplificadas mediante PCR, en el
oligonucle6tido C63-R se introdujo una diana de restriccion Hindlll, que no
estaba presente en el vector pGEM-T vy si en el sitio de clonacion del vector

pBluescript Il (SK+).
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Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis de DNA en gel

de agarosa (Figura 8).

M P1

500 pb>

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de DNA obtenidos
mediante PCR. M: patron de peso molecular, P1: producto de PCR de la amplificacién

del gen que codifica para el citocromo ¢ (clase 1) de Nostoc sp. PCC 7119.

Como se observa en la Figura 8, sblo se amplific6 un fragmento de PCR, el
cual se ligb en pGEM-T vy, posteriormente, se subclon6 en pBluescript Il SK (+),
generando el plasmido pEAC63 (Figura 9). Para estar seguro de que la PCR no
introducia ningun error, se realizaron tres reacciones de PCR y tres
secuenciaciones independientes. El resultado de la secuenciacion (Figura 10),
se depositd en la base de datos de secuencias de acidos nucleicos EMBL, con

el nUmero de acceso: HG316543.

4.1.2. Analisis de la secuencia del citocromo cs.3

Una vez clonado y secuenciado, se procedié a analizar la secuencia de la

proteina que codifica el gen petJ-3. Primero se realiz6 un analisis comparativo

entre las tres secuencias de los Cit ¢s, Cs2 ¥ Cs3 de Nostoc sp. PCC 7119
(Figura 11).
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Promotor Ampicilina
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Figura 9. Plasmido pEAC63 para la expresion del citocromo cs3. El plasmido
original es el pBluescript Il SK (+) con la insercién de la region codificante para el gen

petJ-3 (rosa).

Lo primero que se observd fue que, al igual que en los Cit ¢s ¥ Cs-2, €l Cit Cs.3
posee un péptido de transito de 25 aminoacidos que podria ser capaz de enviar
la proteina hacia el espacio periplasmico o al lumen tilacoidal. Este péptido
seria muy similar al del sistema de transporte tipo Sec, que transloca la
proteina hacia dicho espacio, donde se pliega. El péptido de transito contiene
tres regiones bien definidas: una region N-terminal con carga neta positiva, una
regiobn central hidréfoba y una region C-terminal que posee un motivo
conservado AXA para el procesado por medio de peptidasas. La localizacién
subcelular del Cit cs.3 es un punto clave en el establecimiento de la funcién, por
lo que la presencia de un péptido de transito muy similar al del Cit cs sugiere

una localizacion celular similar a éste (Figura 12).
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TTG AGA ATA ATT TTA TTA CTA TTA TTT TTG GCG ATC GCT ATA TTT < 45
L R I I L L L L F L A I A I F

AAA CTT ACA TTT ATC AGT CCA GCC CTA GCC GCC GAA CTA CCA ACT < 90
K L T F I S P A L A A E L P T

GGA GCA AAA ATT TTT AAT AAT AAC TGC GCT TCC TGC CAC ATA GGC < 135
G A K I F N N N C A S C H I G

GGT GGT AAT ATA CTT ATT TCT GAA AAA ACA CTC AAA AAA GAA GCA < 180
G G N I L I S E K T L K K E A

TTA TTA AAG TAC CTG GAA GAT TAT GAG ACG AAC TCA ATC CAG GCC < 225
L L K Y L E D Y E T N S I (0] A

ATT ATC CAT CAG ATA CAG TAT GGC AAA AAC GCC ATG CCT GCT TTT < 270
I I H 0] I Q Y G K N A M P A F

AAA GAC AAA TTA AGT ACT GAA GAA ATT CTA GAA GTG GCT GCT TAT < 315
K D K L S T E E I L E \Y A A Y

ATT TTT CAA AAA GCA GAA AAA GAC TGG TCA AAT CTG GAA AAA GAG < 360
I F Q K A E K D w S N L E K E

GGT TAG < 366
G *

Figura 10. Secuencia de la ORF del gen petJ-3 de Nostoc sp. PCC 7119 y de la

proteina citocromo cg3;. En verde se sefiala el péptido de transito; en azul, la

secuencia codificante de la proteina; en rojo, el codén Stop.

Peptldo de transito
-15 5 3|5

. | I |
CitCas MRINLLELEL AIATFKITFI SPALAAELPT GA IGGGNIL I SEKITEKKEA
GitCs  MKKIFSLVLL GIALFTFAFS SPAL DSVN GA GGKNLV QAQK[TLKKAD
Cit Coo MQKFLKLVLV TFLFLISTLT PPANAENTIN GE INGSNII RRGKNLQKKT

45 85 95

. |
Cit Cg.5 LLKYLEDYET NSIQAIIHQV QYGKN u EEIL EVAAYIFQKA EKDWSNLEKE
Citcs L----EKYGM YSAEANIAQV TNGKN w PEQIE DVAAYVLGKA DADWK-----
Cit Coo L----KKYGM DSLEAIEAIV TNGKN (D EQEIQ DVAAYVLEQA EKGWR-----

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los citocromos c;,
Cs2 Y Cs-3, de Nostoc sp. PCC 7119. La flecha indica los péptidos de transito. Las
regiones idénticas estdn sombreadas en rojo; las similares en rosa y las regiones
diferentes en azul. Los residuos responsables del potencial de superficie del Cit cs
involucrados en las interacciones hidrofobas o electrostaticas con el PS | se
encuentran sefialados en cajas azules y verdes, respectivamente. El motivo de unién
del grupo hemo se encuentra dentro de la caja negra. El rombo sefala el residuo clave
en la modulacion del potencial rédox en este tipo de Cit. El triangulo sefala a una
tirosina muy conservada en los Cit cs-like, como el citocromo Cit ¢s.., que no se
encuentra conservado ni en el Cit ¢ ni en el Cit ¢cs.3. Los nUmeros de acceso de las
secuencias en las bases de datos son los siguientes: Cit ¢;: AJ002361; Cit Cs.2:
AM949472 ; Cit ce3: HG316543.

95



RESULTADOS Y DISCUSION
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Region no citoplasmica |
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Figura 12. Prediccion del péptido de transito del citocromo cg3. Se observa que el
péptido de transito (en rojo) aparece solo en los primeros 25 aminoacidos. El resto de
la proteina se dispondria en una regién no citoplasmica (azul). La prediccion se realizé

utilizando el servidor Phobius.

Siguiendo el analisis de las secuencias (Figura 11), en la posicion 54 (segun la
nomenclatura del Cit cs.3), encontramos una glutamina que se ha descrito como
clave para establecimiento del potencial rédox [Worral et al, 2007]. La
presencia de una glutamina en esta posicion, en contraposicion a la presencia
de isoleucina como ocurre en el Cit cs., hace que el potencial rédox del
citocromo sea hasta 100 mV mas positivo [Worral et al., 2007]. El Cit cs-3 posee
dicha glutamina, asi como el Cit ¢s (Em7 = +335 mV) [Molina-Heredia et al.,
1998], lo que sugiere un potencial rédox similar entre estas proteinas y
diferenciado del Cit cs2 (Em7= +200 mV) [Reyes-Sosa et al.,, 2011], en el que

aparece isoleucina en dicha posicion.

Los Cit de tipo ¢ poseen el grupo hemo unido covalentemente a la cadena
polipeptidica a través del dominio consenso CXXCH, en el cual la histidina es
uno de los dos ligandos axiales del hierro del grupo hemo. En el Cit cs.3, la
secuencia completa es CASCH, idéntica a la del Cit ¢cs. En el caso de los Cit

Cs2 Y Cm, cuyos potenciales son muy inferiores al del Cit ¢s;, la secuencia
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consenso es CAGCH. El Cit cs.3 presenta un 55 % y un 41 % de identidad, asi
como un 68 % y un 56 % de homologia con los Cit ¢ y Cs-2, respectivamente.
Sin embargo, el Cit cs3 contiene dos regiones adicionales que no estan
presentes en los Cit ¢cs 0 cs2 (Figuras 11 y 13). La primera de ellas constituye
una elongacion en una a-hélice central (LKYL) y la segunda se trata de una

regién C-terminal sin estructura secundaria definida (NLEKE).

El Cit ¢s interacciona con el PS | y con el Cit f a través de las mismas regiones
de la proteina [Molina-Heredia et al., 1999; Crowley et al., 2002; Diaz-Moreno
et al., 2005a). La primera esta constituida por una superficie hidréfoba, situada
alrededor de la region por la cual el grupo hemo esta expuesto al solvente, que
proporciona una superficie de contacto para la transferencia de electrones. La
segunda es una regidbn con carga neta positiva, responsable de dirigir las

interacciones electrostaticas a larga distancia con los complejos con los que

reacciona.
BTSSR A L P T GAKI FNNNCASCHI GGGNI LI SEKTLKKE AL|LKY LIE DYETNS QAT | HQV QYGKN
ool ARAARAAAAAAAAAAA ARYARRNAR AARAARAAAA
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Figura 13. Prediccion de la estructura secundaria del citocromo cs ;. Se observa
que contiene cuatro hélices a (lazo verde) unidas entre si por tres lazos. Las regiones
rojas son predicciones con alta probabilidad de confianza, la gradacién hacia el azul
indica una menor confianza en la estructura modelada a partir de la secuencia. El
recuadro rojo y el azul sefialan dos inserciones no presentes en los otros citocromos cs
presentes en Nostoc sp. PCC 7119. La prediccidn se realizé utilizando el servidor
Phyre®.
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El primer sitio se localiza, aproximadamente, entre los residuos 9 y 29 de la
proteina madura y el segundo sitio entre el 57 y el 65 [Molina-Heredia et al.,
1999; Crowley et al., 2002]. Los residuos de la superficie del Cit ¢s implicados
en la interaccién con el PS | son: 19, S11, N13, L24, V25 y K29, en el sitio
hidréfobo, y A57, M58, A60, F61, K62, R64, L56 y K66, en el sitio cargado
[Diaz-Moreno et al., 2005a]. Como se observa en la Figura 11, estos residuos
también estdn muy conservados tanto en el Cit cs.3 como en el Cit cs.2; de
hecho, hay evidencia experimental de que el Cit cs» es capaz de interaccionar
con el PS I, aunque con una eficiencia significativamente menor que el Cit ¢s
[Reyes-Sosa et al.,, 2011]. El hecho de que estas regiones estén conservadas
sugiere la posibilidad de que el Cit ¢s.3 podria interaccionar con el Cit fy quizas
también con el PS |. Ademas, en el Cit ¢s aparece en la posicién 64 (68 en el
Cit cs.3) un residuo de arginina, estrictamente conservado, que es fundamental
para la interaccion eficiente con el PS | [Molina-Heredia et al., 1999; 2001].
Dicho residuo esta presente en el Cit cs2, €l cual interacciona con el PS |
[Reyes-Sosa et al.,, 2011], pero no se encuentra conservado en el Cit cs3, lO
que podria indicar que éste ultimo lleva a cabo una funcion diferente a la del Cit
Cs, respecto a la interaccion con el PS I. En cambio, la posicion 61 (65 en el Cit
Cs-3) esta ocupada por una fenilalanina (Figura 11). Se ha descrito que en los
Cit ¢s esa posicidn siempre estad ocupada por fenilalanina o por triptéfano (caso
de los Cit csa presentes en plantas y en algas verdes), en contraste con los Cit

Cs-2 €N l0s que siempre aparece una tirosina [Bialek et al., 2008].

Para dilucidar el origen filogenético del Cit cs.3 se compard su secuencia de
aminoacidos con la de otros grupos de Cit monoheminicos de tipo ¢ solubles,
con coordinacion axial His-Met, presentes en organismos fotosintéticos: Cit cs
(cianobacterias y cloroplastos de algas verdes), Cit cs.> (cianobacterias), Cit csa
(cloroplastos de plantas y algas verdes), Cit cu (cianobacterias), Cit ¢
(bacterias anoxigénicas) y Cit ¢ respiratorio (mitocondrias de algas y plantas).
Como se puede ver en la Figura 14, el Cit cs.3 constituye, por si mismo, un
clado diferente e independiente separado de otros Cit similares. Bialek y

colaboradores [2008] describieron dos grupos bien definidos de Cit cs2, a los
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que denominaron Cit csg Y Csc, qQue no aparecen de forma simultdnea en una
misma cianobacteria. Mientras que el Cit cs. de Nostoc pertenece al grupo de
los Cit csc, como se ha mencionado antes, el Cit ¢s.3 constituye un nuevo grupo

de Cit de tipo ¢, no descrito hasta ahora, que sOlo aparece en cianobacterias
filamentosas formadoras de heterocistos.
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Figura 14. Arbol filogenético de los diferentes citocromos de tipo ¢ solubles,
con coordinaciéon Histidina-Metionina, presentes en organismos fotosintéticos.
El arbol se disefi6 siguiendo el algoritmo de maxima verosimilitud usando el software

PROTML (MOLPHY) [Adachi y Hasegawa, 1992]. Se alinearon las siguientes
secuencias: Cit ¢s.3 (Ce.3) de Anabaena cylindrica PCC 7122 (GenBank gi 440681468),
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Calothrix sp. PCC 6303 (GenBank gi 428297476), Calothrix sp. PCC 7507 (GenBank
gi 427719567), Cylindrospermopsis raciborskii (GenBank gi WP_006276584.1),
Cylindrospermum stagnale PCC 7417 (GenBank gi 434404902), Fischerella sp.
JSC-11 (GenBank gi 497072149), Nostoc azollae 0708 (GenBank gi 298490297),
Nostoc punctiforme PCC 73102 (GenBank gi 186683068), Nostoc sp. PCC 7107
(GenBank gi 427710665), Nostoc sp. PCC 7119 (TrEMBL HG316543) y Raphidiopsis
brookii (GenBank gi WP_009344415.1); Cit ¢s (cs) de Arthrospira platensis NIES-39
(GenBank gi YP_005072220.1), Chlamydomonas reinhardtii (GenBank gi 117924),
Chlorella vulgaris (GenBank gi 30578153), Cladophora glomerata (GenBank gi
24636293), Cyanobium sp. PCC 7001 (GenBank gi 493967399), Gloeobacter
violaceus (GenBank gi 37521549), Monoraphidium braunii (GenBank gi 729268),
Nostoc sp. PCC 7119 (EMBL AJ002361), Synechococcus elongatus (GenBank gi
25014058) y Synechocystis sp. PCC 6803 (EMBL P46445); Cit csa (Cen) de Aegilops
speltoides (GenBank gi 11222607), Arabidopsis thaliana (GenBank gi 9783643),
Chlamydomonas reinhardtii (C_820065), Hordeum vulgaris (GenBank gi 16311393),
Medicago trunculata (GenBank gi 11610049), Oryza sativa (GenBank gi 8955747) y
Solanum tuberosum (GenBank gi 13615108); Cit cy (cvw) de Gloeobacter violaceus
(GenBank gi 37522351), Nostoc sp. PCC 7120 (gi 17228860), Prochlorococcus
marinus subsp. pastoris CCMP1378 (GenBank gi 33861613), Prochlorothrix hollandica
(GenBank gi 4098525), Synechococcus sp. WH 8102 (GenBank gi 33865254) y
Synechocystis sp. PCC 6803 (GenBank gi 16330764); Cit c respiratorio (¢) de
Arabidopsis thaliana (GenBank gi 16177), Chlamydomonas reinhardtii (GenBank gi
322374), Enteromorpha intestinalis (GenBank gi 65520), Oryza sativa (GenBank gi
2394300), Solanum tuberosum (GenBank gi 65506); Cit ¢, (c.) de Bradyrhizobium sp.
ORS278 (TrEMBL Q8VUB4), Rhodobacter capsulatus (TrEMBL P00094),
Rhodopseudomonas palustris (TrEMBL Q8GI180), Rhodospirillum centenum (TrEMBL
P81153), Rhodovulum sulfidophilum (TrEMBL Q93163) y Roseobacter denitrificans
(TrEMBL PO07625); y Cit cs2 (Cs2) de Cyanothece sp. CCY0110 (GenBank gi
126660190), Lyngbya sp. PCC 8106 (GenBank gi 119484682), Nodularia spumigena
CCY9414 (GenBank gi 119509989), Nostoc sp. PCC 7119 (EMBL AM902496),
Synechococcus elongatus PCC 6301 (GenBank gi 56751577) y Trichodesmium
erythraeum IMS101 (GenBank gi 113478003). La longitud de las ramas reflejan el

numero estimado de sustituciones por sitio.
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4.1.3. Modelo estructural del citocromo cg.3

En el apartado anterior se realiz6 el andlisis de la estructura primaria y
secundaria del Cit cs.3 en el que se observd que el Cit cs.3 tiene conservadas
las regiones de interaccion de la proteina con el Cit fy con el PS I. Ahora bien,
no solo es importante la homologia a nivel de secuencia, sino que también lo
es la localizacion tridimensional de estos aminoacidos conservados, ya que las
proteinas interaccionan entre si mediante superficies de contacto. Por ello, se
realiz6 una colaboraciébn con el grupo de investigacion de la Dra. Marta
Martinez Julvez para resolver la estructura cristalografica de la proteina. Sin
embargo, a fecha de finalizacion de esta tesis, aun no se ha podido resolver la
estructura cristalografica, por lo que se realiz6 un modelado tridimensional de la

estructura del Cit cs.3 mediante threading (Figura 15).

Figura 15. Modelo tridimensional de la estructura del citocromo cs3;. Modelado
mediante threading utilizando el servidor Phyre®. Las coordenadas del grupo hemo se
modelaron a partir de la estructura del Cit ¢ [codigo PDB 4GYD, Diaz-Moreno et al.,
2014]. Para la visualizacion del carfoon se utilizd el software Chimera. En amarillo se

observa el grupo hemo y en naranja el atomo de hierro.
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Para poder analizar el grado de homologia tridimensional entre el Cit ¢s y el Cit
Cs-3 S€ hizo una superposicion de ambos modelos (Figura 16). En ella
observamos que la homologia estructural es elevada, encontrando diferencias
fundamentalmente en las regiones Unicas del Cit cs.3, correspondientes a la
elongacion de la a-hélice y a una region C-terminal. Sin embargo, esta ultima
regién C-terminal aparece desordenada, ya que no se pudo modelar de manera

fiable.

Figura 16. Superposiciéon de los modelos estructurales de los citocromos c; y
Cs-3- En rojo se representa el Cit ¢s y en azul el Cit cs.5. Estan orientados con el sitio de
interaccion hidréfobo en la parte superior y con el electrostatico de frente.El recuadro
rojo senala la region desordenada C-terminal del Cit ¢cs.3 que no se ha podido modelar

de forma fiable.

A partir del modelo de la estructura tridimensional del Cit cs.3 se estimo el
potencial electrostatico de superficie. A pesar de que ambas estructuras son
muy similares (Figura 16), muestran una gran disparidad en el potencial

electrostatico de superficie (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de los potenciales electrostaticos de superficie de los
citocromos c¢s y Cs3. LOs citocromos ¢s (izquierda) y cs.3 (derecha) estan orientados
con el sitio de interaccion hidr6fobo en la parte superior y con el electrostatico de
frente. En rojo se muestran las zonas de la superficie con carga neta negativa y en

azul las que presentan carga neta positiva.

Como se ha mencionado anteriormente, el Cit cs de Nostoc posee dos zonas
mediante las cuales interacciona tanto con el PS | como con el Cit f
[Molina-Heredia et al., 1999; Crowley et al., 2002; Diaz-Moreno et al., 2005a].
La primera es un é&rea con carga neta positiva, responsable de las
interacciones electrostéaticas a larga distancia y de la formacién de un complejo
electrostético transitorio con el PS | y el Cit f. La segunda zona corresponderia
a una superficie hidr6foba alrededor del area en la que el grupo hemo es
accesible al solvente, responsable de la formacién de una interfase de contacto
con el PS |y el Cit f, que permite que los electrones se transfieran de un centro
rédox al otro [Molina-Heredia et al., 1999; Crowley et al., 2002; Diaz-Moreno et
al., 2005a). El Cit cs.3 conserva la region hidréfoba pero no la superficie de
interaccién electrostatica que dirige las interacciones entre proteinas a larga
distancia (Figura 17), lo cual hace presagiar que a baja fuerza ib6nica es

probable que sea un donante de electrones al PS | muy ineficiente.
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4.1.4. Expresion y purificacion del citocromo cs_3

Para expresar y purificar el Cit cs3 en E. coli, se construyd el vector de

expresion pEAC63 (Figura 9).

Al estar presente el péptido de transito que enviaria la proteina al lumen
tilacoidal de la cianobacteria, el Cit cs.3 se expresd en el espacio periplasmico
de E. coli (compartimento celular equivalente al lumen tilacoidal y al espacio
periplasmico de cianobacterias). Asi pues, para su expresidn tiene que
producirse una maduracion postraduccional que incluya: 1) la secrecion de la
proteina y del grupo hemo al periplasma, 2) el corte endoproteolitico del péptido
de transito, y 3) la unién covalente del grupo hemo a la proteina. Para esto en
E. coli es fundamental la actividad de una serie de genes cuyos productos se
requieren para la maduracién de los Cit de tipo ¢ [Thény-Meyer et al., 1995].
Dichos genes, denominados ccmA, B, C, D, E, F, Gy H, se encuentran en el
operébn aeg46.5y se inducen en condiciones de anaerobiosis [Thény-Meyer et
al., 1995]. Estos genes codifican para un transportador de tipo ABC
[Thony-Meyer et al., 1995; Kranz et al., 1998; Page et al., 1998], para una
tiorredoxina periplasmica [Fabianek et al., 1998], para una chaperona de hemo
[Schulz et al., 1998] y para una posible hemo-liasa [Thény-Meyer et al., 1995;
Kranz et al., 1998; Page et al., 1998].

Para expresar el Cit cs.3 de Nostoc en E. coli se ensayaron condiciones
aerbbicas, microaerObicas y anaerbbicas; distintos medios de cultivo,
temperaturas y tiempos de cultivo; induccion por IPTG, e incluso se
co-expresaron los genes ccmABCDEFGH. El primer paso fue escoger una
estirpe de E. coli adecuada para la produccion del Cit, dado que distintas
estirpes pueden presentar unos niveles de expresidén de proteinas heterdlogas
muy diferentes. La estirpe seleccionada fue la MC106, al igual que ocurre en la
produccion de los Cit ¢ del mismo organismo, ya que produce un alto
rendimiento en la produccion de Cit, segun los datos del grupo previos a este

estudio. El Cit cs.3 se co-expresd con el plasmido pEC86, un vector que
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expresa constitutivamente los genes ccmABCDEFGH [Arslan et al., 1998] para
la maduracién y correcta expresion de citocromos en el espacio periplasmico
de E. coli. En las condiciones Optimas utilizadas, descritas en Materiales y
Métodos, los rendimientos volumétricos de la expresion de la proteina en el
espacio periplasmico fueron de aproximadamente 25 mg de Cit ¢s.3 por litro de
cultivo, a pequefia escala (100 ml aprox.); estos rendimientos bajaban
considerablemente al escalar los cultivos hasta volumenes de decenas de

litros, siendo entonces de 2,7 mg de Cit cs-3 por litro de cultivo.

Para la purificacion de la metaloproteina expresada en E. coli se extrajo la
fraccion periplasmica (ver apartado de Materiales y Métodos), de esta forma se
obtenia una solucion acuosa de la metaloproteina a purificar. Partiendo de una
pequefa produccién de unos 15 mg, se procedié a realizar una cromatografia
en una columna de intercambio anidnico, para posteriormente concentrar las
muestras enriquecidas y realizar una cromatografia de exclusibn molecular.
Finalmente se obtuvieron 9,4 mg de Cit cs.3 con una relacibn de pureza

Ao7s/Ass2 de 1,17, practicamente puro a homogeneidad electroforética.

4.1.5. Caracterizacion fisico-quimica del citocromo cs.3

Tras conseguir una cantidad de Cit cs.3 suficiente y de una pureza considerable,
se comenz6 la caracterizacion de la proteina. Primero se realiz6 el espectro
UV/Vis de la proteina en sus formas reducida y oxidada (Figura 18). Tras
realizar el espectro de la proteina 100 % reducida, se afiadi6 una cantidad
equimolecular de persulfato amonico para oxidarla. En su estado reducido, el
Cit cs-3 presenta unos maximos caracteristicos de absorbancia a 552 (banda a),
522 (banda B3), 416 (banda y o Soret), 319 (banda ) y 275 nm (proteina). Tras
su oxidacién, las bandas a y B desaparecen y se observa otra mas amplia a
528 nm, la banda Soret se desplaza hasta los 410 nm, la banda & desaparece

y surge un nuevo maximo a 358 nm.
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Figura 18. Espectro de absorcion UV/Vis del citocromo c;; de Nostoc sp. PCC
7119. Se representa el espectro reducido (linea continua) y el espectro oxidado (linea

discontinua). El Cit ¢s.3 oxidado con cristales de persulfato amonico.

Posteriormente, se determiné el coeficiente de extincion milimolar del Cit cs-3 a
552 nm para poder cuantificar exactamente la concentracion de proteina en la
muestra. Para ello, se sigui®é el método del piridin-hemocromo, segun lo
descrito en la seccién de Materiales y Métodos, obteniendo como resultado que
el coeficiente de extincién para el Cit cs3 a 552 nm era de 24,8 mM'-cm™, en
su estado reducido, y que el diferencial del espectro reducido-oxidado era de
16,63 mM'-cm™.

La masa molecular se determind por espectrometria de masas (MALDI-TOF),

dando como resultado un tamano de 11 347,7 Da (Figura 19).

También se determind el punto isoeléctrico (p/) del Cit ¢s.3. En relacidén a esto
no hay que olvidar que el p/ del Cit ¢, y de su homdlogo funcional la Pc,
presentan una enorme variacion de un organismo a otro, pero son muy
similares dentro de un mismo organismo [De la Rosa et al., 2002]. Asi, en

Nostoc sp. PCC 7119, el Cit ¢s y la Pc son proteinas basicas, con p/de 9,0 y
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8,8 respectivamente [Molina-Heredia et al., 1998]. En cambio, el p/ del Cit cs-3

es 5,2, significativamente diferente al de Cit ¢s y Pc.
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Figura 19. Analisis por MALDI-TOF del citocromo cs.; de Nostoc sp. PCC 7119
expresado en E. coli. El espectro muestra multiples especies cargadas, asi como
varios picos que representan distintos estados cargados de la misma molécula,

quedando el pico de mayor intensidad como el valor de peso molecular final.

Para comprobar que E. coli era capaz de madurar correctamente el Cit ¢cs.3, se
secuenci6 el extremo N-terminal de la proteina segun lo descrito en la seccion

de Materiales y Métodos. La secuencia obtenida fue: AELP.

La localizacion celular del Cit cs.3 es un punto clave a tener en cuenta a la hora
de poder asignarle una posible funcién fisiolégica. En este contexto, la estrecha
similitud entre los péptidos de transito de los Cit ¢s y Cs-3 ¥ €l hecho de que E.
coli sea capaz de reconocer ambos péptidos y de mandar a ambas proteinas al
espacio periplasmico (compartimento equivalente al lumen tilacoidal y al
espacio periplasmico de cianobacterias) correctamente procesadas implica

que, probablemente, en Nostoc el Cit cs-3 se co-localice con el Cit cs.
En Nostoc sp. PCC 7119 el Cit ¢s, cuyo Em 7 es +335 mV [Molina-Heredia et al.,

1998], toma los electrones del Cit f, cuyo En 7 es +334 mV [Albarran et al.,

2005] y los dona al PS I, cuyo En 7, en su estado fotooxidado, es de +500 mV
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[Brettell, 1997]. El En7 del Cit cs.3 de Nostoc es +300 * 6 mV, unos 35 mV
inferior al de los Cit ¢s y f (Figura 20).
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Figura 20. Titulacién potenciométrica rédox de los citocromos f, ¢s y Ccs3 a pH
7,0. Se presenta la titulacién reductiva del Cit f (circulos negros), del Cit ¢s (cuadrados
blancos) y del Cit cs3 (circulos blancos). El ajuste para cada caso a la ecuacion de

Nernst para un electron se representa como una linea continua.

Estas medidas han sido realizadas a pH 7,0, pero ese no seria el pH fisiolégico
del lumen tilacoidal, en el cual estas proteinas llevarian a cabo su funcion. Esta
descrito que al disminuir el pH el potencial rédox de algunos Cit puede volverse
mas positivo [Roncel et al., 2003]; por ello, también se han realizado las
medidas a un pH 4,0, mas préximo al fisioldégico en condiciones de iluminacion
[Kramer et al., 1999]. El En 4 del Cit cs.3 es +343 mV en estas condiciones, igual
que el del Cit ¢s (Em4 también +340 mV) siendo, por tanto, ambas proteinas
isopotenciales a este pH (Figura 21). Lamentablemente, no fue posible realizar
la titulacién para el caso del Cit f, debido a que la proteina se desnaturalizaba a
pH 4,0 (el Cit f forma parte de un macrocomplejo de membrana, por lo que en
condiciones fisioldégicas no se encuentra la forma trunca soluble). Por lo tanto, y
desde un punto de vista termodinamico, el Cit cs.3 seria capaz de captar

electrones del Cit f.
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Figura 21. Titulaciéon potenciométrica rédox de los citocromos cs y ¢s3 a pH 4,0.
Se presenta la titulacién reductiva del Cit ¢s (puntos negros) y del Cit ¢s.3 (cuadrados
blancos). El ajuste a la ecuacién de Nernst para un electrdn para cada caso se

representa como una linea continua.

Las caracteristicas fisico-quimicas estudiadas se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas fisico-quimicas del citocromo cs.; de Nostoc sp. PCC

7119.

Proteina E,; Ena €552 Peso molecular p/ N-terminal
(mv)  (mv) (mM'cm™) (Da)
Cit cs3 +300 +343 24,8 11 347 5,2 AELP

4.1.6. Analisis funcional del citocromo cs.3

Debido a que el Cit cs.3 es similar al Cit ¢s, tanto en potencial como en la
posible localizacién subcelular, se estudio si las dianas de interaccion del Cit
Ce-3 podrian ser similares a las del Cit ¢s. El esquema general funcional del Cit
Cs implica una transferencia electrénica desde el complejo Cit bs-f hasta el PS |
0 hasta las oxidasas terminales (Figura 3), por lo que se analizaron, para el

caso del Cit cs.3, todas estas posibles dianas de interaccion.

109



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.6.1. Interaccién entre el citocromo cs.3 y el citocromo f

A pesar de saber que los citocromos Cit ¢s y Cit cs.3 son isopotenciales en
condiciones de pH fisiol6gico y de que los residuos implicados en la interaccién
del Cit ¢s con el Cit f estdn conservados en el Cit cs.3, estos datos no son
suficientes para establecer una posible interaccion del Cit cs.3 con el Cit f. Por
ello, el primer objetivo funcional fue la caracterizacion de la interaccion entre el
Cit cs3 y el Cit f mediante calorimetria de titulacién isoterma y docking

molecular.

4.1.6.1.1. Calorimetria de titulacion isotérmica

Se procedi6 a analizar la interaccion entre el Cit cs3 y el Cit f mediante
calorimetria de titulacion isotérmica, utilizando el Cit ¢s como control de una
interaccién eficiente (Figura 22). Esta técnica permite detectar los pequefios
cambios de calor que se producen al interaccionar dos elementos; en caso de
no existir interaccion, no se producirian esos variaciones. Al realizar dicho
analisis, se concluyé que el Cit cs3, al igual que el Cit cs, es capaz de
interaccionar de forma eficiente con el Cit f en las condiciones ensayadas. Los
datos extraidos a partir de las cinéticas de unién, ajustados para un modelo de
unién de un ligando, sin cooperatividad, permitié estimar los valores de unidén
estequiométrica, la Ka y la entalpia y entropia de unién para el proceso de

interaccion (Tabla 11).

Tabla 11. Propiedades termodinamicas de la calorimetria de los
complejos citocromo cg/citocromo fy citocromo cs.s/citocromo f. Ka:
constante de asociacién; AH: entalpia de unién; AG: energia libre; -TAS:

entropia de unién; n: estequiometria de unién; Kp: constante de disociacion.

Proteina Ka(M") AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) -TAS n Ko

(kJ/mol) (uM)
Cit cs 7,8-10° -14,64 -27,91 -13,26 1,10 13,0
Cit cs3 5,0-10° 3,76 -32,22 -35,99 0,99 2,0
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Figura 22. Calorimetria de titulacion isotérmica del complejo citocromo
cs-3/citocromo f. (A) Termograma de la titulacién en el que se observa una correlacion
entre la cantidad de Cit ¢s3 afadido (ratio molar) y un desprendimiento de calor

(dQ/dt); (B) Ajuste de la isoterma de unién a un modelo de sitio Unico.

4.1.6.1.2. Docking molecular entre el citocromo cs.; y el citocromo f

Aunque por microcalorimetria se concluye que el Cit cs.3 interacciona con el Cit
f, no se puede afirmar con total seguridad que dicha interaccion conduzca a la
transferencia electronica entre ambos. Esto es debido a que la interaccién
podria ocurrir por zonas de la proteina que no sean las adecuadas para la
transferencia de electrones entre los grupos hemo. Por ello, se procedi6 a

analizar la interaccién entre el Cit cs.3 y el Cit f mediante docking molecular.

El docking molecular se basa en la prediccion de la conformacion de una
proteina al estar unida a otra, formando un complejo estable de minima
energia. Para ello hay diferentes algoritmos que alinean las proteinas siguiendo
diferentes parametros, como la complementariedad geométrica, incluyendo la
complementariedad en la superficie molecular. También pueden acoplar en
funcidbn de determinados rasgos hidréfobos o electrostaticos. Uno es esos

algoritmos, que es el utilizado para el analisis de este trabajo, realiza una
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estimacion equilibrada de estos valores y devuelve una conformacién de
interaccibn de minima energia. Asi pues se realizd un modelado con este
algoritmo (usando Cluspro V.2.0.) del complejo Cit cs.3/Cit fy, como control, del

complejo Cit ¢s/Cit f (Figura 23).

Figura 23. Docking molecular de la interacciéon entre citocromo cg/citocromo fy
citocromo cg.s/citocromo f. Se presentan los modelados del complejo Cit ¢/Cit f[A] y
Cit cs5/Cit f [B], escogiendo los modelos equilibrados de minima energia para cada

Ccaso.

Como se observa en la Figura 23, el Cit cs.3 interacciona con el Cit f en una
orientacidn propicia para la transferencia de electrones, similar a la descrita por
Diaz-Moreno y colaboradores [2005b] para el complejo Cit ¢s/Cit f. Por ello, se
puede concluir que el Cit cs3 interacciona con el Cit f, con una orientacion

adecuada para la transferencia de electrones.
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4.1.6.2. Interaccion entre el citocromo cs; y el PS |

La siguiente diana de interaccién que se probé fue el PS I. Para realizar este
analisis se realizaron experimentos de cinéticas rapidas inducidas por laser.
Esta técnica consiste en la oxidacion del PS I, mediante un pulso de luz laser, y
la posterior medicién de la reduccién del PS | por el donador elegido en la
escala del microsegundo al segundo. Estos experimentos permiten discriminar
entre donadores especificos, que presentaran cinéticas rapidas, e
inespecificos, que tendran unas cinéticas lentas. Como se observa en la Figura
24A, la transferencia de electrones desde el Cit cs3 al PS | es muy lenta

comparada con la del Cit cs.
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Figura 24. Transferencia electronica desde los citocromos csy Cs.; al fotosistema
I. Se presentan los valores de transferencia de Cit ¢s (puntos negros) y ¢s.3 (cuadrados
rojos) respecto a la concentracidén de proteina (A) y a la dependencia de fuerza ibnica

(B), indicando una ineficiencia del Cit cs3 €n la interaccion con el PS 1.

La kvim para la reduccion del PS | por parte del Cit cs.3 es de 75 veces inferior a
la del Cit ¢s (Tabla 12). Ademas, las cinéticas dependientes de fuerza ibnica
(Figura 24B) sélo refuerzan los datos de baja reactividad del Cit cs.3 con el PS |,
ya que incluso a muy alta fuerza i6nica no llega nunca a equipararse con el Cit

cs. Con toda la informacidn obtenida de este experimento concluimos que el Cit
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Ce-3 Seria incapaz de interaccionar de forma eficiente con el PS | de Nostoc sp.
PCC 7119.

Tabla 12. Valores cinéticos para la transferencia electrénica desde
los citocromos csy c; al fotosistema I. kym: constante bimolecular de
segundo orden de la reaccidn; ki;: constante bimolecular extrapolada a

fuerza ibnica infinita; ket: constante de primer orden de transferencia

electronica.

Proteina Koim (M™'s™)x 10~ Kint (M's)x10°  ker (s7)x10™°
Cit ¢s 12,1 11,4 1,7

Cit Ces-3 011 6 275 B

4.1.6.3. Reaccion entre el citocromo cs; y las oxidasas terminales Cox1,
Cox2 y Cox3

Siguiendo el esquema de la Figura 3, descartariamos el posible transporte de
electrones a través del Cit cs.3 desde el Cit bs-f hasta el PS I. Sin embargo, el
Cit cs-3 podria transportar electrones hasta las oxidasas terminales respiratorias
como esta descrito que realiza el Cit ¢; [Navarro et al., 2005]. Para comprobar
esto, se analizaron las tasas de consumo de oxigeno de membranas
enriquecidas en oxidasas terminales respiratorias en presencia de Cit Css
purificado. Como control positivo se utilizé el Cit cs y como control negativo, de
interaccién inespecifica, se utilizé el Cit ¢ respiratorio de caballo. Nostoc sp.
PCC 7119 crece fotoautdtrofamente, pero también puede crecer
quimiotréficamente en oscuridad, en ambos casos en presencia de nitrbgeno
combinado o dinitrbgeno como fuente de nitrégeno [Pils et al., 2004]. Asi
mismo, en este organismo hay diferentes oxidasas en funcién del tipo celular,
teniendo las denominadas Cox1 exclusivamente en células vegetativas y las
oxidasas Cox2 y Cox3 exclusivamente en heterocistos [Pils et al, 2004;
Valladares et al., 2007]. Por ello, se ha estudiado la actividad respiratoria a
través del consumo de oxigeno en membranas extraidas de cultivos en

oscuridad (con fructosa en el medio) y en presencia de luz. De esta ultima
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condicién, se han extraido membranas de células totales en medio BG11
completo y membranas de células totales en medio BG11y sin nitrbgeno
combinado. Ademas, a partir de estos cultivos en luz y sin nitrbgeno
combinado, se procedi6é a hacer un aislamiento de heterocistos y se extrajeron
membranas de este tipo celular para su analisis. Como se muestra en la Figura
25, mientras que el Cit ¢; reacciona eficientemente con todas las preparaciones
ensayadas, el Cit cs.3 sOlo lo hace con las membranas obtenidas de

heterocistos aislados.
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+ BG11 + BG11 +BG11,

Figura 25. Reaccion del citocromo cs;; con las oxidasas terminales de cultivos
de Nostoc sp. PCC 7119. Tasas de consumo de oxigeno en presencia de Cit ¢
(Verde), Cit cs3 (Azul) o de Cit ¢ de caballo (Rojo) con membranas extraidas en las
siguientes condiciones: luz con medio BG11 completo (Luz + BG11); oscuridad con
medio BG11 completo (Oscuridad + BG11); luz con medio BG11, sin nitrédgeno
combinado (Luz + BG11y); de esta ultima condicion, se realizé un aislamiento de
heterocistos y posteriormente se hizo una extraccibn de membranas de estas células

(Heterocistos). Las barras de error se calcularon a partir de la media de tres réplicas.
Como hemos mencionado antes, en los heterocistos se encuentran las

oxidasas exclusivas de este tipo celular, la Cox2 y Cox3, oxidasas de tipo

hemo-cobre [Valladares et al., 2007]. Para discriminar qué oxidasas son las
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gue intervienen en el proceso, se realizaron nuevos andlisis del consumo de
oxigeno en mutantes de delecion de estas oxidasas (cedidos por el laboratorio
de Enrique Flores y Antonia Herrero, del Instituto de Bioquimica Vegetal y

Fotosintesis, Universidad de Sevilla 'y CSIC).
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Figura 26. Reaccion del citocromo cs.; con mutantes de las oxidasas terminales
de heterocistos de cultivos de Nostoc sp. PCC 7119. Tasas de consumo de
oxigeno en presencia de Cit ¢ (Verde), Cit ¢s.3 (Azul) o de Cit ¢ de caballo (Rojo) con
membranas extraidas de heterocistos silvestres (Silvestre), de mutantes de la Cox2
(ACox2) y de mutantes de la Cox3 (ACox3). Las barras de error se calcularon a partir

de la media de tres réplicas.

Como se observa en la Figura 26, el Cit ¢s reacciona con las membranas de
heterocistos de las estirpes silvestre y ACox3, pero no con las del mutante
ACox2, lo cual indicaria que el Cit ¢s reacciona con la Cox1 de células
vegetativas y con la Cox2 de heterocistos, pero no con la Cox3. Los resultados
obtenidos con el Cit cs.3 son mas complejos de explicar. El Cit cs.3 reacciona
con las membranas de heterocistos silvestres pero no con las de los mutantes
ACox2 y ACox3. Como se observa en la Figura 26, para que se produzca
consumo de oxigeno en presencia de Cit cs.3 deben estar presentes Cox2 y

Cox3 simultaneamente. Estos analisis indican que la posible funcion del Cit cs.3
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en la cadena respiratoria del heterocisto debe ser diferente a la del Cit ¢, el

cual actua como "citocromo c respiratorio".

Como conclusioén, el Cit cs.3 podria captar electrones del Cit fy cederlo a las
oxidadas terminales presentes en los heterocistos; pero, en este ultimo caso

requeriria la intervencién simultdnea de Cox2 y Cox3.

4.1.6.4. Localizacion subcelular del citocromo cs_3

Los datos funcionales indican que el Cit cs.3, en condiciones diazotroficas en las
que se desarrollan los heterocistos, actuaria en este tipo celular, transfiriendo
electrones desde el complejo Cit bs-f hasta las oxidasas terminales de
heterocistos. Sin embargo, no se puede asegurar esto hasta comprobar que la
proteina se expresa con un buen nivel de expresion y diferencialmente en los

heterocistos.

Se analizé en primer lugar la localizacién celular del Cit cs.3 mediante
microscopia confocal, con una fusién traduccional con la proteina reportera
sf-GFP (super folded Green Fluorescence Protein), una variante de la GFP mas
estable. La construccion fue la denominada como AT4, que expresa la sf-GFP
en el extremo C-terminal del Cit cs.3. Con esta construccion sélo se detectaron
niveles marginales de proteina en todas las condiciones ensayadas. Para estar
seguros de que este bajo nivel de expresidn no era causado por la construcciéon
de la estirpe, se realizd un ensayo de Western Blot para detectar la proteina, ya
que la inmunodeteccion es mas sensible que la visualizacidn por microscopia.
Se utilizaron anticuerpos anti-GFP, porque los anticuerpos anti-Cit cs.3también
reconocian a las variantes Cit ¢s y Cit cs.2, debido a que la homologia es muy
alta entre estos Cit. La deteccion de la proteina se llevd a cabo bajo dos
condiciones, medio completo BG11 y medio BG11,, sin nitrbgeno combinado.

Como se puede ver en la Figura 27, la proteina se expresa en ambas
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condiciones, pero se observa una reduccion drastica en la condicion BG11, en

la que se desarrollan los heterocistos.

Silvestre AT4
kDa NO,- N, NO, N, GFP
3 -
26 S

17 .

Figura 27. Inmunodeteccion del citocromo cz; mediante analisis de Western
Blot. La inmunodeteccion se realizé a partir de cultivos silvestres (Silvestre) y de la
estirpe AT4, que expresa una fusion del Cit cs3 con la sf-GFP. Las condiciones de
cultivo son: BG11 con nitrbgeno combinado (NOj3) y condiciones diazotroficas (N»),

usando un anticuerpo anti-GFP.

Para contrastar esta informacion se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
en la estirpe AT9, que contenia una secuencia de 6 histidinas en el extremo
C-terminal del Cit cs.3. A pesar de que la inmunofluorescencia es menos
resolutiva que la microscopia confocal, otorga una amplificacién de senal muy
potente. En la Figura 28 se pueden ver los resultados del ensayo, en los que se
repite lo observado en el analisis por Western Blot. La proteina se expresa en
BG11, con nitrbgeno combinado, pero al entrar en diazotrofia, la cantidad de
proteina disminuye de forma sensible, llegando al nivel basal de

autofluorescencia del fondo.
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Figura 28. Inmunodeteccion mediante analisis de localizaciéon por
inmunofluorescencia del citocromo c¢s.;. Inmunodeteccion realizada en las estirpes
silvestre (A) y AT9 (B y C), que expresa el Cit ¢s.3 con una cola de 6 histidinas en el
extremo C-terminal. Las condiciones de cultivo fueron BG11 (A y B) 0 BG11, (C) sin
nitrégeno combinado. Las células se incubaron durante 24 horas con la fuente de
nitrégeno indicada. Posteriormente se realiz6 el ensayo de inmunofluorescencia con
un anticuerpo anti-6 histidinas y se visualizo el resultado mediante microscopia de
fluorescencia. La barra de tamafio indica 6 ym, con una magnificacion similar para las

tres micrografias. La flecha indica un heterocisto.

Simultdneamente a esto se estudid el nivel de expresion del gen petJ-3 por si
hubiera algun tipo de regulacion transcripcional similar al del Cit ¢s y la Pc. El Cit
Cs Y la plastocianina poseen una fuerte regulacién por cobre [Bovy et al., 1992],
por lo que quizas los niveles de expresion que encontrabamos en los analisis
previos se debian a algun tipo de regulacion por este metal. Por ello, se
realizaron analisis de la expresién del gen petJ-3 (Cit cs.3), asi como del gen
petJ (Cit cs) como control, mediante gPCR a partir de extracciones de RNA total
(Figura 29).
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Figura 29. Expresion relativa de los genes petJ y petJ-3 por qPCR. Niveles
relativos de RNAm de los genes petJ y petJ-3 de células cultivadas en medio BG11
por qPCR. En negro, células cultivadas con cobre en el medio; en blanco, células

cultivadas bajo condiciones de ausencia de cobre.

Los cultivos contenian el medio BG11 completo o este medio modificado para
no presentar cobre. En este Ultimo caso, se suplementé el cultivo con BCSA, un
quelante de cobre, para evitar que hubiesen trazas en el medio. Como se
observa en la Figura 29, el gen petJ esta fuertemente regulado por cobre,

mientras que el gen petJ-3, no se encuentra regulado por cobre.

Para completar estos estudios de qPCR, se intentaron hacer extracciones de
RNA de heterocistos, para ver los niveles de expresion del gen petJ-3, pero las
muestras obtenidas no tenian la integridad suficiente como para ser fiables,
como ya comprobaron otros autores con este tipo de preparaciones [Park et al.,
2013]. Como alternativa, se decidi6 estudiar la expresidbn a través de su
promotor, mediante fusion de la GFP a la region promotora del gen. Por ello, se
realizé una construccion, denominada AT1, que contenia el gen que codifica la
GFP unido transcripcionalmente a 700 pares de bases aguas arriba del inicio
del gen petJ-3, incluyendo los nucleétidos que codifican los cuatro primeros
aminoécidos de la secuencia del Cit cs.3. Esta construccidn serviria para ver los

niveles de expresidbn en los diferentes tipos celulares, pero no para la
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localizacion subcelular, ya que no se incluia el péptido de transito en la
construccion. De nuevo se obtuvieron bajos niveles de fluorescencia, como ya
observamos en la fusion traduccional de la proteina completa (Figura 30). Sin
embargo, podemos observar que en condiciones diazotréficas la expresién en
el heterocisto es de hasta un 30 % menor que en las células vegetativas. En
paralelo a esto se estudi6 si este tipo de regulacion podria ser transitoria,
debido a que los heterocistos tienen un tiempo de maduracién de 12 horas,
pero no se observaron cambios. Por lo tanto, la expresién ni es transitoria ni se

induce en condiciones diazotréficas, mas bien se reprime en los heterocistos.

350 |
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Figura 30. Estudio mediante microscopia de la region promotora del citocromo
cs-3 mediante visualizacion con GFP. Filamentos de la estirpe AT1, que contiene una
fusion transcripcional con la regidbn promotora del gen petJ-3, incubada durante 24
horas en ausencia de nitrbgeno combinado y se visualizd el campo claro (A) o la
fluorescencia mediante microscopia confocal (B). (C) Cuantificacién de la fluorescencia
de la GFP de cada célula del filamento. Se sustrajo la fluorescencia de fondo tomando
un cultivo silvestre como referencia. La célula central es un heterocisto. Los valores en

la escala de grises representa la cantidad absoluta de fluorescencia de las células.
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4.2. Citocromo cs.2

El Cit cs> es considerado un Cit cs-like de tipo csc, que ya habia sido
anteriormente caracterizado en nuestro grupo [Reyes-Sosa et al, 2011]. Se
sabe que es capaz de donar electrones al PS |, aunque con menor eficiencia
que el Cit ¢s y la Pc. Sin embargo, aun quedan muchas incégnitas sobre su
posible funcién e interaccion con el complejo Cit bs-f 0 con las oxidasas
terminales respiratorias. Por eso, en esta tesis doctoral, se procedié a estudiar
su localizacion celular, su posible interaccion con el Cit fy su reaccion con las

oxidasas terminales de la cadena respiratoria.

4.2.1. Interaccion entre el citocromo c;.. y el citocromo f

Al igual que con el Cit cs.3, resulta interesante conocer si existe una interaccion
entre este Cit y el posible donador de electrones, el complejo Cit bs-f. El
potencial rédox del Cit cs.» resulta ser demasiado bajo para que exista una
transferencia de electrones termodinamicamente favorable desde el Cit f al Cit
Cs-2 [Reyes-Sosa et al,, 2011], e incluso a un pH de 4, cercano al fisiolégico
(como vimos en los experimentos con el Cit ¢s.3), sigue siendo demasiado bajo
como para ser posible la transferencia. Sin embargo, estos valores de potencial
no descartan una eventual transferencia de electrones en sentido contrario; es
decir, desde el Cit cs2al Cit f. Asi pues, se estudi6 la posible interaccidén entre

ambas proteinas mediante ITC y Docking molecular.

En la Figura 31 y la Tabla 13 se presentan los datos de ITC para la interaccidén
entre el Cit cs.2 y el Cit £. Como se puede observar, el Cit cs.» si seria capaz de
interaccionar con el Cit f, con una estequiometria de unién de 1:1 similar a la
del Cit ¢cs. Sin embargo, la existencia de interaccién no implica necesariamente
una interaccidén en la orientacion correcta para que ocurra la transferencia de

electrones.
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Figura 31. Calorimetria de titulacion isotérmica del complejo citocromo
cs-o/citocromo f. (A) Termograma de la titulacién en el que se observa una correlacion
entre la cantidad de Cit cs3 afadido (ratio molar) y un desprendimiento de calor

(dQ/dt); (B) Ajuste de la isoterma de unién a un modelo de sitio Unico.

Para poder identificar si la union de estas proteinas ocurre con una orientacion
favorable para la transferencia electronica se hizo un Docking molecular (Figura

32), similar al que se realizé con el Cit cs.3 (Figura 23).

Tabla 13. Propiedades termodinamicas de la calorimetria de los
complejos citocromo cs/citocromo f y citocromo cg./citocromo f. Kj:
constante de asociacion; AH: entalpia de unién; AG: energia libre; -TAS:

entropia de unioén; n: estequiometria de unién; Kp: constante de disociacion.

Proteina Ka AH AG -TAS n Kp
(M")  (kJ/mol)  (kJ/mol) (kJ/mol) (pM)

Cit ¢s 7,8:10° -14,64 -27,91 -13,26 1,10 13,0

Cit cs-2 8,9-10* 97,07 -28,23 -125,23 0,96 11,0
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Figura 32. Docking molecular de la interaccién entre citocromo c¢/citocromo fy
citocromo cg.o/citocromo f. Se presentan los modelados del complejo Cit ¢¢/Cit f[A] y
Cit ¢so/Cit f [B], escogiendo los modelos equilibrados de minima energia para cada

Ccaso.

Como se observa en la Figura 32, la orientacién del complejo seria favorable

para que ocurriese una transferencia de electrones desde el Cit cs., al Cit f.

4.2.2. Reaccion entre el citocromo cs. y las oxidasas terminales Cox1 y
Cox2

Como ya vimos en el apartado del Cit cs.3, en Nostoc aparecen diferentes
oxidasas cuya expresion depende del tipo celular. Por ello, se analiz6 la
reaccion entre el Cit cs2 y las distintas oxidasas terminales, en las mismas

condiciones que las ensayadas con el Cit ¢s.3 (Figura 33).

El Cit cs2 no reacciond especificamente con ninguna oxidasa en las
condiciones ensayadas, presentando niveles de reaccion similares a los de
proteinas inespecificas, como el Cit ¢ de caballo. Este hecho descarta un

posible papel respiratorio del Cit cs.2, aunque como ya se ha mencionado en el
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trabajo de Reyes-Sosa y colaboradores [2011], podria jugar un papel en la

cadena fotosintética, ya que seria capaz de interaccionar con el PS I.

16

(mmol mg - min -1)
—t —r —t
» (o] o N £~

Tasa de consumo de O,
=Y

Luz Oscuridad Luz Silvestre  ACox2 ACox3
+ BG11 + BG11 + BG11,

Células Vegetativas Heterocistos

Figura 33. Reaccion del citocromo cs.> con las oxidasas terminales de distintas
preparaciones de membranas de Nostoc sp. PCC 7119 silvestre y de sus
mutantes ACox2 y ACox3. Tasas de consumo de oxigeno en presencia de Cit cs
(Verde), Cit cs.o (Amarillo) o de Cit ¢ de caballo (Rojo), con membranas de la estirpe
silvestre extraidas en las siguientes condiciones: luz con medio BG11 completo (Luz +
BG11); oscuridad con medio BG11 completo (Oscuridad + BG11); luz con medio
BG11, sin nitrdgeno combinado (Luz + BG11y); de esta ultima condicién se realizdé un
aislamiento de heterocistos y posteriormente se hizo una extraccibn de membranas de
estas células (Silvestre). Asi mismo, se extrajeron membranas de heterocistos de los
mutantes de delecion de las oxidasas terminales Cox2 (ACox2) y Cox3 (ACox3). Las

barras de error se calcularon a partir de la media de tres réplicas.

4.2.3. Localizacion subcelular del citocromo cs.»

Para conocer mas sobre su posible funcion, se realizd un analisis de

localizacion subcelular del Cit cs.2, en las mismas condiciones que con el Cit
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Cs-3. Para ello, se disefid una construccién que expresaba el Cit cs.» fusionado

traduccionalmente a la proteina reportera sf-GFP.

Como se observa en las imagenes de microscopia confocal de la Figura 34, no
se obtuvieron resultados significativos de fluorescencia por GFP. Este tipo de
patrén de expresion, unido a la improbable transferencia de electrones desde el
Cit f, indica que no se trata de un transportador de electrones masivo similar al
Cit cs. Sin embargo, podria jugar algiun tipo de papel regulatorio o en
transferencia electronica, cediendo electrones al complejo Cit be-f en lugar de
captarlos. Esto abriria las puertas a la existencia de un pool de proteinas

capaces de reducir al Cit be-f que interviniesen en un flujo ciclico.

Cit ¢, Cit c;., Silvestre

Oh

24h

Figura 34. Estudio de fluorescencia mediante microscopia confocal del
citocromo cs», mediante visualizacidn con GFP. Filamentos de la estirpe AT2 (Cit
cs) y AT3 (Cit cs2), que contienen una fusion traduccional de la s-GFP con la regién
codificante de los genes petJ y petJ-2, respectivamente, asi como filamentos de
Nostoc sp. PCC 7119 (Silvestre). Los cultivos se presentan antes (0 h) y después de

una incubacion de 24 horas en ausencia de nitrbgeno combinado (24 h).
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4.3. Citocromo cy

Hasta ahora soOlo se habia caracterizado parcialmente el Cit oy de la
cianobacteria unicelular Synechocystis sp. PCC 6803 y su funcién aun se
desconoce. Se ha propuesto que es capaz de donar electrones a las oxidasas
terminales con una eficiencia mayor que el Cit ¢; y la Pc [Bernroitner et al.,
2009]. Por contra, es incapaz de captar electrones del Cit bs-f, asi como de
donarselos al PS | [Molina-Heredia et al., 2002]. Se ha demostrado que en
células cultivadas en condiciones normales el nivel de RNAm de Cit cy es muy
bajo y que mutantes que carecen de Cit cu crecen normalmente bajo
condiciones fotoautétrofas, exhibiendo tasas de fotosintesis y respiracion que
son comparables a las de células de tipo silvestre [Malakhov et al., 1994;
Manna y Vermaas,1997; Pils et al., 1997]. En cambio, en condiciones de estrés
(baja temperatura y alta intensidad de la luz), cuando se reprime la sintesis de
las dos metaloproteinas solubles Cit ¢s y Pc, la expresion del Cit cy aumenta
drasticamente [Malakhov et al., 1994]. Manna y Vermaas [1997] han sugerido
que el Cit oy podria operar en el transporte de electrones respiratorio,
mediando la transferencia de electrones desde la Pc y/o el Cit ¢s a una Cox de
tipo Caa3. Su sugerencia se basa en el analisis del transporte de electrones en
los mutantes de delecion del Cit oy en Synechocystis sp. 6803, organismo en el
cual fue imposible obtener un doble mutante de delecion Cit cw/Cit ¢s y en el
que en un mutante de delecién del Cit cy no se podia eliminar la actividad del
PS |, indicando que el Cit cv podria ser necesario para la transferencia

electrénica en respiracion.
Por eso, en esta tesis doctoral, se procedi6 a estudiar su localizacion celular y

su posible reaccion con las oxidasas terminales de la cadena respiratoria. Todo

el trabajo se realiz6 en Nostoc sp. PCC 7119.
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4.3.1. Clonacién del gen cytM, expresion y purificacion del citocromo cy

Partiendo de la secuencia conocida del gen all1365 de la cianobacteria
Anabaena sp. PCC 7120, se disefiaron dos oligonucleétidos que, por PCR,
permitiesen amplificar la ORF completa del gen cytM de Nostoc sp. PCC 7119.

La secuencia de dichos oligonucleétidos fue:

AnaCMD AACTTTTACAGGACACCTTATGGA
AnaCMR TAAAATATGAATTCCTGATGTAAAAACC

Tras la PCR, el fragmento de DNA amplificado se ligb en el plasmido pCRlI,
dando lugar al vector pCRiII::CitM, y se secuencié (Figura 35). Al igual que en el
caso del gen petJ-3, se secuenciaron tres insertos de DNA procedentes de tres
PCR independientes para estar seguros de que la reaccion de PCR no
introducia ningun error. La secuencia se depositd en la base de datos de

secuencias de acidos nucleicos EMBL con el nUmero de acceso: LT717489.

TTG GAT AAC CAG ATT ACC AAA CCT GAA ATT CTG ATT CAG CGT ATC < 45
L D N 0 I T K P E I L I Q R I

GCT TTA GTG GCG CTA GTG ATA CTG CTA GCA ATC CCT TTG GGC TTT < 90
A L v A L v I L L A I P L G F

TTT GGT GTT CAG TTG GTG AAA GCC TCT GAC CCT TAT GTT AAG AGT < 135
F G v 0] L v K A S D P Y v K S

GTT CTT GCC ATG AAA GGA GAC CCA ATA CAG GGA CAC GCT ATT TTT < 180
\Y% L A M K G D P I Q G H A I F

CAA ATA AAT TGT GCT GGT TGT CAT GGT TTA GAA GCA GAT GGC CGA < 225
Q I N C A G Cc H G L E A D G R

GTA GGC CCC AGC TTA CAA GCA GTT TCT AAG CGT AAG TCC AAG TAT < 270
\Y% G P S L Q A v S K R K S K Y

GGG CTA ATT CAC CAA GTT ATT AGC GGT GAT ACA CCA CCA ATG CCA < 315
G L I H Q \4 I S G D T P P M P

AAA TTT CAG CCC AAC ACC CAA GAA ATG GCA GAT CTT TTA AGC TTT < 360
K F 0] P N T Q E M A D L L S F

TTG GAG ACT TTA TAG < 375

L E T L *

Figura 35. Secuencia de la ORF del gen cyitM de Nostoc sp. PCC 7119 y de la
proteina citocromo cy. En verde se sefiala el péptido de transito; en azul, la

secuencia codificante de la proteina.
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La secuencia de aminoacidos deducida a partir del gen cytM se analiz6 con el
programas SignalP 1.1, del servidor Expasy [Apartado 3.9 de Materiales y
Métodos], para localizar, en cada caso, el posible péptido de transito, la diana
de protedlisis y la posible localizacion celular en E. coli del Cit cy. Como
resultado, el preapo-Cit cu presentdé una posible secuencia transmembrana
entre los residuos 1y 38 (Figura 35) y una posible diana de protedlisis VLA-MK
con un posible sitio de corte entre los residuos 48 y 49, algo lejos del fin de la
regibn transmembrana. La localizacién estimada para la proteina madura
resultdé ser en el espacio periplasmico de las bacterias Gram negativas, con
una probabilidad del 98,3 %.

A la hora de expresar heterblogamente la proteina en E. coli se encontraron
numerosos problemas. Para resolverlos se procedié a sustituir el péptido de
transito de la proteina por un péptido de transito mas favorable para la
produccion de proteinas: el péptido de transito de la Pc de Nostoc sp. PCC
7119. La sustitucion del péptido de transito del Cit oy por el de la Pc de Nostoc
sp. PCC 7119 se llevo a cabo mediante fusion por PCR. Para ello se disefié un
adaptamero con la primera mitad de la secuencia idéntica al extremo 3' del
fragmento de DNA que codifica el péptido de transito de la Pc y con la otra
mitad correspondiente a la region 5' del gen cytM, por donde empieza la
proteina madura. De esta forma, y en un s6lo paso de PCR, se pudo obtener
un gen quimérico que codificaba el Cit cv fusionado al péptido de transito de la
Pc (Figura 36). La PCR se realizé en las condiciones descritas en Materiales y
Métodos, pero como DNA molde, se utilizd una mezcla de los vectores
pCRII::CitM (este trabajo) y pEAPC-WT [Molina-Heredia et al., 1998] y como
cebadores se utilizaron tres oligonucleétidos: el oligonucle6tido directo PC-D,
complementario al extremo 5' del gen petE (que codifica para la Pc); como
cebador reverso se utilizé el oligonucle6tido AnaCMR; y el adaptamero CM
(reverso) para la fusion del péptido de transito. El producto de la PCR se ligo en
el vector pCRII (Stratagene), en fase con el promotor del fago T7, dando lugar
al vector pEACCM-T7, y en fase con el promotor lac, dando lugar al vector
pEACCM:-lac.
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Oligo directo .
, Pc Cit ¢,
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Quimera PT(Pc)-Cit cM

Figura 36. Esquema de la obtencién del gen quimérico que codifica el citocromo
cu fusionado al péptido de transito de la plastocianina. El gen quimérico se obtuvo

en un sélo paso de PCR en el que se utilizaron dos moldes y tres oligonucle6tidos.

Se ensayo la expresion de los vectores pEACCM-T7 y pEACCM-lac, con y sin
la co-expresion del plasmido pEC86, en diferentes estirpes de E. coli (el vector
pPEACCM-T7 sblo se probd en estirpes que expresaban la polimerasa del fago
T7 bajo el control del promotor /ac). Como se puede observar en la Tabla 14,
sé6lo se obtuvo expresion a partir del plasmido pEACCM-lac en las estirpes K12

y BL21 (DE3) y ademas con la co-expresion del vector pEC86.

Tabla 14. Pruebas de expresidn del citocromo cy en E.
coli. Rendimiento volumétrico obtenido tras la expresion
del Cit cuy en diferentes estirpes de E. coli con o0 sin

co-expresion con el plasmido pEC86.

Estirpes de E. coli Sin pEC86 Con pEC86
(mg/l) (mg/l)
JM109 0,0 0,0
GM119 (A 1-pir) 0,0 0,0
K12 0,0 trazas
DH10B 0,0 0,0
DH5a 0,0 0,0
BL21 (DE3) 0,1 2,0
MC1061 0,0 0,0

130



Estudio funcional y estructural de las isoformas del citocromo cs

Estos niveles de produccion de Cit cu se obtuvieron en volumenes de 100 ml
de cultivo. Al escalar, a partir de volumenes de mas de 500 ml de cultivo, se

perdia casi completamente la produccion.

Dados los problemas con el escalado de la produccion del Cit cy, se decidio
optimizar el uso de codones del gen. Para eso se disefid un gen sintético,

teniendo en cuenta el mejor uso de codones de E. coli (Figura 37).

ATG AAA CTG ATC GCG GCG AGC CTG CGT CGT CTG TCT CTG GCG GTT < 45
M K L I A A S L R R L S L A A%

CTG ACC GTT CTG CTG GTT GTT TCT TCT TTC GCG GTT TTC ACC CCG < 90
L T \4 L L \Y A% S S F A v F T P

TCT GCG TCC GCG ATG AAA GGT GAC CCG ATC CAG GGT CAC GCG ATC < 135
S A S A M K G D P I (0] G H A I

TTT CAG ATC AAC TGC GCG GGT TGC CAT GGT CTG GAA GCG GAC GGT < 180
F 0 I N Cc A G C H G L E A D G

CGT GTT GGT CCG TCT CTG CAA GCG GTT TCT AAA CGT AAA TCT AAA < 225
R \4 G P S L (0] A \Y S K R K S K

TAC GGT CTG ATC CAC CAG GTT ATC TCT GGT GAT ACT CCG CCG ATG < 270
Y G L I H 0 A% I S G D T P P M

CCG AAA TTC CAG CCG AAC ACC CAA GAA ATG GCG GAC CTG CTG TCT < 315
P K F 0 P N T Q E M A D L L S

TTC CTG GAA ACC CTG TAG < 333
F L E T L *

Figura 37. Secuencia de la ORF del gen cytM de Nostoc sp. PCC 7119
optimizado para el uso de codones de E. coli, asi como la secuencia de la
proteina citocromo cy. En verde se sefiala el péptido de transito de la plastocianina

de Nostoc sp. PCC 7119; en azul, la secuencia codificante de la proteina.

Dicho gen sintético se clon6 en el vector pBluescript Il KS (+), utilizando la
diana Hindlll presente tanto en la secuencia sintética como en el sitio multiple

de clonacion del vector, dando lugar al plasmido pEACM (Figura 38).

Las pruebas de expresion de este nuevo gen sintético que codifica el Cit cu de
Nostoc en E. coli se ensayaron en condiciones aerobias y microaerobias con
distintos medios y tiempos de cultivo. El primer paso fue probar nuevamente
todas las estirpes de E. coli que habian sido usadas antes del cambio de

plasmido, obteniendo Unicamente citocromo en la estirpe GM119, con y sin
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co-expresion con el plasmido pEC86, y trazas en JM109 al co-transformarse
con el plasmido pEC86 (Tabla 15).
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Figura 38. Plasmido pEACM para la expresion del citocromo cy. El plasmido
original es el pBluescript Il KS (+), con la insercidn de la region codificante para el gen

cytM (rosa).

Con estos resultados se consider6 adecuada para la produccion del citocromo
la estirpe GM119, dado que presentaba un mayor rendimiento que el resto de
estirpes probadas. Finalmente, se procedié al escalado y se realiz6 un cultivo
de 24 | de LB inoculado con la estirpe GM119 (A 1-pir) co-transformada con el
plasmido pEC86 y se obtuvieron 27 mg de Cit cu, lo que supone una
produccion de 1,1 mg/l. Partiendo de esto los extractos se dializaron y
posteriormente se procedié a realizar una cromatografia en una columna de
intercambio anibdnico. Tras este paso, las muestras se concentraron y se realizé

una cromatografia de exclusidbn molecular. Finalmente se obtuvieron 1,7 mg de
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Cit cu con una relacion de pureza Azzs/Asso de 0,8, practicamente puro a
homogeneidad electroforética. Tras la produccion de la proteina, pese a las
dificultades encontradas, se comenz6 con la caracterizacion fisico-quimica del

Cit ou.

Tabla 15. Pruebas de expresion del gen sintético del Cit cy
en E. coli. Rendimiento volumétrico obtenido con la expresion
del Cit cy en diferentes estirpes de E. coli co-expresado con el

plasmido pEC86 y sin él.

Estirpes de E. coli Sin pEC86 Con pEC86
(mg/l) (mg/l)
JM109 0,0 trazas
GM119 (A 1-pir) 0,5 0,76
K12 0,0 0,0
DH10B 0,0 0,0
DH5 a 0,0 0,0
BL21 (DE3) 0,0 0,0
MC1061 0,0 0,0

4.3.2. Caracterizacion fisico-quimica del citocromo cy

Primero se secuenci6 el extremo amino terminal, para comprobar el procesado
de la proteina. La secuencia del extremo amino terminal obtenida por
secuenciacion por degradacion de Edman, fue MKGD con lo que se confirma

que E. coli es capaz de procesar correctamente a la proteina recombinante.

Asi mismo, se realiz6 un espectro de absorcion UV/Vis para identificar las
bandas caracteristicas del Cit cy. En la Figura 39 se muestra el espectro de
absorcién UV/vis de la proteina reducida y oxidada. En el espectro reducido, se
distinguen las siguientes bandas caracteristicas: banda a (550 nm), banda 8
(521 nm) y Soret (416 nm). Tras su oxidacién, las bandas a y  desaparecen y

se observa otra, mas amplia, a 525 nm y la banda Soret se desplaza hasta los
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407 nm. Dichos valores practicamente coinciden con los obtenidos para el Cit
cv de Synechocystis sp. PCC 6803 (Tabla 16).
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Figura 39. Espectro de absorcion UV/Vis del citocromo cy de Nostoc sp. PCC
7119. La linea discontinua representa el espectro de la forma oxidada y la linea
continua, el espectro de la forma reducida. Se suprimié la regién del espectro de la
forma reducida entre 250-350 nm ya que el reductor empleado (ditionito sédico)

absorbe en esta region.

También se determiné el coeficiente de extincibn mediante el método del
piridin-hemocromo. Para el Cit cy se obtuvo un gss50 con el valor de 28,42 +
0,37 mM-em™, un valor muy semejante al €550 del Cit cy de Synechocystis sp.
PCC 6803 (Tabla 16). El ¢ diferencial oxidado-reducido obtenido para el Cit cy
de Nostoc sp PCC 7119 fue de 16,24 mM'-cm™.

Posteriormente, se procedié con la determinacién de la masa molecular del Cit
cw. El peso molecular del Cit oy de Nostoc fue de 8851,87 Da (Figura 40), un
valor muy semejante al teérico de 8905,4 Da y a la del Cit cy de Synechocystis
sp. PCC 6803 (Tabla 16). En el espectro se aprecia un segundo pico de
intensidad menor a 17 789,69 Da que podria tratarse de un dimero, o bien de

un contaminante proteico.

El p/ del Cit cw no pudo determinarse con exactitud ya que aparecian dos

bandas en el carril del gel del isoelectroenfoque. Los valores de p/ eran muy
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similares, entre si (6,5 y 6,8, respectivamente) y al p/ teérico de 6,8. Esto
podria deberse a que, como la proteina es muy inestable, una de las bandas
correspondiese a la de la proteina nativa y la otra a la proteina desnaturalizada.
Cabe destacar que el p/ del Cit cu de Synechocystis sp. PCC 6803 es mucho

menor, con un valor de 5,57 [Cho et al., 2000].
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Figura 40. Analisis por MALDI-TOF del citocromo cy de Nostoc sp. PCC 7119
expresado en E. coli. El pico base corresponde al Cit cy de Nostoc sp. PCC 7119 de
masa molecular de 8851,81 Da. El ruido de fondo es muy pequefio revelando el alto

nivel de pureza de la muestra.

Tabla 16. Comparacion entre los parametros fisico-quimicos del citocromo cy

Nostoc 'y Synechocystis.

Organismo Banda a € banda a Peso molecular Enz

(nm) (mM"-cm™) (Da) (mV)
Nostoc 550 28,4 8852 187
Synechocystis 551~ 28,5* 8300* 150"

* Datos obtenidos de Molina-Heredia y colaboradores [2002].

Otra caracteristica importante a determinar fue el potencial rédox, clave en la
funcion que podria realizar. El potencial rédox estandar del Cit oy fue de 186,9
+ 1,32 mV. En la Figura 41 se muestra la titulacion reductiva del Cit cu. Este

potencial rédox es 37 mV superior al del Cit oy de Synechocystis sp. PCC 6803
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(Tabla 16). Teniendo en cuenta sélo este dato, seria improbable la reduccion

del Cit bs-f, como ocurre con el Cit cs.».
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Figura 41. Titulacion potenciométrica rédox del citocromo cy a pH 7,0. Se
presenta la titulacién reductiva del Cit cy y el ajuste a la ecuacion de Nernst para un

electrébn como una linea continua.

4.3.3. Docking molecular del citocromo cu

Al igual que ocurria con el Cit cs.3, no s6lo es importante la homologia a nivel
de secuencia, sino que también lo es la localizacion tridimensional de estos
aminoacidos conservados. Por eso se realiz6 un modelo de la estructura del Cit
cv (Figura 42). A partir de este modelo, se calculd la superficie de potencial

electrostatico a través de una aproximacién de tipo Coulomb (Figura 43).
Como se puede observar, el Cit cu no conserva la superficie de interaccion

electrostatica que dirige las interacciones entre proteinas a larga distancia

(Figura 43), lo cual haria presagiar una baja interaccién con el PS I.
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Figura 42. Modelo tridimensional de la estructura del citocromo cy. Realizado
mediante threading utilizando el servidor Phyre®. Las coordenadas del grupo hemo se
modelaron a partir de la estructura del Cit ¢ [codigo PDB 4GYD, Diaz-Moreno et al.,
2014]. Para la visualizacién del cartoon se utiliz6 el software Chimera. Estan orientado
con el sitio de interaccion hidr6fobo en la parte superior y con el electrostatico de

frente. En amarillo se muestra el grupo hemo y en naranja el atomo de hierro.

4

Figura 43. Potencial electrostatico de superficie de los Cit ¢s y cu. Se han
modelado los Cit ¢ (izquierda) y cu (derecha), orientados con el sitio de interaccién
hidréfobo en la parte superior y con el electrostatico de frente. En rojo se muestran las
zonas de la superficie con carga neta negativa y en azul las que presentan carga neta

positiva.
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Posteriormente, estas estructuras fueron empleadas en experimentos de
docking molecular con el Cit f. En la Figura 44 se muestran las estructuras

correspondientes a los modelos equilibrados de minima energia.

Figura 44. Docking molecular de la interacciéon entre citocromo cg/citocromo fy
citocromo cy/citocromo f. Se presentan los modelados del complejo Cit ¢/Cit f[A] y
Cit ew/Cit f [B], escogiendo los modelos equilibrados de minima energia para cada

Ccaso.

Para los complejos Cit cw/Cit f predichos por Docking (Figura 44), observamos
que el Cit oy, se dispone en una orientacibn nada favorable para la
transferencia de electrones, ya que una a-hélice se interpone en la zona de
interaccion entre los grupos hemo de ambas proteinas. Ello podria confirmar
que el Cit cu de Nostoc sp. PCC 7119 es incapaz de recibir electrones del
complejo Cit be-f de la misma forma que ocurre en Synechocystis sp. PCC 6803
[Hiraide et al., 2015].
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4.3.4. Analisis funcional del citocromo cy

4.3.4.1. Interaccion entre el citocromo cy y el PS |

Mediante espectrometria cinética inducida por pulsos laser, se intento
determinar las constantes de reaccion (kops) del Cit oy con el PS |, estando en
este caso las cinéticas en el limite inferior de deteccion del equipo. Como se
observa en la Figura 45, la reduccion del PS | por el Cit oy no puede ser
fisiologica, siendo imposible el calculo de las constantes de la reaccion debido
a su extrema lentitud. A igual que en Synechocystis sp. PCC 6803
[Molina-Heredia et al., 2002; Hiraide et al., 2015], en Nostoc sp. PCC 7119 se

descarta que el Cit cy desempene un papel fotosintético.
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Figura 45. Transferencia electrénica desde los citocromos csy cy al fotosistema
I. Se presentan los valores de transferencia de Cit ¢; (puntos negros) y cw (circulos
blancos) respecto a la concentracion de proteina, indicando una ineficiencia del Cit cy

en la interacciéon con el PS I.

139



RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.4.2. Reaccion entre el citocromo cy y las oxidasas terminales Cox1,
Cox2 y Cox3

Se procedi6 a estudiar la posibilidad de la transferencia electrdnica desde el Cit
cuw hasta las oxidasas terminales respiratorias, un papel que ya se habia
propuesto para este Cit [Malakhov et al.,, 1999; Manna y Vermaas, 1997]. Los
ensayos se realizaron en las mismas condiciones que Cit cs3 y Cit cs2 para
estudiar si las diferentes condiciones o mutantes influian en la actividad. En la
Figura 46 se puede ver que el Cit cu sOlo reaccionaria con membranas
enriquecidas en oxidasas terminales de heterocistos, como vimos en el caso
del Cit cs3. Ademas, se ve una ausencia de actividad con membranas

procedentes de ambos mutantes de delecion.

(mmol mg - min -1)
— —
(o)} ) o N

Tasa de consumo de O,
=N

N

Luz Silvestre ACox2 ACox3
+ BG11

Células Vegetativas Heterocistos

Figura 46. Interaccion del Cit cy con oxidasas terminales de cultivos de Nostoc
sp. PCC 7119. Tasas de consumo de oxigeno en presencia de Cit ¢; (Verde), Cit ¢y
(Azul) o de Cit ¢ de caballo (Rojo) membranas extraidas en las siguientes condiciones:
luz con medio BG11 completo (Luz + BG11); luz con medio BG11, sin nitrédgeno
combinado, de la cual se realiz6 un aislamiento de heterocistos y posteriormente se

hizo una extraccibn de membranas de estas células (Silvestre); de los mutantes de las
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oxidasas terminales de heterocistos Cox2 (ACox2) y Cox3 (ACox3). Las barras de

error se calcularon a partir de la media de tres réplicas.

4.3.5. Localizacion subcelular citocromo ¢y

Tras los estudios funcionales y el posible papel respiratorio, se realizaron
estudios de localizacién para contrastar si la localizacién de la proteina estaba
relacionada con el heterocistos. Sin embargo, como ocurrié con el Cit cs2, la
sefial de localizaciébn fue muy baja (Figura 47) y no se pudo localizar la

proteina.

Cit ¢, Cit ¢, Silvestre

Figura 47. Estudio de fluorescencia mediante microscopia confocal del

Oh

24h

citocromo cy, mediante visualizacion con GFP. Filamentos de la estirpe AT2 (Cit
cs) y AT5 (Cit cvw), que contienen una fusién traduccional con la region codificante de
los genes petJ y cytM, respectivamente, asi como filamentos de Nostoc sp. PCC 7119
(Silvestre). Los cultivos se presentan antes (0 h) y después de una incubacién de 24

horas en ausencia de nitrbgeno combinado (24 h).

Todos los datos obtenidos descartan, definitivamente, un posible papel

relevante del Cit cv en la cadena respiratoria.
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4.4. Citocromo c;s y plastocianina

El Cit cs y la Pc han sido ampliamente estudiados, tanto a nivel funcional como
estructural. El Cit cs, como ya se ha comentado, seria el encargado del
transporte de electrones desde el complejo Cit bs-f hasta el PS | o hasta las
oxidasas terminales en el lumen tilacoidal de cianobacterias y en cloroplastos
de numerosas algas eucariotas [Hervas et al, 2003]. Sin embargo, no se
conoce aun en detalle la localizacién subcelular de la Pc, y mucho menos la
localizacion de ambas proteinas en cianobacterias que presentan
diferenciacion celular en heterocistos. Se ha localizado el Cit ¢s en el espacio
periplasmico y en el lumen tilacoidal de células vegetativas. La Pc se ha
encontrado, también, en el lumen tilacoidal de células vegetativas, aunque no
se ha estudiado su posible presencia en el espacio periplasmico. Tampoco se
ha estudiado la presencia de ambas proteinas en heterocistos. Asi pues, en
esta tesis se ha estudiado en detalle la localizacién subcelular de ambas
proteinas, tanto en las células vegetativas como en heterocistos de Nostoc sp.
PCC 7119. También, a pesar de que algunos estudios previos indican que
ambas metaloproteinas estan implicadas tanto en fotosintesis como en
respiracion, aun se desconoce su funcion en las cadenas respiratorias y
fotosintéticas de heterocistos y su implicacion en la fijaciébn de nitrbgeno
atmosférico. Por eso, a parte de la localizaciéon celular y subcelular, se ha
realizado un estudio de la reaccion de ambas proteinas con membranas de
células vegetativas, en las cuales esta presente Cox1, y con membranas de

heterocistos, en las cuales s6lo aparecen Cox2 y Cox3.

4.4.1. Localizacion subcelular de citocromo cs y plastocianina

La localizacion subcelular de estas proteinas es crucial para saber donde
desempefian la funcion. Ambas proteinas se transportan por un sistema de
secrecion tipo sec, con un péptido de transito que enviaria a las proteinas a los

mismos sistemas de membrana. Para localizar estas proteinas se han
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realizado fusiones traduccionales con la proteina sf-GFP que se han
visualizado con un microscopio confocal. Como vemos en la Figura 48, en
células vegetativas, el Cit ¢s se localizaria en el lumen tilacoidal y en el espacio
periplasmico, mientras que la Pc solo la encontramos en el lumen tilacoidal. En
heterocistos, sin embargo, ambas proteinas co-localizan en las estructuras de
membrana denominadas honeycombs. En estas estructuras es donde el
heterocisto acumula las oxidasas terminales Cox2 y Cox3, asi como el Cit be-fy
el PS I.
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Figura 48. Localizacion subcelular del citocromo c; y de la plastocianina de
Nostoc sp. PCC 7119. Las condiciones ensayadas fueron BG11 completo (NOj3) y
BG11y (N2), en cuyo caso el organismo desarrollaba heterocistos. Para el caso
concreto del Cit cs, las células se cultivaron en ausencia total de cobre, para evitar la
represion del gen. Se muestra el campo fluorescente de la sf-GFP (GFP) y la fusién de
este con el campo rojo de la clorofila (Fusion). Todas las fotografias constan del

mismo aumento. La flecha blanca senala un heterocisto.

Estos experimentos estan realizados en condiciones de presencia (para el caso
de la Pc) o ausencia (para el caso del Cit ¢s) de cobre. Sin embargo, también
se realizaron estudios de localizacién subcelular en las condiciones inversas.

En el caso de la Pc en ausencia de cobre, fuimos incapaces de localizar la
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proteina en ninguna condicién (no se muestran los datos); algo esperable, ya
que la expresion de la Pc esta altamente reprimida en ausencia de cobre [Bovy
et al.,, 1992; Nakamura et al., 1992; Zhang et al., 1994]. Sin embargo, en el
caso del Cit cs, cuya expresion esta fuertemente reprimida por la presencia de
cobre [Bovy et al, 1992; Nakamura et al, 1992; Zhang et al., 1994],
encontramos unos niveles de expresion altos en presencia de cobre, pero sélo
en los heterocistos (Figura 49). En el resto del filamento apenas encontramos

la proteina.

GFP

Fusion

Figura 49. Localizacion subcelular del citocromo csde Nostoc sp. PCC 7119 en
presencia de cobre. Las condiciones ensayadas fueron BG11 completo (NOj3) vy
BG11o (N2), en cuyo caso el organismo desarrollaba heterocistos. Se muestra el
campo fluorescente de la sFGFP (GFP) y la fusion de este con el campo rojo de la
clorofila (Fusion). Todas las fotografias constan del mismo aumento. La flecha blanca

sefala un heterocisto.

Como se deduce de los datos expuestos, la Pc s6lo se expresa en presencia
de cobre y lo hace en el lumen tilacoidal de células vegetativas y en los
honeycombs de heterocistos. Por otro lado, el Cit ¢s, en ausencia de cobre, se
expresa en el espacio periplasmico y en el lumen tilacoidal de células
vegetativas, y en los honeycombs de heterocistos. En presencia de cobre, la
expresion del Cit ¢s se reprime en el lumen tilacoidal de células vegetativas,
pero sigue expresandose en el espacio periplasmico de éstas y en los

honeycombs de heterocistos.
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4.4.2. Reaccion del citocromo c; y la plastocianina con las oxidasas

terminales Cox1, Cox2 y Cox3

En primer lugar, se estudio la reaccion de ambos donadores de electrones con
membranas enriquecidas en oxidasas terminales, como ya hemos visto para
los otros Cit estudiados y después, se decidié incluir membranas enriquecidas
en oxidasas terminales de los mutantes simples de delecién de las oxidasas de

heterocistos Cox2 y Cox3 (Figura 50).
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Figura 50. Reaccion del citocromo cs y plastocianina con oxidasas terminales de
cultivos de Nostoc sp. PCC 7119. Tasas de consumo de oxigeno en presencia de Cit
¢s (Verde), de la Pc (Azul) y de Cit ¢ de caballo (Rojo) con membranas extraidas de
cultivos de Nostoc sp. PCC 7119 en las siguientes condiciones: luz con medio BG11
completo (Luz + BG11), oscuridad con medio BG11 completo (Oscuridad + BG11), luz
con medio BG11, sin nitrégeno combinado (Luz + BG11,), de esta ultima condicion se
realizé un aislamiento de heterocistos y posteriormente se hizo una extraccion de
membranas de estas células (Heterocistos) para el silvestre, asi como de los mutantes
de las oxidasas Cox2 (ACox2) y Cox3 (ACox3). Las barras de error se calcularon a

partir de la media de tres réplicas.
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Como se observa en la Figura 50, el Cit cs es capaz de reaccionar de forma
eficiente con la oxidasa principal de células vegetativas, la Cox1. Ademas,
reacciona de forma especifica con la oxidasa terminal del heterocisto Cox2, ya
que mutantes de delecion de esta oxidasas no muestran reactividad con el Cit
Cs Y NO reacciona con la Cox3. En el caso de la Pc, vemos que también hay una
buena reactividad entre esta proteina y la oxidasa Cox1. Sin embargo, es
interesante ver que no es capaz de reaccionar de forma especifica con las
oxidasas terminales de heterocistos, lo que sugiere que la funcion de la Pc en
el heterocisto no seria respiratoria, ya que como hemos comentado, la oxidasa

terminal Cox1 no esta presente en heterocistos.

En resumen, tendriamos que cuando hay cobre presente en el medio, la Pc se
expresaria tanto en células vegetativas como en heterocistos, mientras que el
Cit ¢s se seguiria expresando en heterocistos. En ausencia de cobre, no se
expresaria la Pc, mientras que el Cit ¢s se expresaria en células vegetativas y
heterocistos, siendo ademas en este tipo celular donde encontramos una
mayor expresion de la proteina. Asi mismo, el Cit ¢s seria el unico donante de
electrones soluble en Nostoc sp. PCC 7119 capaz de reaccionar con la oxidasa
terminal Cox2 de heterocistos, ya que en este tipo celular es necesaria una alta
actividad respiratoria, que es incapaz de cubrir la Pc. Ademas, el Cit ¢; se
puede localizar en el espacio periplasmico de las células vegetativas, donde se
localiza una cadena respiratoria alternativa, mientras que la Pc solo se localiza

en el lumen tilacoidal.
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CONSIDERACIONES GENERALES
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5. CONSIDERACIONES GENERALES

El Cit cs, cuya principal funcién es transferir electrones desde el complejo Cit
bs-fhasta el PS | (fotosintesis) o hasta las oxidasas terminales (respiracion)
[Sandmann, 1985], se encuentra presente en todas las cianobacterias cuyo
genoma ha sido secuenciado [Schmetterer, 1994; Ki 2005]. Alternativamente,
en muchas cianobacterias esta funcion la lleva a cabo la Pc, que reemplaza al
Cit cs en presencia de cobre en el medio. Algo similar ocurre en algas verdes,
mientras que en plantas superiores la Pc ha reemplazado completamente al Cit
¢s [Davis et al., 1980].

El gran numero de genomas de organismos fotosintéticos recientemente
secuenciados ha permitido encontrar una serie de secuencias codificantes
similares al Cit ¢s en algunas cianobacterias, algas verdes e incluso plantas. Es
interesante el hecho de que en todas las cianobacterias secuenciadas se
puede encontrar una copia del denominado Cit oy [Malakhov et al., 1994], cuya
funcién se propuso que podria estar relacionada con la respiracién [Manna y
Vermaas, 1997], a pesar de ser incapaz de interactuar con el Cit f
[Molina-Heredia et al, 2002]. Sin embargo, los resultados de esta tesis
descartan esta posible funcién, ya que el Cit oy no interacciona eficientemente
con la Cox1. Ademas de los genes que codifican para el Cit ¢s canbnico o para
el Cit oy, multitud de cianobacterias presentan el Cit cs. [Bialek et al., 2008;
Reyes-Sosa et al., 2011], e incluso, como hemos descrito en este trabajo, un
tercer Cit, el Cit cs.3, que esta presente s6lo en cianobacterias filamentosas
formadoras de heterocistos [Torrado et al. 2016]. Por lo tanto, en
cianobacterias como Nostoc sp. PCC 7119, cuyas cadenas de transporte
fotosintética y respiratoria se encuentran localizadas en los mismos sistemas
de membranas [Blankenship, 1992], encontramos genes codificantes de cuatro
citocromos solubles que podrian aportar una gran versatilidad al metabolismo
de estas cianobacterias. Esta bien descrito el papel fotosintético o respiratorio
del Cit ¢s y Pc, mientras que poco o nada se conocia de estos citocromos

alternativos hasta este trabajo.
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4.5. Localizacion subcelular de los citocromos alternativos

A la hora de establecer la posible funcién de estos Cit, es muy importante
conocer la localizacibn de estas proteinas, asi como saber cuales son sus
niveles de expresion relativos. Respecto al Cit cs» o al Cit cu, pese a
numerosos intentos de determinar su localizacién subcelular en las condiciones
de cultivo estudiadas, sélo se pudo detectar su presencia en el organismo. Esto
es debido al bajo nivel de expresion de dichas proteinas, lo que nos conduce a
pensar que no jugaran un papel determinante como proteinas de transferencia

de electrones masiva.

En relacién al Cit cs3, si que encontramos unos niveles de proteina
significativos, pero no suficientes como para establecer una localizacion
subcelular definitiva. Cabe destacar que esta proteina se encuentra Unicamente
en cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos, por lo que en
principio podria jugar algun tipo de papel en el desarrollo y funcion del
heterocisto o como regulador del metabolismo del nitrégeno. Por ello, se
realizaron estudios en presencia o ausencia de nitrbgeno combinado,
resultando que, en presencia de nitrobgeno combinado, la expresion de la
proteina es inferior en heterocistos que en células vegetativas. Esto es muy
llamativo ya que, segun los datos de reaccion con las oxidasas especificas de
heterocistos y el hecho de que esta proteina solo esté presente en
cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos, esperdbamos lo
opuesto. Park y colaboradores [2013] publicaron un anélisis del genoma de A.
variabilis, una cianobacteria similar a Nostoc, bajo diferentes condiciones
diazotréficas y encontraron que el gen petJ-3 aumentaba su expresién en
condiciones de deficiencia de nitrbgeno, aunque como ya hemos comentado,
los datos obtenidos sobre cantidad de proteina total in vivo nos induzcan a

concluir lo contrario.

A modo de conclusién podemos afirmar que los niveles de expresion de los Cit

Cv Y Cs2 SON muy bajos en las condiciones de cultivo que hemos estudiado,
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llegando al nivel de la autofluorescencia del silvestre, por o que no podemos
concretar la localizacién subcelular. Respecto al Cit cs.3, concluimos que la
proteina se expresa en células vegetativas en presencia de nitrogeno
combinado. Sin embargo, cuando la célula entra en condiciones de crecimiento
diazotréfico y desarrolla heterocistos, los niveles de Cit cs3 disminuyen
sensiblemente en el heterocisto. En cualquier caso, los niveles de expresion del
Cit cs.3 son muy inferiores a los del Cit ¢s y no presentan ningun tipo de

regulacion por cobre.

4.6. Posible funcion de los citocromos alternativos en fotosintesis

La fotosintesis es uno de los procesos estudiados en relacion a los Cit
alternativos, ya que el Cit ¢s es uno de los principales transportadores de
electrones desde el Cit bs-f hasta el PS I. La presencia de estos Cit alternativos
abriria la posibilidad de que en cianobacterias como Nostoc pudiesen jugar un

papel accesorio en este proceso fisiolégico.

El Cit cs.2, como describieron Reyes-Sosa y colaboradores [2011], es capaz de
interaccionar con el PS | de forma relativamente eficiente, aunque con cinéticas
muy inferiores al Cit ¢s 0 a la Pc, sus principales donadores fisiolégicos en la
cadena fotosintética. Sin embargo, el bajo potencial rédox de esta proteina le
impide ser capaz de captar electrones desde el Cit f, aunque si que le permitiria
donarselos. Esto, unido a la baja cantidad de proteina observada, imposible de
localizar con la proteina reportera GFP, descarta al Cit ¢s.o como transportador
de electrones en fotosintesis. Por ello, aunque se podria especular sobre si
este Cit podria desempenar, o no, un papel en la fotosintesis, como algun tipo
de sensor o regulador, queda descartado como un donador fotosintético

masivo.

Respecto a los citocromos cs.3 Y cm, tras los estudios cinéticos realizados,

concluimos que no interaccionan eficientemente con el PS I, ya que las
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cinéticas de transferencia de electrones son tan lentas que no entrarian en el
rango de lo fisiolégicos. Por lo tanto, el unico Cit alternativo con un posible

papel en fotosintesis seria el Cit cs.o.

4.7. Posible funcién de los citocromos alternativos en respiracion

La respiracion, via oxidasas terminales, es un proceso clave dentro de las
cianobacterias, aunque hay numerosas incdgnitas que aun queda por resolver.
En estudios de consumo de oxigeno en los que se incluyen las oxidasas
terminales de células vegetativas y de heterocistos, vemos que el Cit cs.» es
incapaz de reaccionar con cualquiera de ellas. Por otra parte, encontramos
resultados interesantes respecto a Cit cs3 y Cit cu. Ninguna de las dos
proteinas reacciona eficientemente con la Cox1, que es la oxidasa especifica
de las células vegetativas. Ambas proteinas podrian reaccionar con las
oxidasas terminales especificas de heterocistos, el Cit ¢s.3 con una eficiencia
similar al Cit ¢s y el Cit cu con una eficiencia inferior. Sin embargo, con
mutantes de delecion de las dos Unicas oxidasas terminales presentes en el
heterocisto, encontramos que ninguna de las dos proteinas reaccionan. El
hecho de que se necesiten ambas oxidasas para que exista un consumo de
oxigeno nos conduce a pensar que debe haber algun tipo de interaccion mas
compleja que la interaccidén Cit-Cox o una interaccién indirecta que aun no esta

caracterizada.

En resumen, a pesar de que otros autores proponian que el Cit cu estaba
involucrado en respiracion [Manna y Vermaas, 1997], los resultados de este
trabajo descartan esa hipétesis. Sin embargo, el hecho de que en los
experimentos de evolucion de oxigeno con membranas de heterocistos, la
presencia de tanto el Cit cy como el Cit ¢s.3 promuevan el consumo de oxigeno,
indica que pueden estar relacionados indirectamente con la respiracion en el
interior del heterocisto. En cambio, mientras que el Cit ¢; reacciona con la

Cox2, incluso en mutantes knock-out de la Cox3, Cit oy y Cit cs3 s6lo
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promueven el consumo de oxigeno en presencia de ambas oxidasas. Esto nos
indica que mientras que el Cit ¢s actuaria como un Cit respiratorio en el
heterocisto, los Cit cu y Cit cs.3 no jugarian un papel esencial en respiracion v,
en el caso de intervenir en este proceso, no seria como transportador masivo

de electrones como el Cit ce.

4.8. Papel del citocromo c¢; y de la plastocianina en fotosintesis y

respiracion

Como parte de este trabajo, también se procedio a la localizacién subcelular del
Cit cs y la Pc, ya que a pesar de estar bien caracterizados, al inicio de esta
tesis sOlo se conocia que la localizacion del Cit ¢s era en el lumen tilacoidal y el
espacio periplasmico de células vegetativas [Obinger et al., 1990; Serrano et
al., 1990] mientras que la Pc sélo se habia localizado en el lumen tilacoidal de
células vegetativas [Obinger et al., 1990]. No se sabia si la Pc se encontraba, o
no, al igual que el Cit cs, en el espacio periplasmico, y tampoco habia ningin

dato sobre su posible localizacion en heterocistos.

En estos estudios encontramos que, como ya se habia descrito previamente,
Cit cs y Pc se localizan en el lumen tilacoidal de células vegetativas de Nostoc,
algo ya esperado si analizamos su péptido de transito (Figura 51). Ademas
confirmamos que el Cit ¢s se localiza en el espacio periplasmico. En cambio no
encontramos a la Pc en el espacio periplasmico. Se ha descrito que en la
membrana plasmatica, que esta en contacto con el espacio periplasmico, se
localiza un sistema respiratorio alternativo [Valladares et al., 2007]. Estos datos
indicarian que seria el Cit ¢s, y no la Pc, el posible transportador de electrones

soluble de esta cadena de transporte de electrones alternativa.
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Célula Vegetativa

Estroma

Heterocisto
Estroma

Cox2

Figura 51. Esquema funcional propuesto para el citocromo c; y la plastocianina
y su relacion en fotosintesis y respiracion en Nostoc sp. PCC 7119. Se
representan los dos tipos celulares de esta cianobacteria en condiciones diazotréficas,
células vegetativas y heterocistos. PS I: fotosistema |; bs-f: complejo de citocromos
be-f; Cox1: oxidasa terminal vegetativa; Cox2, Cox3: oxidasas terminales de

heterocistos; Pc: plastocianina; cs: citocromo cs.
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Analizando la localizacibn en condiciones diazotroficas, encontramos que
ambas proteinas se localizan en los heterocistos, y mas concretamente en los
honeycombs. Esto era esperable, ya que en estas estructuras de membrana es
donde se acumulan las principales dianas de estas dos proteinas, el complejo
Cit bs-f, el PS | y las oxidasas terminales. En ausencia de cobre, s6lo aparece
el Cit cs, tanto en las células vegetativas como en los honeycombs. Sin
embargo, aunque en presencia de cobre es la Pc la que se expresa tanto en
las células vegetativas como en los honeycombs y el Cit ¢s practicamente
desaparece del lumen tilacoidal de células vegetativas, si continua
expresandose en una alta concentracion en los honeycombs. Es decir, en los
honeycombs, en ausencia de cobre, s6lo aparece el Cit cs, pero en presencia
de cobre se co-expresan ambos donadores: Cit ¢ y Pc. Desde un punto de
vista funcional, tanto el Cit ¢s como la Pc interaccionan eficientemente con el
PS | [Hope, 2000; Fromme et al., 2003]; en cambio, sélo el Cit ¢s es capaz de
interaccionar con las oxidasas terminales presentes en los heterocistos,
concretamente con la Cox2. Por lo tanto, tendriamos un escenario en el cual,
en el heterocisto, en presencia de cobre, la Pc sélo funcionaria en fotosintesis y
el Cit cs en respiracidon, aunque el Cit ¢ podria actuar también en fotosintesis.
De hecho, en ausencia de cobre el Cit ¢s seria el Unico donante de electrones

al PS |y a la Cox2 presente en los heterocistos.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo de tesis han sido las siguientes:

Se ha encontrado una nueva isoforma del Cit ¢s que s6lo esta presente en

cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos, el Cit cs.3.

El Cit cs.3 podria ser capaz de aceptar o ceder electrones al Cit f, pero no es
capaz de interaccionar eficientemente con el PS |, en comparacién con el

donador fisiolégico Cit cs.

El Cit cs.3 no intervendria en la cadena respiratoria de células vegetativas
mediada por la oxidasa Cox1, aunque si podria jugar un papel indirecto en

la cadena respiratoria de heterocistos.

El Cit cs.3 se expresa en las células vegetativas, reprimiéndose en el
heterocisto en condiciones diazotréficas. Los bajos niveles de expresion del
Cit ¢s3 indican que no se trataria de un transportador masivo de electrones,

aunqgue no se descarta un papel regulatorio.

El Cit cs.» seria capaz de donar electrones al PS |, pero no a las oxidasas

terminales de la cadena respiratoria.

El Cit cs2 podria interaccionar con el Cit f, pero por su potencial rédox no

seria capaz de oxidarlo, aunque si de reducirlo.
El Cit cu es incapaz de interaccionar de forma eficiente con el Cit fy el PS I.

El Cit cw, que se habia postulado como Cit respiratorio, no reacciona con las

oxidasas respiratorias de células vegetativas.

El Cit ¢s se localiza en el espacio periplasmico y en el lumen tilacoidal de
células vegetativas, asi como en los honeycombs de heterocistos, mientras
que la Pc se localiza exclusivamente en el lumen tilacoidal de células

vegetativas y en los honeycombs de heterocistos.
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10.El Cit ¢ se expresa en los honeycombs independientemente de la

presencia o ausencia de cobre en el medio.

11.El Cit ¢s intervendria en la cadena respiratoria de células vegetativas via
Cox1 y en la de heterocistos via Cox2; en cambio, la Pc solo intervendria en

la cadena respiratoria de células vegetativas.

12.En presencia de cobre en el medio y ausencia de nitrégeno combinado, el
Cit ¢s actuaria como donador de electrones tanto en la cadena respiratoria
como en fotosintética de heterocistos; sin embargo, la Pc sélo seria capaz

de ceder electrones al PS I.

13.En ausencia de cobre y de nitrbgeno combinado en el medio, el Cit ¢s seria

el Unico transportador de electrones masivo en heterocistos.
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