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Rol de FurC Anabaena sp. PCC 7120
RESUMEN

La proteina FurC es una de las tres proteinas de la familia Fur (Ferric Uptake
Regulator) que posee Anabaena sp. PCC 7120. Esta familia de proteinas es la
encargada de regular la homeostasis del hierro, aunque también se ha visto que son
capaces de realizar otras funciones. En concreto FurA modula la respuesta de la
cinaobacteria al estrés oxidativo y FurB se une inespecificamente al DNA para
protegerlo del dafio oxidativo. Sin embargo, FurC es la menos conocida y por ello este
trabajo consiste en realizar un estudio de su papel.

Para la realizacion de este trabajo se ha obtenido un mutante de Anabaena sp.
7120 que sobreexpresa FurC (EB2770FurC). También se ha analizado la transcripcion
de furC en un cultivo de Anabaena WT a distintos tiempos después de retirar el
nitrégeno del medio. Y se ha realizado un ensayo de pull-down para determinar a qué
proteinas se une FurC.

Los resultados fueron que la transcripcion de furC se activa en déficit de
nitrogeno y que FurC se une a dos proteinas linker que forman parte de los
ficobilisomas de Anabaena. Por otro lado, los estudios con el mutante de
sobreexpresion de FurC revelaron que EB2770C posee un mayor ratio de
ficobiliproteinas/proteinas totales en presencia o ausencia de nitrégeno en el medio de
cultivo. Con estos resultados se ha propuesto un modelo de accion de FurC. Este
modelo propone que un déficit de ficobiliproteinas aumenta la expresion de FurC, que

acttia uniéndose a los ficobilisomas y estabilizandolos.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1.Las cianobacterias

1.1.1. Clasificacion

Las cianobacterias anteriormente clasificadas como algas, ahora constituyen uno
de los reinos Bacteria. En cuanto a su significado evolutivo se piensa que estos
microorganismos fueron los primeros seres que, siendo aerobios, contribuyeron,
gracias a la fotosintesis, a la formacion de la actual atmdésfera oxigénica. Por otra
parte, las cianobacterias ejercieron un papel fundamental en el desarrollo de los

eucariotas fotosintéticos porque son los precursores de los cloroplastos.

Su forma de divisién y su morfologia son muy variadas. Atendiendo a esto se

pueden clasificar en cinco secciones (Cavalier-Smith 2002):

I.  Chroococcales: Unicelulares aisladas o agregados celulares que se dividen por

fisidn binaria 0 gemacién

[I.  Pleurocapsales: se reproducen por formacion de pequefias células esféricas

llamadas baeocitos producidos por fision mdaltiple.

lll.  Oscillatoriales: filamentosas que se dividen por fision binaria en un plano Gnico
no formadoras de heterocistos (especializadas en la fijacion de nitrdgeno)

IV. Nostocales: células filamentosas que producen heterocistos, como Anabaena
utilizada en este trabajo.

V. Stigonematales: células filamentosas formadoras de heterocistos y

ramificaciones.
1.1.2. Caracteristicas generales
Las caracteristicas mas importantes de las cianobacterias son:

e Tamafio variable, desde el tipico de una bacteria (0,5-1 um) hasta unos 60 um.

e Pared celular similar a la de las bacterias Gram negativas. Algunas producen
envueltas de mucina, vainas, etc., que retinen a muchas células o filamentos.

e Fotétrofas obligadas, aunque algunas especies asimilan compuestos organicos
como glucosa y acetato en presencia de luz y otras lo pueden hacer sin luz (Stal &
Moezelaar, 1997).

e Muchas pueden producir neurotoxinas como las microcistinas.

e Soélo poseen una clase de clorofila, la clorofila a.

e Poseen pigmentos fotosintéticos (ficobilinas), que se asocian con ficobiliproteinas

formando los ficobilisomas. Estos ficobilisomas actian uniéndose al fotosistema I
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(por la parte externa del tilacoide) para captar la energia luminosa ejerciendo como
antenas.

Algunas especies toleran muy bien los ambientes extremos.

Muy ubicuas, existen practicamente en todos los suelos y aguas.

Son muy eficaces en el establecimiento de relaciones simbi6ticas, sobre todo con
liguenes protozoos y hongos. Ademas, las que fijan nitrégeno forman asociaciones

con diversas plantas.
1.1.3. Diferenciacion celular y metabolismo de nitrégeno

Como se ha dicho, algunas son capaces de diferenciarse formando hormogonios,

akinetos o heterocistos en respuesta a cambios ambientales.

e Los hormogonios son cadenas cortas y pequefias, poseen vacuolas y por ello

pueden moverse flotando para colonizar zonas mas iluminadas, por el contrario no
pueden fijar nitrégeno. El desarrollo de hormogonios se produce en respuesta al
déficit de nutrientes o de iluminacién. Son la forma infectiva de la cianobacteria por
lo que pueden ser importantes en el proceso de simbiosis.
Los akinetos son células grandes con gruesa pared celular y abundantes granulos
de reserva. Se forman ante malas condiciones ambientales como la baja
temperatura o falta de energia. Actian como formas de resistencia y pueden volver
a germinar ante condiciones favorables. Sélo las cianobacterias formadoras de
heterocistos pueden desarrollar los akinetos; se cree que los heterocistos se forman
a partir de los akinetos (Meeks & Elhai, 2002).
Los heterocistos se diferencian en ausencia de nitrégeno combinado. (Figura
1.1.3.) En ellos se lleva a cabo la fijacion de N, atmosférico gracias a la nitrogenasa
gue lo reduce a NH,". Como esta enzima se inactiva en presencia de oxigeno, en
estos heterocistos se crea un ambiente microaerobio (Golden & Yoon, 2003) que
permite esta fijacion. Para la creacion de este entorno se forman gruesas envueltas
celulares que impiden la difusion de gases, la pérdida del fotosistema Il que evita el
desprendimiento de oxigeno fotosintético y expresién de superéxidodismutasa que
elimina radicales resultantes de la reduccion del oxigeno en el fotosistema I. Los
heterocistos también tienen débil pigmentacion por degradacion de ficobiliproteinas
gue se usan como precursores para la sintesis proteica. Ademas, el heterocisto
maduro carece de ribulosa bisfosfato carboxilasa (enzima ciclo de Calvin), por lo
gue carece de la ruta principal de fijacién de CO.,.

Estos profundos cambios morfolégicos y metabodlicos que se dan en la

diferenciacion a heterocisto estan fuertemente controlados por reguladores
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transcripcionales, entre ellos destaca la proteina NtcA. Su estructura cristalina ha
sido resuelta para Anabaena sp. PCC7120 (Wisen et al., 2004). NtcA es necesaria
para la formacion de heterocistos y parece ser que actia sensando el balance C-N
en la célula gracias a la molécula de 2-oxoglutarato (Tanigawa et al., 2002). Segun
sea el nivel de 2-oxoglutarato, NtcA modula la transcripcion de genes formadores
de heterocistos (hetR) y responsables del metabolismo del nitrégeno (nifHDK;
genes estructurales de la nitrogenasa). (Herrero et al., 2001)

Figura 1.1.3.- Tipos celulares en cianobacterias formadoras de heterocistos.
(a) Filamentos de Anabaena cylindrica con heterocistos (flecha negra) y akinetos
(aki). (b) Filamentos de Nostoc sp. PCC 9203 con células vegetativas vy
heterocistos, y un hormogonio (hrm; notar el pequefio tamafio de estas células).
(Adaptado de Flores & Herrero 2010)

1.1.4. Ficobilisomas

Los ficobilisomas son complejos proteicos que actian en la captacion de luz y
transmision de energia al fotosistema Il. Las ficobiliproteinas que los forman absorben
en regiones del visible donde la clorofila a no es muy eficiente. Esto hace que las
cianobacterias puedan sobrevivir en zonas poco luminosas.

Los ficobilisomas de Anabaena sp. PCC 7120 estan compuestos por un core 0
nuacleo y una “envuelta” o rod. El core esta formado por aloficocianina y el rod por
ficocianina que se une al core vy ficoeritrocianina. (Ducret et al.; 1996) La luz es
captada por la ficoeritrocianina que tiene el pigmento de mas alta energia. Esta
energia se transfiere luego a los pigmentos de menor energia, ficocianina y
aloficocianina. Por ultimo se transfiere a la clorofila a del fotosistema Il al que se une el

ficobilisoma. (Figura 1.1.4.)
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Figura 1.1.4- Estructura de un ficobilisoma y su conexion con la cadena
fotosintética

Cuando la cianobacteria detecta deficiencia de nitrégeno las ficobiliproteinas se
degradan (Yamanaka & Glazer 1980). Los aminoacidos resultantes son utilizados para
la sintesis de proteinas necesarias en la diferenciacion a heterocistos. Es tal si nivel de
degradacion que en los heterocistos se pierde la autofluorescencia (producida por las

ficobiliproteinas).

1.2.Anabaena sp. PCC 7120

La clasificacion taxonémica de Anabaena sp. PCC 7120 por orden es la siguiente:
Bacteria, Cyanobacteria, Nostocales, Nostocaceae, Anabaena, Anabaena sp. PCC
7120.

Esta bacteria es un importante modelo para el estudio de diferenciacién de los
heterocistos. Un paso importante para este estudio fue la secuenciacion de su genoma
(Kaneko et al., 2001), el cual se puede encontrar en la base de datos cyanobase
(http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase). En concreto, Anabaena PCC 7120 posee un
cromosoma de 6,4 Mb y 6 plasmidos; a (0,4 Mb), 8 (0,2 Mb), y (0,1 Mb), & (55 Kb), €
(40 Kb), C (5 Kb). Un andlisis bioinformético de este genoma (Ohmori et al., 2001) ha
revelado que posee un gran namero de proteinas con dominios multifuncionales
implicadas en sefalizacién, por ejemplo posee multiples Ser/Thr quinasas y otras

implicadas en la transduccién de sefal mediante cAMP.
1.3.La familia de proteinas Fur
1.3.1. Caracteristicas generales de las proteinas Fur

Las proteinas de la familia Fur poseen un tamafio relativamente pequefio, entre

13 y 19 kDa. Poseen secuencias altamente conservadas entre ellas, el mas


http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase
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significativo es el motivo rico en Histidina H3sX,CX,C. El punto isoeléctrico tedrico
basado en las secuencias aminoacidicas ronda valores proximos a 7 o ligeramente
superiores.

La primera estructura cristalina de Fur fue obtenida de P. aeruginosa. (Pohl et
al., 2003). Se trata de un dimero, donde cada monémero posee dos sitios de union a

metal, uno de Zn?" y otro de Fe?" que acttia como regulador. (Figura 1.3.1)

Figura 1.3.1.- Estructura cristalina
del dimero de Fur de P. Aeruginosa. El
dominio de unién a DNA se representa en
la parte superior y el dominio de
dimerizacion en la inferior. Las esferas
representan al metal unido. (adaptado de
Phol et al., 2003)

Ademas, se observan dos dominios, uno N-terminal implicado en la unién a
DNA y otro C-terminal de dimerizacion donde se encuentra el sitio de unién a metal
regulador. Gracias a este modelo y a estudios in vitro se concluy6 que Fur se unia al

surco mayor del DNA mediante dos dimeros, uno en cada hebra del DNA.
1.3.2. Funcién y mecanismos de regulacién de Fur

Inicialmente, las proteinas de la familia Fur (Ferrric Uptake Regulator) se
describieron como reguladores transcripcionales responsables de mantener la
homeostasis de hierro en la célula. Cuando la disponibilidad de hierro es adecuada,
Fur se une de forma especifica, utilizando al Fe? como represor, a una secuencia

palindromica del DNA llamada iron box o caja Fur. (Escolar et al., 1998). (Figura 1.3.2)

> > < Figura 1.3.2.- Caja Fur. Compuesta por
5  GATAATGATAATCATTATC 3 tres repeticiones de la  secuencia
palindrobmica GATAAT, dos de estas

3 CTATTACTATTAGTAATAGS repeticiones directas y otra indirecta.

Con esta union se impide la transcripcion de genes relacionados con la
incorporacién de Fe?* (sideréforos o receptores de hierro). Fur también regula la
expresion de proteinas implicadas en la defensa frente al estrés oxidativo o de la
cadena fotosintética. Esto Ultimo se explica porque el hierro es capaz de catalizar la
formacion de especies reactivas de oxigeno y porque el aparato fotosintético utiliza al

Fe? como transportador de electrones. Si por el contrario, se esta frente a una
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deficiencia de hierro, Fur deja de unirse al DNA y permite la transcripcion de genes
gue capten hierro y compensen su falta.

Ademas, la expresion de Fur estd altamente regulada por diversos mecanismos
como un RNA antisentido que inactiva al mRNA de Fur (Hernandez et al., 2006). Fur
también se regula negativamente a nivel transcripcional a través de NtcA (Lopez-
Gomollén et al., 2007) o de si misma entre otras proteinas.

1.4.La proteina FurC de Anabaena sp. PCC 7120

Basandose en la informacion obtenida de la secuencia del genoma de Anabaena
sp. PCC7120 se identificaron tres posibles proteinas Fur; dichas proteinas se clonaron
y sobreexpresaron. Se les identific6 como FurA (gen all1691), FurB (all2473) y FurC
(alr0957) (Hernandez et al., 2004). FurA ha sido bastante estudiada por el grupo
donde he realizado el Proyecto Fin de Master y es la que presenta mayor homologia
con las proteinas Fur descritas. FurB se une inespecificamente al DNA para
protegerlo del dafio oxidativo (L6pez-Gomollon et al., 2009). Y por ultimo, FurC es la
menos estudiada y la que presenta menos homologias con las proteinas Fur hasta
ahora descritas.

FurC tiene 149 aminoacidos y un peso molecular de 17328,3 Da. Su punto
isoeléctrico tedrico segun su secuencia primaria es de 5,38. Su coeficiente de
extincion molar tedrico a 280 nm calculado con el algoritmo abajo desarrollado es de
14565 M cm™ (asumiendo que todas las cisteinas estan formando puentes disulfuro)

0 14440 M* cm™ (asumiendo que las cisteinas estan reducidas).

€= N° (Tyr)*Ext(Tyr) + N° (Trp)*Ext(Trp) + N° (Cystine)*Ext(Cystine)

Su secuencia aminoacidica es la siguiente:

MQQQAISTKPIRSLEDALERCQLLGMRVSRQRRFILELLWQANEHLSAREIYDRLNQ
QGKDIGHTSVYQNLEALSTQGIIESIERCDGRLYGNISDSHSHVYNCLDTNQILDVHIQL
PEAFIQEVEQRTGVKITDYSINFYGYRHPQDEE

e Posee solamente 3 cisteinas (subrayadas).
e Su secuencia consenso rica en histidinas (marcada en gris) es bastante
distinta de la conservada en otras proteinas Fur (Hz sX,CX,C).
Estos datos han sido obtenidos con la aplicacién ProtParam del servidor Web

EXPASYy (http://web.expasy.org/protparam/).


http://web.expasy.org/protparam/
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2. OBJETIVOS

La finalidad de este trabajo es identificar qué funciones tiene FurC en la
cianobacteria Anabaena sp. PCC7120.

Para lograr este objetivo se han utilizado diversas estrategias: sobreexpresar FurC
en Anabaena sp. PCC7120, estudiar este mutante, analizar la transcripcion del gen
furC por RT-PCR en deficiencia de nitrdgeno en Anabena. M&s avanzado el trabajo se
decidié abordar también el estudio de las proteinas que se unian a FurC mediante un

ensayo de pull-down.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1.Técnicas de cultivo y cepas empleadas

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo se describen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1.- Cepas usadas en el estudio

Cepas Caracteristicas Referencias

E.coli

F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl
DH5a endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 Invitrogen
relA1 A-. Para el mantenimiento de pldsmidos.

F- ompThsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3). Para la

BL21(DES3) sobreexpresion y purificacién de GST-FurC EMD Biosciences
F- e14 -( mcrA-) recA 56 lac-3 o lacY1l galk2 galT22 Instituto de Bioquimica
ED8654 ginV44 supF58 metBl hsdR514 (rK-mK+)trpR55. Para Vegetal y Fotosintesis,
conjugacion triparental. Sevilla, Espafia
. . Instituto de Bioquimica
CPB1893 mcrA-mcrB- M .Eco }t<r4l- I;r.elitt:gl K-. Para conjugacion Vegetal y Fotosintesis,
P Sevilla, Espafia
Anabaena
sp.
PCC 7120 Wild type Instituto Paste_ur, Paris,
Francia
EB2770FurC  Contiene el plasmido pAM2770FurC. Sobreexpresa furC Este trabajo

El cultivo liquido de E.coli se realizé en medio Luria-Bertani, que fue suplementado
con ampicilina 50 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml o cloranfenicol 30 pg/ml cuando fue
necesario. Las condiciones fueron de 200 rpm de agitacion y 37°C de temperatura.

Para el medio sélido se complemento el liquido con 1,5% de agar.

Anabaena sp. PCC7120 vy las cepas derivadas fueron crecidas a 30°C en medio

BG11 (Rippka et al., 1988) suplementado con neomicina50 pg/ml, estreptomicina 4
pg/ml o espectinomicina 4pg/ml cuando fue necesario.

Para la cepa de sobreexpresion EB2770FurC se afadi6 CuSO, a una
concentracion final de 1 uM para inducir el promotor petE del plasmido pAM2770
(Buikema y Haselkorn 2001). Para cultivos de 50 ml liquidos las cepas fueron crecidas
en un incubador con 120 rpm de agitacién y 20 uE m? s de intensidad luminica. Para
cultivos de mayor volumen se incubaron con agitacion por burbujeo en frascos Roux.

Para el medio sélido se complement6 con 1% de agar noble.

Para los experimentos con cultivos deficientes en nitrdgeno se recogieron células
con 3-5 pg clorofila mI™ por centrifugacion, se lavaron con medio BG11 sin NaNO; y se

resuspendié en este medio para su posterior cultivo.
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3.2.Manipulacion de acidos nucleicos

Los pldsmidos y oligonucle6tidos que se han utilizado se resumen en la tabla
3.2.a.yenlatabla 3.2.b.

Tabla 3.2.a.- Plasmidos y oligonucleétidos usados en el estudio

Plasmidos Caracteristicas Referencias
E.coli
Vector de sobreexpresion, para clonar proteinas y
pGEX 4T-3 purificarlas fusionadas a GST (glutation-S-transferasa). GE healthcare
Amp".

GEX-FurC Vector para purificar FurC fusionada a GST. El gen furC Trabajo previo de la
P fue clonado en los sitios BamHI y Sall autora

pRL 443 Plasmido conjugativo. Amp' Elhai et al. (1997)

Plasmido helper, para la conjugacion triparental.
PRL 623 Contiene la region mob necesaria para la movilizacién de Elhai et al. (1997)

plasmidos y metilasas de Anabaena. Cm' ; Mob coik,
M-Avall, Eco 4711, MEco T221

Anabaena sp.

pAM2770

Plasmido para sobreexpresion en Anabaena sp. 7120.
Nm'/Km'

Lee et al. (2003)

pAM2770FurC

Plasmido derivado del anterior con el gen furC clonado
en los sitios Ndel y BamHI

Este trabajo

Tabla 3.2.b.- Pl&smidos y oligonucle6tidos usados en el estudio

Oligonucle6tidos

Secuencia (5°-3)

Propoésito

FurC-
GGAATTCCATATGCAGCAACAGGCAATATC
PAM2770_up Clonar furC en pAM2770
FurC-
PAM2770_dw CGGGATCCCTACTCTTCATCTTGAGGATGC
seq2770_up GCCCGAAGTATGACAGATTG Secuenciacién para
comprobacion de clonaje
seq2770_dw GCGATTAAGTTGGGTAACG en pAM2770
rnpB_up AGGGAGAGAGTAGGCGTTG
RT-PCR (housekeeping)

rnpB_dw AAAAGAGGAGAGAGTTGGTGG
FurC_up ATGCAGCAACAGGCAATATC

RT-PCR
FurC_dw GAGGATGCCGATATCCATAG
NtcA_up CGTGACACAAGATAAGGCCC

RT-PCR
NtcA_dw CTGTCTGCTGAGAGTCACAGG
HetR_up GGCTTTTAGCGCCATGAC

RT-PCR
HetR_dw GGGGATACCACCTACTTGGTG
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3.2.1. Extraccién de RNA

Consideraciones previas

Fue necesario minimizar las contaminaciones con RNasas porque son muy

estables y activas y con pequefias cantidades se destruye el RNA. Para evitar esta

destruccién fue imprescindible el uso de guantes sin polvo, lavar las superficies

cercanas al area de trabajo con NaOH 0,4 N. Usar agua tratada con DEPC

(dietilpirocarbonato), que es un inhibidor de RNasas ya que reacciona rapidamente

con los grupos amino. Otra consideracion fue el uso de material estéril autoclavado e

incluso comercial libre de RNasas.

Para el aislamiento de RNA de cianobacterias se sigue el siguiente protocolo
(adaptado de Ausubel et al., 2000):

Toma de muestra

Se recogieron las células por centrifugacién a 4000 rpm, 5 min a 4°C.

Se resuspendio el pellet en 600 pl de Tris 50 mM (pH 8), EDTA 100 mM y 130 pl
de cloroformo.

Se incubaron 3 min en hielo, se centrifugaron 5 min a 13000 rpm.

Se eliminaron la fase acuosa y organica y el pellet se congel6 con N, liquido y se
guardd inmediatamente a -80°C. Esta congelacion con N, liquido sirve para parar
la maquinaria de transcripcién, si se congela poco a poco se empiezan a
transcribir genes de respuesta al frio cambiando las condiciones que nos

interesan.

Extraccion de acidos nucleicos

Se resuspendié la muestra obtenida en la etapa anterior en 300 pl de buffer de
resuspension (sacarosa 0.3 M, acetato de sodio 10 mM pH 4.5), 100 pl de Na,-
EDTA 250 mM pH 8, 400 pl de buffer de lisis (SDS 2%, acetato de sodio 10 mM pH
4.5) y 1 ml de fenol acido a 65°C.

Se homogeneiz6 con un vortex y se incub6 a 65°C 2.5 min. Se repitid este paso. Se
centrifugd 5 min a 13000 rpm.

Se recogio la fase acuosa y se extraia con 1 ml deTrizol y 0.2 ml de cloroformo. Se
volvié a extraer con un volumen de cloroformo.

Se afiadi6 a la fase acuosa 2 volumenes de isopropanol y se sumergié en N,
liquido. Se centrifugé 30 min a 14000rpm y 4°C.

Se descart6 el sobrenadante y lavo el pellet casi transparente en EtOH al 70%.
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e Tratamiento con DNasal:
e Se resuspendi6 el pellet en 180 ul de H,O-DEPC, 20 pl de buffer de DNasa y 2 pl
de DNasal. Se incub6 1 hora a 35°C.

e Se ajustd el volumen a 400 ul con H,O-DEPC, se extrajo con fenol: cloroformo (1:1)
y luego con cloroformo.

e Se afadid a la fase acuosa 1/5 V de LIiClI 10 M y 2 V de EtOH absoluto. Se
sumergio el eppendorf en N, liquido y se centrifugé 30 min a 14000 rpm y 4°C.

e Se lavé el pellet con EtOH al 70%.

e Se resuspendié el pellet en 20 pl de H,O-DEPC para un volumen inicial de 30 ml
de cultivo.

e Sobre este RNA se realizé una PCR para comprobar que no hubiera restos de DNA
gendmico. Finalmente, se comprobé la integridad de RNA mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%.

3.2.2. Extraccion de DNA gendmico de Anabaena sp. para PCR de

colonia

Se cogi6 con un asa de platino un poco de cultivo de una placa y se resuspendio
en 200 pl de Tris 1mM pH 8, EDTA 1mM, tritbn 1%. Se incub6 4 min a 95°C. Se
realizaron tres extracciones con cloroformo (1:1) y se realiz6 una PCR cogiendo 20 ul

de este DNA como molde en un volumen final de reaccién de 50 pl.
3.2.3. Retrotranscripcién semicuantitativa (RT-PCR)

Esta técnica permite, de un modo semicuantitativo, detectar la concentracion
relativa de transcritos en diferentes muestras de RNA. Para ello, lo primero que se

hace es obtener cDNA a partir de una muestra de RNA (retrotranscripcion):

e Se incubaba aproximadamente 1 ug de RNA con 150 ng de primer inespecificos
(Invitrogen, permiten la obtencién de cDNA de cualquier mRNA de la muestra) y 1
pI de tampon de hibridacién 10x (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1mM, KCI 150mM
(1x)). Esto se llevaba a un volumen final de 10 pl con H,O-DEPC y se incubaba 10
min a 85°C (desnaturalizacion) y luego 1 h a 50°C (hibridacion de cebadores) en un
termociclador.

e Se afiadia a la mezcla anterior 2 pl de dNTP 2.5 mM, 2 yl de DTT 0.1 M, 1 ul de
Retrotranscriptasa 200 U (Invitrogen), 4 pl de tampdn comercial 5x y 1 yl de H,O-
DEPC.

e Se incubaba 1h a 47°C (extensidn cebadores), 15 min a 75°C (detencién reaccion)
y 24h a 4°C.
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Sobre este cDNA se realizaba una PCR usando los oligos rnpB, que es un gen
“Housekeeping”, cuyo nivel de transcripcion no varia cuando cambian las condiciones
celulares. El numero de ciclos usados fue 23 (ciclo de fase exponencial de PCR para
este gen). La cantidad de cDNA fue variando hasta obtener la misma intensidad de
banda en un gel de agarosa del 1% para todas las muestras. Tras esto, se realizd6 una
PCR con los oligos del gen a analizar con 30 ciclos (ciclo exponencial) y con la misma
cantidad o proporcional de cDNA usada para igualar el housekeeping.

3.3.Métodos genéticos
3.3.1.  Transformacién mediante choque térmico en E.coli

Se llevé a cabo una transformacion en la cepa E.coli DH5a para obtener plasmidos
en gran cantidad para realizar la clonacién y conservar el constructo creado. En la
cepa BL21 (DE3) se transformé para realizar la sobreexpresién de la proteina GST-
FurC o GST.

El proceso consiste en adicionar 1-10 pl de DNA a 200 ul de células competentes
descongeladas en bafio de hielo, mezclar suavemente e incubar 30 minutos en hielo.
Tras esto, se realiza un choque térmico de 90 segundos a 42°C y 1 minuto en hielo.
Se adicionan 800 pl de LB estéril sin antibiético y se incuba durante 45 minutos.

Se transfieren 200 ul del cultivo a una placa de LB con antibiético, el resto de
cultivo se centrifuga, se desecha el sobrenadante dejando unos pl; se resuspende y se
siembra en otra placa de LB con antibidtico. Estas placas se incuban O/N a 37°C.

3.3.2.  Conjugacion triparental en Anabaena PCC 7120

La transferencia de DNA a Anabaena sp.es un proceso dificil debido a su gruesa
pared celular y a que es un bacteria filamentosa. Se han descrito varios métodos, pero
el mas eficaz es la conjugacion triparental usada en este trabajo y descrita por Peter
Wolk (Elhai y Wolk, 1988b), mejorado en 1997 por el descubrimiento de enzimas de
restriccion de Anabaena sp. Estas enzimas disminuian la eficiencia de la conjugacién
(Elhai et al., 1997) por lo que se decidié usar cepas de E.coli con metilasas para estos

sitios y asi aumentar la eficiencia. El proceso es el siguiente:

e Se cultivaban toda la noche las estirpes de E.coli que se iban a usar:
-- E.coli ED8654; contiene el pldsmido pRL443 con los genes necesarios para la
formacion del pili conjugativo.
-- E.coli cpb1893; que contiene el plasmido pAM2770FurC (el plasmido de carga

queremos introducir en Anabaena) y el pRL623 que contiene las metilasas de los
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sitios de restriccion Aval, Il y 1l de Anabaena y que metilan el plasmido a transferir
para que no sea degradado. El plasmido pRL623 también contiene el gen mob que
codifica para la proteina responsable de cortar la secuencia bom u oriT; secuencia
de movilizacion.

e Se refrescaban los cultivos anteriores en fase estacionaria al 2.5 % en LB con el
respectivo antibiético y se incubaban 2.5 horas.

e Se recogian las células por centrifugacion y se lavaban dos veces con LB estéril y
se resuspendian en unos 60 pl de LB. Se tenia especial cuidado con la cepa
ED8654 para no romper el pili. Se mezclaban las dos cepas de E.coli durante 2
horas a T® ambiente sin agitacion. En este paso la cepa ED8654, le transfiere el
plasmido que codifica para el pili a la cpb1893.

e Se concentraba un cultivo de Anabaena PCC 7120 en fase de crecimiento
exponencial y se media la cantidad de clorofila. Se afiadi6 el equivalente de células
Anabaena sp. a 3 ug de clorofila a la mezcla de E.coli anterior.

e Se ponia un filtro de nitrocelulosa (Millipore) estéril sobre una placa de medio
BG11+5% LB sdlido. Se extendia la mezcla de conjugacion del paso anterior sobre
el filtro. Las placas se incubaron 2 horas a 30°C en oscuridad y 24 horas a 20 pE de
intensidad luminica.

¢ A continuacion, los filtros se trasladaban a una placa nueva de BG11 sin LB, y a las
24 horas a una placa de BG11 con el antibiotico necesario.

e Estos filtros se trasladaban a placas frescas de BG11 con antibiético cada 48 horas
para eliminar las colonias que no hubieron adquirido el plasmido de interés.

e A las tres semanas comenzaron a aparecer las colonias resistentes que se
cultivaron en medio solido sin el filtro. Sobre estas colonias se realizé6 una PCR con
los oligos seq2770 para verificar que tenia el plasmido pAM2770 con el inserto furC.

e Las colonias positivas se cultivaron en medio liquido BG11 suplementado con
neomicina y con 1 mM de CuSO,. Para comprobar la sobreexpresion de furC se
realiz6 una RT-PCR. Seria mas adecuado realizar un Western pero no se poseian

anticuerpos anti-FurC.
3.4.Manipulacion de proteinas
3.4.1. Purificacion de FurC-GSTy GST

Para la purificacion de la proteina de fusion GST-FurC y GST se utilizo la
cromatografia por afinidad a glutation. La matriz usada fue Glutathione Sepharose 4

Fast FLow de Amersham Biosciencies.
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El primer paso fue homogeneizar la biomasa que sobreexpresaba la proteina
de interés con 5 volumenes (v/w) de Buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM, DTT 2 mM, PMSF 3 mM) en bafio de hielo. Luego se lisaron las células mediante
10 ciclos de sonicacién en bafio de hielo. Cada ciclo consta de 45 seg de sonicacién
(80% de amplitud y 0,5 de ciclo) y 30 seg de descanso. Se centrifugo el lisado 3 veces
a 4°C y 18000 rpm durante 20 minutos recogiendo el sobrenadante y desechando el
pellet. Tras esto, se paso por un filtro de 0,8 um y luego por otro de 0,45 um para
eliminar restos que obstruyan la columna.

Seguidamente, se aplicé el lisado a la columna previamente empaquetada y
equilibrada con 5 volimenes de Buffer de unién (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM, DTT 1 mM). Se continué pasando Buffer de unién hasta que la absorbancia a 280
nm fue menor de 0,08.

Se eluyo con 4 volumenes del Buffer de elucion (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl
150 mM, DTT 1mM, Glutation 20 mM); se recogieron alicuotas del eluido de
aproximadamente 1 ml. Posteriormente, se analizé la presencia de proteina en las
alicuotas mediante una electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida. La matriz se

lavé y se regenerd siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.4.2. Extraccion de proteinas totales de Anabaena sp. 7120

Para la extraccion de proteinas totales de Anabaena sp. se partia de 50 ml de
un cultivo liquido. Se colecto el pellet por centrifugacién durante 5 min a 4000 rpm.
Dicho pellet se resuspendiéo en 1 ml de Tris-HClI 50 mM pH 8, PMSF 1mM. Esta
suspension se sometié a 5 ciclos de 45 segundos de sonicado (0.8 amplitud y 0.5
ciclo) y 30 de descanso, en hielo. Se centrifugé el sonicado durante 1 min a 14000 rpm

y se recogi6 el sobrenadante que contenia las proteinas totales.
3.4.3. Dot-blot

Un dot-blot es similar a un Western-blot pero lo que se hace es afadir las
proteinas directamente en una membrana de PVDF, en vez de transferirlas desde un

gel de poliacrilamida. En concreto en este trabajo:

e Se incubd la membrana de PVDF en metanol 10 segundos y luego 2 min en buffer
de transferencia (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina 0.2 M, SDS 0.1% y metanol 20%).
Esto se hace para que la membrana se vuelva més afin por el agua, ya que es muy
hidrofébica.

e Se pusieron las gotas (~1 ug de proteina) sobre la membrana de PVDF.
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La membrana se incub6 con TBST (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween-
20 al 0.1%) + 4% de leche desnatada en polvo 1h a T2 ambiente o toda la noche a
4°C con agitacion.

Se incub6 1 h a T2 ambiente con el anticuerpo (Anti-FurA o Anti-FurB (Hernandez et
al., 2002)) 1:1000 en TBST.

Se lavo tres veces con TBST durante 5 min. Se incub6 1h a T2 ambiente con el
anticuerpo secundario Anti-lgG conjugado con peroxidasa (Sigma A6154) 1:10000
en TBST. Tras esta incubacién, se lava la membrana tres veces con tampon
fosfocitrato (acido citrico 24.3 mM pH 5.3, Na,HPO, 51.4 mM).

Se revelé la membrana afiadiendo 20 mg de DONS (dioctilsulfosuccinato) disuelto
en 5 ml de EtOH y 80 mg de TMB (tetrametilbencidina) disuelto de 5 ml de EtOH.
Se afadi6 15 ul de H,0, al 30 % y se dej6é desarrollar el color. La reaccion se par6

sumergiendo la membrana en agua destilada.

3.4.4. Ensayo de Pull-down

Para identificar proteinas de unién a FurC se realizé un ensayo de Pull-down,

(Horiuchi et al., 2010), (Marteyn et al., 2009) que consistia en mezclar la proteina FurC

fusionada a GST con un extracto crudo de Anabaena sp., para que FurC se una a las

proteinas mas afines. Después se purificd esta mezcla con una matriz de unién a GST.

Se carg6 la mezcla resultante en un gel de SDS-PAGE para recortar las bandas

diferenciales en comparacion a un control con GST y otro control con extracto crudo

s6lo. En concreto se realizé de la siguiente forma:

Se colectaron las células de 50 ml de cultivo por muestra de Anabaena sp. en fase
exponencial (3-5 ug clorofila/ml) por centrifugacion durante 10 min a 4000 rpm.

Se lavo este pellet dos veces con PBS, DTT 10 mM, PMSF 1 mM, y se resuspendio
en 500 pl por muestra de dicho buffer.

Se sonicé durante cinco ciclos de 45 segundos (80% de amplitud y 0,5 de ciclo) con
descansos de 30 segundos. Se eliminaron los restos celulares por centrifugacion
durante 10 min a 14000 rpm y 4°C.

De este sonicado se pasaron 500 ul a un eppendorf como control, 500 pl a otro al
gue se le afiadié 400 pug de GST-FurC y 500 pul a otro al que se le afiadi6é 400 ug de
GST.

Se incub6é 2 h a 4°C y con agitacion suave. Se afiadieron 40 pl de matriz
Glutathione-Sepharose pre-equilibrada con el buffer anteriormente citado.

Se incubaron otras 2 h a 4°C y agitacion suave.
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e Se lavd la matriz con 200 ul de buffer hasta que se observé la matriz de color
blanco.

e Se eluyé con 30 pl del buffer y 10 ul de buffer de carga desnaturalizante.

e Se hirvié 5 min, se centrifugé a maxima velocidad 5 min y se cargaron 15 pl de la
muestra en un gel de SDS-PAGE de 7.5% o del 15%.

e Tras tefir con Coomasie y destefiir, se buscaron las bandas diferenciales y se
mandaron al Servicio Cientifico Técnico de protedmica del Instituto Aragonés de

Ciencias de la Salud.

Secuenciacion peptidica por espectrometria de masas

En el citado servicio, las bandas fueron analizadas por espectrometria de
masas (MALDI-TOF MS y MS/MS). Con esta técnica lo que se hace es digerir las
muestras con tripsina, con ello obtenemos una mezcla de péptidos que son analizados
con el espectrémetro de masas 4800plus MALDI-TOF/TOF MSMS y Tempo LC-MALDI
(Applied Biosystems). Este espectrémetro ioniza los péptidos, estos se separan en
funcién de su relacidbn carga/masa gracias a un campo magnético. Esta relaciéon
carga/masa es detectada por el aparato, que no proporciona como resultado la masa
de todos los péptidos resultantes de la digestiébn con tripsina. Con estas masas se
puede averiguar la secuencia aminoacidica de los péptidos que se comparan con los
registrados en la base de datos Mascot (www.matrixscience.com). Por comparacion y
homologia, esta base de datos nos da el nombre de la proteina, que con mas
probabilidad esta en nuestra banda.

3.5.Métodos analiticos
3.5.1. Determinacién de clorofila

Para hacerse una idea del estado de un cultivo de cianobacterias se suele
medir la concentracion de clorofila. Se utiliz6 el método descrito por Mackinney en
1941. Para ello se tomaron 200 pl de cultivo, se le afiadi6 1 ml de metanol, se agitd
durante 2 min, y se centrifugd 2 min a 14000 rpm. Se midi6é la absorbancia del
sobrenadante a 665 nm. El valor obtenido se dividio por el coeficiente de extincién (=
74.46 mg™ ml cm™) y se multiplicé por el factor de diluciéon (6-1200/200). El proceso

se debe realizar en oscuridad.
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3.5.2. Determinacién de carotenoides

Otro pardmetro para caracterizar un cultivo de cianobacterias es la
cuantificacién de carotenoides (Davies 1976).Estos pigmentos estan formando parte
de la cadena de transporte fotosintético como fotoprotectores. Se centrifugaron 10 ml
de cultivo a 5000 x g durante 5 min, se lavo el pellet con agua destilada y se
resuspendié en 2 ml de agua destilada. Esta suspension se sonicé durante cuatro
periodos de 45 segundos (a 80% de amplitud y 0,5 de ciclo) y 30 segundos de
descanso en hielo. Después se centrifugd a 2500 x g durante 5 min, se cogio el
sobrenadante y por cada ml de sonicado se afiadieron 4 ml de acetona. Se midio la
absorbancia a 480, 465 y 663 nm frente a acetona al 80%. La absorbancia neta de los

carotenoides viene dada por la siguiente formula, tomando &= 250 mg ™ ml cm™.
Asgo (carotenoides)=A4g0+0.144 -Agez — 0.638-Ayes

3.5.3.  Determinacion de ficobiliproteinas

Para la determinacion de ficobiliproteinas se siguié el procedimiento descrito en
el apartado anterior pero sin adicionar acetona al sonicado (Glazer 1976). Se mide la
absorbancia a 620 nm del sonicado después de centrifugar frente a agua. El

coeficiente de extincion es 7.41 mg * ml cm™,

3.5.4. Determinacién de proteinas totales

La determinacion de proteinas totales se realizé con un kit comercial basado en
el método del &cido bicinchoninico (BCA™ProteinAssay Kit, Thermo Fisher Scientific).
Este método es similar al de Lowry, se prepard una recta de calibrado con albumina
sérica bovina entre 2 y 0.025 mg/ml. Se tomaron 50 ul de cada muestra o punto de la
recta y se le afadié 1 ml del reactivo A+B (50 partes de A y 1 parte de B). Se incubd
durante 30 min a 37 °C y se midi6 la absorbancia a 562 nm. Esta absorbancia se

interpolaba en la recta de calibrado para calcular la concentracién de proteinas totales.

3.6.Microscopia

El examen microscopico de Anabaena sp., tanto optico como de fluorescencia,
fue realizado con un microscopio Nikon Eclipse 50i Epi-Fluorescence. Las fotografias

fueron tomadas con una cdmara Nikon DXM1200F acoplada a este microscopio.

17



RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.Analisis de la transcripcion de furC en deficiencia de nitrégeno

Se tomaron muestras de Anabaena sp. 7120 a distintos tiempos después haber
retirado el nitrato del medio de cultivo. En concreto a tiempo 0, 2 h, 6 h'y 26 h; como
control se tomaron muestras a los mismos tiempos de un cultivo al que no se le habia
retirado el nitrato.

Sobre estas muestras se realizd extraccion de RNA siguiendo el procedimiento
del apartado 3.2.a, se comprobo la integridad del RNA (Figura 4.1.a) y la ausencia de
DNA tras tratar la muestra con DNasal. Se realizd una retrotranscripcion utilizando
entre 2 y 1 ul de RNA segun se observara mas RNA, asi se obtendra una cantidad
mas equilibrada de cDNA en las diferentes muestras. En concreto, se usé la cantidad

que se indica en la figura 4.1.a.

6 " i0-ND, 2 ~ 26, 6 BHO; 6 26-NO,

: H bad : rRNA
2 [ N—
— L - -
mRNA
tRNA

1.5l 2l 2pl 15 2p 154l 1Tl 1.5u Ml retrotranscripcion

Figura 4.1.a.- Integridad del RNA aislado de Anabaena a diferentes tiempos con y
sin nitrato en el medio de cultivo. En cada pocillo se cargé 1 yl de RNA. Como se indica
las bandas mas altas corresponden al rRNA la estela inferior al mRNA y las bandas mas
bajas al tRNA. También se indica en la parte inferior los pl de RNA que se usaron como
molde para la retrotranscripcién. Las muestras cargadas fueron de izquierda a derecha: t=0
h, 2 h, 6 hy 26 h, donde se indica -NOzse eliminé el nitrato del medio de cultivo.

Sobre el cDNA obtenido se realiz6 una PCR con los oligos rnpB_up/dw.
Inicialmente, se usaron 0,5 ul de cDNA y se fue variando esta cantidad hasta igualar la
intensidad de la todas la bandas. (Figura 4.1.b) Luego, con esta misma cantidad, se
realiz6 otra PCR con los oligos FurC_up/dw. Como apenas se observaba amplificacion
se decidio utilizar el doble de cantidad de cDNA.

El resultado fue que furC se transcribe mas a las 6 horas tras retirar el nitrato
del medio de cultivo. Esto indica que furC cumple algin papel en el complejo proceso

de diferenciacion a heterocisto, en concreto en los eventos intermedios (6-12 h) en los
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cuales comienzan a aparecer pro-heterocistos. Uno de estos eventos intermedios, es
la formacion de la envuelta del heterocisto para crear el ambiente anaerobio necesario
para la fijacibn de nitrdgeno (Adams 2000). Otro, es la degradacién de los
ficobilisomas del heterocisto para ser utilizados como fuente de amino&cidos en la
sintesis de otras proteinas, necesarias en el proceso de diferenciacion (Grossman et
al., 1993).

S — rnpB

05ul 0,55ul 0,52 pl 0,48 pl 055pu 0,52pul 0,5ul 0,48 p
(1/2)

Po—— furC

Figura 4.1.b.- Retrotranscripcién semicuantitativa de furC cuando a Anabaena se le
retira el nitrato del medio de cultivo. En la imagen superior se ve el housekeeping (rnpB)
igualado para las distintas muestras. Debajo de esta imagen se muestran los ul de cDNA
utilizados para conseguir la misma intensidad de amplificacién para el gen rnpB. El doble de
esta cantidad se utilizé para amplificar el mensajero de furC.

4.2. Ensayo de pull-down

Una forma de averiguar la posible funcién de una proteina es saber con qué
otras proteinas interacciona. Para comprobar si FurC interaccionaba con alguna
proteina de Anabaena sp. 7120 se llevd a cabo el ensayo de pull-down siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.4.4. Las proteinas GST y GST-FurC utilizadas
fueron purificadas como se indica en el apartado 3.4.a. En el caso de GST-FurC, en la
purificacién se obtuvieron dos bandas (Figura 4.2.a) de la cuales la de menos peso
molecular se corresponde con una FurC procesada o proteolizada.

El ensayo se llevé a cabo con tres muestras: extracto de Anabaena con GST-
FurC, con GST y sin proteina como control. De estas muestras, se cargaron 15 pl en
un gel de SDS-PAGE al 15%. Tras tinciébn con Coomasie se buscaron las bandas
diferenciales, las que aparecian en la muestra con GST-FurC (carril 2) y no en los
demas carriles. También, se busc6 que estas bandas no aparecieran como
impurificaciones de la proteina GST-FurC. Con todo esto, se decidi6 recortar las
bandas 1(~8 kDa) y 2 (~34 kDa) sefialadas en la figura 4.2.a.
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Figura 4.2.a- Gel SDS-PAGE con resultado de pull-down con extracto de Anabaena
sp.y GST. (i) Gel SDS-PAGE al 15%, en los carriles donde se indica PM se cargaron dos
marcadores de peso molecular distintos. En el carril 1 el control con extracto de Anabaena.
En el 2, extracto de Anabena y GST-FurC. En el 3, extracto de Anabena y GST. Las bandas
1y 2 son las que se unen de forma diferencial a FurC. (ii)Gel de SDS-PAGE al 15% donde
se cargaron la proteinas purificadas GST-FurC y GST (~200 ug) que se utilizaron para el
ensayo. De las dos bandas que se observan en el carril de GST-FurC, la inferior (GST-FurC")
se corresponderia con FurC procesada o proteolizada.

Las bandas 1 y 2 se recortaron intentando llevarse la menor cantidad de
poliacrilamida y se enviaron al Servicio Cientifico Técnico de protedmica del Instituto
Aragonés de Ciencias de la Salud. En dicho servicio fueron analizadas por
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS y MS/MS) con un 4800 plus MALDI-
TOF/TOF MSMS y Tempo LC-MALDI (Applied Biosystems).

Este andlisis dio como resultado que: la banda 1 se correspondia con la
proteina Phycobilisome 7.8 kDa linker polypeptide, allophycocyanin-associated con un
score de 287 (a partir de 70 es significativo); y la banda 2 con la proteina
Phycobilisome 34.5 kDa linker polypeptide, phycoerythrocyanin-associated con un
score de 646. Ambas de Anabaena sp. 7120. A continuacion, se muestran los péptidos
obtenidos (subrayados) con el analisis espectrométrico superpuestos con las proteinas

que mas score han dado de la base de datos.

e Phycobilisome 7.8 kDa linker polypeptide,
allophycocyanin- associated

1 MSRLFKITAL VPSLSRTRTQ RELONTYFTK LVPYENWFRE QQRIQKAGGK

51 IIKVELATGK QGTNAGLQ
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1
51
101
151
201
251

Ambas son proteinas pertenecientes a los ficobilisomas (Bryant et al., 1991),
(Ducret et al., 1996). En concreto son linker, es decir, proteinas que mantienen la
estructura y estado de agregacion de los ficobilisomas. La de menor peso molecular se
asocia a aloficocianina que forma parte del nacleo del ficobilisoma (Figura 4.2.b.) y la

de mayor peso molecular se asocia a ficoeritrocianina que pertenece a la parte externa

Phycobilisome 34.5 kDa linker polypeptide,
phycoerythrocyanin-associated

MSSSVAERLA
QKFTSAEALL

IRDAIGNKVE
RNGKISVRQF

LLGRAPYDQS

EIADHVDIYA

LRONWSEDDL QKVFRAAYEQ

IFGRQGIYAS

VEILAKSEFY KECEFFYKNSQ
ARGYDADIDA YIYSSEYENA

GFQSIPGMKT

VGFNRICELY

RGRGNSDNAQ MGRTNSRLRT

LPPTSAGTNEF
YTVSYERLSA

VSAAPTLISS
TYQETIHKRGG

ATKGDNRMFEV IEATAGGLNT
KIVKISQV

de los ficobilisomas (Grossman et al., 1993).

Figura 4.2.b.- Estructura de un ficobilisoma. El Core o nlcleo esta formado por
aloficocianinas (APC), que por un lado se asocian al fotosistema Il y por otro a la cubierta o
Rod. La cubierta esta formada por ficoeritrocianinas (PE) y ficocianinas (PC). Estas
ficobiliproteinas estan unidas entre si por proteinas linker. Ademas, los ficobilisomas estan

membrane

Thylakoid membrane

VRLIELNYKH
FGNSIVPYYR
KVSLNLPNGI
NVAVRRSRQV

asociados a la membrana externa del tilacoide. (Adaptaciéon de Guan et al., 2007)

Si enlazamos este resultado de que FurC une ficobiliproteinas, con el resultado
del apartado anterior de que furC se transcribe mas en deficiencia de nitrégeno y que
las ficobiliproteinas se degradan en déficit de nitrégeno, podemos formular la hipétesis

de que FurC esté relacionada con la estabilidad de los ficobilisomas.

4.3.0btencién del mutante de sobreexpresion de FurC en Anabaena
sp. PCC 7120.

4.3.1. Conjugacioén triparental

Para la obtencion del mutante de sobreexpresion de FurC en Anabaena sp.
7120, primero se construyo el plasmido pAM2770FurC. Para ello, se amplificé el gen
furC usando como molde DNA gendmico de Anabaena sp.7120. Los oligos utilizados
fueron FurC-pAM2770_up/dw. EIl producto de amplificacion se digirié con las enzimas

BamHI y Ndel y se ligé con el plasmido pAM2770 previamente digerido con las
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mismas enzimas. El producto de la ligacion se transformé en E.coli DH5a, a las
colonias que crecieron en presencia de Km se les hizo una PCR con los oligos FurC-
pAM2770_up/dw. De las colonias que amplificaron se seleccioné una, se aisl6 su
plasmido y se comprobé que el inserto era el correcto por secuenciacion. La
secuenciacion se realizé con los oligos seq2770_up/dw que hibridan flanqueando el
sitio de clonaje mudltiple del plasmido pAM2770. Esta secuenciacion fue realizada por
el Servicio de Andlisis de Acidos Nucleidos de la Universidad de Zaragoza.

El resultado fue positivo, el pladsmido construido poseia el gen furC de
Anabaena PCC 7120 insertado en el sitio correcto. Con dicho plasmido, se llevé a
cabo una conjugacioén triparental siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
3.3.2. El primer intento fue fallido ya que no crecié ninguna colonia. En el segundo
intento, se decidi6é lavar con abundante agua el filtro de nitrocelulosa para eliminar
cualquier sustancia téxica para Anabaena. En esta ocasibn si se obtuvieron
abundantes colonias, se eligieron varias y se sembraron en placas de BG11 Nm 50; a
las que crecieron, tras varias resiembras, se les realiz6 una PCR en colonia. En esta
PCR se utilizaron los mismos oligos que en la secuenciacion. El resultado fue que las
tres colonias finales analizadas amplificaron. Por tanto, se tenian tres colonias de
Anabaena sp. 7120 con el plasmido pAM2770FurC. (Figura 4.3.a)

PM A B C C+

Figura 4.3.a.- Resultado de la conjugacién triparental en Anabaena sp. 7120 con el
plasmido pAM2770FurC. (i) Placa con el resultado de la conjugacion. (ii) Placa con las
colonias A, B y C crecidas de la conjugacion. (iii) Gel de agarosa al 1% donde se cargé el
resultado de la PCR de colonias (A, B o C) crecidas de la imagen ii. El Gltimo carril se
corresponde con el control positivo sobre el plasmido pAM2770FurC. Como se observa, con
las tres colonias se produjero el producto de amplificacion esperado, aunque con la colonia C
la amplificacion fue mas tenue.
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4.3.2. Comprobacién de la sobreexpresién de FurC

En este punto se debe comprobar que verdaderamente la colonia mutante
sobreexpresa la proteina FurC. Esto se suele hacer por Western blot, pero no se
poseian anticuerpos anti-FurC. Sin embargo, si se poseian contra FurA y FurC, asi
gue se realizdé un Dot-blot para comprobar si estos anticuerpos reconocian también a
FurC. (Figura 4.3.2.a.) Para ello, se pusieron 1 o 2 pl de las respectivas proteinas
FurA, FurB y GST-FurC (no se disponia de la proteina FurC sin cola de GST);
purificadas con anterioridad por el grupo donde se realizaba el trabajo. Cada proteina

estaba a una concentracion aproximada de 1 mM.

Anti-FurA Anti-FurB Figura 4.3.2.a.- Resultado del dot-blot para

Tp 2u T 2p comprobar cross-reactividad de Anti-FurA y
Anti-FurB. En la figura se muestran reveladas las
membranas de PVDF. Donde se indica, se
pusieron 1 o 2 pl de las proteinas FurA, FurB o
GSTFurC y se incubé con cada uno de los
FurB " anticuerpos. Se observa que Anti-FurA sélo
reconoce a FurA, y Anti-FurB soélo a FurB.

FurA

GST-FurC

El resultado fue que los anticuerpos ensayados no reconocian a FurC, asi que
se decidid comprobar la sobreexpresion de FurC en el mutante de forma indirecta;
viendo la sobreexpresion de su mRNA. Esto se hizo siguiendo el procedimiento
indicado en el apartado 3.2 de esta memoria. Para ello se extrajo RNA de cada colonia
(A, By C) y de una muestra control de Anabaena sp. 7120 wild-type; se realiz6 una
retrotranscripcion, se igualé el housekeeping (rnpB) y se comprobo si la expresion del
mensajero de furC variaba. Se consiguio igualar el gen rnpB rapidamente con 0,5 ul de
cDNA para la colonia C; por lo que se hizo la prueba con el gen furC utilizando el doble
de cantidad de cDNA, ya que sino no se observa el mensajero de furC como se vio en
el apartado 4.1. (Figura 4.3.2.b).

colonia C WT

Figura 4.3.2.b- Comprobacién de Ila
transcripciéon de furC en Anabaena WT y en la
colonia C resultante de la conjugaciéon. En la
figura se muestra el resultado de la PCR sobre
cDNA con los oligos para amplificar furC y rnpB.

rnpB

FurC
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El resultado fue que se sobretranscribia furC en la colonia C (EB2770FurC)
resultante de la conjugacion. Para poder afirmar que se sobreexpresa la proteina
FurC, serd necesario obtener un anticuerpo anti-FurC; ya que aunque se sobreexprese
el mensajero, este puede tener un RNA antisentido que regule la transcripcién de la
proteina. Esto ya se ha visto para FurA (Hernandez et al., 2006).

4.4.Caracterizacion del mutante EB2770FurC

Tras la obtencion del mutante se debe caracterizar su crecimiento. Ademas,
como se habian obtenido resultados que indican que FurC puede tener alguna relacion
con los ficobilisomas, se puso especial atencién en examinar que les ocurria a las

ficobiliproteinas en el mutante EB2770C.
4.4.1. Curvade crecimiento

Para caracterizar al mutante EB2770 se tomaron medidas de la densidad
Optica, la concentracién de clorofila, carotenoides, ficobiliproteinas y proteinas totales
a lo largo del tiempo. Al mismo tiempo, se hicieron estas medidas de un cultivo de
Anabaena sp. 7120 wild-type para saber si EB2770C se comporta de manera distinta.
Estas medidas se hicieron por duplicado para los dos tipos de cultivo y los resultados

se muestran a continuacion:

b8 Abs 750

1,6 -
1,4 -

1,2 A

=—4—EB2770C
WT

0 T T T T T 1

0 2 4 6 & 10 12
t (dias)

Figura 4.4.1.a.- Crecimiento del mutante EB2770C en comparacion con la cepa wild-
type PCC 7120 expresado como densidad 6ptica. Las lineas verticales se refieren a la
desviacion estandar de dos experimentos independientes en la estirpe EB2770C (negro) y
WT (gris).
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Clorofila
20 -
T

S p
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3
o
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o
1
< 5. ——EB2770C
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0 2 4 6 8 10 12

t (dias)

Figura 4.4.1.b.- Crecimiento del mutante EB2770C en comparacién con la cepa
wild-type PCC 7120 expresado como contenido en clorofila (ug clorofila/ml cultivo). Las
lineas verticales se refieren a la desviacion estandar de dos experimentos independientes en
la estirpe EB2770C (negro) y WT (gris).

En las gréficas anteriores se muestra que, al parecer, la estirpe EB2770C crece
en estadios iniciales de forma similar a la estirpe wild-type. Sin embargo, cuando se
alcanza la fase exponencial la estirpe EB2770C crece menos. Este resultado no es
muy concluyente, ya que tenemos una variacién estandar muy grande para la estirpe
EB2770C en la fase de crecimiento exponencial. Esto pudo deberse a la disminucion
del volumen total de cultivo conforme avanzaba el experimento. Debido al burbujeo, el
medio de cultivo se evaporé de forma diferente en los cultivos. Esta evaporacién da
lugar a aumentos de clorofila 0 DO por disminucién del volumen (concentracién de
cultivo), y no por el crecimiento de Anabaena. Este experimento se deberia de repetir
controlando mejor las condiciones, pero parece dar indicios de que no hay diferencias

en el crecimiento de EB2770C con respecto a la estirpe wild-type.

En cuanto a las ficobiliproteinas tenemos los siguientes resultados:
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160 - Ficobiliproteinas

140 -
120 -

100 -

80 -
—4—=EB2770C

wT
40 -

20 -

Mg ficobiliproteinas /ml cultivo

450 r

Proteinas totales

400 T
350
300 4

250 -

200 - —4—LEB2770C

150 - WT

100

Hg proteinas /ml cultivo

t (dias)

Figura 4.4.1.c.- Concentracién de ficobiliproteinas y proteinas totales a lo largo del
crecimiento del mutante EB2770C en comparacion con la cepa wild-type PCC 7120 Las
lineas verticales se refieren a la desviacién estandar de dos experimentos independientes en
la estirpe EB2770C (negro) y WT (gris).

Parece que la estirpe mutante EB2770FurC contiene menos ficobiliproteinas
qgue la wild-type. Pero, EB2770C también tiene menos proteinas totales por lo que
para obtener mas informacion podemos relacionar las ficobiliproteinas con las
proteinas totales en forma de %. También se hizo esto para la clorofila y los

carotenoides como se muestra a continuacion.
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Figura 4.4.1.d.- Porcentaje de ficobiliproteinas, clorofila y carotenoides a lo largo
del crecimiento del mutante EB2770C en comparacion con la cepa wild-type PCC 7120.
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A pesar de que el mutante parecia tener menos ficobiliproteinas que la estirpe
WT, fijAndonos en la ratio, se ve que la estirpe mutante tiene mas porcentaje de estas
proteinas. Es decir, aunque la concentracion de proteinas totales (tener en cuenta que
la DO de ambas estirpes es el mismo por tanto deberia contener la misma cantidad de
proteinas) y ficobiliproteinas son menores en la estirpe EB2770C que en la WT; la
relacion es mayor. Esto se podria interpretar como que la estirpe EB2770C sintetiza
menos proteinas en general, pero esta disminucibn no afecta tanto a las
ficobiliproteinas. Lo mismo ocurre con los demas pigmentos analizados. La diferencia
de parametros entre WT y EB2770C es siempre mayor en la fase exponencial.

Este resultado, junto con el del pull-down (FurC une ficobiliproteinas), parece
indicar que la sobreexpresion de FurC podria estabilizar a las ficobiliproteinas
impidiendo que se degraden tanto como las demas proteinas. Esta estabilizacion
también afectaria a la clorofila, ya que estad formando los fotosistemas a los que se
unen los ficobilisomas. En cuanto a los carotenoides, aumentarian porque forman
parte del aparato fotosintético. Esto tendria consecuencias en un aumento de la

eficiencia fotosintética que deberia ser comprobado con futuros experimentos.

4.4.2. Comportamiento en deficiencia de nitrégeno

Para terminar de enlazar los resultados obtenidos, se analizé qué ocurria con
las ficobiliproteinas en la estirpe EB2770C cuando estaba frente a una deficiencia de
nitrdgeno. Este analisis venia motivado por el hecho de que el mRNA de furC se
transcribia mas en estas condiciones. Para ello se elimind el nitrato del medio en la
fase exponencial de cultivo de la estirpe mutante, y de manera simultanea, en la wild-
type. Se tomaron fotografias a distintos tiempos después de la retirada de nitrégeno
con el microscopio Nikon Eclipse 50i Epi-Fluorescence para ver si habia diferencias en

el patron de diferenciacion a heterocistos.
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0 horas

<
EB2770C -

En esta imagen a tiempo cero, se ve que la estirpe mutante y la WT se

diferencian en la longitud de las cadenas. EB2770C tiene filamentos largos como la

WT pero también muchos cortos. En cuanto al color y fluorescencia son similares.

6 horas
WT

EB2770C

Tras seis horas en ausencia de nitrato en ambas estirpes aln no se aprecian

heterocistos. La longitud de las cadenas se ha igualado, probablemente por las

condiciones del cultivo (el burbujeo hace que se rompan mas cadenas).
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26 horas
WT

EB2770C

Tras 26 horas sin nitrato comienzan a apreciarse diferencias ya que en la
estirpe WT aparecen heterocistos (sefialados con flechas), segun el patrén habitual
(uno por cada 10-20 células vegetativas). Vemos que en una cadena hay dos
heterocistos separados por 13 células vegetativas. Sin embargo, en la mutante la

frecuencia de aparicion de heterocistos es menor.

2dias
WT

EB2770C

30



RESULTADOS Y DISCUSION
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Tras dos, tres y cuatro dias ya no se observan diferencias entre la estirpe
mutante y WT. Parece haber una diferencia si nos fijamos en el dia 2, la estirpe
mutante tiene menos intensidad de fluorescencia; puede que esto esté relacionado de
nuevo con las ficobiliproteinas, que son las responsables de la autofluorescencia de
Anabaena. Ademas, a simple vista el cultivo de la estirpe mutante tiene un color

distinto (méas amarillo) que la wild-type (Figura 4.4.2.a).

31



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 4.4.2.a- Evolucion de un cultivo del mutante EB2770C en comparaciéon con
la cepa wild-type PCC 7120 cuando se le elimina el nitrato del medio de cultivo.

ficobiliproteinas de estos cultivos.

Por esta observacion y todos los resultados anteriores se decidié medir las

Tabla 4.4.2.- Evaluacion de la concentracion de pigmentos en las estirpes Anabaena sp. 7120 y EB2770C
a lo largo del crecimiento cuando se elimina el nitrato del medio de cultivo.

ug proteinas/ml cultivo

Clorofila (ug/ml Ficobiliproteinas| Proteinas %
. DO 750 a g (ng/ml cultivo) |totales (ug/ml|Ficobiliproteinas
t (dias) cultivo) cultivo)
EB2770C| WT |EB2770C| WT |EB2770C| WT [EB2770C| WT |[EB2770C| WT
0 0,42 0,42 3,41 3,62 28,19 28,54 | 42,73 |41,89| 65,97 | 68,120
3 0,53 0,70 2,27 2,91 8,15 14,76 | 11,57 [34,07| 70,47 | 43,34
Ficobiliproteinas & proteinas % Ficobiliproteinas
totales 20 -
45 - m EB2770C ficob.
10 . 70 - m EB2770C % Ficob.
3 = WT ficob. 2 o = WT % Ficob.
1 EB2770C prot. £
30 g 50
_ B WT prot. =
il = |
15 - g
10 - % 20 -
5 - 10 -
0 - 0 -

t (dias)

t (dias)

Figura 4.4.2.b.- Evolucion de las ficobiliproteinas y proteinas del mutante EB2770C
en comparacion con la cepa wild-type PCC 7120 cuando se le elimina el nitrato del
medio de cultivo.
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En los datos obtenidos vemos que, efectivamente, la estirpe EB2770C tiene
muchas menos ficobiliproteinas totales, por ello se aprecia un color mas amarillo. Pero
también es cierto que tiene muchas menos proteinas totales y densidad Optica a 750
nm. Por eso, es mas informativo prestar atencion al dato del porcentaje de
ficobiliproteinas. Este dato nos dice que la estirpe mutante, a pesar de haber crecido
peor y tener menos proteinas totales, tiene mucho mas porcentaje de ficobiliproteinas.
Es decir, la estirpe mutante degrada menos las ficobiliproteinas que las demas
proteinas.

Este resultado concordaria con el obtenido en la curva de crecimiento, FurC
estabiliza a las ficobiliproteinas. Este hecho podria ser perjudicial para Anabaena
cuando se elimina el nitrégeno, ya que le faltarian metabolitos procedentes de las
ficobiliproteinas para realizar con éxito la diferenciacion a heterocisto. Esto provocaria
que sobrevivieran menos células, y por ello vemos menos densidad Optica y menos
proteinas totales. Asi se explicaria también porqué a las 26 horas de eliminar el
nitrégeno vemos menos heterocistos en la estirpe mutante que en la WT. Que se
observe esta diferencia a las 26 horas, podria indicar que FurC puede ejercer su papel
de forma mas predominante en los estadios intermedios de la diferenciacion a

heterocisto.
4.4.3. Andlisis de latranscripcién de HetR y NtcA.

Por todos los resultados que se habian obtenido, se decidi6 realizar RT-PCR
sobre el DNA del mutante y Anabaena sp. 7120 para ver si habia alguna diferencia en
los principales reguladores del metabolismo del nitrdgeno en Anabaena: HetR
(regulador de la formacién del heterocisto) y NtcA (sensor del balance carbono:
nitrégeno).

Para ello se usaron 0,5 pl de cDNa para rpB, NtcA y HetR; y 1 pyl para
amplificar furC. EI cDNA provenia de un cultivo de Anabaena y del mutante en medio
BG11 con 1,35 mg/ml de NO;. El resultado se muestra en la figura 4.4.3. Como
vemos, furC se transcribe mas en EB2770C; sin embargo, NtcA se transcribe muy
poco en ambas estirpes y HetR no se transcribe en ninguna de las dos.

Es decir, la mayor expresion de furC no parece afectar a la transcripcion de los
reguladores generales del nitrdgeno HetR y NtcA.

Seria interesante continuar este analisis transcripcional con muchos otros
genes como NbIA. La proteina NbIA es la encargada de degradar a las ficobiliproteinas

(Baier et al. 2004) en el proceso de diferenciacion a heterocisto. Otros genes
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interesantes a estudiar serian los que codifican para ficobiliproteinas y linker asociados

a estas, ya que FurC se une a los linker.

EB2770C WT EB2770C WT Figura 4.4.3- Comprobacién
de la transcripcién de furC, HetR,

FUrC mps NtcA 'y rnpB en Anabaena WT y en
EB2770C en medio BG11 con NOj
. En la figura se muestra el resultado

NtcA HetR dg la PCR sobrg .cDNA con los
oligos para amplificar los genes
citados.

4.5.Modelo de accion de FurC

Con los resultados obtenidos se podria establecer la siguiente hipétesis:
cuando hay déficit de ficobiliproteinas (por las condiciones ambientales o la
degradacién que se produce en déficit de nitrégeno) se activa la transcripcion de furC.
FurC se traduce y se une a dos linker del ficobilisoma. Con esta unién estabiliza al
ficobilisoma y evita su degradaciéon. Como consecuencia de esta estabilizacion
también aumentan los pigmentos fotosintéticos como la clorofila o los carotenoides.
Esto es debido a que el ficobilisoma esta asociado a al fotosistema Il y participa
activamente en la fotosintesis ejerciendo como antena captadora de fotones.

En posteriores investigaciones se debera concretar que sefal es la que induce
la trascripcion de furC. Podria tratarse de un producto de degradacion de
ficobiliproteinas o de alguna otra sefial celular como respuesta al incremento de la
ratio carbono/nitrégeno.

Con la figura 4.5 se resumiria este modelo de accién:

|

+1

;

Ficobiliproteinas
l £ FurC

Fig.1 Linker

Thylakoid membrane Thylakoid membrane

Figura 4.5.- Modelo propuesto para la accién de FurC. Cuando hay

déficit de ficobiliproteinas la trascripcion de FurC se activa, dicha proteina
se une a los linker de los ficobilisomas y los estabiliza.

34



CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo de investigacion las conclusiones obtenidas

son las siguientes:

1.

La transcripcibn de furC en Anabaena WT se induce en déficit de nitrdgeno
combinado. Esta induccion es mayor a las 6 horas de haber retirado el nitrégeno.
FurC se une al péptido linker del ficobilisoma de 7.8 kDa asociado a aloficocianina y
al péptido linker del ficobilisoma de 34.5 kDa asociado a ficoeritrocianina. Dos
proteinas que actian como linker estabilizando los ficobilisomas.

Se ha logrado sobreexpresar FurC en Anabaena sp. PCC7120 a partir del
plasmido pAM2770FurC. Como resultado se ha obtenido el mutante de Anabaena
sp., al que se le ha llamado EB2770FurC.

El mutante EB2770C tiene un porcentaje mayor de ficobiliproteinas, carotenoides y
clorofila, con respecto a las proteinas totales, que la estirpe wild-type. Aunque el
tiempo de duplicacion es el mismo.

El mutante EB2770C, en déficit de nitrato, tiene mayor porcentaje de
ficobiliproteinas, pero crece peor y tiene menos proteinas totales que la estirpe wild-
type.

El mutante EB2770C, a las 6 horas de haber retirado el nitrato del medio de cultivo
tiene menos heterocistos que la estirpe wild-type.

El mutante EB2770C en presencia de nitrato no presenta diferencias en la
transcripcion de hetR y ntcA con respecto a la estirpe wild-type.

Todos estos resultados nos han permitido proponer un modelo de actuacion de

FurC en Anabaena sp. PCC7120. Este modelo se detalla en el apartado 4.5.
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