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RESUMEN

Las algas son organismos fotosintéticos presentes en una gran diversidad
de ecosistemas. Estos organismos son los productores primarios dominantes en
latierray tienen un papel primordial en la produccion de O, fijacién de CO-, ciclo
del nitrégeno (N) y en la estabilizacion de los ecosistemas. Sin embargo, su alta
capacidad de proliferaciéon en condiciones de exceso de nutrientes, como las
producidas por la contaminacion de diferentes nichos acuaticos, también es la
causa de la eutrofizaciéon de estos ecosistemas. Desde un punto de vista
biotecnoldgico, algunas algas tienen un alto valor debido a su interés alimenticio,
nutracéutico y su capacidad de producir compuestos de valor afiadido.

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde que se ha desarrollado
como un organismo modelo y que ha permitido conocer a nivel bioquimico,
genético y molecular una gran cantidad de procesos biolégicos, entre los que
destacamos la asimilaciéon de nitrégeno (N). Esta microalga también ha
permitido abordar las bases para entender las interacciones mutualistas con
bacterias, basadas en el intercambio de carbono (C) por nitrégeno. En las tiltimas
décadas, Chlamydomonas también ha emergido como un organismo con un gran
potencial biotecnoldgico en procesos de biorremediacion y producciéon de
biocombustibles.

Chlamydomonas, al igual que las plantas, puede utilizar fuentes de N
inorganico como amonio (NHs*), nitrato (NO3z’) y nitrito (NOz) y organico
(aminoacidos, urea, urico, etc.). Sin embargo, existe una preferencia de unas
formas de N sobre otras, que obedece a mecanismos reguladores. Ademas, en
condiciones de exceso de N (fundamentalmente NO3), las algas pueden generar
el gas de efecto invernadero 6xido nitroso (N20).

En este trabajo hemos intentado avanzar en el estudio de cémo el NOs,
como nutriente o como molécula seflal, impacta en otras rutas en
Chlamydomonas. En primer lugar, estudiamos la desasimilaciéon de NO3-/NO, a
N0 (Capitulo 1). En segundo lugar, abordamos el papel del NO3-, como molécula
sefal, sobre la asimilacion del nitrégeno organico, la acumulacién de almidon,
lipidos, compuestos carotenoides, y clorofila (Capitulo 2). Finalmente, un
analisis transcriptomico, junto con un estudio de promotores y de factores de
transcripcién, nos ha permitido sugerir nuevos papeles reguladores mediados
por NO3 y NIT2 (Capitulo 3).



Capitulo 1. El 6xido nitroso (N20) es un potente gas de efecto invernadero
cuya produccidén y liberacién estd aumentado considerablemente durante las
ultimas décadas, en gran parte por causas antropogénicas. Para el estudio de la
desasimilacion de NO3-/NO, hasta N0 por microalgas, nos hemos planteamos
los siguientes objetivos. 1) Busqueda de genes implicados en dicho proceso que
estén presentes en los genomas de algas (NIRK, CYP55, FLV y HCP) y el
establecimiento/validacién de una estrategia para estudiar la desasimilacién de
NO3/NOz a N20 en Chlamydomonas. Para ello se ha utilizado la metodologia de
espectroscopia CRDS (Cavity Ring-Down Spectroscopy) que permite monitorizar
las concentraciones de N>0 y CO, de forma continua, y hemos usado estirpes de
Chlamydomonas en las que se ha interrumpido la asimilaciéon de NO3z/NOy
mediante la mutacién NO- reductasa (NiR). Esto nos ha permitido conocer el
papel de diferentes actores involucrados en este proceso de desasimilacién
como son NIT2 (el regulador maestro de la asimilaciéon de NO3); NIT1/NIA1
(NOs reductasa), ARC/NOFNiR (Nitrito reductasa formadora de NO que
funciona junto a la NR), CYP55 y FLV (NO reductasas, mitocondrial y
cloroplastica, respectivamente).

Los resultados han permitido proponer que el complejo NR/ARC tiene un
gran impacto en las emisiones de N0 tanto en luz como en oscuridad, a través
de la producciéon de NO. Que ambas CYP55 y FLV son necesarias, como NO
reductasas, para que se produzcan altas emisiones de N;O. Dado que FLV y
CYP55 tienen localizaciones diferentes, se sugiere que debe existir una
coordinacién mitocondria-cloroplasto para dicho proceso. Ademads, en este
Capitulo hemos estudiado c6mo estas condiciones que favorecen la produccion
de N0 impactan en el metabolismo central de las algas y afectan las emisiones
de CO..

Capitulo 2. El papel de NOs- como sefial, independiente de su asimilacion,
se ha estudiado en estirpes de Chlamydomonas que no pueden reducir NO3z- a
NO2, pero donde se genera una situacion diferente a la falta de N. Los resultados
indican que muchos de estos efectos del NO3; estdn mediados por el gen
regulador NIT2 y determinan una inhibicién de la gametogénesis, inhibicién de
la asimilacién de formas de nitrégeno organico, evita la degradacién de la
clorofila y permite mantener una actividad fotosintética apropiada, y a la vez
sintetizar mas almidon, pero menos triacilglicéridos (TAGs). El mantenimiento
de los niveles de DGDG (DiGalactosylDiacylGlycerol; un lipido de la membrana
del tilacoide), compuestos carotenoides y clorofila apoyan al efecto de NOs
/NIT2 en la proteccion del aparato fotosintético.
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En presencia de NOs;, la estirpe carente de NR estd impedida para asimilar
fuentes organicas de N. El trabajo realizado en este Capitulo nos ha permitido
aislar mutantes afectados en un componente de sefializacién, atin por identificar,
cuya alteracion permite revertir especificamente la regulacién negativa por NO3-
/NIT2 para la asimilacién de N organico.

Capitulo 3. En este Capitulo, se ha realizado un analisis transcriptémico que
nos ha permitido estudiar los niveles de transcritos de aquellas rutas que se han
estudiado en los Capitulos 1y 2. Se han determinado los patrones de expresion
de genes que estarian regulados positiva y negativamente por NOz-y NIT2, entre
los que se incluyen los implicados en la desasimilacién de NO»- y la asimilacién
de N organico. Finalmente, un analisis de promotores y estudio de expresion de
Factores de Transcripcion (FTs) en respuesta a NH4*, NO3 o deficiencia de
nitrégeno, ha permitido proponer modelos de regulacidon para algunas de las
rutas estudiadas.
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ABSTRACT

Algae are photosynthetic organisms that thrive in a great variety of
ecosystems. These organisms are the dominant primary producers on our planet
and have essential roles in O, production, CO; fixation, nitrogen (N) cycle, and
the stabilization of different ecosystems. However, their high proliferation
capacity under excess nutrient conditions, like those present in contaminated
aquatic niches, can cause the eutrophication of ecosystems. From a
biotechnological perspective, some algae are very relevant due to their
nutritional and nutraceutical interest, as well as their capacity to produce high-
value products.

Chlamydomonas reinhardtii is a green microalga that has arisen as a model
organism, helping understand many biological processes at the molecular level,
including nitrogen (N) assimilation. This microalga has also been used to
understand algal-bacteria mutualistic interactions based on carbon and nitrogen
exchange. Moreover, Chlamydomonas reinhardtii has emerged as an important
biotechnological tool in bioremediation and biofuel production.

Like plants, Chlamydomonas can use inorganic ammonium (NHy4*), nitrate
(NO3), and nitrite (NO2") and organic (amino acids, urea, uric, etc.) nitrogen.
However, there exists a preference for some forms of N over the others, which is
controlled by complex regulatory mechanisms. Furthermore, under excess N
(mainly NOy'), microalgae can generate the greenhouse gas nitrous oxide (N20).

In this thesis dissertation, we studied the impact of NO3- as a nutrient or
signal molecule on different processes in Chlamydomonas. First, we studied NO3
/NO2 dissimilation to N,O (Chapter 1). Second, we tackled the role of NO3- as a
signal molecule in regulating organic N assimilation and accumulation of starch,
lipids, carotenoids, and chlorophyll (Chapter 2). Finally, a transcriptomic
analysis and a study of promoters and Transcription Factors (TFs) have allowed
us to elucidate new regulatory roles mediated by NO3-/NIT2 (Chapter 3).

Chapter 1. Nitrous oxide (N;0) is a potent greenhouse gas whose emission
rate has increased during the last decades, mainly due to anthropogenic causes.
To study NO3z/NO;- dissimilation by green microalgae, we set the following
goals. 1) Identification of genes involved in this process (NIRK, CYP55, FLV, and
HCP) present in different algal genomes, and 2) the validation of a strategy to
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enhance and study the dissimilation pathway in Chlamydomonas. With this
purpose, we have used CRDS (Cavity Ring-Down Spectroscopy), which allows the
continuous measurement of N>O and CO; in Chlamydomonas strains lacking NO»
reductase activity (NiR). This strategy dramatically increased N,O production
and allowed us to study the role of NIT2 (the master regulator of nitrate
assimilation), NIT1/NIA1 (nitrate reductase (NR), ARC/NOFNiR (a protein
involved in NR-dependent NO synthesis from NO-), CYP55 (mitochondrial NO
reductase), and FLV (chloroplast NO reductase) in this process. The results
presented in this Chapter show that the NR/ARC complex greatly impacts N,O
emissions, in both light and darkness, by affecting NO accumulation.
Furthermore, our data highlight that CYP55 and FLV are required for N0
emissions in light and dark conditions. The need for both proteins and the
different subcellular locations of FLV and CYP55 suggest a crosstalk between
mitochondria and chloroplast in this process. This section also studied how
variations in the capability to synthesize N,O affected CO, emissions.

Chapter 2. NOs3 role as a signal, independent of its assimilation and
mediated by NIT2, has been analyzed in a Chlamydomonas strain lacking NO3-
reduction capability. This strain cannot grow in NO3- but can take it up, impacting
numerous processes. Our results indicate that intracellular NOs- is involved in
gametogenesis inhibition, blocking organic N assimilation, preventing
chlorophyll degradation, protecting photosynthetic activity, promoting a more
pronounced starch synthesis, and exhibiting a reduced accumulation of
TriAcylGlyceride (TAG). The maintenance of DGDG (DiGalactosylDiacylGlycerol;
a lipid of the thylakoid membrane) and photosynthetic pigments (carotenoids
and chlorophyll) in the presence of non-assimilable NOs- indicates that NOz
/NIT2 are relevant players in the protection of the photosynthetic apparatus.

The same strain that cannot grow in organic N in the presence of NO3- has
allowed us to isolate mutants affected in a signaling component, still unknown,
which lose the repression and recover the ability to grow in organic N in the
presence of NOs-.

Chapter 3. In this Chapter, a transcriptomic analysis in the presence of NO3-
and in different strains was performed, allowing us to complement the studies
of those genes showed in Chapters 1 and 2. In addition, the expression patterns
of genes positive and negatively regulated by NOs- and NIT2 have been assessed,
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including those involved in NO2 dissimilation and organic N assimilation.
Finally, the analysis of different promoters and the expression patterns of some
TFs has allowed us to propose a regulatory model for some of the studied
pathways.
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Introduccién

INTRODUCCION

I.1. Impacto Ecolégico y Potencial Biotecnolégico de las algas

Las algas son organismos fotosintéticos presentes en una gran diversidad
de habitat; desde sistemas acuaticos de aguas dulce y marinos, hasta arenas del
desierto, aguas termales, y nieve. La variedad morfoldgica de estos organismos
varia desde microalgas unicelulares hasta formas complejas multicelulares que
pueden llegar hasta mas de 60 metros de longitud (algunas de las microalgas
mas estudiadas pueden verse en la Figura I.1). Las algas son los productores
primarios dominantes en la tierra y tienen un papel primordial en la
productividad global, produccién de O, fijacién y captacién de CO, y en los ciclos
biogeoquimicos.

Por su alto contenido en proteinas, vitaminas, antioxidantes, carotenoides,
etc., las algas estan teniendo un uso, cada vez mas en auge, en alimentacion,
siendo procesadas industrialmente para suplementos alimenticios. Ademas,
pueden ser fuente de compuestos utilizados en la industria cosmeética,
compuestos medicinales (Grossman et al., 2007; Wells et al., 2017), asi como de
fitohormonas (Calatrava et al., 2022), entre otros.

Figura I.1. Imagenes de microalgas. A) Chlamydomonas reinhardtii, B) Chloroidium
sp., C) Phormidesmis sp., D) Chlorococcum sp. E) Heterochlamydomonas sp., F)
Klebsormidium nitens G) Symbiodinium sp. H) Coccomyxa simplex 1) Desmodesmus
quadricauda, J) Chlorococcum cf.,, Oleofaciens, K) Chlorella vulgaris, L) Porphyridium
purpureum, M) Coelastrum indicum, N) Coelastrella aeroterrestrica, N) Bracteacoccus
aggregatus. Imagenes tomadas de (Chekanov et al, 2020; Ferreira de Oliveira and
Bragotto, 2022; Ramos et al., 2018; Rodriguez-Palacio et al., 2022)
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Introduccion

Las algas también tienen interés por su impacto en la estabilidad de los
ecosistemas. En este sentido, las algas pueden interaccionar con otros
organismos de su entorno, siendo estas interacciones mutualistas favorables
para la supervivencia de los organismos involucrados y de interés ecolégico. Por
ejemplo, el alto contenido en carbono de los corales viene del CO; fijado por algas
del género Symbiodinium que viven dentro de los tejidos del coral. Por otro lado,
la proliferacién en exceso de algas en lagos y océanos (algal bloom) ocasiona la
eutrofizacion de estos ecosistemas acuaticos. Ademas, ciertos grupos de algas y
cianobacterias son productoras de neurotoxinas las cuales causan un importante
dafio en los ecosistemas en los que proliferan descontroladamente (Grossman et
al,, 2007).

En la actual era gendmica en la que nos encontramos, se han secuenciado
cientos de genomas de algas (https://phytozome-next.jgi.doe.gov) que pueden
proporcionar informacién acerca de la fisiologia, rutas metabélicas, produccidon
de compuestos de interés, etc.

1.2. Chlamydomonas como organismo modelo

Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas de aqui en adelante) ha
emergido como un importante organismo modelo (Salomé and Merchant, 2019)
y son muchos los atributos que han contribuido a ello. Chlamydomonas tiene un
crecimiento facil y versatil en el laboratorio, puede crecer en condiciones
mixotroficas, autotréficas y heterotroficas, lo que permite la seleccion de
mutantes para el estudio de los mecanismos responsables del crecimiento en
diferentes condiciones ambientales. Tiene un ciclo de vida asexual como alga
haploide unicelular, pero también un ciclo de vida sexual con la formacién de
células diploides. Esto posibilita la realizacion de cruces genéticos y
transferencia de genes/mutaciones. El genoma de Chlamydomonas ha sido
secuenciado (Merchan et al,, 2007) y existen una gran coleccién de mutantes,
muchos de ellos etiquetados (www.chlamycollection.org). También, se han
desarrollado multitud de herramientas moleculares, incluyendo técnicas de
transformacion de sus tres genomas (nuclear, cloroplastico, y mitocondrial).
Todo ello ha permitido desarrollar numerosos estudios bioquimicos,
metabdlicos, y fisioldgicos que han permitido el conocimiento de la estructura,
funciéon y regulacién de numerosos procesos biologicos (muchos de ellos
recogidos en la dltima edicién del Chlamydomonas Sourcebook, 2023).
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Figura 1.2. Detalles de una célula
vegetativa de Chlamydomonas.
Adaptada de Sasso et al., 2018.
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para mejorar la colitis ulcerosa (Fields
et al, 2020), entre otros. Ademas, Chlamydomonas también es un excelente
modelo para estudiar las bases de las interacciones mutualistas con bacterias,
basadas en el intercambio de carbono por nitrégeno (Calatrava et al., 20233,
2018). Ciertas interacciones mutualistas tienen un potencial biotecnolégico
aplicable a biorremediacion, y produccion de H, (Fakhimi et al., 2020; Torres et
al,, 2022), entre otras aplicaciones (revisado en Calatrava et al., 2023a).

Uno de los procesos claves ampliamente estudiados en Chlamydomonas
durante las dltimas décadas es la asimilacién de N. Algunos de los estudios
pioneros realizados en esta alga han sido esenciales para ayudar a dilucidar
mecanismos conservados en plantas. En esta Tesis Doctoral hemos utilizado esta
alga para analizar el papel del NO3- como nutriente y como molécula sefial en la
regulacion de una serie de procesos bioquimicos y fisiologicos del alga.

I.3. Asimilacion de nitrégeno en Chlamydomonas

El N es un macronutriente fundamental para todos los organismos vivos,
siendo necesario para la construccion de biomoléculas esenciales como
aminodcidos, proteinas, acidos nucleicos, etc. La mayor cantidad de N en el
planeta se encuentra en forma de N3, pero este sélo esta disponible como fuente
de N para algunos eucariotas en simbiosis con bacterias fijadoras de N. Por lo
tanto, para la mayoria de los eucariotas fotosintéticos, NHs* y NOs+ (N
inorganico) constituyen la fuente primordial de N para su asimilacién. El N
inorganico en su forma mas reducida (NH4*) es incorporado a esqueletos
carbonados, que en condiciones autotréficas provienen del CO: fijado
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fotosintéticamente, lo que lleva a la construccion de los primeros pilares
necesarios para la sintesis de proteinas, los aminoacidos.

El aumento exponencial en la demanda de alimento en el mundo ha
disparado el uso de abonos nitrogenados como fertilizantes para aumentar los
rendimientos en agricultura. Esto ha llevado a procesos indeseables como la
pérdida de N en forma de gases (NO, N>0O), o mediante lixiviacién y escorrentias
del exceso de N que la planta no asimila. Estos procesos conllevan pérdidas
econdmicas, contaminacién atmosférica, y alteracién de los ecosistemas
acuaticos por la llegada masiva de N a los mismos (Berman and Bronk, 2003;
Seitzinger and Sanders, 1997).

Chlamydomonas, al igual que las plantas, también puede asimilar formas de
N organico como aminodacidos, ureas, purinas y oligopéptidos. Sin embargo,
Chlamydomonas prefiere las formas de N inorganico dando lugar a lo que se ha
denominado piramide nutricional del N. El NHs* es la forma preferente y se
encuentra en la base de la pirdmide. En segundo lugar, estd el NO3- (la parte
media de la pirdmide) y finalmente estan las formas de N organico (en el pico de
la piramide). Esta jerarquia obedece a mecanismos reguladores, todavia no muy
bien conocidos. De manera que el NH4* reprime la asimilaciéon de NOz- y N
organico; y el NO3z reprime la asimilacién de N organico (Calatrava et al., 2023b).

I.4. Asimilacion de Nitrégeno Inorganico

La asimilacion de N inorganico se ilustra en la Figura 1.3. (Calatrava et al,,
2023b) en la que se representan tanto la asimilacién de NHs* como la de NO3-.

I.4.1. Asimilacion de NH4+*

La asimilacion de NH4* conlleva dos procesos: transporte al interior de la
célula y del cloroplasto y, en segundo lugar, la incorporacién a esqueletos
carbonados mediante el ciclo GS/GOGAT (Glutamine Synthetase/Glutamate
Synthase).

Entre los transportadores de NH4* se distinguen aquellos de baja afinidad,
pero alta capacidad (LATS, Low Affinity Transport System) y los de alta afinidad,
pero baja capacidad (HATS, High Affinity Tranport System). Se propone que los
LATS se encuentran fundamentalmente en células vegetativas y pregametos,
mientras que en los gametos estarian presentes ambos, LATS y HATS (Ermilova
etal., 2010). Laidentidad molecular de los LATS no esta del todo bien establecida
y se ha propuesto que, ademas de AMTs (AMmonium Transporters), algunos
miembros pueden estar relacionados con canales de K* (Ariz et al,, 2018). En
cambio, los HATS son transportadores de la familia AMT-MEP (AMmonium
Transporter-MEthylamonium/ammonium  Permease), los cuales estan
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relacionados con las proteinas de humanos RH (Rhesus Human) (Marini, 1997;
Von Wirén et al,, 2000; Westhoff et al., 2002). El genoma de Chlamydomonas
tiene 8 genes que codifican miembros de la familia AMT-MEP (AMT1.1-8, ahora
denominados AMT1A-H) y dos genes que codifican proteinas RHs (RH1 y RH2).
Estas proteinas RHs se han propuesto también como LATS (Ariz et al., 2018). Sin
embargo, la proteina RH1 de Chlamydomonas funciona como un canal
bidireccional de CO; localizado en la membrana plasmatica y que se requiere
para el crecimiento del alga en condiciones de alto CO; (Soupene et al., 2004;
Yoshihara et al., 2008).

En cuanto a los AMTs, tendria diferente localizacion en la célula y su
expresion responde de manera diferencial a N. Esto sugiere que estos
transportadores permiten una adaptaciéon a cambios ambientales, respondiendo
de manera precisa a las necesidades celulares de N y asegurando un flujo
adecuado del NH4* alos compartimentos donde se va a asimilar. Las predicciones
de localizacién indican que AMT1.1, 2, 4 estarian en la membrana plasmatica,
mientras que AMT1.3 y 5 estarian en el cloroplasto y AMT1.7 y 8 estarian
presentes en la mitocondria. En cuanto a su regulacion, AMT1.1, 2, 4, 6, y 8
aumentan su expresion en respuesta a deficiencia de N (Gonzalez-Ballester et al.,
2004; Schmollinger et al., 2014)

Espacio extracelular

Citoplasma

MOCOCP1

Enzimas-Mo <— *— [~— Cofactor-Mo

NaR1
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~ NOz
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Figura 1.3. Asimilacién de N inorganico en Chlamydomonas. Figura adaptada de
Calatrava et al., 2023b. Las diferentes rutas se identifican por el color de las proteinas
involucradas. Verde, transporte y reduccion de NO3s-. Rosa, biosintesis del cofactor de
molibdeno. Amarillo, asimilacién de NO2. Naranja, transportadores de NH4*. Morado,
reduccién de NO.
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La mayor parte del NH,4* se asimila en el cloroplasto a través del ciclo GS-
GOGAT, generando glutamato. El genoma de Chlamydomonas contiene al menos
4 genes que codifican glutaminas sintetasas (GLN1-4), de las cuales dos tendrian
una localizacién citosoélica (GLN1 y 4) y otras dos (GLN2 y 3) tendrian
localizacién cloroplastica. De ellas GLN1,2 y 3 se inducen en deficiencia de N
(Schmollinger et al, 2014). En el caso de GOGAT, existen dos genes que
codificarian isoformas plastidicas. Tanto los transcritos como las proteinas para
la GOGAT dependiente de NADPH (GSN1) como la ferredoxina-GOGAT (GSF1)
aumentan su abundancia en respuesta a la falta de N (Schmollinger et al., 2014).

1.4.2. Asimilacion de NO3-

La asimilaciéon de NOs- requiere dos pasos secuenciales de transporte y dos
de reduccién. En primer lugar, el NOs3- es transportado al interior celular, para
ser reducido a NOz en el citoplasma en una reaccién catalizada por la Nitrato
Reductasa (NR). Seguidamente, el NO»" es transportado al cloroplasto, donde se
reduce a NH4* por la ferredoxina-Nitrito Reductasa (NiR), y finalmente el NH4*
alimenta el ciclo GS/GOGAT (Figura 1.3).

Los transportadores de NO3/NO> pertenecen a tres familias diferentes en
Chlamydomonas que se denominan NRT2, NRT1 y NAR1.

Los transportadores NRT2 (Nitrate Transporter 2), también conocidos como
NNP (Nitrate Nitrite Porter), estan presentes en bacterias, hongos, algas y
plantas. Chlamydomonas contiene 6 genes que codifican transportadores NRT2
(NRT2.1-6, recientemente denominados NRT2A-F) y algunos de ellos (NRT2.1y
2) requieren un segundo componente denominado NAR2 (Nitrate Assimilation-
Related) (Quesadaetal., 1994; Zhou et al,, 2000). Los diferentes transportadores
NRT?2 tienen caracteristicas funcionales diferentes. Aqui, se destaca que NRT2.1,
que funciona con la proteina accesoria NAR2, es un transportador de alta
afinidad y biespecifico de NO3-/NO,- (HAN/NIiT, system [) (Galvan et al., 1996)
que es esencial para el crecimiento en NO3- y que participa en la sefializacion de
NO3z- (Llamas et al., 2002; Rexach et al,, 2002).

La familia de transportadores NRT1/NPF (Nitrate Transporter 1/Nitrate
Peptide Family) (Zhang etal., 2020) esta altamente representada en los genomas
de plantas donde parecen tener una amplia especificidad de sustrato desde NOs-
hasta aminoacidos, péptidos, glucosinatos, auxina, &acido abscisico y
monoterpenos (Léran et al., 2014; O’Brien et al., 2016; Payne et al., 2017).

En Arabidopsis, NRT1.1/NPF6.3 es el miembro mejor estudiado y al que se
considera un transceptor (Ho et al,, 2009; Léran et al,, 2014; Vidal et al., 2020).
Chlamydomonas, al igual que muchas algas, tiene un solo gen NRT1 (Sanz-Luque
etal., 2015a).
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NAR1 se relaciona con los transportadores FNT (Formate Nitrite
Transporters) (Rexach et al, 2000; Suppmann and Sawers, 1994).
Chlamydomonas contiene 6 genes NAR1 (NAR1.1-6, ahora denominados NARIA-
F). De entre ellos se destaca NAR1.1 que codifica un transportador de NO»- al
cloroplasto (Rexach et al.,, 2000) y NAR1.2 (LCIA) que codifica un transportador
biespecifico de NO,/HCO3- (Mariscal et al., 2006). Estos dos genes muestran una
regulacion diferencial por N y C. Mientras que NARI estd bajo control del
regulador maestro de la asimilaciéon de NOs-, NIT2 (Rexach et al,, 2000), LCIA es
un gen implicado en el mecanismo de concentraciéon de HCO3-y esta bajo control
del regulador CCM1 (Carbon Concentrating Mechanism 1) (Wang et al., 2014;
Yamano et al., 2015). Asi, los transportadores NAR1 podrian servir para
coordinar la asimilacién de NO3- de acuerdo con la disponibilidad de CO,/HCO3
(Mariscal et al., 2006, 2004).

En el citosol, la reduccién del NOs- la lleva a cabo la Nitrato Reductasa (NR),
una proteina homodimérica que en Chlamydomonas esta codificada por un tinico
gen (NIA1/NIT1) (Fernandez et al, 1989). Cada mondémero contiene los
cofactores FAD, hemo b557, y cofactor de molibdeno, que constituyen tres
dominios o centros redox (Fernandez et al.,, 1989; Zhou and Kleinhofs, 1996).
Para la reduccién de NOs, los electrones (e) se transfieren secuencialmente
desde el NAD(P)H a los centros redox FAD, hemo, y cofactor de molibdeno para
finalmente reducir el NO3-a NO (Figura 1.4). La NR juega un papel clave en el
metabolismo del NO3- en Chlamydomonas porque, no solo es necesaria para el
crecimiento en NOs,, sino que también tiene un papel regulador. Como regulador
participa en la sintesis y eliminacién de la molécula sefial 6xido nitrico (NO). La
estructura modular de la NR le permite interaccionar con otras proteinas y
formar minicadenas de transporte de e para su transferencia a diferentes
sustratos. La interaccién de la NR con la molibdoproteina ARC/NOFNiR permite
la transferencia de electrones al NO; para la sintesis de NO (Chamizo-Ampudia
et al, 2016). Por otra parte, la interaccion con una THB1 (Truncated
HemogloBine 1) le permite la transferencia de e- y la dioxigenacién del NO para
dar lugar a NOs- (Sanz-Luque et al., 2015b). Este ciclo en el que la NR tiene un
papel central se ha denominado ciclo NO3-/NOs- y permite transformar una
sefal positiva (NO3-) en otra negativa (NO) y viceversa (Figura 1.4) (Bellido-
Pedraza et al, 2020; Calatrava et al, 2017; Chamizo-Ampudia et al., 2017;
Calatrava et al., 2023b).
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Figura 1.4. Estructura modular de la NR de Chlamydomonas y su interaccién con
ARC o THB1. Figura tomada de (Chamizo-Ampudia et al., 2017)

Finalmente, la reducciéon de NO,- hasta NH4* se lleva a cabo en el cloroplasto
por la enzima Nitrito Reductasa (NiR). Esta enzima requiere de electrones que le
son suministrados por la Ferredoxina reducida (Fd.d) que se genera como
consecuencia del transporte electronico fotosintético (Knaff and Hirasawa,
1991) o del NADH generado por el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato en
oscuridad (Marquez et al., 2004; Jin et al., 1998). Un tinico gen codifica la enzima
NiR en Chlamydomonas (NII1) (Quesada et al., 1998). Esta enzima es una
proteina monomérica que posee dos centros redox como grupos prostéticos: una
agrupacion sulfoférrica [4Fe-4S] y un sirohemo, ambos unidos por una cisteina
que hace de nexo de unién (Campbell and Kinghorn, 1990).

I.5. Asimilacion de Nitrégeno Organico

Las diferentes rutas que Chlamydomonas posee para captar y asimilar
fuentes de N organico se resumen en la Figura 1.5.

I.5.1. Asimilacion de aminoacidos y péptidos

Chlamydomonas puede utilizar diferentes tipos de L-aminoacidos, D-
aminodacidos, dipéptidos y tripéptidos como fuente de nitrégeno, pero tenemos
que destacar que el uso de los aminoacidos es muy especifico para cada especie
(Calatrava et al., 2023b, 2019; Chaiboonchoe et al., 2014; Zuo et al., 2012).

Para la asimilaciéon de aminoacidos y péptidos, Chlamydomonas utiliza tres
mecanismos: transporte, desaminacion extracelular y mutualismo con bacterias.

A) Transporte. Solamente la arginina se transporta eficientemente (Kirk
and Kirk, 1978). Pero la identificacion molecular de dicho transportador(es) se
desconoce. En el cloroplasto, la ADI1 (Arginina Deiminase 1) desamina la
arginina para producir citrulina y NHa*.

B) Desaminacion extracelular. La enzima periplasmica LAO1 es esencial
para este proceso en Chlamydomonas. LAO1 es una deaminasa, LAAO (L-
Aminoacid Oxidase) codificada por el gen LAO1. En Chlamydomonas LAO1
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permite el crecimiento en la mayoria de los aminoacidos proteogénicos, asi como
en ciertos di- y tripéptidos (Calatrava et al., 2019; Piedras et al., 1992; Vallon and
Richard, 1993). LAO1 cataliza la desaminacién de L-aminoacidos generando
NH4*, el correspondiente a-cetodcido y Hz0. (Vallon and Richard, 1993).
Interesantemente, los cetodcidos producidos por el alga no se incorporan,
quedando libres en el medio de cultivo (Mufioz-Blanco etal., 1990). Sin embargo,
algunos de estos cetodcidos pueden ser sustratos para la sintesis de
fitohormonas y usados para establecer interacciones mutualistas con bacterias
(Calatrava et al, 2022). Por ejemplo, cuando el sustrato de la LAO1 es el
triptéfano, se produce la sintesis de acido indolacético.
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Figura L.5. Asimilacion de N organico en Chlamydomonas. Figura adaptada de
Calatrava et al,, 2023b. Las diferentes rutas se identifican por el color de las proteinas
involucradas. Verde, asimilacién de bases puricas. Azul, asimilacién de urea. Naranja,
asimilacién de aminoacidos y péptidos.

C) Mutualismo de Chlamydomonas con bacterias. Este tercer mecanismo
ocurre cuando existen fuentes de N organico que Chlamydomonas no puede
utilizar como son: el aminoacido prolina, dipéptidos y tripéptidos (alanil-
alanina, glicina-glicina, glicina-glicina-glicina, glicil-prolina, prolina-glicina,
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glicina-hidroxiprolina, hidroxiprolil-glicina) (Calatrava et al., 2023b, 2018). Esta
interaccién mutualista se ha puesto de manifiesto con bacterias del género
Methylobacterium donde se muestra que hay especificidad de especies para
complementar el crecimiento de Chlamydomonas dependiendo del péptido. Esta
interaccion mutualista se basa en el intercambio C por N, donde la bacteria
mineraliza la fuente de N para proporcionar NH4* a Chlamydomonas, y el alga fija
C que le transfiere a la bacteria.

I.5.2. Asimilacion de urea

La urea es un subproducto del metabolismo del N y constituye una fuente
importante de N para el fitoplancton (Mitamura et al., 2012). En los ecosistemas
acuaticos la urea procede de la excrecion por parte del zooplancton, fitoplancton
y algunos animales, y la regeneracion por bacterias heterotroéficas (Berman and
Bronk, 2003; Karsten, 1993; Painter et al., 2008). La concentracién de urea en
los ecosistemas acudticos suele ser inferior a la concentraciéon de N inorganico,
pero puede aumentar debido ala escorrentia de agua desde las zonas fertilizadas
(Kudela et al., 2008; Solomon et al., 2010). La captacién de urea se puede llevar
a cabo por canales de urea/amida, acuaporinas, transportadores de baja afinidad
de la familia SLC14 (SoLuted Carried14) (Raunser et al., 2009), y las proteinas
DURS3 que son transportadores activos de alta afinidad incluidos en la Familia de
proteinas Simportadoras de Sodio:Solutos (SSSF).

En Chlamydomonas, la urea se transporta por los sistemas DUR3A, DUR3B y
DUR3C (Leftley and Syrett, 1973; Williams and Hodson, 1977). En el interior
celular, la urea se hidroliza hasta NH4* y CO2 mediante la accién secuencial de
dos enzimas DUR1 (urea carboxylase) que cataliza la carboxilaciéon de urea a
alofanato, y DUR2 (allophanate hydrolase) que cataliza la formacién de amoniaco
y CO2 (Hodson et al,, 1975; Leftley and Syrett, 1973; Semler et al., 1975). Ambos
genes DUR1 y DURZ se encuentran adyacentes y con diferente orientacién (cola-
cola) en una agrupacion génica junto con DUR3Ay DUR3B. Estos genes se inhiben
por NH4* y se activan por urea (Hodson et al, 1975) o simplemente por la
ausencia de cualquier fuente de N (Schmollinger et al., 2014).

1.5.3. Asimilacion de purinas

A nivel fisiologico, Chlamydomonas presenta dos actividades de transporte
de purinas, una especifica para adenina, guanina e hipoxantina, y la otra
especifica para xantina y urato (Lisa et al., 1995; Pérez-Vicente et al., 1991). De
estas bases nitrogenadas, la xantina parece ser la Unica que se acumula
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transitoriamente en vacuolas como material sélido (Pérez-Vicente et al., 1995).
En el genoma de Chlamydomonas encontramos seis genes (UAPA1-6/XUV1-6)
que codifican estas permeasas, las cuales pertenecen a la familia NCS2
(Nucleobase: Simporter Cation 2). Ademas hay un unico gen (NCS1) que codifica
un miembro de la familia Nucleobase:Catién Simportador 1. En Arabidopsis,
NCS1 es responsable del transporte de nucleobases hacia el cloroplasto (Mourad
etal, 2012).

Una vez en el interior celular, las bases puricas se metabolizan
inmediatamente y se utilizan como fuente de N y energia, o bien como
precursores de la sintesis de acidos nucleicos (Lisa et al., 1995). Adenina y
guanina son desaminadas por las enzimas ADA y GDA (Adenine y Guanine
Desaminases), dando como productos NHs;* e hipoxantina o xantina,
respectivamente. La XDH (Xanthine Dehydrogenase) cataliza la oxidacion de
hipoxantina a xantina y de xantina a urato, utilizando NAD+ como aceptor de
electrones. Seguidamente, la enzima UOX (Uricase or Urate Oxidase) lleva a cabo
la oxidacién de urato hasta alantoina. La alantoina se convierte en alantoato
mediante la enzima AN (AlanthoiNase) y este alantoato se degrada por la enzima
AC (AlanthoiCase); enzima hidrolasa que es capaz de catalizar la degradacidon del
alantoato a ureidoglicolato y urea, asi como del ureidoglicolato a glioxilato y urea
(Calatrava et al,, 2023b).

La expresion de los genes que codifican los transportadores de purinas
UAPA1-6/XUV1-6, y las enzimas XDH y UOX se inducen en deficiencia de N
(Schmollinger et al., 2014), mientras que la enzima AC parece tener expresion
constitutiva (Piedras et al,, 1995).

A nivel postranscripcional, muchas de las proteinas que participan en la
asimilacion de N podrian regularse mediante mecanismos redox. Estudios
proted6micos muestran que tras la deficiencia de N se produce la oxidacién
reversible de cisteinas en AMT1.5, GLN1, NRT2.1, NiR, UAPA6, UOX1, XDH1,
LAO1 0o AMT1.1 (Smythers et al., 2020). El significado de dicha regulacion redox
se desconoce, pero se sugiere que estas modificaciones podrian tener un papel
importante en aumentar la actividad de aquellos mecanismos implicados en la
captacién de N.

I.6. Regulacion de la asimilacion de Nitrogeno

Como se indicé anteriormente, las diferentes formas de N que
Chlamydomonas puede asimilar constituyen una pirdmide nutricional y esto
obedece a mecanismos reguladores. Es bien conocido que el NH4* reprime la
asimilacion de cualquier otra forma de N, estableciéndose como la fuente
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preferente. Diferentes estrategias se han usado para obtener mutantes
insensibles a NH4* e identificar el gen correspondiente. Una estrategia inicial
consistio en la mutagénesis insercional y escrutinio de sensibilidad a clorato en
presencia de NHs*. Esto llevd a la obtencién de un mutante FAR1 (Free
Ammonium Repression) (Zhang and Lefebvre, 1997) y tres Nrg (Nitrogen
represion gen) (Prieto etal,, 1996). La mutacién FAR1 mapeaba en el cromosoma
[, mientras que Nrgl permiti6 la identificacién del retrotransposén REM1
(Pérez-Alegre et al., 2005). Una segunda estrategia, también de mutagénesis
insercional, pero utilizando una estirpe que porta el reportero ARS
(ARylSulphatase) bajo el promotor del gen NIA1 (pNIA1-ARS) llev6 al aislamiento
de unos 30 mutantes parcialmente insensibles a NHs* (Gonzalez-Ballester et al.,
2005) entre ellos cyg56. CYG56 es un guanilato ciclasa dependiente de NO, cuyo
estudio permitié identificar al NO como molécula sefial relevante para la
regulacion de la ruta de sefializaciéon negativa (de Montaigu et al, 2010).
Recientemente se ha aislado el mutante nril (nitrogen repletion insensitive 1)
mediante una estrategia en la que la movilidad de una estirpe de Chlamydomonas
dependia de la expresion de un gen, que codifica una proteina del flagelo, bajo el
control del promotor de NIT1/NIA1. La estirpe parental usada para la generacion
de mutantes no tenia flagelos funcionales en presencia de NHs*, mientras que el
mutante nril era capaz de nadar constantemente en presencia de NH4* (Jia et al,,
2022). La caracterizacion de este mutante permitié identificar un factor de
transcripcidén de la familia bHLH, previamente conocido como NSG17. Se ha
propuesto que NRI1/NSG17 media la represién por NH4* de NIA1, asi como de
los genes para la asimilacion de N organico y la gametogénesis. Ademas, los
gametos de la estirpe nril muestran dificultad para su diferenciaciéon inversa
hacia células vegetativas, cuando se les proporciona NH4* (Jia et al., 2022).

Al contrario que para la represiéon por NH4*, si se conoce desde hace
tiempo el regulador maestro para la sefial positiva del NO3-que es NIT2. El locus
NIT2, en el cromosoma 1], se clon6 por etiquetado de transposon (Gulliver) que
se activaba en respuesta a clorato (Schnell and Lefebvre, 1993). Los mutantes
nit2 tienen fenotipo nit;, son incapaces de crecer en NO3 y estan afectados en la
expresion de genes esenciales para la asimilacién de NOsz;, entre los que se
incluyen NIT1/NIA1, NRT2.1, y NAR2, entre otros. La intensa biisqueda para
encontrar otros mutantes con el mismo fenotipo result6 infructuosa. Asi, tras el
analisis de unos 30.000 mutantes se propone que NIT2 es el Unico regulador
maestro para la asimilacion de NO3- (Camargo et al., 2007; Gonzalez-Ballester et
al,, 2005). Sin embargo, se han aislado otros mutantes (unos 30) que muestran
una insensibilidad parcial a la sefial positiva de NO3-. Entre estos se identifico un
factor regulador CCCH tipo NZF1(Nitrate Zinc Finger 1) (Higuera et al., 2014).
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NIT2 es un factor de transcripcién de la familia RWP-RK, la cual incluye
también el factor MID que controla el “mating type” (Goodenough et al.,, 2007). A
nivel transcripcional, NITZ2 muestra baja expresién en NH.*, se induce en
deficiencia de N, pero es en NO3 cuando tiene su maxima actividad, induciendo
de forma 6ptima la expresion de genes para la asimilacién de NO3- (Camargo et
al,, 2007; Higuera et al., 2014). Al igual que MID1, NIT2 contiene multiples sitios
de poliadenilacién que permiten la formacién de transcritos con el mismo marco
abierto de lectura, pero con 3'UTR de diferentes longitudes. NZF1 (Nitrate Zinc
Finger 1) es un factor que favorece la formacién de la forma mas larga del
transcrito de NIT2. NZF1 promueve la seleccion de una sefial de poliadenilacion
que posiblemente aumenta la estabilidad del mRNA de NITZ y su transporte al
citoplasma, aumentando su traduccidn y la cantidad de proteina NIT2 (Higuera
etal, 2014).

I.7. Metabolismo del 6xido nitrico

En los dltimos afos se ha producido un gran aumento en el nimero de
publicaciones que establecen al NO como una importante molécula sefial en
organismos fotosintéticos. En Chlamydomonas, el NO regula una gran cantidad
de procesos biolégicos como respuesta a drogas, herbicidas, metales y oxidantes,
asimilacion de N, regulacién del ciclo celular, respuesta a la deficiencia de
nutrientes (como Fe y N), respuesta a hipoxia y anoxia, respuesta a exceso de luz,
y respuesta a estrés salino (revisado en Astier et al., 2021). Con respecto a la
asimilacion de N, el NO media la represion de NIAI por NH4* (de Montaigu et al,,
2010), inhibe las actividades de transporte de alta afinidad de NH4*y NO3/NO>;,
ylaactividad NR (Sanz-Luque et al., 2013) ; y la represion por NHs*de GLB1 (PII)
(Zalutskaya et al., 2018).

La ausencia de genes que codifiquen una NO sintasa en los genomas de
plantas y algas, con la excepcién de algunas microalgas (Foresi et al., 2010;
Jeandroz et al., 2016), ha llevado a poner un gran esfuerzo en la identificacién de
los mecanismos para la biosintesis de NO en eucariotas fotosintéticos. En
resumen, la NR se ha propuesto como una enzima clave para la produccién de
NO a partir de NOy y el sistema de Chlamydomonas ha permitido identificar un
sistema en el que la NR junto con la enzima ARC utilizan NO,- como sustrato para
la produccién de NO. Esto implicaria una produccién de NO asociada a la ruta de
asimilacion de NOs-. Pero, ademas, se considera que deben existir otras rutas
independientes de NR que operan en eucariotas fotosintéticos (Astier et al.,
2021; Corpas et al,, 2017).
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Figura 1.6. Funciones y metabolismo del NO en Chlamydomonas. Figura adaptada de
(Astier etal.,, 2021).

El NO sintetizado puede ejercer su funcién sefalizadora a través de
diferentes vias de senalizacién que con frecuencia involucran la unién a
cofactores (grupos hemo) o la modificaciéon postraduccional de proteinas.
Ademas, esta molécula sefal también debe tener un rapido “turnover” que
permita su eliminacidn (Figura 1.6) (Astier et al,, 2021).

En Chlamydomonas se han identificado posibles sGC (soluble Guanylate
Cyclases), como son CYG11, CYG12 y CYG56, que son enzimas que se suelen
activar por la unién de NO. Sin embargo, la regulaciéon por NO, no ha sido
demostrada en el caso de CYG56 (de Montaigu et al,, 2010), y CYG11 se activa
mas por mondéxido de carbono (CO) que por NO, lo que definiria a CYG11 como
una posible GC sensora de CO (Horst et al., 2019). El producto de estas enzimas
es el GMPc (cyclic Guanosyl Monophosphate), un segundo mensajero involucrado
en multitud de procesos celulares. Los efectores regulados por esta molécula,
como pueden ser proteinas kinasas dependientes de cGMP, fosfodiesterasas, o
canales idnicos regulados por nucleotidos ciclicos, se desconocen.

Las modificaciones postraduccionales por S-nitrosilacion/nitracién de
proteinas, son un proceso de sefializacion bien conocido y presente en todos los
organismos. Un andlisis protedmico de Chlamydomonas tras el tratamiento con
GSNO (S-nitrosoglutathione) permitié la identificacién de 492 proteinas que son
S-nitrosiladas (Morisse et al., 2014). Estas proteinas participan en procesos
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relacionados con el metabolismo, la replicacién, la transcripcién, la movilidad
celular, la homeostasis redox, la respuesta a estrés o el ritmo circadiano, entre
otros.

La degradaciéon del NO estd mediado principalmente por las enzimas
GSNORs (Glutathione NO Reductases), TRXs (Thioredoxins) y THBs (Truncated
Hemoglobins). Sin embargo, el NO también es sustrato de NO reductasas que
reducen el NO a N;O. El N0 es un potente gas de efecto invernadero y
Chlamydomonas tiene dos enzimas que reducen NO a N0, CYP55 (CYtochrome
p450 reductase) y FLV (FLaVoprotein) (Burlacot et al., 2020; Plouviez et al,,
2017). CYP55 se propone como responsable de la sintesis de N0 en la oscuridad
mientras que FLV lo haria en la luz. Estos estudios suponen una prueba, a nivel
molecular, de que las algas serian potenciales productoras de N;O (Plouviez et
al., 2019; Timilsina et al., 2020). El estudio de Burlacot y colaboradores con
diferentes algas propone que la produccién de N,O dependiente de NO estaria
restringida a las clorofitas (Burlacot et al., 2020), las cuales suponen el segundo
grupo de organismos mas abundante en el océano.

1.8. Respuestas frente a la deficiencia de Nitrogeno

En Chlamydomonas, la falta de N da lugar a una reprogramaciéon de su
metabolismo que ha sido extensamente estudiada a nivel transcriptémico,
protedmico y metabolémico (Blaby et al., 2013; Bélling and Fiehn, 2005;
Goodenough et al,, 2014; Miller et al,, 2010; Msanne et al., 2012; Schmollinger et
al, 2014). En general, estas respuestas se pueden clasificar en: 1) respuestas
dirigidas a la captacién de N extracelular, 2) respuestas encaminadas a guardar
y reciclar el N, y 3) adaptaciones celulares para favorecer la supervivencia
(regulacién del metabolismo, fotosintesis, etc.). Todo ello lleva a que las células
vegetativas entren en un periodo de quiescencia programada y reversible, de
manera que, si se readministra N, las células vuelvan a su estado vegetativo.

Parala captacién de N extracelular, las células inducen la expresion de genes
implicados en el transporte y asimilacion de diferentes compuestos de N. Para la
asimilacion de NHy4* se inducen los transportadores AMT1.1, AMT1.2, AMT1.3,
AMT1.4, AMT1.5, y AMT1.8, y las enzimas GLN1, GLN3 y GSN1. En el caso de NOz
/NO2, se inducen los transportadores NRT1, NAR2, NRT2.1, NRT2.6, NAR1.1,
NAR1.2, NAR1.6, las enzimas NR (NIA1) y NiR (NII1) y el regulador NITZ. Para la
asimilacion de urea, los transportadores DUR3A-C y las enzimas DUR1 y DUR2.
En el caso de la asimilacion de purinas, se inducen los transportadores de bases
puricas UAPA1-6, y las enzimas XDH y UOX. Finalmente, LAO1 y RIDA para la
desaminacion de aminoacidos (Schmollinger et al., 2014).
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A pesar de la falta de N, las células de Chlamydomonas son capaces de
dividirse por un tiempo (=24 h), antes de que el ciclo celular se detenga por
completo (Schmollinger et al., 2014; Spudich and Sager, 1980). Esto es posible
gracias al reciclado de macromoléculas que contienen N. También se ha descrito
que disminuyen los ribosomas cloroplasticos y citoplasmaticos, el contenido
total de ARN, practicamente no hay aumento neto de clorofila y las proteinas
totales en el cultivo aumentan solo levemente. Esto se traduce en que el
contenido de clorofila y proteina por célula disminuya un 65% y 50%,
respectivamente. Algunas de las proteinas que mas se inducen en esta condicién
son proteinas con un bajo contenido en N (Lys, Arg) (Schmollinger et al., 2014).

Durante la deficiencia de N, la produccién de energia recae en la respiracion
en vez de en la fotosintesis (Schmollinger et al., 2014). La disminucién de la
actividad fotosintética es consecuencia de una regulacién transcripcional y
postranscripcional. Hay una disminucién rapida de los transcritos que codifican
los complejos fotosintéticos, el transporte de electrones, los pigmentos
fotosintéticos y el ciclo de Calvin-Benson-Bassham (Blaby et al,, 2013; Juergens
etal, 2015; Miller et al,, 2010; Schmollinger et al., 2014).

Una falta de N persistente lleva a un aumento en la relacién C/N en las
células, la cual es atribuible a una menor disponibilidad de N y a un aumento en
la acumulacion de almiddn y lipidos neutros (Msanne et al., 2012; Schmollinger
et al.,, 2014; Siaut et al., 2011; Wang et al., 2009). El aumento de la expresiéon de
genes para la sintesis de almidon ocurre rapidamente cuando las células se
transfieren a medio sin N, alcanzando un pico en las primeras horas, para luego
disminuir a niveles basales (Blaby et al, 2013). En cambio, los genes
involucrados en la biosintesis de TAG aumentan gradualmente. Esta regulacion
lleva a una sintesis de almidén que parece preceder a la de TAG (Cakmak et al.,
2012; Fan etal,, 2012; Siaut et al., 2011).

Los TAG son lipidos neutros que no forman parte de las membranas, sino
que se acumulan en las gotas de grasa (LDs, Lipid Droplets) y se sintetizan
principalmente en el reticulo endoplasmico desde donde emergen. Durante la
vida de Chlamydomonas, las LDs se forman, se metabolizan y desaparecen en
respuesta al estado de desarrollo o cambios ambientales. Las LDs previenen de
la lipotoxicidad, del efecto toxico de acidos grasos libres, contribuyen a la
homeostasis lipido/energia y se degradan para proporcionar los acidos grasos
necesarios para la re-sintesis de lipidos de membrana, abastecer las necesidades
energéticas, o producir precursores para procesos de sefializacién celular
(Farese and Walther, 2009; Ischebeck et al., 2020). El tamafio y la composicion
de las LDs varia segin las condiciones ambientales. Son pequefias, en
condiciones 6ptimas de cultivo, pero aumentan en condiciones adversas como
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es la falta de N (Goold et al., 2016; Siaut et al.,, 2011). En cuanto a la composiciéon
de las LDs, estas contienen ~90% TAGs, ~10% de lipidos de membrana y ~5% de
proteinas. Sin embargo, seglin las condiciones ambientales, varia la composicién
de TAG, la relaciéon TAG/lipidos de membrana, y la composicién en proteinas.
Por ejemplo, en deficiencia de N los TAG contienen menos acidos grasos
poliinsaturados (Goold et al.,, 2016; Légeret et al, 2016) y la mayoria de los
lipidos provienen de LDs del reticulo endoplasmatico (=60% DGTS
(DiacylGlycerol-N,N,N-trimeThylhomoSerine), Ptdlns (Phosphatldyllnositol) y
PtdEtn (PhosphatidylEthanolamine) (Goodson et al., 2011; Goold et al., 2016). En
cuanto a su localizacion, las LDs con alto contenido en TAG se encuentran en el
citosol pero también se han encontrado en cloroplasto en respuesta a la falta de
N o alta luz (Fan et al, 2011; Goodson et al,, 2011; Goold et al.,, 2016). La
asociacién de LDs a membranas del cloroplasto estaria apoyada por la presencia
de enzimas que participan en la sintesis de TAG y que tienen una localizacion
cloroplastica como son GPAT1 (Plastid Glycerol-3-Phosphate AcylTransferase 1),
DGAT1 (DiacylGlycerol AcylTransferase 1), y PDAT1 (Phospholipid Diacylglycerol
AcylTransferase 1). En resumen, se propone que el metabolismo de estas LDs
estaria conectado con la homeostasis de los lipidos del cloroplasto.

Finalmente, la falta de N determina que las células vegetativas (haploides)
de Chlamydomonas se diferencien en gametos. Durante este programa de
diferenciacion, tiene lugar la expresion de una serie de genes que definen el
“mating type” y otros que participan en la activacién de pregametos en gametos
(Abe etal., 2005, 2004; Goodenough et al., 2007; Sager and Granick, 1954).

Entre estos genes podemos encontrar algunos de los genes NSG1-18
(Nitrogen-Starved Gametogenesis) a los que se les asigna una expresion
temporal, que puede ser rapida, media, o tardia. Algunos de ellos parecen estar
relacionados con procesos de adquisicion de N (Abe et al., 2005).

El “mating type” estd regulado por la proteina MID, un factor de
transcripcion que pertenece a la familia RWP-RK. MID participa en la
activacion/represién de los siguientes genes: 1) SAD1 (Sexual ADhesion),
localizado en el locus MT, 2) SAG1 (Sexual AGglutination), no ligado a MT y que
codifica la aglutinina* y se expresa en los gametos + pero no en los gametos -
(Ferris et al., 2005), 3) GSP1 (Gamete-Specific Plus, mating type, molecule 1), no
ligado a MT, y que codifica una proteina con homeodominio que es especifica de
gameto + y funciona en el zigoto (Kurvari et al,, 1998), y 4) GSM1 (Gamete-
Specific Minus, mating type, molecule 1), no ligado a MT, y que codifica una
proteina con homeodominio que interacciona con GSP1. Finalmente, para la
activacion de pregameto a gameto es necesaria luz azul, ya que son las
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fototropinas y el criptocromo CrCRY quienes regulan el proceso (Zou et al,
2017).
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido investigar como el NO3- como nutriente o
como molécula sefial impacta en diferentes rutas y procesos en Chlamydomonas.
Estos objetivos se desarrollan en los siguientes Capitulos:

Capitulo 1. Desasimilaciéon de NO3-/NO; a N20 en Chlamydomonas.

Capitulo 2. Regulaciéon por NO3z y NIT2 sobre la asimilaciéon del nitrégeno
organico y otros procesos en Chlamydomonas.

Capitulo 3. Estudio de rutas metabdlicas, promotores y factores de transcripcion
que se regulan por nitrégeno.

Los tres Capitulos estan interconectados, siendo los estudios
transcriptémicos (Capitulo 3) los que iniciaron las preguntas que se tratan de
responder en los Capitulos 1y 2.
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Capitulo 1

CAPITULO 1. Desasimilacién de NOs3-/NOz  a N20 en
Chlamydomonas

Para el estudio de la desasimilacion de NO3/NOz nos planteamos los
siguientes objetivos:

e Analisis de genomas de algas para la busqueda de genes implicados en dicho
proceso.

o Establecer y validar una estrategia para estudiar la desasimilacién de NOs-
/NO2a N;0 y estudiar el papel de NIT2, NRy NiR en dicho proceso.

e Estudiar el papel de FLV y CYP55 en la desasimilacién de NO3-/NO>-.

e Analisis en las alteraciones de las emisiones de CO; como consecuencia de
la desasimilacion de NO»-.

e Estudio fenotipico de los mutantes de NiR.

1.1. Analisis de genomas de algas para la busqueda de genes
implicados en la desasimilacion de NO3-/NO2z" y la produccion de N20

Las razones que justifican este analisis son las siguientes:

a) Al igual que otras microalgas, Chlamydomonas reinhardtii puede
desasimilar NOz- a N2O en condiciones axénicas (Guieysse et al., 2013; Plouviez
etal,, 2019, 2017).

b) En Chlamydomonas, se han identificado dos proteinas, CYP55 y FLVs,
involucradas en la produccién de N,O mediante actividad NO reductasa (NO —
N,0) (Burlacot et al., 2020; Plouviez et al., 2017).

¢) Chlamydomonas conserva en su genoma otros genes que también podrian
estar involucrados en la desasimilacion de NO2- a N;0. Estos son NIRK, que
codifica una enzima con actividad NO  reductasa (NO — NO), y los genes HCPs
(Hybrid Cluster Proteins), que codifican enzimas que se han propuesto como NO
reductasas en bacterias (NO — N:0). Muchos de los genes que codifican
proteinas que participan en el metabolismo del NO se regulan por NO3/NIT2
(Capitulo 3).
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Tabla 1.1. Presencia de NIRK, CYP55, HCPs, FLVs, nimero de genes, y produccion
de Nz0 en microalgas

Microalga NIRK HCP CYP55 FLVA FLVB I::(f) Microalga NIRK HCP CYP55 FLVA FLVB I::?
Chlamydomonas q a n q + Coccomyxa +
reinhardtii [1,2] subelipsoidea [1]
Chl‘o_re..'la q g A q q Coccomy'xa sp.
sorokiniana Obi
Scenedesmus 1 2 1 2 2 + Micromonas
obliquus UTEX 393 [3] pusilla
Scenedesmus q 7 a o n + Micromonas
obliquus ENO004 [3] commoda
Chlamydomonas Chlorella
1 4 1 1 g
debaryana desiccata
Chlamydomonas 7 a a N Chlamydomonas
incerta sp.UWO 241
Monoraphidium
Ch:z}r,rzz::;:zas 1 4 1 1 neglectum SAG
48.87
Volvox reticuliferus 2 1 2 2 O;:::::;;n
Raphidocelis 2 2 2 q Pedinophyceae
subcapitata sp. YPF-701
. Picochlorum sp.
Volvox africanus 1 1 2 1 BPE23
. Trebouxia sp.
Gonium pectorale 2 1 1 1 AL-2
Chlorella variabilis 2 1 1 1 + |[EaEnceiioronas *
[1] salina [5,6]
Nannochloropsis
Scenedesmus sp. a 2 2 N P
NREL 46B-D3 cCMP1779
Micractinium 3 a N Nannochloropsis -
conductrix gaditana [1]
Volvox carteri 2 2 2 Yuma.glshfeﬂa
unicocca
Astrephomene Haematococcus
" 2 1 1 i
gubernaculifera lacustris
Monoraphidium 2 a n Yamagishiella
minutum uhicocca
Chlamydomonas 1 a . Tetrabaena
eustigma socialis
Scenedesmus sp. a a A Galdieria q -
PABB0O04 sulphuraria [1]
Chlorella vulgaris 1 1 1 Golphydlum .
[4] purpureum [1]
Gonium pectorale 2 1 1 Pha.e odoctylum i
tricornutum [1]
Chlorella ohadii 1 2 2 Tholossious .
pseudonana [1]
Bathycoccus 2 N Guillardia theta
prasinos CCMP2712
Bat:hy m,‘ oy 1 1 Andalucia godoyi 1
lucimarinus
Phaeocystis
Ostreococcus tauri 1 1 antarctica 1
CCMP1374
Klebsc.'rmldmm 1 1 Emiliana huxleyi 1
nitens

Especies de la division Clorofila en verde. Especies de la division Rodofita en gris. N2O/Ref,, representa si son
positivos o negativos (+/-) en la produccion de N20. Ref. [1](Burlacot et al., 2020); [2] (Plouviez et al., 2017);
[3] (Weathers, 1984); [4] (Guieysse et al.,, 2013); [5] (Florez-Leiva et al,, 2010); [6] Fragesone et al.,, 2011).
Todas las ID de las proteinas se encuentran en el Anexo 1.
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Primeramente, quisimos estudiar qué genes estaban conservados en los
genomas de algas que las hacen potencialmente productoras de N;O. Este
andlisis, publicado y discutido en detalle en Bellido-Pedraza et al., 2020 (Anexo
I), destaca que, de los 33 genomas inicialmente analizados, s6lo tres especies de
clorofitas (Chlamydomonas reinhardii, dos subespecies de Scenedesmus obliquus,
y Chlorella sorokiniana) contienen un “set” completo NIRK, CYP55, FLVs, y HCPs
y producen N20 (Burlacotetal., 2020; Plouviez etal., 2019, 2017). Una busqueda
actualizada nos ha permitido identificar que otras especies de algas verdes como
Chlamydomonas schloesseri, Chlamydomonas incerta, Edaphochlamys debaryana
y Chlorella ohadii poseen NIRK, FLVs, y HCPs, pero la produccién de N20 no esta
documentada (Tabla 1.1).

El resto de las microalgas, poseen NIRK o contienen uno o varios de los
genes que codifican las proteinas FLVs, CYP55, y HCPs. Este segundo grupo
engloba la mayoria de las algas, incluida Chlorella vulgaris, un alga para la que se
ha descrito la produccion de N0 a partir de NO,- en condiciones axénicas
(Guieysse et al., 2013). Sin embargo, se desconoce la fuente de NO en ausencia
de NIRK.

1.2. Establecimiento y validacion de una estrategia para estudiar la
desasimilacion de NOs-y NO2- a N20 en Chlamydomonasy determinar
el papel de NIT2 y la NR

Nuestra hipdtesis de trabajo es que los mutante de NiR (nii1), que no pueden
asimilar NOs- o NOz, pueden ser una herramienta util para estudiar la
desasimilacion hasta N;O. En la Figura 1.1 se resumen las posibles rutas para la
metabolizacion del NO3-/NO2/NO en Chlamydomonas. Ademas, la construccién
de dobles o triples mutantes permitiria estudiar la funcién de cada uno de estos
componentes de las rutas de desasimilacién.

En un primer estudio se procedi6 a validar el sistema, asi como analizar el
papel dela NRy NIT2 en el proceso de desasimilacién de NO»-. Los resultados de
este estudio se han publicado (Bellido-Pedraza et al., 2022) (Anexo II) y se
comentan y discuten a continuacion.
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Citosol

Mitocondria NiR '

Figura 1.1. Modelo de hipétesis de trabajo para el estudio de la desasimilacién de
NOs3-/NOz. En este modelo se muestran las diferentes rutas que seguiria el NO3-/NO2  en
los mutantes de NiR.

1.2.1. Los mutantes niil no crecen en NO3/NO2- pero pueden
reducirlos hasta N20

Los mutantes de Chlamydomonas (G1, M3 y M4) carecen de la enzima NiR
(ver Materiales y Métodos para mas detalles) y no pueden reducir el NO,- hasta
NH4*, por lo tanto, no pueden crecer en medios que contengan NO3 0 NO2- como
unica fuente de nitrégeno (Navarro et al,, 2000) (Figura 1.2A). Para la validaciéon
del sistema se utiliz6 la estirpe M3. Esta estirpe se crecié en medios con NHy* y
luego se transfirié a las condiciones de los correspondientes ensayos (NO3- o
NO2). Nuestros resultados muestran que la estirpe M3 es capaz de metabolizar
el NOs- o NOz;, haciéndolos desaparecer del medio de cultivo (Figuras 1.2B-D).
Esto ocurri6 tanto en cultivos cerrados herméticamente (Figuras 1.2C-D) como
en aquellos en los que se permitio el intercambio gaseoso (Figura 1.2B). En el
caso del NOsz, se produce la reduccién a NO, en primer lugar, el cual
posteriormente se excreta al medio para finalmente ser metabolizado.
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Figura 1.2. Los mutantes nii1 no crecen en NO3-/NO2z pero pueden metabolizarlo.
A) Crecimiento de los cultivos de los mutantes nii1 (M3, M4, y G1) en diferentes fuentes
de N. B) Reduccién de NOs- 100 pM a NOz"y posterior metabolizacién del NOz por la
estirpe M3 en cultivos no herméticos. Consumo de NOz- 100 pM en cultivos no
herméticos. C) Reducciéon de NO3- 100 uM a NO2"y posterior metabolizacién del NO2  en
la estirpe M3 en cultivos herméticos. Consumo de NO2- 100 uM en cultivos herméticos.
D) Reduccion de NO3 1000 uM a NO2"y posterior metabolizacién del NO2 en la estirpe
M3 en cultivos herméticos. Consumo de NOz- 1000 uM en cultivos herméticos. Las barras
de error representan +SD, n 2 3.

En los cultivos herméticamente cerrados se monitorizaron las emisiones de
N20 utilizando la metodologia de espectroscopia CRDS (Cavity Ring-Down
Spectroscopy). Esta metodologia permite monitorizar la concentracién de N0,
de forma continua, en el espacio de cabeza de los cultivos. Nuestros resultados
mostraron que los cultivos de la estirpe M3 producian N,O de una forma
dependiente de la concentraciéon de NO,- y también en medios con NO3- (Figura
1.3). Cuando las células se incubaron en presencia de NOz 0,1 mM, éstas
comenzaron a producir N,O después de 2-3 h con una tasa de produccién de 3,3
ppm/h. La produccién alcanzé su maximo a las 21 h, con una concentracion final
de 62 ppm después de 24 h (Figura 1.3A). En presencia de NO2- 10 mM, la tasa
de produccién fue 15 veces mayor (51 ppm/h) y la producciéon no se detuvo
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después de 24 h, alcanzando valores de 864 ppm durante el primer dia (Figura
1.3B). Cuando las células se incubaron con 10 mM de NOs3 (Figura 1.3C), la
produccién se retrasé, debido a que las células tenian que reducir el NO3- hasta
NO. (excretarlo y volverlo a captar), antes de reducirlo hasta N,0. Sin embargo,
la tasa de produccion de N,0 fue mucho mayor alcanzando valores de 92 ppm/h.
En medios sin N no se observaron emisiones de N;0.

A) 0,1 mMNO, B)
1200 1200
tasa: 3,3 ppm/h tasa: 51,3 ppm/h
1000— 1000 —
800 — 800— ~ 864 ppm
= =
E 600 — 5 600
= 400 = 400
2 S
= 200— = 200+
=
75 75
50— 62 ppm 50
25 | 25
0 T T T T T 1 o T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 1] 8 12 16 20 24
Horas Horas
C) 10 mM NO3 tasa: 92 ppm/h D) 10 mM NO, tasa: 20,9 ppm/h
1200 1200
1000 {965 ppm 1000 —|
800 Ve 800 |
E 4 £
g 600— S/ E 600+
;‘ 400 s S 4004
=] =
z 200 // 2 200 / 270 ppm
75 / 75
50| / 50
25 R 25
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0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
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Figura 1.3. El mutante nii1 M3 metaboliza el NO3-/NO2z-a N20. A), B), y C) Emisién de
N20 en cultivos herméticos en luz y D) oscuridad. Las barras de error representan +SD,
nz3.

Tanto la produccion total de N;O a las 24 h como la tasa de produccién
fueron mas bajas en la oscuridad (270 ppm y 20 ppm/h, respectivamente) que,
en la luz, lo que resalta la importancia de la presencia de luz en este proceso.

Estos resultados nos permitieron validar que los mutantes niil generan
cantidades muy significativas de N0 y constituyen un modelo ttil para estudiar
la desasimilacion de NOz-a N2O y la relevancia de otras enzimas involucradas en
este proceso.
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1.2.2. El complejo NR-ARC contribuye fuertemente a la produccion
de N20 tanto en luz como en oscuridad

En plantas y algas, la NR (enzima citosdlica) parece ser la principal
responsable de la sintesis de NO desde NO;, a pesar de que se proponen otras
rutas de sintesis de NO en el cloroplasto y en la mitocondria (Astier et al., 2018).
Es por ello, que decidimos estudiar el papel del complejo NR-ARC en el
suministro de NO para la posterior formacion de N,O. Comparamos la emision
de N0 entre los mutantes M4 y M3 (niil, NR+), G1 (nii1, NR-), y el mutante
M3arc (niil, arc) (Figura 1.4). La estirpe M4 es igual que la estirpe M3 salvo que
carece de los transportadores de NO3/NO» de alta afinidad (ver Materiales y
Métodos). Al usar altas concentraciones de NO; en estos experimentos, los
niveles de emisiones de N;0 en las estirpes M3 y M4 fueron practicamente los
mismos (Figura 1.4). Nuestros resultados mostraron que las estirpes que
carecian de NR o ARC producian niveles mucho mas bajos de N0 que las estirpes
M3y M4 tanto en la luz como en la oscuridad (Figura 1.4). En luz, la contribucion
de la NR en los niveles de N0 a las 24 h seria de un 96% (=900 ppm en M3 o M4
vs 31 ppm en G1), mientras que en oscuridad su contribucion seria de un 72%
(=300 ppm en M3 o M4 frente a 77 ppm en G1) (Figura 1.4B).

A) B)
1200 — O 1200 O Oscuridad
— M3are L Luz
1000— g1 1000
904 ppm
7 800 g 8004
- =
2 600+ S 600+
o =]
=3 T
4 400+ < 400
200 144 ppm 200+ ’—L‘
|31+ |-I-‘
0 | I . | - ! 31 ppm 0 ; T Ilg:—l T r—-|||—I—|
0 4 8 12 16 20 24 M3 M3 M3arc M4 G1
Horas -N NQ;" 10 mM

Figura 1.4. El complejo NR-ARC contribuye fuertemente a la producciéon de N20
tanto en luz como en oscuridad, a partir de NOz-. A) Emisién de N20 en luz por las
estirpes M4, G1 y M3arc, a partir de NOz- 10 mM. B) Comparacién de las emisiones de
N20 por las diferentes estirpes en luz y en oscuridad. Las barras de error representan
+SD,n 2 3.

1.2.3. El complejo NR-ARC es importante en la desasimilacion de NO2-
produciendo NO

Para confirmar que la NR seria el mayor proveedor de NO para su posterior
reduccion a N;O, procedimos a medir los niveles de NO en las cuatro estirpes
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(M3, M3arc, M4 y G1). Utilizamos la sonda de fluorescencia DAF-FM en células
que se habian incubado durante 24 h en presencia de luz y NO2- 10 mM. Las
estirpes G1 y M3arc mostraron una significativa reduccién en la fluorescencia
respecto a las estirpes M4 y M3 (Figura 1.5A). Ademas, cuando la estirpe G1 fue
suplementada con un donador de NO (DEA-NONOate 40 uM) se produjo un gran
aumento en las tasas de emision de N0 (Figura 1.5B). Este dato sugiriere que la
baja produccién de N,O observada en la estirpe G1 seria consecuencia de una
limitada sintesis de NO. Por lo tanto, nuestros resultados indican que el complejo
NR-ARC tiene un papel predominante en la produccién del sustrato para las
emisiones de N:0.

A) B)

500 100000

i kR
-
400 Ar, 10000

300 1000

T -NO 3 +NO

Tasa de
produccion de N, 0 (%)

200

3 | : 100
100 ‘ 10
o . ] . | ;

T T
Luz Oscuridad

DAF-FM
(u.a) Fluorescencia

Figura 1.5. La estirpe G1 produce poco NO y emite poco N20. A) Acumulacion
intracelular de NO, medido con la sonda fluorescente DAF-FM, tras incubar las estirpes
M3arcy G1 en NO2- 10 mM. Unidades arbitrarias (u.a) de fluorescencia. B) Aumento en
la produccién de N20 tras anadir el donador de NO (DEA-NONOate 40 pM). Las barras de
error representan +SD, n = 3. Se realizé una prueba t de Student’s. **** p < 0,0001.

1.2.4. Emisiones de N20 a partir de NOz- en estirpes WT y mutante
nitlnit2

Las emisiones de N0 a partir NO, disminuyen considerablemente cuando
la asimilacion de NO3-/NO;- es funcional (estirpe WT, 6145c), pero son ain mas
reducidas en un mutante nit1nit2 (CMJO30) que carece de la NR y del regulador
transcripcional NIT2 que es clave para la asimilacion de NOs- (Figura 1.6). Las
emisiones de N0 en luz alcanzaron valores de 18 y 4 ppm en las estirpes 6145c
y CMJO30, respectivamente; en la oscuridad, los valores fueron 39 y 21 ppm,
respectivamente. Estos datos indican que el N,O es un bioproducto derivado de
la ruta de asimilacion de NO3-/NO2 en Chlamydomonas.
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Figura 1.6. Emisiones de N20 a partir de NOz- en la estirpe WT y el mutante nit1nit2.
Las emisiones de N20 que se muestran son a partir de NO2- 10 mM, tanto en luz como en
oscuridad. A) Estirpe WT (6145c). B) Mutante nit1nit2 (CMJ0O30). Las barras de error
representan +SD, n = 3.

1.3. Papel de FLV y CYP55 en la desasimilacion de NO2- a N20

FLV y CYP55 se han propuesto como dos NO reductasas que reducen NO a
N20 en luz y en oscuridad, respectivamente (Burlacot et al.,, 2020; Plouviez et al,,
2017). A continuacién, pasamos a estudiar el comportamiento de FLV y CYP55
en nuestro sistema y para ello construimos las estirpes dobles mutantes M3flv y
M3cyp55 (ver Materiales y Métodos).

Como muestra la Tabla 1.2 y la Figura 1.7, las emisiones de N0 disminuyen
significativamente en las estirpes M3flvy M3cyp55 cuando se comparan con las
observadas en la estirpe M3, tanto en luz como en oscuridad. En luz, M3flv
produce =36 ppm y M3cyp55 ~4 ppm frente a las #900 ppm que produce M3. En
oscuridad, M3flv produce ~65 ppm y M3cyp55 =1 ppm frente a =270 ppm que
produce M3. Es decir, la ausencia de la proteina CYP55 parece reducir casi
completamente las emisiones de N,O en ambas condiciones.
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Tabla 1.2. Emisiones de N20 a partir de NO2- 10 mM por diferentes estirpes de
Chlamydomonas en condiciones mixotroéficas y heterotroficas.

Emisiones de N20 en luz

Estirpes Fondo Genético N:0 (ppm)
M3 (ANII1, NIT1, NRTZ.2, NRT2.1, NAR2; ::NIT1, :NRT2.1, :NAR2) 864,04+95,30
M3arc (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; ::NITI1, ::NRTZ.1, =:NAR2) arc 144,44+54,39
M3flv (ANIIL, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; =NIT1, :NRT2.1, ::NAR2) flv 35,87+7,84
M3cyp55  (ANIIL NITL, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; :NITL, =:NRT2.1, :NAR2) cyp55 4,05+0,28
M4 (ANII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2)::NIA1 904,671£145
Gl (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) 30,9+1,14
6145 WT 17,97+6,08
CMJO30 nitlnit2 3,86%11,22
Sin 0,40+0,01
células
Emisiones de N20 en oscuridad
Estirpes Fondo Genético Nz0 (ppm)
M3 (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; ::NIT1, ::NRT2.1, ::NAR2) 269,96+35,13
M3arc (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; ::NIT1, :NRT2.1, zNAR2) arc 75,27423,18
M3flv (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRTZ.1, NARZ; ::NIT1, ::NRT2.1, ::NAR2) flv 64,80+20,08
M3cyp55 (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; ::NIT1, ::NRT2.1, ::NAR2) cyp55 1,34+0,12
M4 (ANII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2)::NIA1 395,67+120,33
Gl (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ) 77,03£34,41
6145 WT 39,34+11,85
CMJO30 nitlnit2 20,99+6,16

Datos de emisiéon de N20 (ppm) acumulados tras 24 h de induccién. Se representa la media +

desviacion estandar de al menos tres experimentos. Para cada una de las estirpes se describe el
fondo genético.
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Figura 1.7. La ausencia de FLV o CYP55, disminuye drasticamente la produccién
de N20 a partir de 10 mM de NO2z-. Se muestra las emisiones de N20 de las estirpes M3
(A, B); M3flv (C, D) y M3cyp55 (E, F) en luz (fondo blanco) y oscuridad (fondo gris). Las
barras de error representan +SD, n = 3.

Para ver si la incapacidad de sintetizar N;O es resultado de un defecto de la
produccién de NO, se determiné la acumulacién de NO usando DAF-FM en las
estirpes dobles mutantes y en M3 (Figura 1.8A). Se observé que los niveles de
NO eran similares en las estirpes M3cyp55 y M3, pero no en M3fly, la cual
acumulaba tres veces menos NO. Curiosamente, M3y tiene un comportamiento
similar a la estirpe G1 que carece de NR.
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Figura 1.8. Acumulacion de NO en las estirpes M3, M3fIv y M3cyp55. Acumulacion
de NO tras 20 h de incubacién en NO2- 10 mM. Unidades arbitrarias (u.a) de fluorescencia.
Las barras de error representan +SD, n = 3. Se realiz6 una prueba t de Student’s.
*p<0,05.***p<0,0001.

Con el objeto de determinar si las bajas emisiones de N20 en M3flv se deben
a una baja producciéon de NO, a pesar de tener NR, se estudid el efecto del
donador de NO en la producciéon de N,O (Figura 1.9). En la estirpe G1 (usada
como control), al afadir el donador de NO, se observa un aumento en la
produccion de N0 que va desde =20 ppm a ~200 ppm, tanto en luz como en
oscuridad. Es decir, el donador de NO revierte la deficiencia de su produccion
por la NR, indicando que la baja emisién de N;0 en este mutante se debe a una
baja produccién de NO al faltarle la enzima NR.

En la estirpe M3flv y luz, al afiadir NO se observa un aumento muy ligero en
la produccién de N20 que va desde =20 ppm a ~30 ppm (=20 veces menos si se
compara con G1). Es decir, este dato sugiere que la ausencia de FLV es lo que
determina la baja produccién de NO y N;0. Sin embargo, no sabemos por qué la
ausencia de FLV reduce los niveles intracelulares de NO. Una posibilidad seria
que la falta de FLV, que funciona como una valvula de escape en condiciones de
alto poder reductor (Chaux et al., 2017), redujese el flujo de electrones en el
cloroplasto disminuyendo el NADPH producido. Esta caida en la produccién de
NADPH podria disminuir la actividad de sintesis de NO por parte de la NR que
requiere poder reductor.

En la estirpe M3cyp55, el donador de NO practicamente no varia la
produccién de N»O en luz (=3 ppm a ~4 ppm, ~180 veces menos si se compara
con G1). Este dato, junto con los niveles de NO observados en este mutante,
sugiere que las células son capaces de producir NO (NR), pero la ausencia de
CYP55 conlleva una produccidn casi nula de N,O a pesar de tener FLV.
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Estos datos son interesantes, ya que se relacionan las actividades de estas
dos proteinas (FLV y CYP55) presentes en diferentes organulos y apunta a una
interaccion entre el cloroplasto y la mitocondria. Sin embargo, se requieren mas
datos experimentales para conocer los mecanismos que expliquen por qué la
ausencia de CYP55 lleva a que la enzima FLV no sea capaz de sintetizar N;O, a
pesar del exceso de NO.
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Figura 1.9. Efecto del donador de NO en las emisiones de Nz0 por las estirpes G1,
M3cyp55 y M3flv. Las diferentes estirpes fueron incubadas en presencia de NOz- 10 mM.
Alas 20 h se afiadid el donador de NO (DEA-NONOate 40 pM, indicado con la flecha) y
cuantificé la producciéon de N20. A), C) y D) estirpes G1, M3flv, y M3cyp55 en presencia
de luz. B) estirpe G1 en oscuridad. Las barras de error representan +SD, n = 3.

1.4. Andlisis de las alteraciones en las emisiones de COz como
consecuencia de la desasimilacion de NO2-

1.4.1. El1 NO2- altera las emisiones de COz en los mutantes de NiR

Una observacion interesante fue que el NO,- modifica las emisiones de CO>
en los mutantes de NiR. Los datos para todas las estirpes se recogen en la Tabla
1.3 y se analizaron en detalle para algunas de ellas (Figura 1.10).
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Tabla 1.3. Emisiones de COz en condiciones mixotroéficas y heterotroéficas en NO2

10 mM por diferentes estirpes de Chlamydomonas.

Emisiones de COz en luz

Estirpes Fondo Genético CO:z (ppm)
M3 (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; ::NIT1, ::NRT2.1, :NARZ) 6151,74+1174,89
M3arc (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; =:NIT1, zNRT2.1, z=NAR2} arc =~ 7626,78+60,46
M3flv (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; ::NIT1, :NRT2.1, :NARZ2) flv 3607,07+469,65
M3cyp55  (ANIL, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; =:NIT1, z=NRT2.1, z:NARZ) cyp55  5130%2682,29
M4 (ANII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ)::NIA1 5188,67+527,34
G1 (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) 1153,3£194,74
6145 WT 8,11%4,75
CMJ030 nitInit2 138,98186,56
Sin 431,7049,21
células
Emisiones de COz en oscuridad
Estirpes Fondo Genético CO:z (ppm)
M3 (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; :NIT1, :NRT2.1, ::NAR2) 2852,27+883,54
M3arc (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; :NIT1, ::NRT2.1, :NAR2) arc ~ 9169,14+2292,31
M3flv (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ; :NIT1, :NRTZ2.1, :NARZ) flv 3783,85+378,07
M3cyp55  (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2; :NIT1, :NRT2.1, :NARZ2) cyp55 5736,95+897,91
M4 (ANII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2)::NIA1 3658,55+553,67
Gl (ANII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NARZ) 9024,34+2660,84
6145 WT 9435,38+406,73
CMJ030 nitlnit2 9136,33+3712,46

Los datos de emision de CO2 (ppm) corresponden a los acumulados tras 24 h de induccién y representan la
media + desviacion estindar de al menos tres experimentos. Para cada una de las estirpes se describe el fondo
genético.
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Figura 1.10. El NO:  altera las emisiones de CO:z en los mutantes de NiR.
Monitorizacién de las emisiones de COz durante 24 h en los cultivos con NO2- 10 mM. Las
Figuras de fondo claro, experimento en luz. Las Figuras de fondo gris B), D), F),H),]) y
L) experimento en oscuridad. En cada caso se indican las estirpes. A) y B) 6145c; C) y D)
CMJ030; E) y F) M3; G) y H) M3flv; 1) y J) M3cyp55; K) y L) G1. Las barras de error
representan +SD, n = 3.

En las estirpes WT (6145c) y mutante nit1nit2 (CMJO30) no hay emisién de
COzenluz (Figura 1.10Ay C) (el CO2 producido por la metabolizacién del acetato
se fija por el ciclo de Calvin) pero si en oscuridad (Figura 1.10B y D) (hasta~9000
ppm en 24 h). Sin embargo, en todos los mutantes de NiR se observan emisiones
de CO; en la luz, que llegan hasta 6152 ppm en la estirpe M3 a las 24 h (Figura
1.10E, G, I, y K), y también en la oscuridad (Figura 1.10F, H, ], y L), aunque en este
caso las emisiones fueron menores a las obtenidas para las estirpes 6145c y
CMJ030, con excepcion de la estirpe G1 que se comporta de manera similar a las
estirpes WT. Estos datos sugieren que el NO, generado a partir de NO», esta
alterando la fijacion de CO y su produccion a partir de acetato.

En condiciones mixotroficas (luz y acetato), las emisiones de CO; serian el
resultado de un balance entre la fijacién de CO; (fotosintesis y ciclo de Calvin-
Benson-Bassham) y su produccion en el ciclo del TCA (TriCarboxylic Acid cycle)
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que estaria alimentado por el acetato como fuente exdgena de carbono. Aunque
también podria estar producida por la movilizacién de compuestos de carbono
almacenados como almidén y lipidos y, en ciertas condiciones y en menor
proporcion, por la fotorrespiracion (Johnson et al,, 2013). Nuestros resultados
muestran que el NO,- aumenta las emisiones de CO; en los mutantes de NiR en
condiciones de luz (M3 vs WT; Figura 1.10).

Con el objetivo de determinar la contribucion del acetato en este proceso, se
compararon las emisiones de CO; de las estirpes M3 y M3fIv en medios con NOy
en condiciones autotroéficas y mixotroficas (Figura 1.11A). El CO; inicial presente
en la fase gaseosa de los cultivos (CO; atmosférico) se consume en 2-4 h en
ambas condiciones. A continuacién, comienza la emision de CO; que alcanza
~6000 ppm a las 24 h en condiciones mixotroéficas, pero ~300 ppm en
autotréficas. Es decir, segin estos datos se puede decir que *95% del CO; que
emite la extirpe M3 en esta condicién vendria del acetato. Una situacién similar
se observa para la estirpe M3fIv (Figura 1.11B)

A) B)
M3 M3flv

10mM TNO; ¥ 6152 ppm 10 mM TNO; ¥

8000

3607,07 ppm

CO5 (ppm)

COs (ppm)

800

o O
o o Q
e 2 9

Horas

Figura 1.11. Emisiones de CO: en las estirpes M3 y M3flv en condiciones
mixotréficas y autotréficas. Las emisiones de CO: determinadas en condiciones
mixotroéficas (TNOz;, lineas verdes) y autotréficas (HSMNOz, lineas rosas) tras 24 h de
induccion en luz. A) Estirpes M3 y B) M3flv. Las barras de error representan +SD, n = 3.
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Para otras estirpes analizadas, M4, y G1, se obtuvo un comportamiento
similar (Figura 1.12).

s000—M3__ M3flv Mt G1
| T T T:TNO; 10 mM
— 6000 T /3 M HSMNO,™ 10 mM
=
Z 4000 T
c‘l
&
2000+
0 —/ — —
T I I I ! I I I

T M T M T M T M

Figura 1.12. Emisiones de CO: tras 24 h en diferentes estirpes de Chlamydomonas
en condiciones mixotroficas y autotroficas. Condicion mixotrofica, con acetato y luz
(TNOz) y condicién autotrofica, sin acetato y luz (HSMNOz’). Las barras de error
representan +SD, n = 3.

1.4.2. Estudio del efecto del NO2" y del NO en las emisiones de CO:

En condiciones mixotroéficas, las alteraciones en las emisiones de CO- en los
mutantes de NiR parecen ser consecuencia del NO generado a partir de NO-.
Para comprobar esta hipétesis, se estudiaron las emisiones de CO> en la estirpe
M3 en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de NO (Figura 1.13).
En medio sin N, se observa una fase inicial en la que se consume el CO; presente
en los cultivos y no se observa emision posterior de CO». En presencia de NO>;,
también se observa la fase de consumo del CO;, pero a continuacién hay una
segunda fase de produccién de CO.. El inicio de esta fase de produccion es mas
temprano a medida que se aumenta el NO;~. En presencia de NOz- 10 mM, la fase
de produccion se detectaba a las 2 h y se alcanzan niveles de CO, de *6000 ppm.
En NO2 0,1 mM, la fase de produccion se detecta a las 8 h y se alcanzan niveles
de CO2de =4000 ppm.
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Figura 1.13. Efecto del NOz- en las emisiones de CO:z en la estirpe M3. Las condiciones
experimentales son las de la Figura 1.3, A) condicién de ausencia de N, B) NO2- 0,1 mM,
C) NO2 10 mM. Las barras de error representan +SD, n = 3.

Mientras que la fase inicial de consumo de CO; ocurre en todas las estirpes
(ver también Figura 1.10). La segunda fase de producciéon de CO; es la que estaria
diferencialmente afectada en los diferentes mutantes de NiR y coincide con la
produccién de N,O a partir de NO2 y por tanto con la produccién/acumulacién
de NO en mayor o menor medida.

Se estudio el efecto del donador de NO (DEA-NONOate) en las estirpes G1,
M3flvy M3cyp55. Tras 20 h de incubacién en NOz- 10 mM, se afiadi6 el donador
de NO y se determiné la tasa de emision de CO antes y después del tratamiento.
Como muestra la Figura 1.14, se observé un aumento de tres veces en la
velocidad de produccion de CO; en G1 y M3flv, pero no en M3cyp55. Cabe
recordar que todas estas estirpes emiten poco o muy poco N20 y que las estirpes
G1 y M3flv acumulaban menos NO. El resultado de la Figura 1.14 muestra que el
efecto del donador de NO fue mayor en aquellas estirpes que acumulaban menos
NO, indicando que las mayores emisiones de CO; parecen relacionarse con la
acumulacion intracelular de NO.
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Figura 1.14. Efecto del NO en las emisiones de CO: en condiciones mixotroficas. Las
estirpes G1, M3fIlv y M3cyp55 se incubaron durante 20 h con NO2- 10 mM y con luz. La
tasa de emision de COz se determiné antes y después de afiadir del donador de NO (DEA-
NONOate 40 uM). Las barras de error representan +SD, n = 3. Se realiz6 una prueba t de
Student’s. * p < 0,05.

1.4.3. Analisis de las emisiones de COz en oscuridad

En condiciones heterotréficas (oscuridad y acetato), las emisiones de CO-
provienen de la metabolizacion del acetato del medio y la movilizacion de
compuestos de carbono almacenados. En este caso se observa que las mayores
producciones de N0 y por ende de NO conllevan menores emisiones de CO en
los mutantes de NiR (Figura 1.10 y Tabla 1.3).

Esta situacion requerira futuros estudios para saber como el NO afecta a las
emisiones de CO; en la oscuridad. Como resultado preliminar se muestra que el
donador de NO produce una ligera inhibicién en la emisiéon de CO> en la estirpe
G1, tras 20 h de cultivo en NO> y oscuridad (Figura 1.15) y en la estirpe M3 en
ausencia de N. En este caso, la estirpe M3 se incubd un tiempo corto (75 min) en
deficiencia de N antes de afiadir DEA-NONOate. Cuando afiadimos el donador de
NO, la produccién de CO; de la estirpe M3 se redujo un ~60%, descenso mas
pronunciado que el observado para la estirpe G1, en la que la produccién de CO;
disminuy6 solo un #30% tras afiadirle el donador de NO.
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Figura 1.15. Efecto del NO en las emisiones de COz en condiciones heterotroficas.
La tasa de emisién de COz se determind antes y después de afiadir el donador de NO
(DEA-NONOate 40 puM). La estirpe G1 fue preincubada durante 20 h en NOz- 10 mM. La
estirpe M3 fue preincubada en deficiencia de N durante 75 minutos. Las barras de error
representan *SD, n = 3.

En Chlamydomonas se ha descrito que muchas de las enzimas que participan
en el metabolismo del acetato pueden sufrir modificaciones de S-nitrosilaciéon en
presencia de donadores de NO (Morisse et al.,, 2014). La enzima ICL (IsoCitrate
Lyase), esencial para la asimilacién de acetato mediante el ciclo del glioxilato, se
inhibe en presencia de NO (Morisse et al., 2014). Ademas, otras enzimas que
forman parte del TCA también parecen mostrar regulacion por NO. Por lo tanto,
es posible que mayores niveles de NO causen una inhibicion de la asimilacién del
acetato y como consecuencia haya una menor emision de CO, lo cual esta de
acuerdo con los resultados obtenidos con la estirpe M3 en presencia de
donadores de NO (Figura 1.15). No obstante, tendriamos que medir los niveles
de NO en la oscuridad en las estirpes M3 y en los dobles mutantes M3flv y
M3cyp55 para comprobar que los niveles de produccién de CO; en condiciones
heterotroéficas se correlacionan inversamente con la acumulacién de NO.

1.5. Estudio fenotipico de los mutantes de NiR

En Chlamydomonas, uno de los procesos que tienen lugar en respuesta a la
deficiencia de N y condiciones mixotroéficas es la clorosis. La falta de N, en
presencia de luz y acetato, da lugar a una disminucién de la actividad
fotosintética y fijacién de CO,y degradaciéon de clorofila (Juergens et al., 2015;
Schmollinger et al., 2014; Wei et al.,, 2014). En esta condicidn de estrés, el NO
participa en el remodelado de proteinas del cloroplasto, mediante la
degradacion tanto del complejo bef del tilacoide como de la enzima Rubisco

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 66



Capitulo 1

presente en el estroma. En esta degradacion estan involucradas las proteasas
cloroplaticas FtsH y Clp (Wei et al, 2014). También se han estudiado los
mecanismos moleculares que subyacen a la aclimatacién de Chlamydomonas en
respuesta a la exposicién a NO (Kuo and Lee, 2021). En este apartado quisimos
estudiar el comportamiento fenotipico de los mutantes de NiR en presencia de
NOz2;, una situacion en la que se estarian generando altas concentraciones de NO
en los cultivos herméticamente cerrados.

Los mutantes de NiR se crecieron en NH4* y a continuacion se transfirieron
a botellas herméticamente cerradas que contenian diferentes concentraciones
de NO~. Alo largo de 7 dias se monitoriz6 en los cultivos el contenido de clorofila
(Figura 1.16), NO, (Figura 1.17),y O en la fase gaseosa (Figura 1.18). En cuanto
al contenido en clorofila, la situacién de falta de N provocaba una degradacién
de este pigmento en todos los mutantes, alcanzandose una degradacién de un
50% a los 3 dias y un ®#90% a los 7 dias. La presencia de NO,- 10 mM siempre
protegia de esta degradacion de clorofila. Sin embargo, en la estirpe M3 esta
proteccion era total mientras que en el resto de mutantes de NiR (M3flv,
M3cyp55, M4 y G1) la proteccion variaba entre el 60-80%. En cuanto al consumo
de NO2;, todos los mutantes de NiR consumian/metabolizaban el NO»-. Si bien,
comparando las estirpes M3, M3flv, M3cyp55 se observa que la falta de FLV
disminuye el consumo/metabolizacién de NO, en el rango uM y mM, pero la falta
de CYP55 afecta en el rango uM pero no en el mM (Figura 1.17). Los niveles de
0 en la fase gaseosa de los cultivos se mantuvieron constantes a lo largo de los
7 dias (Figura 1.18).

En resumen, los datos indican que el NO2, que no se puede asimilar ni
proporcionar una fuente de N para el crecimiento, estad generando NO, el cual
puede causar estrés oxidativo, pero a la vez esta induciendo mecanismos de
proteccion de la degradacion de clorofila. Este NO generado podria estar
oxigenandose hasta NO3 por la reaccion de dioxigenacion mediada por las THBs,
de manera que el NOs generado podria sefializar y evitar la degradacién de la
clorofila (este efecto se estudia en mas detalle en el Capitulo 2).
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Figura 1.16. Efecto protector del NOz' en la degradaciéon de clorofila en los
mutantes de NiR. Precultivos de todas las estirpes en NH4* se transfirieron a medios sin
N o medios que contenfan NOz- 0,1 y 10 mM. La concentracion inicial de clorofila de los
cultivos era de 10 pg/mL. Durante 7 dias, en presencia de luz y agitacién. Se muestran
los cultivos y la cuantificacién de la clorofila para las estirpes M3 (A, B); M3flv (C, D),
M3cyp55 (E, F); M4 (G, H); y G1 (I, ]J). Las barras de error representan +SD, n = 3.
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Figura 1.17. Consumo de NO:z por los mutantes de NiR. Las condiciones
experimentales son las de la Figura 1.16. En este caso se muestra las concentraciones de
NOz que quedan en los medios de cultivo a lo largo del tiempo. Las Figuras de la
izquierda (en rojo) muestra el consumo desde 0,1 mM y las de la derecha (en azul) desde
10 mM. Las barras de error representan +SD, n = 3.
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Figura 1.18. Determinacion de los niveles de 0:2. Las condiciones experimentales son
las de la Figura 1.16. En este caso se muestra las concentraciones de Oz en la fase gaseosa
de cultivo a lo largo del tiempo en las estirpes indicadas. Las barras de error representan
+SD, n = 3.

Para la integracion/discusion de los resultados de las emisiones de N0 y
CO2 consideramos los siguientes aspectos:

El NO como molécula seiial que regula multitud de procesos en
Chlamydomonas, puede ser sintetizado mediante diferentes rutas (Astier et al,,
2021; Wei etal., 2014) y a la vez existen mecanismos de eliminacién del NO que
permiten la adaptacion a condiciones estresantes por altas concentraciones de
NO (Kuo and Lee, 2021).

Los mecanismos de protecciéon a NO que se activan cuando se administra
NO (Kuo and Lee, 2021). Entre ellos se incluyen: 1) el aumento en la expresion
de los genes THB1, THB2, FLVb y CYP55B1, 2) aumento en la concentraciéon de
glutation oxidado (GSSG) y disminucién del reducido (GSH), aunque los niveles
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totales de glutation no se ven afectados. Ademas, el estado redox del GSH se
restaura 3 h después de que las células se hayan expuesto a NO (Kuo and Lee,
2021). Los mecanismos de respuesta y adaptaciéon a NO pueden variar
dependiendo del fondo genético de las estirpes de Chlamydomonas, asi como de
la condicién que provoca la produccién de NO. Por ejemplo, (Kuo and Lee, 2021)
utilizan un mutante nitInit2 en respuesta a NO, pero esta respuesta puede
aumentar en una estirpe NIT1NIT2 ya que los genes que codifican THB1, THB2
y CYP55 estan positivamente regulados por NOs-y NIT2 (Capitulo 3).

EI NO y N20 serian bioproductos de la asimilaciéon de NO3-. Dado que el
NO2 es una fuente importante en la generaciéon de NO y N;O (Plouviez et al,
2017), sugerimos que la formacion de estos bioproductos podria darse como
consecuencia de una incompleta asimilacion de NOs- en la que el NOy se
acumularia por una descompensacién entre las actividades NR y NiR en una
estirpe WT. Ademads, es interesante resaltar que las rutas de asimilacién y
desasimilacion de NO3/NO, comparten enzimas comunes.

La NR seria la principal enzima para la formacion de NO, pero a la vez
proporcionaria un mecanismo para su eliminacién. En nuestro modelo
experimental, con mutantes de NiR, se demuestra que la NR y ARC son
fundamentales para la producciéon de NO que posteriormente se eliminaria en
forma de N;0. Por otra parte, el NO puede convertirse en NO3; mediante
NR/THB1 (ciclo NO3/NOs3) (Bellido-Pedraza et al., 2022) y posiblemente
también por THB2 (Sanz-Luque et al,, 2015b).

CYP55 y FLV tienen un papel clave en la eliminacion del NO a N0 tanto
en luz como en oscuridad. En nuestro sistema, la ausencia de cualquiera de ellas,
pero sobre todo la ausencia de CYP55 detiene el proceso tanto en luz como en
oscuridad.

En estudios previos, se propone que CYP55, localizada en la mitocondria,
mediaria la reduccién de NO hasta N»0, en oscuridad (Gérin et al., 2010; Plouviez
et al,, 2017). FLV, localizada en el cloroplasto, puede mediar tanto la reduccién
de 0; hasta H,0 como la reduccion de NO para dar N0, presentando una mayor
afinidad por el NO que por el O, y se propone que es mas activa en presencia de
luz (Burlacot et al., 2020). La discrepancia con nuestros resultados se puede
deber al fondo genético de las estirpes y la metodologia utilizada. Por ejemplo,
comparando nuestros resultados con los de (Plouviez et al., 2017) observamos
diferencias en la estirpe WT y ademas, en el tratamiento de las células con
cianuro. (Burlacot et al., 2020), llevan a cabo la reducciéon de NO a tiempos cortos
En nuestro trabajo usamos mutantes de NiR y una tecnologia que permite
monitorizar de modo continuo las emisiones de N,0 a partir de NOz-. Ademas, las
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estirpes M3 y M4 estan previamente confirmadas que producen mucho mas N,O
en luz que en oscuridad y presencia de NO, (Plouviez et al., 2017). Por tanto,
proponemos que ambas FLV y CYP55 serian necesarias para mantener la
integridad/funcionalidad de las mitocondrias y el cloroplasto frente a un posible
dafio causado por el NO. Profundizar en este mecanismo de regulacion
mitocondria-cloroplasto en el que FLV y CYP55 estarian involucrados requerira
estudios mas detallados.

Acoplamiento energético cloroplasto-mitocondria. FLV es responsable
del PCEF (Pseudo Ciclic Electron Flow) acoplado al PSI y que media la
fotoreducciéon de 0; a H;0. Recientemente se ha demostrado que el PCEF,
dependiente de FLV, y el CEF (Ciclic Electron Flow), dependiente de PGRL1
(Proton Gradient Regulation Like 1), generan un gradiente de H* (bajo pH
luminal) que es esencial para el Mecanismo de Concentracién de Carbono (CCM)
(Burlacot et al., 2022). Se sugiere que este gradiente de H* es usado por los
transportadores de bicarbonato de la membrana del tilacoide (tipo bestrofina)
convirtiéndolo en CO; para su transporte al interior del tilacoide. La ausencia de
ambas FLV y PGRL1 da lugar a una disminucién significativa (7 veces) en la
afinidad por el Ci (Carbono inorganico) que afecta al crecimiento en bajo CO».

Otra ruta que involucra lanzaderas de energia entre el cloroplasto y la
mitocondria es la denominada CMEF (Chloroplast-to-Mitochondria Electron
Flow) que podria suplementar las necesidades de ATP para otros componentes
del CCM como los transportadores de bicarbonato a nivel de membrana
plasmatica (HLA3) y del cloroplasto (LCIA/NAR1.2) (Bailleul et al,, 2015; Dang
etal, 2014). Burlacot y colaboradores sugieren que la accién combinada de CEF,
PCEF y CMEF, dan lugar a un aumento en la relaci6n ATP/NADPH que provee las
necesidades energéticas para el CCM sin comprometer la fijacién de CO,. Por otra
parte, se ha determinado la contribucion de la mitocondria a la energizacion del
CCM en estirpes WT, mediante el uso conjunto de dos inhibidores que bloquean
la oxidasa alternativa mitocondrial (AOX) y el citocromo bcl (Burlacot et al,,
2022). Los resultados indican que el bloqueo de la mitocondria afecta al CCM
reduciendo la afinidad por Ci. La AOX1 es una oxidasa alternativa mitocondrial
que esta unida en la membrana a la ubiquinol oxidasa y cataliza la oxidacion de
ubiquinol y la reducciéon de O, a H20. En Chlamydomonas, AOX1 se regula
positivamente por NOs  y NIT2 (Quesada et al., 2000) y también se induce en
células tratadas con NO (Zalutskaya et al., 2017). Se propone que AOX1 puede
funcionar en condiciones en las que la Citocromo ¢ Oxidasa mitocondrial estaria
inhibida por NO (Zalutskaya et al., 2017). Es decir, permitiria el funcionamiento
parcial de la cadena respiratoria mitocondrial y la formaciéon de ATP cuando la
Citocromo c Oxidasa esta bloqueada.
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En el acoplamiento energético mitocondria-cloroplasto, FLV y CYP55,
podrian ser fundamentales para la respuesta a NO y explicar los patrones de
emisién de N2O y CO; por las estirpes usadas en este estudio. En condiciones
mixotroficas cabrian los siguientes escenarios:

Estirpe M3, produce mucho NO, N20 y CO;. En este caso hay NR/ARC, FLV
y CYP55. El balance energético ATP/NAD(P)H seria en principio adecuado (por
la presencia de FLV y CYP55) para proveer de poder reductor al complejo
NR/ARC y las NO reductasas, y ATP para el transporte de acetato, asi como otros
transportadores. El acetato alimentaria el TCA con la consiguiente produccién
de COz y NADH que alimenta la cadena respiratoria y la produccion de ATP. Sin
embargo, la fijacion del CO, producido estaria limitado (02 y NO serian dos
sustratos que compiten por FLV). En otras palabras, el CCM que no estaria
afectado en NH4+ (Burlacot et al., 2022) si podria estar afectado en nuestra
condicion de NOz-/NO.

Estirpe G1, produce poco o nada NO, N;0 y CO,. Esta estirpe carece de NR
por lo que esta limitada la produccién de NO. El acoplamiento mitocondria-
cloroplasto seria correcto, FLV y CYP55 son funcionales, el acetato alimentaria
el TCA, pero el CO, generado se fijaria correctamente.

Estirpe M3flv, no produce NO ni N20, pero emite CO>. En este caso parece
que la NR estaria limitada para la produccién de NO y esto estaria explicado por
una baja actividad fotosintética y de generaciéon de poder reductor para la
actividad NR. El abastecimiento energético de la célula recaeria en el acetato y
TCA, pero insuficiente para la fijacion de Ci.

Estirpe M3cyp55, produce NO y CO;, pero no N;0. De hecho, es la estirpe
que estd mas afectada en la emision de N20O. Este dato sugiere que CYP55 seria la
NO reductasa mas eficiente en Chlamydomonas. La falta de CYP55 también
resultaria en un desacoplamiento mitocondria-cloroplasto y por tanto en la baja
fijacion de Ci.

Degradacion de clorofila. Finalmente, los mutantes de NiR no crecen en
NO2-aunque si lo metabolizan y producen NO. Paradéjicamente, el NO,- protege
de la degradacion de la clorofila y crea una situacién diferente a la situacion de
deficiencia de N. Este dato podria sugerir que otros mecanismos de eliminacion
de NO a través de GSH (GSH/GSNOR que generaria NH4*) o THB2 (que generaria
NOs3), o el propio NOz (como analogo del NO3-) podria mediar una repuesta
positiva a través de NIT2 e independiente de su asimilacién. Punto que se trata
en los Capitulos 2 y 3.
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CAPITULO 2. Regulacion por NOs- y NIT2 sobre la
asimilacion del nitrégeno organico y otros procesos en
Chlamydomonas

El NO3-, ademas de un nutriente, es una molécula sefial que regula su propia
asimilacion, asi como otros procesos. En plantas, es bien conocido el papel del
NOs- en el desarrollo de la raiz, germinaciéon de semillas, cierre de estromas,
tiempo de floracién, ritmo circadiano, transporte de auxinas, etc. (Asim et al.,
2020; Liu et al,, 2020; Vidal et al., 2020). Este papel del NOs- como seifial, que es
independiente de su asimilacidn, es poco conocido en Chlamydomonas y en algas
en general.

Con el objeto de profundizar sobre este aspecto en Chlamydomonas, hemos
realizado un estudio comparativo de dos estirpes 305 y 137c. La estirpe 305
(nit1INITZ) es mutante de NR y por tanto no puede reducir ni asimilar NO3-, pero
seria capaz de mediar las respuestas del NOs- a través de NIT2. La estirpe 137c
(nit1nit2) no puede reducir NOsz, pero también estaria afectado en la
senalizacion mediada por NIT2. Ninguna de estas estirpes puede crecer en NO3-
como unica fuente de N (Figura 2.1). Por tanto, en presencia de NO3  ambas
estirpes estarian en una deficiencia de N como nutriente, pero una lo sentiria a
través de NIT2 (305) y la otra no (137c).

Figura 2.1. Fenotipo nit- de las estirpes 305 y 137c de Chlamydomonas. La foto
muestra el crecimiento de ambas estirpes tras 3 dias de cultivo en los medios indicados,
T-N (sin nitrégeno), TNH4+* (8 mM), TNO3- (2 mM).

Cuando Chlamydomonas esta en deficiencia de N se producen una serie
de cambios (Takeuchi and Benning, 2019) que se resumen en la Figura 2.2. En
este Capitulo nos hemos centrado en estudiar el papel de la regulacién por NO3-
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/NIT2 en los procesos de gametogénesis, degradacidn de clorofila, acumulacion
de pigmentos y reservas de C (almidén y lipidos).

/\ [\ /\ [\ Adquisicion, Almacenamiento, Reutilizacion

g g Fotosintesis -N
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Figura 2.2. Cambios en Chlamydomonas tras la deficiencia de N y su posterior
readministracion. Adaptado de (Takeuchi and Benning, 2019).

2.1. Estudios comparativos de las estirpes 305 (nitINIT2) y 137c
(nit1nit2)

2.1.1.NO3" y NIT2 regulan negativamente la gametogénesis

Las células vegetativas (haploides) de Chlamydomonas se dividen
asexualmente en condiciones ricas en nutrientes. Sin embargo, en ausencia de N
y presencia de luz, Chlamydomonas se diferencia en gametos de diferente tipo
(mt* y mt), los cuales estan determinados genéticamente. Cuando dos gametos
de distinto tipo se encuentran estos se fusionan dando lugar a células diploides
funcionales que finalmente pierden los flagelos y forman un zigoto o zigospora.
Estas zigosporas son estructuras altamente resistentes que permiten Ia
supervivencia en condiciones ambientales adversas. Cuando se restablecen las
condiciones favorables (presencia de nutrientes; principalmente N y luz), ocurre
el proceso de germinacién y cada zigospora daria lugar a 4 células vegetativas
(ciclo sexual) (Goodenough et al,, 2007; Sasso et al., 2018; Zou et al., 2017).
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El efecto del NO3- como sefial negativa per se sobre la gametogénesis ya se
habia propuesto hace mas de 20 afios (Pozuelo et al., 2000). En consecuencia,
esto ocurre en los mutantes de NR 305 y D2 (ambos nitINITZ2). Ademas, la
presencia de sistemas de alta afinidad de NOs-, presentes en 305 pero ausentes
en D2, determinaba una inhibiciéon total por NO3z de la gametogénesis.

Nuestros datos sugieren que esta inhibicion mediada por NOjs seria
dependiente de NIT2, ya que la estirpe nit1nit2 (137c) queda liberada, al menos,
parcialmente, de dicha inhibicidn, #58% de inhibicién por NOs-, mientras que en
las estirpes WT y 305 la inhibicién es de ®99% (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Efecto del NOs-y NIT2 en la gametogénesis. Conteo de zigotos tras realizar
los cruces indicados en las condiciones indicadas. M-N (Medio Minimo deficiente en N).
T-N (Medio TAP deficiente en N).

Numero de zigotos

Cruce | M-N MNO, 4 mM
21gr (+) x 6145¢c (-) 415+1 62
137¢ (+) x 137¢ (-) 1999 £ 1 750 1
305 (-) x CW305 (+) 142 £ 68 1+1

Cruce ] T-N TNO; 4 mM
21gr (+) x 6145¢c (-) 12251 11+5
137¢ (+) x 137¢ (-) 1797 £ 2 8972
305 (-) x CW305 (+) 360+ 122 2£06

6145cy 21grson WT (NIT1INITZ2), 137c (nit1nit2), 305 (nitINIT2), cw305 (nitINITZ cw).
+ /-, sexo. CW (Cell Wall o pared celular). Las barras de error representan +SD, n = 3.

2.1.2. Efecto del NO3" y NIT2 sobre la clorofila, actividad fotosintética,
acumulacion de pigmentos, almiddn y lipidos

Cuando los cultivos de Chlamydomonas son transferidos a medios sin N, las
células aun son capaces de dividirse una vez durante las primeras 24 h (Spudich
and Sager, 1980). Se sugiere que esto lo hacen usando el N almacenado en
macromoléculas. Practicamente no hay aumento neto de clorofila y la cantidad
de proteina total en los cultivos aumenta levemente. Esto se traduce en que el
contenido de clorofila y proteina por célula disminuya un 65% y 50%,
respectivamente. Al mismo tiempo, se produce un aumento en la relacion C/N
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que es atribuible a una menor disponibilidad de N y a un aumento en la
acumulacion de C en forma de almidén y lipidos neutros (Msanne et al,, 2012;
Schmollinger et al., 2014; Siaut et al., 2011; Wang et al., 2009).

La disminucion de la actividad fotosintética, en estas condiciones, es
consecuencia de una regulacion a nivel transcripcional y postranscripcional. Se
ha descrito que en deficiencia de N hay una disminucién rapida en la
acumulacion de los transcritos que codifican los complejos del aparato
fotosintético, incluyendo genes implicados en la sintesis de pigmentos, y el ciclo
de Calvin-Benson-Bassham (Blaby et al., 2013; Juergens et al,, 2015; Miller et al,,
2010; Schmollinger et al., 2014). Esta reduccidn en los niveles de ARNm también
se observa a nivel de proteina, aunque en menor proporcion, por lo que se
propone que una regulacién a nivel postraduccional podria ser tan importante
como los cambios de expresion a tiempo corto tras la deficiencia de nutrientes
(de Vitry et al., 1989; Pfalz et al,, 2012; Turkina et al., 2006). Se ha propuesto que,
tras la exposicién a la falta de N, la regulacion del PSI y PSII es diferente. Las
proteinas y la actividad del PSII disminuyen mas rapidamente que las del PSI
(Plumley and Schmidt, 1989) y por tanto las células mantienen una alta
capacidad de CEF. Sin embargo, Juergens y colaboradores (Juergens etal., 2015)
han mostrado que, en el primer dia de deficiencia de N, el flujo de electrones a
través de los dos fotosistemas disminuye, pero las diferencias no son tan
drasticas como las previamente sefaladas.

En este apartado, estudiamos las respuestas fisioldgicas de las estirpes 305
y 137c cuando son incubadas en presencia de NOs-.

2.1.3.Efecto del NO3-y NIT2 sobre la clorofila, actividad fotosintética,
y pigmentos

En la Figura 2.3 se muestra la evolucion de los cultivos de las estirpes 305 y
137c en deficiencia de N y en NO3z 0,1 mM, asi como la cuantificaciéon de los
niveles de clorofila (Figura 2.4). Como era esperable, se observé una degradacion
de la clorofila durante los primeros 6 dias cuando ambas estirpes fueron
incubadas en deficiencia de N. En la estirpe 137c una degradacion idéntica se
observd también en presencia de NOs-. Sin embargo, la presencia de NO3 tuvo un
claro efecto protector en la estirpe 305 que retraso la degradacidn de la clorofila.

En la estirpe 305 y en presencia de NOs-, se observd que los niveles de
clorofila total aumentaron ligeramente durante el primer dia y que se
mantuvieron con una degradacién minima tras los 6 dias del experimento;
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mientras que en deficiencia de N los niveles disminuyeron un 80%. En cuanto la
densidad celular de los cultivos (Figura 2.4B), se observa un aumento de células
hasta los 3 dias, para luego mantenerse, siendo este aumento 1,5 veces superior
en NO3 que en deficiencia de N. Cuando se calcula la concentracién de clorofila
por célula (Figura 2.4C), se observa que ésta disminuye progresivamente con el
tiempo en deficiencia de N (un 85% a los 6 dias). Sin embargo, la reduccion se
enlentece en NO3- 0,1 mM (un 42% a los 6 dias). Como se muestra en las Figuras
2.4D-F, estos efectos del NO3- no se observan en la estirpe 137c. Estos datos
sugieren que el NOsz, a través de NIT2, estd actuando como sefial y como
consecuencia, estd regulando la divisién celular y la concentracion de clorofila.

137c 305
N03 0,1mM NO; 0,1mM
e

Figura 2.3. Aspecto de los cultivos de las estirpes 305 y 137c tras la deficiencia de
Ny efecto del NOs-. Los cultivos se mantuvieron durante 6 dias en presencia de agitacion
y luz continua.

En las mismas condiciones de cultivo e iluminacion, se determinaron el
rendimiento fotoquimico maximo (Fv/Fm) y la tasa de transporte de electrones
en el fotosistema II (ETR) (Figura 2.5). El comportamiento de estos pardmetros
en la estirpe 137c fue similar en deficiencia de N y en presencia de NOs-. Sin
embargo, en la estirpe 305, diferentes concentraciones de NO3- retrasaron la
caida en la eficiencia fotosintética (Fv/Fm y ETR), indicando que la presencia de
NO3- protege el aparato fotosintético y permite que este siga funcionando
durante mas tiempo que en condiciones de deficiencia de N. En condiciones de
deficiencia de N, el flujo fotosintético era nulo a los 3 dias, mientras que en
presencia de NO3- solo se habia reducido un #50%.

El cuanto al valor de NPQ (quenching no fotoquimico), se observa un pico a las
24 h para luego disminuir a los valores basales a los 3 dias. En presencia de NO3-
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este aumento no es tan pronunciado y también disminuye a los 3 dias (Figura
2.5C).En el caso de la estirpe 137c, el valor de NPQ también aumenta con un pico
a las 24 h, pero no hay efecto del NOs- (Figura 2.5C). Dado que NPQ hace
referencia a la capacidad de disipar el exceso de energia en los complejos antenas
en forma de calor y asi ajustar el flujo de electrones (e-), nuestros datos parecen
indicar que el NOs y NIT2 estarian mejorando la actividad fotosintética,
disminuyendo la disipaciéon de energia (NPQ) durante los primeros dias y
mejorando el flujo de electrones.
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Figura 2.4. Efecto del NOs- en el contenido de clorofila y densidad celular en las
estirpes 305 y 137c. Las estirpes se indujeron en los medios correspondientes. Se
mantuvieron durante 6 dias con luz y agitacién constante. En rojo, la estirpe 305 y en
azul la estirpe 137c. A) y D) clorofila (ug-mL1); B) y E) millones de células-mL-1; C) y D)
fg clorofila-célula-l. Las barras de error representan +SD, n = 3.
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Figura 2.5. Efecto de diferentes concentraciones de NOs3- en parametros
fotosintéticos en las estirpes 305y 137c. A) Fv/Fm, B) ETR, C) NPQ en la estirpe 305
(rojo) y 137c (azul). Las células se mantuvieron en luz y agitacién continua durante 7
dias. Las barras de error representan +SD, n = 3.

A continuacidn, se estudi6 la acumulacién de pigmentos y lipidos del
tilacoide que actuarian como protectores/reguladores de la actividad del
cloroplasto, asi como la acumulacién de compuestos de carbono como almidén
y TAG, cuya sintesis constituiria un sumidero del exceso de energia en
condiciones en las que el crecimiento esta detenido.

La cuantificacién de clorofila a y b, mediante HPLC, asi como de otros
pigmentos fotosintéticos se muestra en la Figura 2.6. En este caso, y referido en
relacién con peso seco (PS), también se observa el efecto positivo del NO3- sobre
los niveles de clorofila a y b en la estirpe 305. En cuanto a los otros pigmentos
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analizados, es dificil llegar a una conclusion clara, dado las desviaciones de los
resultados. No obstante, parece que los niveles de violaxantina se mantienen mas
altos en presencia de NO3- en la estirpe 305.
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Figura 2.6. Efecto del NO3 en la concentraciéon de clorofila y compuestos
carotenoides en las estirpes 305 y 137c. Las condiciones de cultivo fueron las mismas
que para la Figura 2.4. Ausencia de N (negro para ambas estirpes). PS (Peso Seco). Las
barras de error representan +SD, n = 3.
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2.1.4. Efecto del NOs- sobre la relacion C/N en la estirpe 305

Se determiné la relaciéon C/N en la estirpe 305 en deficiencia de N y NO3- 0,1
mM. La relaciéon C/N inicial era de *5%, y aumentd progresivamente con el
tiempo. Sin embargo, este aumento en NO3 fue un 25% inferior al observado en
deficiencia de N (3 y 6 dias). Este dato sugiere que la estirpe 305 acumula de
forma diferente los compuestos de carbono en ausencia de N y NO3- (Figura 2.7).

20

NOs™ 0,1 mM
— -N ]

Relacion C/N

Dias

Figura 2.7. Efecto del NOs- en la relacion C/N en la estirpe 305. Las condiciones
experimentales son las mismas que para la Figura 2.4. Las barras de error representan
+SD, n 2 3.

Remacle y colaboradores (Remacle et al., 2014) han mostrado que el NO3-y
NIT2 regulan la particion de carbono en condiciones mixotroéficas. Estos autores
comparan diferentes estirpes de Chlamydomonas entre las que se incluyen las
estirpes 305y 137c, en NH4* y NH4*NOs3-. Sus datos muestran que la estirpe 305
acumula mas malato, fumarato, almidén y acidos grasos que la estirpe 137c en
NH4*NO3- (Remacle et al.,, 2014). Nosotros analizamos aqui la acumulacién de
almiddn, TAG, y lipidos de membrana del tilacoide, comparando una situacién de
deficiencia de N frente a NO3- 0,1 mM para entender el papel del NO3- como sefial.

2.1.5. Efecto del NO3- sobre la acumulacion de almiddn en las estirpes
305y137c

Se determind el perfil de acumulacién de almidoén en las estirpes 305y 137c¢
alos tiempos 0, y después de 1, 3,y 6 dias de incubacién en los medios indicados
(Figura 2.8). En todos los casos se observo un incremento significativo en la
cantidad de almidodn a las 24 h. Tras este incremento, la evolucién de los niveles
de almidon fue diferente en ausencia de N y en NO3- para la estirpe 305. En medio
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ausente en N se observé una disminucion en la acumulacién, mientras que en
presencia de NOz los niveles se mantuvieron durante los 6 dias que dur6 el
experimento. En la estirpe 137c, los niveles de almidén se mantuvieron en ambas
condiciones.

Estos datos sugieren que el NO3- estaria regulando el metabolismo del
almidon en la estirpe 305, bien favoreciendo su sintesis o evitando su
degradacion.
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Figura 2.8. Efecto del NOs3- en la acumulacién de almiddn en las estirpes 305 y 137c.
En rojo se indica la estirpe 305 y en azul la estirpe 137c. A) y C) almidén total (ug-mL-1);
B) y D) almido6n por célula (fg almidén-célula-l). Las células se mantuvieron durante 6
dias, con luz y agitacion continua. Condiciones experimentales iguales que para la Figura
2.4. Las barras de error representan +SD, n = 3.

2.1.6. Efecto del NO3- sobre la acumulacion de lipidos en las estirpes
305y 137c

Chlamydomonas acumula TAG cuando las células entran en fase estacionaria
y en déficit de determinados nutrientes (Siaut et al., 2011; Urzica et al., 2013).
También los acumula en respuesta a otras condiciones de estrés como alta luz,
alta salinidad y altas temperaturas (Goold et al., 2016; Hemme et al,, 2014;
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Légeretetal, 2016; Siaut et al.,, 2011). La formacién de TAG ocurre a partir de la
acilacion de DAG (DiacylGlycerides) donde los acidos grasos provienen o bien, de
la sintesis de novo, o de acidos grasos procedentes del recambio de lipidos de la
membrana del tilacoide. En este sentido, se ha demostrado que la enzima
plastidica PGD1 (Plastid Galactoglycerolipid Degradation 1) estaria involucrada
en la hidrolisis de lipidos de la membrana del tilacoide, liberando &cidos grasos
que promoverian la sintesis de TAG. La ausencia de PDG1 causa una reduccién
del 50% en los niveles de TAG tras la deficiencia de N (Li et al., 2012). Ademas,
la sintesis de TAG también podria ocurrir a partir de DAG generado desde MGDG
(MonoGalactosylDiacylGlycerol), aunque la enzima involucrada en esta ruta no se
ha identificado (Légeret et al., 2016). Por tanto, en respuesta a diferentes tipos
de estrés, no sélo se regularia la acumulacién de TAG, sino que también habria
un recambio/reorganizacién en lipidos de la membrana del tilacoide, lo que
repercute en cambios estructurales del cloroplasto, pero también en la
regulacion de su funcion.

Para entender si el NO3 y/o NIT2 tenian alguna funcién reguladora en la
sintesis/acumulacion de lipidos, se determiné el perfil de estos en la estirpe 305
en respuesta a NHs*, deficiencia de N (-N) y NO3- después de 5, 6,y 7 dias (Figura
2.9).
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Figura 2.9. Efecto del NO3- en la acumulacion de lipidos en la estirpe 305. DGTS
(Diacylglycerol-N,N,N,NTrimethylhomoSerine), PE (PhosphatidylEthanolamine) SQDG
(SulfoQuinovosilDiacilGlycerol), DGDG (DiGalactosylDiacylGlycerol), MGDG
(MonoGalactosylDiacylGlycerol), MAG (MonoAcylGlycerol), 1,2DAG (1,2 Diacylglycerol),
FFA (Free Fatty Acids), TAG (TriAcylGlycerol). Datos representados como % de la suma
de lipidos totales. N.D (No Detectable). Las células se mantuvieron durante 7 dias, con
luz y agitacion continua. Las barras de error representan #SD, n 2 3.
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En estos datos hemos buscado por perfiles de regulacion por NOs y
mantenidos en el tiempo de ensayo. Seguiin se observa en la Figura 2.9, DGTG, PE,
MAG, DAG y FFA no encajarian en este patrén de regulacién. En cambio, TAG y
los lipidos de membrana del tilacoide (MGDG, SQDG, DGDG) si parecen mostrar
patrones de regulacion por NO3- los cuales se detallan a continuacién.

Para determinar si esta regulacion esta mediada por NIT2, se compararon

con los perfiles lipidicos en la estirpe 137c en las mismas condiciones, pero en
este caso a los 7 dias.

En cuanto a la acumulaciéon de TAG, en la estirpe 305, se observa un
aumento progresivo de la acumulacion de TAG en medio sin N alos 5, 6 y 7 dias.
Un patrén que se conserva tras un andlisis del porcentaje de los lipidos totales
(Figura 2.10A), como pg/mL (Figura 2.10B) y como fg/célula (Figura 2.10C). Sin
embargo, en medio con NO3- 0,1 mM, la acumulacién de TAG era siempre menor
a la obtenida en medio sin N. Dicho efecto del NO3- no se observa en la estirpe
137c (Figuras 2.10D-F). Ademas, la concentracién de TAG acumulado por célula
es inferior en la estirpe 137c que en la estirpe 305 (Figura 2.10F). Este patron de
acumulacion de TAG sugiere que NO3-/NIT2 serian responsables de la regulacién
negativa sobre la acumulacién de TAG, en la estirpe 305.
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La sintesis de TAG puede ocurrir tanto desde acidos grasos sintetizados de
novo como desde acidos grasos que provienen de la metabolizacion de lipidos de
la membrana del tilacoide. Por lo tanto, quisimos estudiar el patrén de
acumulacion de los principales lipidos de membrana del tilacoide (MGDG, SQDG
y DGDG) para ver si habia una correlaciéon con el patrén de acumulacién
observado para los TAG.

En la estirpe 305, los niveles de MGDG, galactolipido mas abundante de la
membrana del tilacoide, disminuyeron en deficiencia de N, pero se mantuvieron
en NHs* y NOsz (Figura 2.11A). Es decir, observamos un patrén que seria
contrario al de acumulacién de TAG, en el sentido de que la sefial de NO3 permite
mantener los niveles de MGDG. Este patrén se mantiene a lo largo del tiempo en
la estirpe 305. Sin embargo, en la estirpe 137c, a los 7 dias, no se observa un
patrén de regulacién que permita asegurar que el efecto del NOsz  estaria
mediado por NIT2 (Figura 2.11D).

La acumulaciéon de SQDG no mostré un patrén de regulacidén claro en
ninguna de las dos estirpes (Figura 2.11B y 2.11E).

Finalmente, la acumulacién de DGDG, si que mostré un patrén de regulacion
claro por NO3- y NIT2, acumuldndose menos en ausencia de N y mas en NO3 en
la estirpe 305 (NITZ) pero no en la estirpe 137c (nit2), en las que el DGDG se
acumul6 igual en ambas condiciones. Los niveles de DGDG en la estirpe 305 se
correlacionan de forma inversa con los niveles de TAG; a mayor acumulacién de
TAG menor acumulaciéon de DGDG y viceversa (Figura 1.11Cy F).

DGDG y MGDG son los lipidos predominantes que forman parte de la bicapa
y no bicapa en las membranas fotosintéticas, respectivamente. Se propone que
estos dos galactolipidos tienen un papel multifactorial en el desarrollo, de la
planta. Participan en diferentes procesos como son la fotosintesis, la adaptaciéon
a estrés, actilan como sustrato, inducen la sintesis de fitohormonas y mantienen
la forma del cloroplasto. En Arabidopsis, el mutante DGD1 que esta afectado en
la sintesis de DGDG. Un retraso en el crecimiento, una sobreproduccién de acido
jasmonico, un cambio en la forma del cloroplasto; procesos que estarian ligados
al aumento en la relacion DGDG/MGDG. También tiene lugar una disminucién en
la clorofila (clorosis) y en la actividad fotosintética que parece ser una
consecuencia de la disminuciéon en DGDG (Yu et al., 2020).
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Figura 2.11. Efecto del NO3" en la acumulacion de MGDG, SQDG y DGDG en las
estirpes de 305 y 137c. Estirpe 305 indicada en rojo (A-C), estirpe 137c en azul (D-F).
Las condiciones experimentales son las mismas que para la Figura 2.9. Las barras de
error representan *SD, n 2 3.

En Chlamydomonas, se ha demostrado que el silenciamiento de MGD1,
realizado en una estirpe CC-124 (137c) y que como consecuencia estaria
afectada en la sintesis de MGDG, aumenta la relacién DGDG/MGDG un 14%. Se
ha propuesto que este desbalance conlleva a un aumento de 5,4 veces en los
niveles de TAG en respuesta a ausencia de N y a una disminucién de la actividad
fotosintética (Lee et al.,, 2022).

Seglin nuestros datos, la relacion DGDG/MGDG (Figura 2.12) no parece
relacionarse con una mayor acumulacién de TAG. Asi, en la estirpe 305 en NHy4*,
la acumulaciéon de TAG es muy baja pero la relacion DGDG/MGDG es alta. En
deficiencia de N, DGDG/MGDG disminuye con el tiempo, pero los TAG aumentan.
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En cambio, si encajarian con los datos de Arabidopsis, en el sentido de que la
disminuciéon de DGDG en ausencia de N (y por tanto la disminucién de la relacién
DGDG/MGDG) se relacionaria con la degradacién de clorofila y una disminucién
de la actividad fotosintética. En cambio, altos niveles de DGDG en NH4* 0 NO3-
(relacion DGDG/MGDG alta) se relacionaria con alta actividad fotosintética.
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Figura 2.12. Cociente DGDG/MGDG en las estirpes 305y 137c en respuesta a NHs*,
deficiencia de N (-N) y NOs-. Estirpe 305 indicada en rojo (A), estirpe 137c en azul (B).
Las condiciones experimentales son las mismas que para la Figura 2.9. Las barras de
error representan *SD, n 2 3.

En resumen, nuestros datos sugieren que el NO3  y NIT2 estan protegiendo
la actividad fotosintética en la estirpe 305, manteniendo no solo los niveles de
clorofila y de carotenoides sino también los niveles de DGDG. Una mayor
actividad fotosintética favoreceria la fijacion de CO y la sintesis de almid6n en
vez de TAG, tal y como se observa para la estirpe 305 en NO3-.

2.2. Efecto del NO3- y NIT2 sobre el crecimiento de fuentes organicas
de nitréogeno

La estirpe 305 puede crecer en aminoacidos, sin embargo, la presencia de
NOs- inhibe su crecimiento en esta fuente de N. Este efecto negativo estaria
mediado por NIT2. En efecto, NO3-/NIT2 regulan negativamente la expresion de
LAO1, que codifica la enzima necesaria para la desaminacion oxidativa de la
mayoria de los aminoacidos produciendo NHs* y el correspondiente cetoacido
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(Calatrava et al., 2019, 2018). En este trabajo hemos estudiado la regulacién por
NO3 y NIT2 de la asimilacion de otras fuentes organicas de N como urea y trico.

2.2.1. Inhibicién por NO3- en la asimilacion de urea y urico

Como se puede observar en la Figura 2.13, la presencia de NO3- (incluso a
concentraciones tan bajas como 0,1 mM) inhibe el crecimiento en urea y trico
en la estirpe 305, pero no afecta en la estirpe 137c.
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Figura 2.13. Efecto del NOs- en el crecimiento en urea y urico en las estirpes 305y
137c. Cultivos tras 3 dias de crecimiento en urea 2 mM (A) y urico 2 mM (C) en ausencia
y presencia de las concentraciones de NO3-indicadas. En B) y D) se muestra la densidad
celular de los cultivos en las estirpes 305 y 137c. La cantidad de células al comienzo del
experimento fue 1 millén de células - mL-1. Las barras de error representan +SD, n = 3.

Esta inhibicién por NO3- se comprueba con la medida de consumo de urea 'y
urico en la estirpe 305 (Figura 2.14). Como podemos observar cuando en el

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 92



medio hay urea y NOs;, los niveles de urea permanecen constantes durante 24 h
(Figura 2.14 A). En el caso del trico (Figura 2.14 B), su consumo disminuye a
medida que aumentamos la concentraciéon de NOs-.
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Figura 2.14. Inhibicion por NOs- en el consumo de ureay urico en la estirpe 305. A)
consumo de urea, y B) consumo de acido urico. La concentracion inicial de urea y urico
fue 1 mM. La urea se midid a 0, 24 y 48 h. El trico se midié a 0, 2, 4 y 6 h. Las barras de
error representan *SD, n = 3.

2.2.2. Reversion de la estirpe 305 para el crecimiento en fuentes de
N organico

En la estirpe 305, cuando se crecia en medio s6lido con NOz y diferentes
tipos de aminoacidos, se observaba la reversiéon espontanea del fenotipo y la
aparicién de colonias (revertientes) que eran capaces de crecer en estas
condiciones (Figura 2.15). La tasa de reversion fue similar en presencia de los

diferentes aminoacidos analizados (=300 revertientes/106 células) (Figura
2.15).
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Figura 2.15. Reversidn de la estirpe 305 en aminoacidos mas NOs3-. Detalle de la
reversiéon en aminoacidos mas NOs- y tasa de reversion. El NOs- en todas las condiciones
era 4 mM. A) Foto tomada a los 7 dias de crecimiento. B) Cuantificacién de los
revertientes/10° células. Las barras de error representan +SD, n 2 3.

Este hecho también ocurre para otras fuentes de N organico (urea y urico).
Los revertientes obtenidos en fuentes organicas de N son estables y muestran
actividad cruzada. En un TFM (Sara Aguado, TFM 2021) se estudio este proceso
de reversion incluyendo, ademas de la estirpe 305, el mutante de NiR M3 que
muestra el mismo comportamiento. Se aislaron 10 revertientes de cada estirpe
(305 y M3) en las condiciones (leucina + NO3z, urea + NO3 y urico + NOz’).
Analizamos si los revertientes aislados en una condiciéon (por ejemplo, leucina +
NOs37), crecian también en las otras condiciones (por ejemplo, urea + NO3z y urico
+ NO3) y viceversa. Los resultados confirmaban este hecho y permiten sugerir
que la(s) reorganizacion(es) génica(s) que hayan podido tener lugar afectaria a
un factor comun implicado en la regulaciéon negativa por NO3/NIT2 para la
asimilacion de fuentes organicas de N. Ademas, se comprobd que el fenotipo era
estable. Asi, los revertientes que se aislaron inicialmente y que fueron
mantenidos durante mas de 3 afos, tanto en condiciones de presion selectivas
(4 mM leucina + 4 mM NO3) como no selectivas (8 mM NH4*), mantuvieron el
fenotipo.

2.3. Estudio de revertientes que han perdido la sefial negativa de
NOs3-

A continuacién, se procedié a la caracterizacion de algunos de los
revertientes obtenidos en 4 mM leucina + 4 mM NOs3- (R7, R9 y R10). Al igual que
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la estirpe parental 305, estas estirpes mantenian la proteccion frente a la
degradacion de clorofila en medios con NO3- (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Los revertientes R7, R9 y R10 mantienen la proteccién por NO3- para
la degradacion de clorofila. A) Aspecto de los cultivos tras 9 dias en medios sin N y con
NOs- 4 mM. B) Contenido en clorofila en los cultivos de la estirpe 305 y los revertientes
en NHa* (A), deficiencia de N (-N) y NOs- (N). Ct (Clorofila total), Ca (Clorofila a) y Cb
(Clorofila b).

En cuanto a otros pigmentos fotosintéticos (Figura 2.17), también se
observa que tanto en la estirpe 305 como en los revertientes, los niveles de
loroxantina/neoxantina, violaxantina y luteina son superiores en NO3 con
respecto a deficiencia de N.
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Figura 2.17. Contenido en carotenoides en la estirpe 305 y los revertientes en
NH4*, deficiencia de N (-N) y NOs-. Los datos se corresponden al contenido de los
carotenoides tras 9 dias en medios con NHa*, -N y NO3- 4 mM. N.D (No Detectable). A)
Loroxantina/Neaxantina, B) Violaxantina, C) Luteina y D) B-Caroteno. Resultados
obtenidos en HPLC.

En cuanto a la acumulaciéon de almidén, todos los revertientes mostraban el
mismo patrén que la estirpe de procedencia, acumulando mas almidén en NOz-
que en ausencia de N (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Acumulacién de almiddén de los revertientes en respuesta a NOs-.
Comparacién de la acumulaciéon de almidén entre la estirpe parental (305) y los
revertientes (R7, R9 y R10) durante 9 dias. Las células se mantuvieron en luz y agitacion
continua.
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El perfil de acumulacién de lipidos se determiné sdélo en el revertiente R9.
Tanto para los TAG como DGDG mostraban el mismo patrén que la estirpe de
procedencia 305 (Figura 2.19).
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Figura 2.19. Acumulaciéon de TAG y DGDG en la estirpe R9 en NH4*, deficiencia de
N (-N) y NOs-. Medidas obtenidas utilizando en HPTLC. N.D. (No Detectable). Las
condiciones experimentales son las mismas que para la Figura 2.9. Las barras de error
representan *SD, n = 3.

2.3.1. Consumo de NOz’, urea y urico en la estirpe R7

De los revertientes aislados nos centramos en la estirpe R7 paralos estudios
posteriores. En el caso del consumo de NO,, R7 muestra el mismo
comportamiento que la estirpe de procedencia 305 (Figura 2.20). Es decir,
cuando ambas estirpes se transfieren desde NHs* a NO2- 0,1 mM, y se determina
la actividad de consumo de NOy, se observa una primera fase de induccién (=40
minutos) tras la cual el NO,- empieza a consumirse y finalmente se agota (=120
minutos). Este resultado indica que la induccion de la actividad que involucraria
al sistema I de transporte (NRT2.1/NAR2) asi como la actividad NiR (ambos
regulados por NIT2) serian funcionales (Galvan et al., 1991; Higuera etal., 2014).
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En cuanto al consumo de urea y de urico (Figura 2.21), se confirma que el
revertiente R7 no sufre la inhibicién de la asimilacién de estas fuentes de N en
presencia de NOsz-. Esto permite a la estirpe R7 consumir y crecer con urea (U) o
tirico (U) en presencia de NO3- (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Consumo urea y urico en el revertiente R7. Se muestra las
concentraciones de urea (A) y urico (C) que queda en los medios de cultivo a lo largo del
ensayo. B) urea y D) urico, muestra el contenido en clorofila en estas fuentes de N. Las
células se mantuvieron en luz y agitacion continua. Las barras de error representan +SD,
nz3.

2.3.2. Efecto del NOs3- sobre la gametogénesis en la estirpe R7

También se estudi6 la gametogénesis en la estirpe R7 en presencia de NOs-.
La eficiencia para formar gametos se realizé incubando cada una de las estirpes
durante 12 h en luz en medios que contenian NH4*, NO3-, o carecian de N. Tras la
realizacion de los cruces de estirpes mt* x mt, se cuantificé el nimero de zigotos
obtenido en cada condicién. La ausencia de zigotos en medios con NHy4* indica
que ha funcionado la represiéon por NHi* sobre la gametogénesis. El medio
carente de N seria el control positivo que indica que las estirpes han formado
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gametos. Si hay o no represion por NOs sobre la gametogénesis se analiza
cuando se cruzan las estirpes 137c (que forma gametos en NO3’) con R7. La
ausencia de zigotos en NOz- para el cruce R7 x 137c, indica que este revertiente
se comporta como la estirpe parental 305. Es decir, no se ha perdido la sefial
negativa de NO3- sobre la gametogénesis.

Tabla 2.2. Efecto del NOs- en la gametogénesis en el revertiente R7. Conteo de
zigotos.

Numero de zigotos

Cruce T-N NH,* 8 mM NO3; 4 mM
R7(-) x137c (+) 183 N.D N.D
305(-) x137c (+) 135 N.D N.D

Cada una de las estirpes se incubaron durante 12 h en luz en las condiciones de N indicadas. El
numero de zigotos hace referencia al cuantificado en las placas por cm? tras el barrido de la placa
completa. (N.D) No Detectable.

2.3.3. Analisis de los patrones de expresion de genes para la
asimilacion de Nitrégeno

Finalmente se estudid el patrén de expresion de los genes LAO1, NIA1 (NR)
y NRT2.1 (HAN/NIT) en las estirpes 305 y R7, asi como en las estirpes 704 (WT),
el mutante insercional 89.87 (mutante nit2 derivado de 704), y la estirpe
complementada con NITZ (p68.8).

En la Figura 2.22 se muestra la expresion de LAOI. En la estirpe WT (704),
la expresion de LAO1 aumenta progresivamente con el tiempo, en -ausencia de
N, pero esta totalmente reprimida en NH4* y NOs . En el mutante nit2 y en
deficiencia de N, el nivel de expresiéon de LAO1 es mas bajo, pero se ha perdido
parcialmente la represién por NOs- y no por NHs*. Esta represion por NOz- se
recupera cuando se complementa con NITZ (estirpe p68.8). Este dato indica que
NIT2 regula LAO1, directa o indirectamente.

Cuando se comparan las estirpes 305 y R7 se observa el mismo patrén que
cuando se comparan las estirpes 704 y 89.87. En la estirpe R7 se ha perdido
parcialmente la represiéon por NOz- pero no por NH4*. Esto sugiere que R7 estaria
afectado en la sefializacién mediada por NIT2. Sin embargo, no parece ser un
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mutante nit2 ya que la induccién de la actividad de consumo de NOz  (que

involucraria a NRT2.1 y NII1) no se muestra afectada (Figura 2.20)
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Figura 2.22. Patrones de expresion de LAO1 en diferentes estirpes de
Chlamydomonas. Se muestra la expresion relativa de LAOI con respecto al gen de
referencia ubiquitina ligasa (ver Materiales y Métodos). Cada una de las estirpes se
crecieron en NHs* y luego se transfirieron a medios con NH4*, carente de N o NO3- 4 mM.
A) 704, B) 89.87, C) p68.8, D) 305 y E) R7. Las barras de error representan +SD, n = 3.

Para el caso de NRT2.1, el patron de expresion de NRT2.1 en la estirpe 704
(WT) encaja con: represion en NHy*, desrepresion en ausencia de N y un pico de
maxima expresidon en NOsz- (Figura 2.23) (Higuera sobrino et al., 2014). En el
mutante nit2 (89.87) se pierde esa activacion por NOs, y se recupera tras la
complementacion con NITZ (p68.8). Asi pues, NRT2.1 esta controlado por NIT2
(Camargo et al., 2007; Higuera et al., 2014). Pero, ademas, este sistema de
transporte NRT2.1 esta muy relacionado junto con NIT2 en la sefializacién por
NOs3- (Llamas et al., 2002; Rexach et al., 2002). En la estirpe 305, se conserva la
represion por NH4* y la activacion por NOs-. En la situacion de ausencia de N se
obtienen altos niveles de expresion, la razdén de ello es que esta estirpe al carecer
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de actividad NR, es muy sensible a las trazas de NO3 presentes en medios
carentes de N (Llamas et al.,, 2002; Pozuelo et al.,, 2000; Rexach et al., 2002;
Galvan et al,, 1992). En la estirpe R7 hay una sobreexpresion de NRTZ2.1 en
comparacion con la estirpe 305. Este dato vuelve a apoyar que R7 no estaria

afectado en NITZ2.
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Figura 2.23. Patrones de expresion de NRT2.1 en diferentes estirpes de
Chlamydomonas. Las condiciones de ensayo fueron las mismas que para la Figura 2.22.
Las barras de error representan +SD, n = 3.

Finalmente, NIA1 mostr6 un patrdén similar al de NRT2.1 ya que ambos se
regulan por NIT2. En la estirpe WT (704), este gen que estaba reprimido en NHy4*,
exhibié su maxima activaciéon en NOsz, y una desrepresion en ausencia de N
(Figura 2.24) (Higuera et al., 2014). La induccién de NIA1 por NO3 no se observo
en el mutante nit2 (89.87) y se recuperd tras la complementacién con NITZ
(estirpe p68.8).
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La estirpe 305 es un mutante de NR afectado en la actividad diaforasa pero
no en la actividad terminal (Fernandez and Cardenas, 1982; Fernandez and
Matagne, 1984), es decir, expresa el gen pero no es funcional para la reducciéon
de NOs-. Esto da lugar a que la estirpe 305, asi como otros mutantes que carecen
de actividad NR como son los mutantes de cofactor de molibdeno o los mutantes
de delecion de NR, sobresientan la senal de NOs- (Galvan et al., 1992; Llamas et
al, 2002; Pozuelo et al., 2000; Rexach et al.,, 2002). Cuando se comparan los
patrones de expresion de NIA1 en las estirpes 305 y R7, en ambos hay represion
por NH4*. Sin embargo, la activacién por NO3z- disminuye significativamente en el
revertiente R7. Los datos obtenidos con los revertientes indicarian que estos no

serian mutantes nit2, pero si podrian estar afectados en la ruta de sefializacion
de NIT2.
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Figura 2.24. Patrones de expresion de NIA1 en diferentes estirpes de
Chlamydomonas. Las condiciones de ensayo fueron las mismas que para la Figura 2.22.
Las barras de error representan +SD, n = 3.

En resumen, los datos aportados en este Capitulo indican que el NO3-y NIT2
participan en la regulacion de distintos procesos en Chlamydomonas. La estirpe
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305 es como si quedara atrapada en esta senal de NO3/NIT2 y responde
quedando en un estado vegetativo que le permitiria:

Dividirse mds, no diferenciarse en gametos, mantener unos niveles de
clorofila y una actividad fotosintética apropiada, y a la vez sintetizar mas
almidén, pero menos TAG. El mantenimiento de los DGDG, compuestos
carotenoides y clorofila apoyan al efecto de NO3-/NIT2 en la proteccion del
aparato fotosintético.

Al quedarse atrapada en esta situacion de NOs-, la estirpe 305 esta impedida
para asimilar fuentes organicas de N. La pérdida de un componente de
sefalizacion, ain por identificar, permite revertir especificamente la regulacion
negativa por NO3-/NIT2 para la asimilacién de N organico.
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CAPITULO 3. Estudio de rutas metabélicas, promotores
y factores de transcripcion que se regulan por nitrégeno

NIT2 es el gen maestro para la asimilacion de NO3z- en Chlamydomonas.
Ademas, los resultados mostrados en los Capitulos 1 y 2 muestran que el NO3-
puede funcionar como una sefial mediada por NIT2, e independiente de su
asimilacion, ya que regula otros procesos en Chlamydomonas. Esta sefial protege
frente a la degradacion de clorofila, favorece la acumulacion de almiddn, inhibe
la asimilacion de N organico y la gametogénesis. Asimismo, NIT2 también es
importante para la desasimilacién de NO3/NO; a N;0. En el caso del
metabolismo de lipidos, la sefial de NO3- mediada por NIT2 también tiene un
papel regulador.

Con el objeto de identificar genes que controlen estos procesos y las rutas
reguladoras mediadas por NO3-/NIT2 se procedié a:

e Analizar los patrones de expresién de genes en la estirpe WT (704) y el
mutante nit2 (89.87).

e Analizar los Factores de Transcripcion (TFs) y Reguladores
Transcripcionales (TRs) regulados en respuesta a NO3 y NIT2.

e Estudiar de los promotores de los genes regulados para identificar motivos
de unién a TFs.

3.1. Patrones de expresion de genes en la estirpe WT y el mutante
nit2

Los datos que se analizan se corresponden a la transcriptémica realizada
con las estirpes WT (704) y el mutante nit2 (89.87) cuando se transfieren desde
NH4* a NO3-y en dos condiciones: A) TAP (condicién mixotrofica-acetato y luz) y
B) MM (condicién autotréficas-alto CO; y luz). El andlisis cuantitativo de los
transcritos, mediante RNAseq, se realiz6 después de una hora de induccion en
presencia de NO3- (Calatrava V, 2018).

A continuacidn, se muestran los genes clasificados por rutas metabdlicas y
se discute el posible significado biologico de los resultados.
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3.1.1. Sintesis y degradacion de clorofila

La degradacién de clorofila es una de las respuestas tipicas que tiene lugar
cuando las células se encuentran en deficiencia de N en condiciones mixotroficas,
pero no en condiciones autotréficas (Wei et al., 2014; Shai et al.,, 2016). Nuestros
datos muestran que cuando las células se transfieren desde NHs* a NOs en
condiciones mixotroficas, el mutante nit2 disminuye la expresion de la mayoria
de los genes para la biosintesis de clorofila, pero, ademas, aumenta la expresion
de NYC1/SDR21y CLH1 que participan en la degradacién (Anexo III Tabla 1). La
estirpe WT responde disminuyendo la expresion de algunos de los genes para la
sintesis de clorofila como son GSA1, PBGD1, CPX1, CHLD, GUN4 vy
UPD1 /UROD1(color rojo en la Tabla 1) pero los genes para la degradacién no
alteran sus niveles expresién (color blanco en la Tabla 1). Este dato indica que la
estirpe WT responde apropiadamente desde una situacién en los que esta
asimilando NH4* a otra en la que tienen que poner en marcha la asimilacion de
NOs, disminuye la sintesis, pero no la degradacion de clorofila.

3.1.2. Sintesis de carotenos

En condiciones mixotroficas, no se observan cambios en la expresion de
genes para la biosintesis de caroteno en el WT, aunque algunos de ellos si
disminuyen en el mutante nit2 (CMS, DXR, GGPS, GGR, HDS, CYP97(C1, CYP97A3,
CYP97A3 y CHYB) (Anexo III Tabla 2).

3.1.3. Metabolismo del almidon

En cuanto al metabolismo del almidon, no se observa un patrén claro de
regulacion por NO3/NIT2 que apoye los resultados obtenidos con la estirpe 305
en el Capitulo 2. En el mutante nit2 aumenta la expresion de genes de la
biosintesis (GPMZ2, STA3 y SSS85) y disminuye INVZ (involucrado en la
degradacion) lo que esta de acuerdo con la acumulacién de almidén en
deficiencia de N (Anexo III Tabla 3).

3.1.4. Sintesis de TAG

Es un hecho bien conocido que Chlamydomonas acumula TAG en respuesta
a deficiencia de N. Esto es el resultado del reciclado de lipidos de membrana y de
la sintesis de TAG por acilaciéon del DAG (Boyle et al., 2012; Gargouri et al., 2015;
Li-Beisson et al,, 2021).
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En este estudio nos hemos centrado en el analisis del patron de expresion
de los genes que participan en la sintesis de TAG, asi como de los implicados en
el metabolismo de los lipidos de la membrana del tilacoide (Anexo III Tabla 4).

En este caso encontramos curiosas diferencias entre ambas estirpes WT y el
mutante nitZ (89.87). En el mutante nit2 (89.87) se observa un aumento en la
expresion de DGAT1 (DiacylGlycerol Acyltransferase Type 1), DGTTI1
(DiacylGlycerol acylTransferase Type 2), PDAT1 (Phospholipid Diacylglycerol
Acyltransferase Type 1 que formaria DGTS) y MLDP1 (Major Lipid Droplet
Protein), todo ello indica un aumento en la sintesis de TAG que
alimentaria/aumentaria las LDs (Lipids Droplets/gota de grasa). Sin embargo,
disminuye DGAT3 (DiacylGlycerol Acyltransferase Type 3), BTA1 (diacylglycerol-
N, N, N trimethyl homoserine), responsable de la sintesis de DGTS, que es el
principal lipido de membrana alrededor de las LP en Chlamydomonas (Li-
Beisson et al, 2021). En el mutante nit2 también disminuye MGDI
(MonoGalactosylDiacylglycerol synthase) lo que sugeriria menor contenido de
MGDG.

En la estirpe WT no se observan cambios en la expresién de genes la sintesis
de TAG. Sin embargo, hay un aumento en la expresiéon de DGD1 (DiGalactosil
Diacilglycerol synthase 1) y PGD1 (Plastid Galactoglycerolipid Degradation 1) que
seria dependiente de NIT2. La activacién de PGD1 dependiente de NIT2 apoya
los datos obtenidos en el Capitulo 2 donde los niveles de DGDG estan mantenidos
en la estirpe 305. En resumen, parece que la ausencia o presencia de NIT2
determina un metabolismo diferencial de los TAG y los lipidos del tilacoide.

3.1.5. Gametogénesis

La expresion de genes para el desarrollo de la gametogénesis, tanto en
condiciones mixotréficas como autoxoéficas, permitia indentificar a NSG13
(Nitrogen-Starved Gametogenesis (NSG) gene 13) como un posible candidato
para determinar el avance o no de la gametogénesis. NSG13 aumenta su
expresion en ambas estirpes y en ambas condiciones (sefialado en verde en la
Tabla 5). Sin embargo, la expresién es mayor en el mutante nit2 que en el WT
cuando se transfieren a NOs-. Esto hace suponer unaregulaciéon negativa por NO3-
/NIT2. Es decir, si hay NO3- y NIT2 se bloquearia el avance de la gametogénesis
(algo que ocurre en la estirpe 305, aun siendo incapaz de asimilar NO3-) (Capitulo
2). Esta regulacion negativa, a nivel transcripcional, se detalla mas adelante en
la asimilacién del N organico. NSG13 codificaria una proteina con 3 dominios
transmembrana y 4 repeticiones tipo armadillo, que se expresa exclusivamente
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durante la gametogénesis (Abe et al., 2004), pero cuya funcién se desconoce
(Anexo III Tabla 5).

3.1.6. Metabolismo del NO

Con respecto a los genes implicados en el metabolismo de NO (Anexo III
Tabla 6), 1a expresion de GSNORZ, HCP2, ARC y FLVs no muestran regulacion por
NOs. THB1, THBZ y NIRK si se activan por NO3- y es dependiente de NITZ2, tanto
en medio MM como TAP (sefialado en verde en la Tabla 6). Este patrén también
se observa para CYP55, pero inicamente en medio TAP.

3.1.7. Asimilacion de nitréogeno

En Anexo III Tablas 7 y 8 se muestran los patrones de expresion de los genes
relacionados con el metabolismo de N en condiciones mixotréficas (Anexo III
Tabla 7) y autotréficas (Anexo Il Tabla 8). Adema4s, en las Figuras 3.1 y 3.2 se
muestran los esquemas para las rutas de asimilacién de N inorganico y organico,
respectivamente. En estos esquemas se resaltan aquellos genes que muestran
una regulacién positiva por NO3/NIT2 y los que tendrian una regulacién
negativa por NO3/NIT2.

La mayoria de los genes que codifican proteinas claves de la asimilacién de
NOs,, muestran un patrén de regulacion pesitiva por NOs/NIT2, y tanto en
medio MM como TAP. Entre ellos los que codifican la NR y NiR (NIT1, NiI1), los
transportadores (NRT2.1, NAR2, NRT2.2, NRT2.3, NAR1.1, NAR1.6, etc.) y genes
en la biosintesis del cofactor de molibdeno (MOT1, CNX2, CNX6, etc.). Este patrén
es facilmente identificable porque el logzFold Change >1 en WTN/WTA (c6digo
verde) y WTN>nit2N (cédigo verde) (Anexo III, Tablas 7 y 8).

Cuando se analizo el patrén de expresion de los genes para la asimilacion de
N organico, y en particular aquellos que intervienen en la captacion de N, nos
encontramos con un patron caracteristico. Son genes que se inducen al pasar las
células de NH4* a NO3- en ambas estirpes (logzFold Change>1 en WTN/WTA y
nit2N/nit2A) pero presentan una induccién significativamente mayor en el
mutante nit2 que en el WT (logzFold Change <1 WTN>nit2N). La explicacién para
ello es que, el paso desde un medio con NH4* 0 a otro con NO3 genera una
condicion de deficiencia de N (desde la retirada del NH4* hasta que se inducen
los sistemas de transporte y de reduccién de NOs’). Esta situacién seria
transitoria en la estirpe WT y permanente en el mutante nit2. Por lo tanto, a
pesar de su induccidén en NOs, hemos definido estos genes como regulados
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negativamente por NO3z /NIT2. Esta regulacion negativa por NO3/NIT2 es la
que se observd en el Capitulo 2 para la asimilacién del N organico y se hizo
extensiva para otras rutas. Este patron de regulacion negativa es facilmente
identificable en las tablas mediante el c6digo de colores verde-rojo-verde (verde
para la columna WTN/WTA, rojo para WTN>nit2N, y verde para nitZN/nit2A)
(Anexo III Tablas 7 y 8).
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Figura 3.1. Regulaciéon por NIT2 de los genes implicados en la asimilacién de N
inorganico. Se muestra la ruta para la asimilacion de N inorganico. Se destaca en color
verde aquellos genes/proteinas que se regulan positivamente por NO3/NIT2 y en rojo
los que muestran una regulaciéon negativa. Figura adaptada de Calatrava et al.,, 2023b.
Con (*) se indican que los correspondientes genes tendrian motivos de unién a NIT2 en
su promotor.

En condiciones mixotroéficas, se observa una regulacion negativa por NOz-
/NIT2 que afecta a la expresion de genes para la asimilacion de aminoacidos
(LAO1, RIDA), transportadores de purina (UAPA1 y UAPA6), urea carboxilasa
(DUR1) asi como los transportadores de NH4* de alta afinidad (AMT1.1) y el
transportador de CO, (RHPZ2), y la enzima cloroplastica glutamato sintetasa
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(GLN3). Estos datos concuerdan y explican los obtenidos en el Capitulo 2 donde
se muestra que el NO3- inhibe la asimilacién de aminoacidos, urea y trico en un
proceso que es dependiente de la presencia de NIT2. Esta regulacién jerarquica,
en la que el NH4* inhibe la asimilacién de NO3z- y ambos, NH4* y NO3-, reprimen
los genes de la asimilacion de N orgénico constituye la “piramide nutricional” del
N en Chlamydomonas (Calatrava et al., 2023b). El NOs,, situado en el centro de la
pirdmide, inhibiria a través de NIT2 la asimilacién de N organico.
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a-keto acidos
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Figura 3.2. Regulacion por NIT2 de los genes implicados en la asimilacién de N
organico. Se muestran las rutas para la asimilacién de aminoacidos, urea y purinas. Se
destaca en color rojo aquellos genes/proteinas que se regulan negativamente
positivamente por NOs-/NIT2. Figura adaptada de Calatrava et al., 2023b. Con (*) se
indican que los correspondientes genes tendrian motivos de unién a NIT2 en su
promotor.
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Como se ha descrito en el Capitulo 2, una estirpe nit1NIT2 (305) presenta
una sefial negativa persistente mediada por NOs- que impide la asimilacién de N
organico. Esta es una situaciéon que genera una inestabilidad genética que lleva a
la generacién de mutantes espontaneos (revertientes) capaces de asimilar el N
organico. Los datos del Capitulo 2 sugieren que estos revertientes no estarian
afectados en NIT2 pero si en su ruta de sefializacion. Una posibilidad para
identificar el factor implicado seria llevar a cabo la secuenciacién de los genomas
de estas estirpes, buscando posibles transposones o modificaciones que puedan
alterar la expresion del gen responsable del fenotipo.

3.2. Analisis de TFs (Factores de Transcripcion) y TRs (Reguladores
Transcripcionales) regulados en respuesta a NOs-y NIT2

Se analizé la respuesta a NOsz, tanto en condiciones mixotroficas o
autotroficas, de 250 factores de transcripcion (TF) y 173 reguladores
transcripcionales (TR) en la estirpe WT. La Figura 3.3 muestra aquellos TF y TR
diferencialmente regulados con un Log; Fold Change >1 y < -1. Dentro de los TF
que aumentan su expresion, 10 TF lo hacian en ambas condiciones, 1 TF fue
especifico de TAP y 23 TF respondieron tinicamente en MM (Figura 3.3). En el
caso de los TF que disminuyen su expresion, sélo 1 TF (ROC40) es comun para
los medios TAP y MM, 1 TF es especifico de TAP y 14 TF son especificos de MM
(Figura 3.3)

TF WT Inducidos TAP TF WT Reprimidos TAP

WT Inducidos MM WT Reprimidos MM

Figura 3.3. Diagrama de Venn de factores transcripcionales expresados
diferencialmente en respuesta a NOs3- de la estirpe WT (704). Los 250 factores de
transcripcién se corresponden con los identificados en (Gargouri et al., 2015). Para los
TF diferencialmente regulados en respuesta a NOs- se consideré un logzFold Change>1
para los genes regulados positivamente, y <-1 para los regulados negativamente y un p-
value (adj) <0,05.
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En el caso de los genes que codifican TR, 23 aumentaban su expresién y 15
la disminufan. Interesantemente, todos respondieron de forma exclusiva en MM
(Figura 3.4).

TF WT Inducidos TAP TF WT Reprimidos TAP

150 158

WT Inducidos MM WT Reprimidos MM

Figura 3.4. Diagrama de Venn de reguladores transcripcionales expresados
diferencialmente en respuesta a NOs- de la estirpe WT (704). Los TR analizados
corresponden a los identificados en (Gargouri et al, 2015). Para los genes
diferencialmente regulados en respuesta a NOs3- se considerd un logz Fold Change >1 para
los genes regulados positivamente y <-1 para los regulados negativamente y un p-value
(adj) <0,05.

En Anexo IIl Tabla 9, se muestran los patrones de expresion de los TFs,
incluyendo dos que no cumplen estrictamente los criterios de log, Fold Change,
pero cuya secuencia de unién al ADN esta conservada en el promotor de NITZ.
De los 10 TF regulados positivamente tanto en TAP como MM, sélo uno, NSG17
(Cre14.g620850) aumenta su expresién de una forma dependiente de NIT2, en
ambas condiciones. bHLH9 (Cre04.g216200) y un bZIP (Cre12.g510350) son
posibles candidatos para ser regulados negativamente por NIT2.

En cuanto a los TF que disminuyen su expresion en la estirpe WT cuando se
transfiere a NOsz- s6lo 1 es comun para ambas condiciones; mixotréfica y
autotroéfica, y se trata de ROC40 (Anexo III Tabla 9).

3.3. Estudios de los promotores de los genes regulados para
identificar motivos de union a TFs

Para el analisis de motivos de union de TF a los promotores se consideraron
1000 pb antes del inicio de transcripcion y se realizo6 la bisqueda de motivos de
unién usando la base de datos PlantTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org)
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3.3.1 Analisis del promotor de NIT2

El promotor de NIT2 muestra motivos de unién a los TFs de tipo bZIP
Crel16.g692250, Cre05.g238250 (bZIP/BLZ2) y Cre12.g501600 (bLZ8), y al TF
de tipo bHLH Cre14.g620850 (NSG17) (Figura 3.5). Excepto bLZ8, cuyo sitio de
unién estaria cerca del inicio del ATG de inicio, los demas se encuentran en la
misma regidn de 26 pb pero alejados del ATG de inicio (=-1Kb).

A)

BLZ2 (Cre05.g238250)
bZIP (Cre16.g692250)
NSG17
NSG17

) ATG
— ¥
-
BLZ8 (Cre12.g501600)

%
* 0
* R
* 0
*
* R

B)

TATGCAGTACCATAGGGCAGCGCGTCCATGTGTGTGCGCCGTGGGCGCTGTGTGCCCCTACAGACACGTCACC
CACGTGCCGCGCACGCAGGTGCTGTTCGTCAGTACGTGGCTAGCCTGCTGCGAAGTCCGCATGCGCGCAGTTG
ATGC....ccvvirieiiinns GGTGAAGGCCCGCTAGGAACCCCGCTGTCGGGCGACGCGCAGCGAGGCGTCCACCGGCL
GGGCGGGCGTCTCCTAAAAGCAAGCTGGCATAATGAATACAGGGATGGCTTACAACAACGGCGGGGAGCTTA

Q)

1D Proteina Start Stop Cadena Score p-value g-value Secuenciade union al ADN

Cre14.g620850 bHLH (NSG17) 74 88 + 16,05 0,00 0,00 CACGTGCCGCGCACG

Cre12.g501600 bZIP (bLZ8) 1276 1289 - 1565 0,00 0,00 ATGCCAGCTTGCTT
Cre05.g238250 bZIP (bLZ2) 62 76 - 14,50 0,00 0,02 GTGGGTGACGTGTCT
Cre16.g692250 bZIP 62 76 + 12,25 0,00 0,08 AGACACGTCACCCAC
Cre14.g620850 bHLH (NSG17) 65 79 - 10,37 0,00 0,12 CACGTGGGTGACGTG

Figura 3.5. Esquema del analisis del promotor de NIT2. A) Esquema de NIT2 donde
se indica la organizacidn de exones, intrones, sefiales de inicio y final de la traduccion,
sefiales de poliadenilacion (a-f) y la localizacion de motivos para la unién de TFs. Linea
roja (sitio de unién para BLZ8), linea azul localizacién para los sitios de unién de BLZ2,
NSG17 y Cre16.g692250. B) Secuencia del promotor desde -1290 hasta -1140 y desde -
90 hasta el ATG de inicio indicado en negrita. La secuencia que contiene los sitios de
unioén de los diferentes TFs se resaltan en azul (BLZ2, NSG17 y Cre16.g692250) y rojo
(BLZ8) C) Detalles de los motivos.
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NIT2 (TF de la familia RWP-RK]) es el regulador maestro para la asimilaciéon
de NO3z- en Chlamydomonas. Los mutantes nit2 son incapaces de crecer en NOs;,
lo que se conoce como fenotipo nit- (Schnell and Lefebvre, 1993; Camargo et al,,
2007). A nivel transcripcional, NITZ2 muestra baja expresion en NHy4*, se induce
en deficiencia de N, pero es en NO3- cuando se sabe que muestra su actividad y
aumenta la expresién de genes para la asimilaciéon de NO3- (Camargo etal., 2007;
Higuera et al., 2014). Ademas, NITZ contiene multiples sitios de poliadenilacion,
produciéndose transcritos de NITZ que muestran el mismo ORF (Open Reading
Frame) pero con 3’'UTR de diferentes longitudes. NZF1 (Nitrate Zinc Finger 1) es
un factor que favorece la formacion de la forma mas larga del transcrito de NITZ,
y la eficiencia de la asimilacion de NOsz. Posiblemente porque favorece la
estabilidad del mRNA de NITZ, su transporte al citoplasma, aumentando su
traduccién y la cantidad de proteina NIT2 (Higuera et al., 2014). Su expresion
podria estar regulada por tres miembros de la familia bZIP y un miembro de la
familia bHLH, de acuerdo con los motivos de union de TFs identificados en su
promotor (Figura 3.5).

Los TFs de tipo bZIP (basic leucine ZIPper) constituyen una familia muy
conservada, ampliamente distribuida en eucariotas y bien caracterizada en
plantas donde regulan una gran cantidad de procesos biolégicos y de respuesta
a estrés (Droge-Laser etal., 2018; Yoon et al,, 2020). En Chlamydomonas, Fischer
y colaboradores identificaron SOR1 (Singlet Oxygen Resistant 1) como un posible
bZIP (Cre07.g321550) relacionado con la tolerancia del alga a altas
concentraciones de oxigeno singlete (10;) y por tanto mejorando la tolerancia a
estrés oxidativo (Fischer et al, 2012). Posteriormente, Ji y colaboradores
analizaron 17 bZIP presentes en el genoma de Chlamydomonas en relacién con
las respuestas a estrés salino y la acumulacién de lipidos (Ji et al., 2018). Sobre
la base del perfil de expresién de estos bZIP, se propuso que 6 de estos TF
podrian estar involucrados en la respuesta a sal y acumulacién de lipidos. Estos
seis bZIPs son Cre12.g501600 (bLZ8), Cre12.g55730 y Cre16.g675700, que se
regulan positivamente en respuesta a sal; mientras que Cre07.g321550,
Cre07.g344668 y Crel3.g590350 se regulan negativamente (Ji et al., 2018).
Ademas, Yamaoka y colaboradores identificaron un bZIP1/BLZ2
(Cre05.g238250) como un factor que regula el remodelado de lipidos y
contribuye a la respuesta del reticulo endoplasmico (RE) a estrés en
Chlamydomonas (Yamaoka et al, 2019). En respuesta a tunicamicina (un
inductor de estrés en el RE), el mRNA de bZIP1/BLZ2 se procesa de forma
diferente con la consecuente pérdida de un fragmento de 32 nucleétidos que esta
mediado por CrIRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1). Esto da lugar a la pérdida del
dominio transmembrana de bZIP1/BLZ2 y su translocaciéon desde el RE al
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nucleo. Mas recientemente, Choi y colaboradores. identificaron que bLZ8
(Cre12.g501600) se induce en respuesta a estrés oxidativo y regula la expresién
de genes involucrados en el Mecanismo de Concentracién de Carbono (CCM),
como las anhidrasas carboénicas 7 y 8 (CAH7 y CAH8) y el transportador de
bicarbonato HLA3 (High-Light Activated 3) (Choi et al., 2022). Para ello, bLZ8
dimeriza junto con Cre17.g746547 (bZIP2). Ademas, la sobreexpresion de bLZ8
se asocia con la actividad del cloroplasto como la biosintesis de pigmentos,
derivados de carbohidratos, metabolismo de tetrapirrol, fotosintesis, etc.
También recientemente, Bai y colaboradores demostraron que la disrupcién de
bZIP2 (Cre01.g051174) disminuye la acumulacién de TAG y permite al alga
sintetizar mas carotenos y clorofila (Bai et al,, 2021).

Ademas de la respuesta a estrés, algunos bZIP responden a N (Lopez Garcia
De Lomana et al, 2015; Schmollinger et al., 2014). Por ejemplo, bLZ8
(Cre12.g501600) disminuye en respuesta a la deficiencia de N dando una
respuesta temprana (15 minutos).

En Anexo III Tabla 10, se muestran los patrones de expresion de 21 TF de
tipo bZIP de Chlamydomonas en respuesta a NOs;, tanto de la estirpe WT como
del mutante nit2. El cambio de expresidn para algunos de estos bZIPs varia desde
-2,4 a 2,2 logoFold Change y se resume del siguiente modo:

e (re05.g238250 (bZIP1/bLZ2) y Crel3.g590350 (bZIP) aumentan su
expresion (1,9 veces) en respuesta a NO3 y requiere NIT2, pero sélo en
medio TAP.

e C(rel2.g501600 (bLZ8) y Crel17.g746547 (bZIP2) disminuyen su expresion
y de manera independiente de NIT2.

e (re06.g310500, Cre07.g344668, y Cre12.g557300 aumentan su expresion -
y requieren NIT2, pero sélo en medio MM.

e (Crel6.g671200 aumenta su expresion, pero no requiere NIT2, y esto ocurre
solo en medio MM.

e (rel2.g510350 se catalogaria como como regulado negativamente por NOz-
y NIT2, tanto en TAP como en MM.

NSG17 (Nitrogen-Starved Gametogenesis -NSG- gene 17) codifica un TF de la
familia bHLH (basic Helix-Loop-Helix) inicialmente identificado como un factor
relacionado con el proceso de gametogénesis (Abe et al., 2004), el cual se da en
células de Chlamydomonas expuestas a la deficiencia de N. La falta de N induce la
expresion de NSG17, similar a la que se observa para NIA1 y el NRTZ2.1.
Recientemente, se ha demostrado que NSG17 es un represor para la
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gametogénesis, de manera que en presencia de NHs* el mutante nsg17 puede
formar gametos. También, los gametos formados en deficiencia de N no pueden
volver a diferenciarse a células vegetativas, cuando se les afiade NH4* (Jia et al,,
2022). Este mutante nsg17 también se conoce como NRI1 (Nitrogen Repletion
Insensitive 1) y NGS17 se ha propuesto como un represor de la gametogénesis,
pero también de la asimilacidon de N organico.

En Chlamydomonas, la familia bHLH esta formada por 10 miembros que se
distribuyen en subfamilias: una especifica de clorofitas (8 miembros), otra que
incluye bHLH de plantas que participan en respuesta a Fe (Cre05.g241636) y la
tercera donde se incluye NSG17 y estarian las proteinas BIM de plantas (Bes
Interacting Myc-Like proteins). Los miembros de esta subfamilia contienen un
dominio C-terminal de unos 100 aminoacidos que interacciona con BES1 (Bril-
Emssuppressor) (Jia et al., 2022; Yin et al., 2005). Esta descripcion sugiere que
NSG17 podria interaccionar con otra proteina(s) y regular su actividad (Jia et al,,
2022).

En Anexo III Tabla 11, se muestra el patrén de expresion de la familia bHLH
de Chlamydomonas en respuesta a NOs y NIT2. Cuatro de los genes que codifican
los 10 bHLH son activados en NOs-, pero s6lo NSG17 es dependiente de NIT2 y
este patréon ocurre tanto en el medio TAP como MM, como se indicé
anteriormente.

3.3.2. Estudios de los promotores de los genes regulados para
identificar motivos de union a TFs.

Con la idea de identificar rutas y mecanismos de regulacidn entre los genes
cuya expresion responde a N, se realiz6 una busqueda de motivos de unién de
TFs en los promotores de dichos genes. Entre ellos se incluyen: 1) los propios
TFs regulados por NO3z (en Anexo IIl Tabla 12). En Anexo III Tabla 13 se
muestran los motivos de unién a TFs identificados en los promotores de genes
que pertenecen al nucleo de genes activados positivamente por NO3-/NIT2; los
que pertenecen al nucleo de genes inhibidos por NO3-/NIT2; otros genes de la
asimilacion de NOz-; y genes de la asimilacién de N organico.

En Arabidopsis se han generado modelos de regulacion dinamicos en
respuesta a N, basados en los patrones de expresion de TFs y la presencia de
motivos de unién a TFs (GRNs, Gene Regulatory Networks) (Brooks et al., 2019).
Recientemente, estas predicciones se han aplicado a NLP7, el gen clave para la
sefalizacion por NO3- y homélogo a NIT2 (Brooks et al., 2021). En este caso, la
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plataforma ConnetTC predice que el 68% de los genes regulados por NLP7 lo
harian de manera indirecta a través de 8 TF.

Cuando analizamos el nucleo de genes regulados positivamente por NO3z-
/NIT2, observamos que el #25% (12 de 47) presentan motivo de unidén para
NIT2, lo que sugiere una directa regulaciéon por NIT2, un dato que encaja con lo
observado en Arabidopsis. En nuestras condiciones ensayadas, el tinico TF que
muestra una regulacién dependiente de NIT2 es NSG17 pero este carece de
motivo de unién a NIT2.

3.3.3. Hipotesis de modelo de regulacion transcripcional por NOs3" y
NIT2

Proponer un modelo de regulacién transcripcional por NITZ en
Chlamydomonas, sobre la base de la presencia de motivos de TFs es arriesgado y
puede estar sesgado por varias razones: 1) Los datos de transcriptémica
disponible, muchos de ellos en respuesta a la deficiencia de N, se han realizado
en un fondo genético nitlnit2 (Gargouri et al.,, 2015; Miller et al,, 2010; Park et
al,, 2015; Schmollinger et al., 2014). 2) No se tienen en cuenta modificaciones
post traduccionales como la fosforilacién, la unién de otro regulador o modelos
mas complejos de regulacion. Con respecto a esto ultimo, cabe resaltar a la
proteina CHT7 (Compromised Hydrolysis of Triacylglycerols 7, Cre11.g481800)
de Chlamydomonas que tiene un papel durante la deficiencia de N y después en
la re-administracién del mismo. CHT7 participa en el control de la quiescencia y
la division celular (Takeuchi et al., 2020; Tsai et al,, 2018, 2014; Lin et al., 2022).
Durante la deficiencia de N, Chlamydomonas pone en marcha un programa de
regulacion transcripcional por el que disminuye la expresién de genes que
codifican proteinas que participan en la fotosintesis, la respiracion, la sintesis de
proteinas, y la divisién celular, al mismo tiempo que aumenta la expresiéon de
genes que participan en la sintesis de TAG y almidén (Gargouri et al., 2015; Miller
et al, 2010; Park et al, 2015; Schmollinger et al, 2014). Este control
transcripcional es importante para que las células entren en una fase ordenada
de quiescencia y luego sobrevivan a ese periodo, reversible, tras la re-
administraciéon de N (Tsai et al,, 2018). En el mutante cht7 resulta afectada la
expresion de un amplio rango de genes. Con relacidon al metabolismo del N, el
mutante cht7 disminuye la expresion de NII1, NRT2.1, NRT2.2, NAR2, THB1, THB2
0 FDX2, incluso los reguladores NITZ, bHLH3 y NRR en respuesta a la deficiencia
de N (Takeuchi et al, 2020; Tsai et al., 2018). CHT7 se propone como una
proteina de andamiaje que recluta a otros TFs y esto es necesario para reprimir
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la expresion de genes relacionados con el ciclo celular, y la apropiada entrada y
salida de la quiescencia en respuesta a la disponibilidad de N (Lin et al,, 2022;
Takeuchi et al., 2020; Tsai et al.,, 2018).

En el promotor de NITZ (Figura 3.5) se identifican sitios de unién para tres
TFs de tipo bZIPs (BLZ8, BLZ2 y Cre16.g692250) y uno de tipo bHLH (NSG17).
Estos sitios de unién contienen el motivo G-box (CACGTG), que se propone como
necesario para la unién de TFs tanto de tipo bHLH como bZIP en una gran
variedad de organismos desde levaduras a humanos. Estos TFs de tipo bHLHs y
bZIPs pueden formar homodimeros o heterodimeros, y se ha descrito que estos
TFs pueden actuar antagénicamente compitiendo por el mismo sitio de unién
(Ezer etal., 2017), lo que aumenta las posibilidades de regulacién.

En este contexto, y teniendo en cuenta los patrones de expresién de genes
en una estirpe WT cuando se transfiere desde NH4* a NO3-, asi como la presencia
de motivos de unién a TFs, proponemos el siguiente modelo que consta de
diferentes etapas y reguladores claves:

1) BLZ8 como un represor de NIT2. En diferentes analisis transcriptémicos
realizados en Chlamydomonas, cuando se transfiere desde NH4* a medio sin N,
BLZ8 es un gen de respuesta temprana que disminuye su expresién (=15
minutos) (Lopez Garcia De Lomana et al, 2015; Schmollinger et al., 2014).
Nuestros datos (Figura 3.6) también muestran una disminuciéon BLZ8 en la
transicion de NHs* a NOs-, lo que sugiere que las células pasan por un periodo de
deficiencia de N hasta que pueden asimilar el NO3-. Esto, junto con el hecho de
que NIT2 presenta un dominio de unién de BLZ8 en su promotor, nos lleva a
sugerir que BLZ8 podria ser un represor de NIT2. Puesto que otros genes de la
asimilacion de N contienen motivos de unién a BLZ8, este podria estar
funcionando de la misma manera. Por tanto, la disminucién bLZ8 permitiria
niveles basales de expresion de ciertos genes. Motivos de unién a BLZ8 lo
encontramos en genes para la asimilaciéon de N organico (por ejemplo, LAO1,
UAPA1 y 6, etc.) y la asimilacion de NOs- (por ejemplo, NRT2.1 y NAR2). En este
primer estado transitorio, las células pueden percibir la fuente nitrogenada
disponible en el medio. En presencia de NOs3, su entrada al interior celular
activaria NIT2 y éste regularia positiva o negativamente otros procesos, directa
o indirectamente.

2) NSG17 como mediador indirecto de NIT2. Dos de los procesos que se
reprimen en presencia de N inorganico (NH4* o NO3) son la asimilacién de N
organico y la gametogénesis. Genes relacionados con el inicio de estos procesos
podrian comenzar a inducirse en la transicion NH4* a NO3, hasta que el NOs
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empieza a ser sentido/asimilado y vuelven a reprimirse. La cuestion esta en qué
genes/TFs serian clave para ello. Nuestros andlisis indican que 5 de los 9 genes
que se regulan negativamente por NO3/NIT2 (tanto en TAP como MM), tienen
motivos de unién a NSG17 y s6lo uno (AMT1.1) tendria motivo de unién a NIT2.
Dentro de este grupo de genes cabe destacar la presencia de un TF bZIP
(Cre12.g510350) cuya funcién se desconoce.

Recientemente, NSG17 se ha propuesto como un represor de la asimilacion
de N organico y de la gametogénesis y se ha sugerido un modelo de regulaciéon
(Jia et al., 2022). Sin embargo, este modelo parece incompleto ya que se ha
realizado sobre los datos transcriptémicos de un mutante nit1nit2 en NH4*. Pero
ademas, 1) los niveles de transcrito de NSG17 aumentan cuando no hay NH4*
(Abe etal, 2004) y 2) este aumento depende de NIT2, segtin nuestros resultados
(Figura 3.8). También, parece existir una inter-regulacion entre NIT2 y NSG17,
sobre la base que el promotor de NITZ presenta un motivo de unién a NSG17, lo
que sugiere una regulacion directa, pero NIT2 parece regular la expresion de
NSG17 de manera indirecta. Por tanto, si NSG17 es un represor en NH4+
independiente de NIT2, ;cudl es su funcién dependiente de NIT2?

3) BLZ8, NSG17, NRR1 y bHLH3 son TFs que varian su expresion en
respuesta a N en diferentes estirpes de Chlamydomonas. Para tratar de
responder a la pregunta anterior se estudiaron los patrones de expresién en el
tiempo de estos TFs en las estirpes WT (NITNITZ2), 89.87 (NIT1nit2), p68.8
(NIT1nit2::NITZ2), 305 (nit1NITZ), y R7 a la que proponemos como nitINITZx,
donde x representaria el factor que media la sefial negativa de NO3- para la
asimilacion de N organico y que se ha perdido en el revertiente R7.

BLZ8 tendria un patrdén de expresion que encajaria con un represor de N.
Todas las estirpes disminuyen sus niveles de transcrito cuando se transfieren
desde NH4* a medio sin N. También, en todas las estirpes disminuyen sus niveles
de transcrito de forma transitoria para luego recuperarse, cuando se transfieren
desde NH4* a NH4*. Entre las estirpes 305 y R7 si se observan diferencias en su
respuesta, cuando estas estirpes se transfieren desde NH4* a NOs;, en la estirpe
305 hay una sobreexpresion, pero no en R7 (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Patrones de expresion de BLZ8 en respuesta a nitrégeno en diferentes
estirpes de Chlamydomonas. La cuantificaciéon por RT-PCR se realizé sobre cDNA
aislado de las correspondientes estirpes tras la incubacién en medios con NH4* 8 mM,
NOs- 4 mM o carentes de N. El tiempo 0 corresponde a cultivo inicial antes de la
transferencia a los otros medios. Se muestra la expresién relativa con respecto al gen de
referencia ubiquitina ligasa (ver Materiales y Métodos). A) 704, B) 89.87, C) p68.8, D)

305 y E) R7. Las barras de error representan +SD, n = 3.

NRR1 es un gen que se reprime por NH4* en todas las estirpes analizadas. En
la estirpe WT muestra una expresion progresiva en deficiencia de N. Cuando se
comparan las demas estirpes, 305, p68.8 y R7 muestran una sobreexpresion de
NRR1 en ausencia de N que se pierde en 89.87 y R7 (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Patrones de expresion de NRR1 en respuesta a nitrégeno en diferentes
estirpes de Chlamydomonas. Las condiciones experimentales son las indicadas en la
Figura 3.6. Las barras de error representan #SD, n = 3.

En cuanto a NSG17, hay represion por NHs* en todas las estirpes. En WT hay
un aumento progresivo con el tiempo, tanto en deficiencia de N como NOsz,, que
se pierde en el mutante 89.87. Cuando se comparan 305 con R7, en ambas hay
mayor expresion de NSG17 en NO3- (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Patrones de expresion de NSG17 en respuesta a nitrogeno en diferentes
estirpes de Chlamydomonas. Las condiciones experimentales son las indicadas en la
Figura 3.6. Las barras de error representan #SD, n = 3.

Finalmente, bHLH3 también es un gen que se reprime por NHs* en todas las
estirpes. Ademas, todas las estirpes muestran mayores niveles de expresion en
deficiencia de N que en NOs-. Sin embargo, en NO3- bHLH3 muestra un pico de
expresion transitoria en WT, p68.8 y 305 pero ese pico se mantiene en 89.87 y
R7 (Figura 3.9).

Es interesante resaltar que el promotor de bHLH3 presenta motivos de
union a NIT2 y NSG17 y por tanto se podria proponer como un mediador directo
de ambos. Si bHLH3, junto con NSG17 regula la asimilacion de N organico, como
represor o activador, estaria por determinar.
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Figura 3.9. Patrones de expresion de bHLH3 en respuesta a nitréogeno en
diferentes estirpes de Chlamydomonas. Las condiciones experimentales son las
indicadas en la Figura 3.6. Las barras de error representan +SD, n = 3.

4) TFs relacionados con la acumulacién lipidos. La deficiencia de N se
usa como un procedimiento general para inducir la acumulaciéon de TAG en algas.
La busqueda de un “master regulator” o “lipid trigger” ha sido un reto en este
campo de investigacion y debido a su aplicacién con fines biotecnologicos. De
entre los posibles TFs que regulan la acumulacion de lipidos y que se regulan por
N solo algunos de ellos han sido experimentalmente validados (Tabla 3.1).

Uno de los primeros constituy6 una patente para aumentar la acumulacion
de TAG en algas (Yohn, Mendez, Behnke, & Brand, 2011). En este caso, se
propuso a un regulador (Cre14.g624800) cuya sobreexpresion daba lugar a una
sobreacumulaciéon de lipidos y viceversa, su silenciamiento mediante RNAi
disminuia el contenido en TAG.

Las técnicas de RNAseq han permitido identificar enzimas y reguladores
que activan las rutas para la sintesis de TAG tras la deficiencia de N. Uno de los
primeros genes identificados fue NRR1 (Nitrogen Response Regulator 1), que
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regulaba la expresion de genes de la sintesis de lipidos (ejemplo DGAT1). El
correspondiente mutante nnr1 acumulaba un 50% menos de TAG en respuesta
alafalta de N, especificamente.

Posteriormente, se han identificado otros TFs que tienen un papel en la
acumulacion de TAG. ROC40 (Rhythm Of Chloroplast 40) que codifica un TF tipo
MYB (Goncalves et al, 2016). PSR1 es un regulador central para el
almacenamiento de carbono y energia en respuesta a deficiencia de P. La
sobreexpresion de PSR1 no sélo conlleva a la acumulacion de TAG sino también
de almidén (Bajhaiya et al., 2016).

El uso de la genética inversa ha permitido identificar un mutante deficiente
en un TF tipo MYB al que se ha denominado LRR1 (Lipid Remodeling Regulator
1). El correspondiente mutante muestra una disminucién en la acumulacién de
TAG y SQDG tras la deficiencia de P (Hidayati et al., 2019). CHT7 también fue
identificado mediante genética inversa, en este caso tras la busqueda de genes
implicados en la entrada y salida del periodo de quiescencia en Chlamydomonas.
El mutante cht7 esta retrasado para salir del periodo de quiescencia y degradar
TAG (Tsai etal.,, 2014).

La respuesta a estrés es otra estrategia empleada para identificar elementos
reguladores en la sintesis de lipidos (salinidad, temperatura o drogas como la
tunicamicina). Esto ha permitido identificar recientemente a bZIP1 (BLZ2)
(Yamaoka et al, 2019). bZIP1(BLZ2) regula el metabolismo a través de la
activacion directa de DGTS y la sintesis de acido linolénico.

Nuestros datos del Capitulo 2 muestran que NO3/NIT2 regula la
acumulacion de lipidos, pero también los datos de transcriptémica indican que
NIT2 regula algunos de los genes recogidos en la Tabla 3.1. NIT2 activa la
expresion del regulador Cre14.g624800, ademas, este gen esta dentro del nicleo
de genes que se activan tanto en condiciones mixotroéficas como autotroficas y
presenta motivos de union a NIT2 y NSG17, lo que sugiere una activacidon directa.
También regula positivamente a BLZZ (en TAP) y PSR1(en MM) y negativamente
ROC40 (en MM).

El modelo de regulacion en bucle que se propone para NIT2 abre
posibilidades a futuras investigaciones para entender como se regulan rutas
metabdlicas en Chlamydomonas y sus posibles aplicaciones biotecnolégicas. Es
decir, ;es mejor sobreexpresar/silenciar un determinado TF en una estirpe WT
para que acumule lipidos o tipo de lipido?, o, ;es mejor utilizar un mutante nit2
para sacarlo de este bucle de regulacion?
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Tabla 3.1 Factores de transcripcion que regulan la acumulacion de lipidos en

Chlamydomonas
Gen / ID Nombre/Anotacion Referencias

NRR1 Nitrogen Response Regulatorl (Boyle et al,,2012)
Crel6.g673250

ZF1 A stress-related regulator https://patentscope.wipo.in
Cre14.g624800 t/search/en/detail jsf?docld

=W02011097261

PSR1 Phosphate Starvation Response 1 (Bajhaiya et al,, 2016)

Cre12.g495100

BZIP1 (BLZ2)

Basic leucine ZIPper 1 (bZIP1)

(Yamaoka et al,, 2019)

Cre05.g23820 | transcription factor
ROC40 Rhythm Of Chloroplast (Goncalves et al,, 2016)
Cre06.g275350 | 40/MYBrelated
transcription factor
LRL1 Lipid Remodeling Regulator 1: an (Hidayati et al., 2019)
Cre03.g197100 | R2R3-MYB type TF
CGL19 Dof-type transcription factor (Ibafiez-Salazar et al.,
Crel2.g52110 2014)
CHT7 Compromised Hydrolysis of (Tsaietal, 2014)
Cre11.g481800 | TAG7/a CXC domain DNA binding

protein

Finalmente, en la Figura 3.10 se resume un modelo de regulacion para la
asimilacion de N en Chlamydomonas. Cuando una estirpe WT se transfiere de
NH4* a NO3 habria una primera fase de deficiencia de N en la que disminuiria la
expresion del represor BLZ8 y permitiria ciertos niveles de expresion de NRT2.1,
NARZ2, NII1y el propio NITZ (dentro de genes claves para la asimilaciéon de NO3z)
y DUR3A, UAPA5, UAPAG6 (para el scavenger de N organico). La entrada de NO3- al
interior celular estaria ahora favorecida por la actividad del sistema I de
transporte NRT2.1/NAR2 que es de alta afinidad y biespecifico de NO3/NOy y
considerado también como un sensor de NO3 (Llamas et al., 2002; Rexach et al,,
2002) El aumento intracelular de NOs-llevaria a un segundo nivel en que NIT2
es mas activo y llevaria a mayores niveles de expresion de los genes antes citados
para la asimilaciéon de NOs- (NII1, NRT2.1, NAR2) pero ahora ademas de NIT1,
NRT2.2 y NAR1.1. El hecho que bHLH3 presente motivos de unién de NIT2 y
NSG17 y ademas una expresion transitoria en NO3 y que es dependiente de NIT2,
hace de bHLH3 un buen candidato para regular la asimilacién de N organico.
También NSG17 podria estar mediando acciones indirectas de NIT2 y hasta
ahora el Uinico propuesto como represor de la gametogénesis y asimilacion de N
organico (Jia et al., 2022). Es interesante destacar el bucle de regulacién de los
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genes regulados por N como NIT2, NSG17, bHLH3, bLZ2 y BLZ8. En el esquema
también se muestran aquellos TF que son regulados por NIT2 y que se han
mostrado que tienen una regulacion en el metabolismo de lipidos.
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Figura 3.10. Modelo de regulacion para la asimilacién de N en Chlamydomonas 'y
acumulacidén de lipidos. En circulos se indica los TFs y en cuadrados las enzimas o
transportadores que participan en el metabolismo del N. Las lineas contintias indican
una regulacion directa, es decir la presencia de motivos de unién para ese TF. Las lineas
discontinuas indican una regulacién indirecta. En rojo se muestra la inhibicion, en verde
la activacién y en azul, podria ser activacién o inhibicién.
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CONCLUSIONES

1. Los mutantes niil no crecen en NO3 ni en NO2, pero pueden reducirlos hasta
N,O y constituyen una buena herramienta para los estudios de desasimilacion
hasta N»O en el alga Chlamydomonas.

2. El complejo NR-ARC reduce NOz- a NO en el citoplasma, y constituye la
principal fuente de sustrato para la produccién de N0, tanto en luz como en
oscuridad.

3. Lareducciéon desde NO hasta N;O se lleva a cabo por dos NO-reductasas, FLV
en el cloroplasto y CYP55 en la mitocondria. Ambas son necesarias para
emitir altas cantidades de N20 tanto en la luz como en la oscuridad.

4. En una estirpe WT, la produccién de N;0 es baja debido a que la asimilaciéon
de NOy funciona correctamente y el NO,  apenas se acumula. Sin embargo, la
deficiencia de NITZ2, lleva a una menor produccién, ya que este factor de
transcripcién controla tanto la entrada de NOz a la célula, como la
acumulacion de la NR y CYP55.

5. EINO, generado a partir de NO; en las estirpes que carecen de la NiR, parece
afectar la fijacion de CO; aumentando las emisiones de este gas.

6. Dado que tanto FLV como CYP55 son necesarias para las emisiones de N30,
en luz y oscuridad, se propone que mitocondria (CYP55) y cloroplasto (FLV)
deben tener un acoplamiento para mantener estas emisiones.

7. EI NOs como una sefial independiente de su asimilacién y mediada por NIT2
estaria regulando los siguientes procesos en Chlamydomonas:

e Inhibe la diferenciacion de células vegetativas a gametos.

e Protege de la actividad fotosintética manteniendo no solo los niveles
de clorofila y de carotenoides sino también los niveles de DGDG.

e Protege la actividad fotosintética, favoreciendo la fijacion de CO2 y la
sintesis de almidon en vez de TAG.

e Inhibe la asimilacion de fuentes organicas de nitrégeno
(aminoacidos, urea, urico).

8. La inhibicién por NOs  sobre la asimilacién de nitrégeno organico estaria
mediada por un componente, ain por identificar, que estaria regulado por
NIT2.

9. El anilisis de datos transcriptémicos de diferentes estirpes en presencia de
NH4* y NO3z, ha permitido identificar a NSG17 como un factor de transcripcion
regulado por NIT2, asi como proponer un modelo de regulaciéon que involucra

los factores de transcripcion NIT2, NSG17, bHLH3, bLZ2 y BLZ8.
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CONCLUSIONS

1. The nii1 mutants do not grow on NOz- or NO2 but can reduce them to N0 and
are a good tool to study NO3/NOz dissimilation to N;O in the alga
Chlamydomonas.

2. The NR-ARC complex reduces NO; to NO in the cytoplasm and is the main
source of substrate for N,O production in both light and dark conditions.

3. The reduction from NO to N0 is carried out by two NO-reductases, FLV in the
chloroplast and CYP55 in the mitochondrion. Both are required to synthesize
and release high amounts of N0 in both light and dark.

4. In a WT strain, N,O production is low because NO;- assimilation functions
properly and NO; barely accumulates. However, NIT2 deficiency leads to lower
production, as this transcription factor controls both the entry of NO» into the
cell and the accumulation of NR and CYP55.

5. NO, generated from NO>- in strains lacking NiR, appears to affect CO; fixation
by increasing CO; emissions.

6. Since both FLV and CYP55 are required for N2O emissions, in light and dark; it
is proposed that mitochondria (CYP55) and chloroplasts (FLV) must be coupled
to maintain these emissions.

7. Besides its role as nutrient, NO3- also acts as a cellular signal that regulates, in
a NIT2-dependent way, numerous processes in Chlamydomonas. Here we have
shown that nitrate:

¢ Inhibits the differentiation of vegetative cells into gametes.

e Protects photosynthetic activity by maintaining not only chlorophyll and
carotenoid levels but also DGDG levels.

e Protects photosynthetic activity, favouring CO fixation and starch
synthesis instead of TAG.

e Inhibits the assimilation of organic nitrogen sources (amino acids, urea,
uric acid).

8. The inhibition of organic nitrogen assimilation by NO3- would be mediated by
a component, yet to be identified, which would be regulated by NIT2.

9. The analysis of transcriptomic data from different strains in the presence of
NH4* and NOs- has allowed us to identify NSG17 as a transcription factor
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regulated by NIT2, as well as to propose a regulatory model involving the
transcription factors NIT2, NSG17, bHLH3, bLZ2 and BLZ8.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico. Estirpes de Chlamydomonas

Las estirpes de Chlamydomonas utilizadas para llevar a cabo esta tesis
doctoral se muestran a continuacién (Tabla MM.1)

Tabla MM.1. Estirpes de Chlamydomonas.

Estirpe Genotipo para Fenotipo parala | Ref
la asimilacién asimilacion de
de nitrégeno nitrégeno
704 mttcwl15 ARG7- pNIA1:ARS* WT 1
89.87 mtt cwl15 ARG7+ pNIA1:ARS* nit2- Nit- 2
p68.8 mt+cwl15 ARG7+ pNIA1:ARS* nit2- Nit+
pMN68
6145c mtr WT WT 3
CMJ030 nitlnit2 Nit- Nii- 4
21gr mt* WT WT 5
137c (+) mt* nial nit2 Nit- 5
137c () mt nial nit2 Nit- 5
305 () mt nial Nit- 3
cw15305 (+) cw mttnial Nit- *
R5 mt nial Nit- *
R7 mt nial Nit- *
R9 mt nial Nit- *
R10 mt- nial Nit- *
LM]J.RY0402.2 nit1 nit2 arc Nit- *
55418
LM]J.RY0402.0 nit1 nit2 flv Nit- 6
52321
LM]J.RY0402.1 nit1 nit2 cyp55 Nit- 6
77695
M3 mt* A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, Nit- Nii- 4/7
NAR2)::NIT1,::(NRT2.1,NAR2)
M3arc A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) Nit- Nii- 4
=NIT1, ::(NRT2.1,NAR2),arc
M3flv A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) Nit- Nii- *
=NIT1, ::(NRT2.1,NAR2) flv
M3cyp55 A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) Nit- Nii- *
=NITI, ::(NRT2.1,NAR2),cyp55
M4 A(NII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) Nit- Nii- 7
=NIAL
G1 A(NII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2) Nit- Nii- 4

Nit, crecimiento en NOs; Nii, crecimiento en NO2; *, publicado en esta tesis; cw, cell wall o pared celular.
[1](Loppes et al,, 1999)[2] (Camargo et al,, 2007), [3] (Fernandez and Matagne, 1986) [4] (Bellido-Pedraza et
al,, 2022) [5] (Proschold et al.,, 2005) [6] (Burlacot et al., 2020) [7] (Navarro et al.,, 2000).
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Las estirpes se mantuvieron en placas Petri con medio TAP amonio (TA) con
agar al 1,6% (2.2.1) y eran refrescadas aproximadamente cada 2 meses.

2. Medios de cultivo de Chlamydomonas
2.1. Soluciones stocks para preparar los medios de cultivo

Para preparar los diferentes medios de cultivo, usamos las siguientes
soluciones stocks descritas en (Harris, 2009):

Solucion TRIS (2M): 242 g/L TRIS.

Solucion A: 5 g/1. CaCl;-2H:0, 10 g/L MgS04:7H20, 40 g/L NH.CL

Solucidén A-N: 5 g/L CaCl,-2H;0, 10 g/L MgS04-7H-0.

Solucién B: 115 g/L K;HPO4, 46 g/L KH2PO4

Solucion de Elementos Traza: 50 g EDTA (libre de acido), 11,4 g H3BO3, 22
g ZnS04-7H20, 5,1 g MnClz-4H20, 5 g FeS04-7H20, 1,6 g CoCl»-6H20, 1,6 g
CuS04:5H20, 0,214 g Mo0O4Nay-2H,0. Para preparar 1 L de trazas, el EDTA se
disuelve en 250 mL de agua destilada (dH20). Seguidamente, 550 mL de
agua se calientan hasta 100 °C y se le afiaden las sales en el orden citado.
Una vez disueltas, las dos soluciones se mezclan y cuando la temperatura
oscilaba entre los 80-90 2C se ajusta el pH con KOH hasta 6,8. Se enrasa hasta
1 L y se deposita en una botella de vidrio ambar. En dicha botella, en
oscuridad y a temperatura ambiente, la solucién se deja reposar durante dos
dias antes de su utilizacion.

2.2. Medio Tris-Acetato-Fosfato (TAP)

El medio TAP estandar contiene amonio (TA) y se prepara usando:

Solucién Tris: 10 mL/L

Solucién A: 10 mL/L

Solucién B: 1 mL/L

Solucion de Elementos Traza: 1 mL/L

Acido acético glacial (Panreac): 0,95 mL/L

El medio TAP sin nitrégeno (T-N) se preparé de la misma forma que el
medio TA pero cambiando la solucién A por la A-N. Este medio sin nitréogeno es
la base para preparar medios con otras fuentes de N organico e inorgdnico como
aminodacidos, NO3- o0 NOz,, los cuales se afiaden después de que el medio se haya
esterilizado en el autoclave.
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2.3. Medio Minimo (MM)

El Medio Minimo estdndar contiene amonio (MA) y se prepara usando:

Solucion A: 10 mL/L

Solucion B: 1 mL/L

Solucion de Elementos Traza: 1 mL/L

El medio MM sin nitrégeno (M-N), se prepara de la misma manera que el MA
pero afiadiendo la solucién A-N en lugar de la solucién A. Al igual que se ha
descrito para el medio TAP, este medio se utiliza cuando se requieren usar
diferentes fuentes de nitrégeno organico e inorganico como aminodacidos, NOs o
NO2, las cuales se afiadieron después de la esterilizacion del M-N. Los
experimentos en medio minimo fueron burbujeados con una mezcla de aire y
CO; al 5%.

2.4. Medio de Sueoka (HSM)

Para preparar el medio Sueoka se utilizaron las siguientes soluciones stocks
descritas a continuacion:

El HSM estandar contiene amonio y se prepara usando:

Solucién A: 5 mL/L

Tampén fosfato: 5 mL/L

Solucion de Elementos Traza: 1 mL/L

Para preparar la Solucién A utilizamos por litro: 100 g de NH4Cl, 2 g de
CaClz-2H20 y 4 g de MgS04:7H-0

Para preparar el tampdn fosfato utilizdbamos 288 g/L de K;HPO4y 144 g/L
de KH2PO,. La solucién de elementos trazas que utilizamos es la misma que se
ha citado anteriormente.

Cuando preparamos el medio Sueoka sin nitrégeno (-N) se utiliz6 la misma
solucién A pero sin NH4+*Cl-.

Todos los medios descritos se esterilizaron en el autoclave. Para el caso de
medios con acido urico, este se anadi6 al medio antes de la esterilizacion por
autoclave. Sin embargo, para la preparacion de medios con NOsz, NO»
aminodacidos y urea, estos fueron esterilizados por filtracion (filtros con tamafio
de poro de 0,2 uM) y anadidos tras la esterilizacién del medio. Todos los
aminodcidos, el acido urico y la urea fueron obtenidos de SIGMA-ALDRICH
(Madrid, Espafia). Para la preparaciéon de medios de cultivo sélidos se afiadié
bacto™ agar 1,6% (p/v).
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2.5. Condiciones de cultivo

Antes de comenzar los experimentos, las estirpes de Chlamydomonas
mantenidas en medio sélido (TA) se inocularon en matraces de vidrio de 100 mL
afiadiendo 50 mL de medio TA liquido, con luz (®80 pmoles fotones - m=2- s'1) y
agitacion continua a 23 2C durante dos dias. Estos pre-indculos se utilizaron para
inocular los medios con los que se llevarian a cabo los experimentos. Para
determinar la cantidad de cultivo a usar en los experimentos se midi6é bien la
absorbancia a 750 nm (A7so), el nimero de células por mL, o la cantidad de
clorofila. Una vez tomada la cantidad de cultivo necesaria se centrifug6 durante
2 minutos a 3,000 x g. El pellet se resuspendié en medio sin nitrégeno y se repitié
este paso 2 veces para retirar completamente el nitrégeno. El pellet se
resuspendi6 en medio sin nitrégeno y se anadi6 a los medios con las fuentes de
nitrégeno organico e inorganico especificadas en cada caso.

Para llevar a cabo los test de crecimiento en medio sélido, se preparé el
medio de cultivo sin N con agar, se autoclavé y cuando estaba a una temperatura
aproximada de 50-60 °C se le afiadieron los aminoacidos a la concentracién
requerida. Para realizar el test de gota, se afiadieron 5 pL de un cultivo de células
que habia sido lavado en medio sin N. Las placas se incubaron en luz continua

(=80 umoles fotones - m2- s1) y una temperatura de 23 °C durante 7 dias.

3.Cuantificacion del crecimiento de los cultivos de Chlamydomonas

3.1. Determinacion de absorbancia

La densidad celular de los cultivos de Chlamydomonas se cuantifico
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 750 nm (A7so), la cual
correlaciona bien con la densidad celular del cultivo cuando este tiene entre
2,5:105y 5-10¢ células/mL (Kou et al,, 2013)

3.2. Cuantificacion de células de Chlamydomonas

Para cuantificar el nimero de células/mL, utilizamos dos tipos de
contadores: el Microcell-counter Sysmex F-500, en el que 50-100 uL de cultivo
se mezclan con 10 mL de un tampoén salino comercial (CellPack 834-0011-6)
para el conteo, y el contador automatico Countess™ 3 de Invitrogen, que permite
cuantificar el nimero de células usando volimenes de 10-15 pL de cultivo.
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3.3. Cuantificacion de la clorofila

Para la cuantificacién de la clorofila total se centrifugé 1 mL de cultivo
durante 1 minuto a 13,000 x g. Tras descartar el sobrenadante, el pellet se
resuspendid en 1 mL de etanol absoluto. Las muestras se centrifugaron durante
1,5 minutos y la clorofila presente en el sobrenadante se cuantificé en el
espectrofotdmetro (Beckman Coulter DU 800) a las longitudes de onda 665 y
649 para medir la clorofila total de acuerdo con la férmula propuesta por
(Arnon, 1949):

Clorofila total (ng/dL) = (6,1 - A665) + (20,4 - A649)

4. Cruces genéticos Chlamydomonas

Para llevar a cabo los cruces genéticos, utilizamos el método descrito por
Jiang and Stern, 2009. Estirpes con diferentes “mating type” (mt* y mt) se
crecieron en TA. Una vez en fase exponencial, fueron transferidas a un medio sin
N y expuestas a una alta intensidad luminica durante 16 h. Después de esto, se
mezclaron 1 mL de cada uno de los cultivos y se mantuvieron a alta luz durante
2 h. La aparicién de un velo en la superficie evidencia que las células se han
cruzado muy eficientemente. De esta mezcla de 2 mL que contiene los cigotos
formados por la fusion de dos células vegetativas se transfirieron 500 pL a placas
de MA con agar al 4% donde se incubaron bajo luz continua durante 18 h. Pasado
este tiempo, las placas se incubaron en la oscuridad para la maduracion de los
cigotos. Pasados seis dias, las placas se trataron con vapores de cloroformo
(Emsure®) para eliminar las células vegetativas. Posteriormente, se corté un
pequefio bloque de agar que contuviese alrededor de 80 cigotos y estos
pequefios bloques se transfirieron a una nueva placa con 1,6% de agar y medio
TA. En la parte superior de este bloque, se afiadié 100 pL de TA liquido para
favorecer la germinacion. Las placas son incubadas en la camara de cultivo
durante 16 h en presencia de luz. Para esparcir las células vegetativas por toda
la placa se afiadieron 700 uL de medio liquido y las células se repartieron por la
placa con un asa de siembra. Seguidamente, las placas se incubaron en la cAmara
de cultivo durante una semana en condiciones estandar.

5. Ensayos bioquimicos
5.1. Determinacion de NOz

La concentracion de NOz- en el sobrenadante se cuantific6 mediante un
ensayo colorimétrico utilizando el mismo método que (Giustarini et al., 2008).
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Para la preparacion del reactivo de trabajo se mezcl6 el mismo volumen de 10
g/L de sulfanilamida (SIGMA, S9251), disuelto en 2,4 N HCl (Panreac_Applichen
141020.1611), y 200 mg/L N-(1-naftil) etilenodiamino diclorohidrato (MP
Biomedicals, LLC, 152549) disuelto en dH;0. Para llevar a cabo la determinacién
de NO2 se tomaron 75 pL de muestra y se incubaron con 150 uL del reactivo de
trabajo durante 2 minutos. La reaccion se llevd a cabo directamente en placas de
96 pocillos y seguidamente se midié la absorbancia a 540 utilizando el lector de
microplacas (iMark, Bio-Rad).

5.2. Cuantificacion de N20 y COz

El N0 y CO; fueron cuantificados simultineamente utilizando
espectroscopia de absorcion laser intensificada por cavidades opticas (Cavity
Ring-Down Spectroscopy, CRDS) utilizando el analizador PICARRO G2508,
(www.picarro.com) (Christiansen et al., 2015). Para llevar a cabo nuestros
experimentos, usamos botellas de 1 L (DURAN™) que fueron selladas
herméticamente con tapones de rosca (DWK Life Sciences GL 45 con 2 6 3
conectores).
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MM1. Tecnologia CRDS del analizador Picarro. A) Ilustracion de la cavidad del equipo
donde se acumula el gas y absorbe la luz laser. En un primer momento se enciende el
laser, aumentando la sefial en el detector. Una vez se apaga el 1aser, la sefal captada por
el detector disminuira con el tiempo. B) Este decaimiento en la sefial dependera de la
capacidad de absorcién que tenga el gas para ese laser concreto.
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En las botellas, se afladian 250 mL de medio del cultivo liquido y 750 mL de
espacio de cabeza (fase gaseosa). El analizador CRDS se conectaba a la botella a
través de una combinacién de tubos de teflén de entrada y salida (2,5 metros de
longitud). El tubo de salida extraia la muestra del espacio de cabeza de la botella
(0,3 L/min), y el tubo de entrada, que se conectaba a una bamba de vacio y al que
se le anadia un filtro (Millipore Millex Hidrofilico PVDF 0,22 um) devolvia la
muestra a la fase gaseosa de la botella después de pasar por el analizador. Los
cultivos se mantenian durante 24 h.

5.3. Determinacion de NO

Los cultivos celulares se incubaron en presencia de 2 uM de DAF-FM (4,5-
Diaminofluoresceina, (INVITROGEN) durante 1 h. Las medidas se hicieron por
triplicado, usando 200 L de cultivo que se transfirieron a placas de 96 pocillos
negras y opacas (OptiPlate Black Opaque 96-well Microplate, PerkinElmer). La
fluorescencia se midi6 en un espectrofluorimetro Varioskan Lux (Thermo
Scientific) a longitudes de onda de excitaciéon y emision de 485 y 515 nm,
respectivamente.

5.4. Determinacion de O:

Para medir el O; se utilizaban botes de 125 mL cerrados herméticamente
donde se afiadian 31,25 mL de medio de cultivo liquido y 93,75 mL de espacio
de cabeza gaseosos (misma proporcion que la usada en los experimentos con el
analizador PICARRO). De ese espacio de cabeza, se tomaban muestras para
medir la concentraciéon de O; y utilizando una jeringa Hamilton (Hamilton
SampleLock™, #81356) se inyectaban manualmente 250 pL en el Cromatoégrafo
de Gases (Agilent 78204, Agilent Technologies).

Para conocer la concentraciéon de O utilizamos una columna empaquetada
(60/80 Molecular Sieve 5A, Ref.13133-U Supelco) a 75 2C y se detectaba
utilizando un Detector de Conductividad Térmica. El gas transportador que se
utilizé fue Argoén (Fakhimi et al., 2019).

La férmula utilizada para calcular la concentracion de O; fue la siguiente:

02=(Valor de O x 4 x Espacio de cabeza (mL))/1000 x (250/(H2+02+N>))
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5.5. Determinacion de urea

Para llevar a cabo la determinacién cuantitativa de la urea utilizamos el kit
comercial Cromatest. El principio de este método (Tietz,1995) se basa en la
reaccion de la urea presente en la muestra con el o-ftalaldehido en medio acido
dando lugar a un compuesto coloreado (isoindolina) cuya absorbancia fue
determinada a 540 nm utilizando el lector de microplacas de 96 pocillos
iMark™Bio-Rad. La intensidad del color es proporcional a la concentracién de
urea que esta presente en la muestra. Para llevar a cabo el ensayo se tomaron
100 pL del sobrenadante, a los que se afiadieron 1 mL del reactivo R1 (o-
ftalaldehido) y 1 mL del reactivo R2 (solucién de borato).

5.6. Determinacion de urico

Parala determinacion cuantitativa de acido trico se empled el kit comercial
colorimétrico Uricasa-POD (Chemelex). El principio de este método (Tietz,
1995) se basa en la reaccidn de oxidacion del 4cido trico por la enzima uricasa a
alantoina y perdxido de hidrégeno. La enzima peroxidasa (POD) utiliza el
peroxido de hidrogeno para oxidar el cromégeno 4-aminofenazona (4-AF) y
diclorofenol sulfonato (DCPS) para formar un compuesto rosaceo
(quinonaimina). La absorbancia de la quinonaimina se determind a 540 nm en
el lector de microplacas de 96 pocillos iMark™Bio-Rad. Para el ensayo, 25 pL de
sobrenadante se mezclaron con 1 mL de reactivo de trabajo, compuesto por la
mezcla del R1 (Reactivo tampon: fosfatos pH 7,4 y 2-4 diclorofenol sulfonato) y
R2 (Reactivo enzimatico: uricasa, peroxidasa, ascorbato oxidasa y 4-
aminifenazona (4-AF)). La intensidad de la quinonaimina es proporcional a la
concentracion de acido drico presente en el medio.

5.7.Determinacion de almidon

La determinacién enzimatica del almidén se llevd a cabo seglin una
variaciéon del método descrito por (Klein and Betz, 1978) Para la extraccion se
tomaron 2 mL de cultivo que se centrifugaron durante 2 minutos x 3,000 g. El
pellet se resuspendié en 2 mL de etanol puro para extraer la clorofila. Después,
las muestras se centrifugaron durante 2 minutos x 15,000 g. El sobrenadante se
descart6 y el pellet se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seco, se
afiadieron 400 pL de H,0 destilada estéril y las muestras se sonicaron usando 2-
3 ciclos de 10 segundos de sonicado y 10 segundos de descanso con pulsos de
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una amplificacién del 20%, usando el sonicador BRANSON SLPE 40:40:15:4C.
Seguidamente, autoclavamos las muestras durante 20 minutos a 121 2C para que
se produjerala gelatinizacion y solubilizacién del almidén. Una vez autoclavadas,
las muestras se centrifugaron durante 30 segundos x 15,000 g. Seguidamente, se
afiadieron 200 pL de una mezcla enzimatica que contiene acetato de Sodio 100
mM, 2,25 U/mL de amiloglucosidasa (10115, SIGMA-ALDRICH), y 2,25 U/mL de
a-amilasa (A9857, SIGMA-ALDRICH). Posteriormente, incubamos las muestras a
55 °C durante 2 h para que se produzca la hidrélisis completa del almidon.
Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 2 minutos x 15,000 g y se
tomaron 10-20 pL del sobrenadante para determinar la glucosa liberada con la
degradacion del almidon. La glucosa fue cuantificada espectrofotométricamente
en un lector de placas de 96 pocillos iMark™Bio-Rad utilizando un kit
colorimétrico comercial (SPINREACT). Este kit se basa en la oxidacién de la
glucosa a acido glucoénico. El perdxido de hidrégeno producido se detecta
mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de
peroxidasa (POD), que produce una quinona cuya absorbancia puede ser
determinada entre 490-550 nm. La intensidad del color formado es proporcional
a la concentracion de glucosa presente en el medio.

5.8. Determinacion de la composicion elemental

El analisis de la composicidon elemental se llevé a cabo en el Centro de
Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad de Sevilla Celestino
Mutis. Para ello se utilizé el analizador elemental LECO TRUSPEC CHNS MICRO
y se analizaron la concentracién en % de C, N, H y S. Para ello, se utilizaron 10
mg de pellet liofilizado de diferentes cultivos celulares. La liofilizacidn del pellet
celular se llevé a cabo en las instalaciones del SCAI de la Universidad de Cérdoba.

6. Determinacion de los parametros fotosintéticos Fv/Fm, ETRy NPQ

Para determinar los diferentes parametros fotosintéticos se utilizé 1 mL de
cultivo, en placas de 24 pocillos (WVR®), aclimatado durante 15 minutos en la
oscuridad y a una temperatura de 24-25 °C. El equipo que utilizamos fue
IMAGING PAM (serie M, version Maxi, Heinz Walz GmbH) y los resultados fueron
analizados con el software ImagingWin.

Para determinar la fluorescencia basal (Fo) empleamos una luz LED a 450
nm y a pulsos (Measure Light, ML) de una intensidad de 0,5 umol fotones - m2-
s'l. Para determinar la fluorescencia maxima (Fm) el equipo emplea pulsos de
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luz saturante a 2,700 umol fotones - m2- s-1 durante 0,8 segundos. La diferencia
entre la Fm y la Fo es la Fv (fluorescencia variable), la cual nos permite calcular
el rendimiento quantico maximo del PSII o Fv/Fm. En Chlamydomonas, el valor
promedio de Fv/Fm esta descrito en torno al 0,6 (Massoz et al., 2015) y valores
inferiores pueden ser interpretados como dafio en el PSII.

A continuacion, se iluminaron las células con luz actinica con una intensidad
de 80 pmol fotones - m2 - s'1 durante 30 s, y posteriormente se dio un pulso
saturante para calcular los valores de Fm’ y Fo’, que nos permiten calcular el
rendimiento fotoquimico (Y(II): Fv'/Fm’). El calculo del pardmetro ETR, era
proporcionado directamente por el equipo y para ello, utilizaba la ecuacion que
se muestra a continuacion:

ETR = 0,5 - Y(II) - 0,84 - PAR (Radiacion Fotosintéticamente Activa en
umoles de fotones - m-2- s-1)

Finalmente, el calculo del rendimiento cuantico de los mecanismos de
quenching no fotoquimicos (o NPQ) la realiz6 el equipo utilizando la siguiente
ecuacion (Kramer et al 2004):

Y(NPQ)= I- Y(II) -1/(NPQ+1+qL*(Fm/Fo-1))

Donde Y(II) indica el rendimiento del PSII en presencia de luz. El valor de
NPQ corresponde con la atenuacién de la fluorescencia asociada a estos
mecanismos celulares y se calcula atendiendo a la siguiente ecuacion (Bilger and
Bjorkman, 1990): NPQ= (Fm/Fm")/Fm’, y qL (quenching fotoquimico) hace
referencia a la cantidad de centros del PSII que se encuentran abiertos a una
intensidad luminica determinada. El calculo de este coeficiente se realiz6 segiin
la ecuacién qL= (Fm'-F")/(Fm’-Fo)xFo’/F". Donde Fo” indica la fluorescencia
basal medida en condiciones de iluminacién y que se calcula atendiendo a la
siguiente ecuacién: Fo'= Fo/(Fv/Fm+Fo/Fm")

7. HPLC

Para analizar los compuestos de la degradacidon de la clorofila, utilizamos un
HPLC (Hitachi Chromatest) equipado con un detector DAD y equipado con una
columna RP-18 y un caudal de 1 mL/min. Los disolventes utilizados fueron (A)
acetonitrilo/agua (9:1 v/v) y (B) acetato de etilo puro. El programa de elucién
en gradiente fue el siguiente 0 -16 minutos 0% - 60% A; 16-30 minutos 60% A;
30 - 35 minutos 100% A. La temperatura de la columna se mantuvo constante a
25 2Cy el volumen de inyeccidén fue 50 pL. Para el procesamiento de los datos, se
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utilizé el programa Chromatest Hitachi. Los estdndares de violaxantina, luteina,
zeaxantina, 3-caroteno, clorofila a y clorofila b se adquirieron de Sigma -Aldrich
(Molina-Marquez et al.,, 2019).

8. Cuantificacion de lipidos: HPTLC (High Performance Thin Layer
Chromatography)

8.1. Obtencion de acidos grasos mediante el método de Folch

La extraccion de lipidos de muestras liofilizadas se hizo de acuerdo al
método descrito por (FOLCH et al, 1957). Para ello Pesamos 200 mg de la
muestra liofilizada en un tubo de cristal de 15 mL. Afiadimos 3 mL de la solucién
de Folch preparada con cloroformo: metanol (2:1, v/v), para extraer los lipidos.
Agitamos ligeramente en el vortex durante 30 segundos. Posteriormente
agitamos los tubos a 2000 x g a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Retiramos los tubos del agitador y afiadimos 3 mL de HC1 0,1N y 300 pL de MgCl
0,5%. Agitamos ligeramente en el vortex durante 1 minuto. Centrifugamos a
2000 x g durante 5 minutos para separar la fase organica y la fase acuosa.

Recogemos con una pipeta Pasteur la fase organica (parte inferior). Para
obtener el maximo rendimiento en la obtencion de los lipidos, repetimos el
proceso afiadiendo de nuevo 3 mL de la solucién de Folch y seguimos el
protocolo hasta obtener de nuevo la fase organica. Después de esto las muestras
se pueden almacenar a -20 2C o bien continuar con el protocolo.

A continuacién, se procede a filtrar esta fase organica en una columna
preparada con algodén y un exceso de Na;SO. en una punta de pipeta de 5 mL.
Sujetamos la punta de pipeta a un tubo con parafilm. La fase organica se filtra
por gravedad, y, finalmente, afiadimos 1 mL de cloroformo para limpiar y evitar
la pérdida de fase organica durante el proceso de filtrado. Repetimos el proceso
2 veces. Una vez filtrada la muestra, cerramos el tubo y congelamos a -20 2C para
su posterior utilizacién

Para determinar los acidos grasos tenemos que llevar a cabo la evaporacion
de la muestra. Para ello utilizamos un vaporizador con un flujo constante de N;
a baja presion durante 1 hora para evitar la oxidacion de los acidos grasos.

Una vez que se produce la evaporacidn, resuspendemos los lipidos en 1 mL
de cloroformo (Termo Scientific Chemicals) y afiadimos todo el volumen a viales
de HPLC (Termo Scientific ™ Viales de rosca de vidrio ambar de 8 mm). Volvemos
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a llevar a cabo el proceso de evaporacion con Ny, pero en este caso durante 30
minutos. Una vez evaporado, las muestras se guardan a -80 2C para su posterior
utilizacién en el HPTLC.

8.2. Preparacion de estandares y fases moviles

Los estandares de FFA, TAG, PE, 1,2 DAG, y MAG se prepararon a una
concentraciéon de 1 mg/mL en cloroformo y todo el material utilizado se lavé
previamente con cloroformo.

En relacién con las fases moviles, la primera fase mévil (Elucién de Lipidos
Polares) estaba compuesta por acetato de metilo: isopropanol: cloroformo:
MeOH: KC1 0,25% en la proporcién 25:25:25:10:4 (v/v/v/v/v). La segunda fase
movil (Elucién de Lipidos no polares), estaba compuesta por isohexano: éter:
acido acético en la proporcion 90:10:1 (v:v:v). Finalmente, la tercera fase mévil
(parala elucién y deteccién de glicolipidos) estaba compuesta por orcinol-H2SO4.
Para preparar el reactivo se disolvié el orcinol (250 mg) en etanol y
posteriormente se afiadieron 3 mL de H,SO4 diluido en agua (1:1; v/v).

8.3. HPTLC

Se utilizaron placas “Silica Gel 60 F254” de 20x10 cm. Para evitar la
oxidacion de los acidos grasos, la placa se mantuvo en una atmosfera de N». Para
cargar las muestras usamos una jeringuilla y un volumen de 30 pL por muestra
usando el equipo LINOMAT 5. Una vez realizada la placa, la transferimos a un
aparato denominado CHAMBER para correr la primera fase mévil. Una vez
finalizado este proceso, dejamos secar la placa durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente, metemos la placa 10 minutos en un secador de vidrio.
Finalizado el proceso de secado, tratamos la placa con la segunda fase mévil. En
este caso, utilizamos un GLASS CHAMBER donde depositamos la placa con la
segunda fase movil hasta que la placa se humedezca por completo. Finalizado
este proceso, la placa se dejé secar un par de minutos a temperatura ambiente.
Una vez finalizado, espolvoreamos la placa de forma homogénea con PMA (acido
fosfomolibdico). Esto se denomina proceso de derivatizacion. Posteriormente,
introducimos la placa en un horno a 30 2C durante 10 minutos en posicién
vertical. Para obtener la concentracion (%) de los lipidos en la placa, utilizamos
el TLC Scanner 4, con el programa WINCATS. La longitud de onda a la que se
determinan los lipidos con este equipo es de 650 nm.
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9. Biologia Molecular
9.1. Extraccion de ARN

Para obtener ARN de células de Chlamydomonas, 50 ml de cultivo se
recogieron mediante centrifugaciéon durante 2 minutos a 3,000 x g. El
sobrenadante se eliming, y el pellet fue resuspendido en 0,8 mL de Buffer de Lisis
(50 mM Tris-HCl pH 8; 0,3 M NaCl; 5 mM EDTA, 2% SDS, pH 8). En este punto,
las células fueron congeladas y almacenadas a -80 2C para su posterior
tratamiento y extraccién con fenol-cloroformo. Para hacer la extraccion, las
muestras fueron descongeladas en hielo y seguidamente y se afiadi6 el mismo
volumen de una soluciéon de fenol que contenia fenol (pH 4,3): cloroformo
saturado con 50 mM de Tris-HCl. Las muestras se vortearon vigorosamente
durante 1 minuto para mezclar las fases acuosa y organica. A continuacion,
fueron centrifugadas durante 15 minutos a >15,000 x g. Tras centrifugar, los
acidos nucleicos quedan en la fase acuosa (superior), la cual se recupero para
someterlos a 2 pasos mas de extraccion con fenol. Después, la fase acuosa se
transfirié a un tubo nuevo y afiadimos 1 volumen de cloroformo saturado en
agua y vorteamos durante 1 minuto. En este paso, se elimina los restos de fenol
presente en nuestras muestras. Centrifugamos durante 5 minutos a > 15,000 x g
y transferimos la fase acuosa a un tubo limpio. Afiadimos un volumen de LiCl
(Cloruro de Litio) 8 M a la fase acuosa e incubamos las muestras durante al
menos 4 h a 4 2C. Pasado este tiempo, las células fueron centrifugadas durante
30 minutos a > 15,000 x g, y una vez centrifugadas, se eliminé el sobrenadante.
El pellet de ARN resultante se lav6 con 0,5 mL de etanol al 70% y se resuspendid
en 50 pL de H;0-MQ estéril (Sanz-Luque and de Montaigu, 2018). La
determinacién de acidos nucleicos se realizé6 mediante densidad Optica a
260/280 utilizando Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) o bien
espectrofotométricamente utilizando cubetas de cuarzo y una longitud de onda
de 260 nm. Estas muestras fueron usadas para hacer la sintesis de ADNc
(epigrafe 9.7) o se almacenaron a -80 2C. Durante todo el proceso de extraccion
las muestras se mantuvieron en hielo para evitar la degradacion del ARN.

9.2. Tratamiento con DNAsa (para RNA)

Para llevar a cabo los andlisis transcriptémicos, las muestras de ARN se
trataron con DNAsa para eliminar la contaminaciéon de ADNg usando DNasa I
recombinante (RNase-free (ROCHE, catalogo no. 04716728001)). Las muestras
se incubaron durante 1 h a 37 2C. Después del tratamiento, la purificacién del
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ARN se realiz6 usando el kit (RNeasy® MinElute ® Cleanup Kit (Quiagen,
catalogo no 74204).

9.3. Extraccion de ADN gendmico (ADNg)

Parallevar a cabo la extraccion total de ADNg de Chlamydomonas, utilizamos
el protocolo estindar de extraccién con fenol-cloroformo; muy similar al
protocolo utilizado parallevar a cabo la extraccion total de ARN pero con algunas
modificaciones. El procedimiento se llevé a cabo utilizando solamente 25 mL de
cultivo celular y, después del paso de extraccion con cloroformo, la precipitacion
se llevd a cabo con 2,4 volumenes de etanol al 95%. Incubamos durante 15
minutos a temperatura ambiente y centrifugamos a 15,000 x g El pellet se lavo
con 500 pL de etanol al 70% frio. Centrifugamos 15 minutos a > 15,000 x g y
descartamos el sobrenadante cuidadosamente. Dejamos secar y afiadimos 50 pL
de H;0 destilada estéril. Cuantificamos utilizando 1 pL utilizando Nanodrop ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific). Almacenamos a -20 2C para su posterior
utilizacion.

9.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion de acidos nucleicos se llevd a cabo utilizando el
espectofotometro y midiendo la absorbancia a 260 nm (A260) conociendo que el
coeficiente de extincion parala doble cadena de ADN es (0,02 pg-cm-1)-mL-1; para
el ADN monocatenario (0,027 pg-cm1)-mL1y (0,025 pg-cm-1)-mL-! para el ARN
monocatenario.

Los acidos nucleicos no purificados fueron cuantificados de forma
semicuantitativa, estimando la concentracidn de estos en geles de electroforesis.
Para ello, se realiz6 un gel de agarosa y se compar6 la intensidad de la
fluorescencia emitida entre las cadenas de ADN y diferentes concentraciones
conocidas de ADN del virus lambda (ThermoFischer Scientific).

9.5. Gel de electroforesis y purificacion de fragmentos de ADN

Para la separacién de acidos nucleicos los geles de agarosa se prepararon
con agarosa al 1% (p/v) en tampo6n TAE (4,84 g/L Tris; 1,1 mL/L acido acético,
50 mM EDTA pH 8), afladiendo bromuro de etidio (0,5 pg-mL-1) para visualizar
los acidos nucleicos usando un transiluminador UV. Antes de visualizar las
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muestras en el gel, es necesario afiadir a las muestras 1 pL. de tampdén de carga
(50% glicerol, 0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno-cianol) en un volumen
final de 10 pL. Ademas, se utilizé un marcador de peso molecular (1 kb Ladder
Plus marker-Invitrogen).

Una vez llevada a cabo la electroforesis, el gel fue visualizado utilizando luz
UV y los datos fueron examinados con el sistema de imagen Gel Doc 2000 (Bio-
Rad). Para la purificacién de las bandas de ADN de interés, se corté con un bisturi
el trozo de gel conteniendo el ADN y se congelé a -80 2C durante 30 minutos.
Finalmente, se centrifug6 durante 15 minutos a 3,000 x g, descartandose el pellet
y tomando el sobrenadante para posteriores aplicaciones.

9.6. Secuenciacion de ADN

Para secuenciar las muestras de ADN, utilizamos la tecnologia SANGER
(Servicio del SCAI de la Universidad de Cérdoba).

9.7. Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Previamente a la cuantificacion de la expresion de los genes se sintetizo
ADNCc a partir de nuestras muestras de ARN. Para llevar a cabo la transcripcién
reversa, 1 ug ARN (libre de ADN) y el kit de sintesis de ADN copia iScript ™ de
alta fidelidad (Bio-Rad) se utilizaron siguiendo el protocolo indicado por la casa
comercial (5 minutos a 25 2C, 20 minutos a 56 2C y 1 minuto at 95 2C). La reaccién
sellevo a cabo en un volumen final de 20 pL y las muestras se diluyeron 2,5 veces
(volumen final 50 pL) antes de usarlas en RT-PCR. Las muestras fueron
conservadas a -20 2C.

9.8. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
9.8.1. Diseiio y lista de cebadores usados

Los cebadores fueron disefiados utilizando el programa Primer 3
(http://primer3.ut.ee/) y BLAST online (NCBI). Los parametros para la
amplificacién fueron estudiados usando el programa PrimerSelect. Los
cebadores utilizados se muestras en la siguiente tabla (Tabla MM.2):
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Tabla MM.2. Lista de cebadores

Primer Secuencia (5°- 3") Gen Aplicacion | Ref.
LAO1_F TCGAAGCAAGTACACGCAAC

LAO1_R AACTGTGGGAGTGTGGGAAG LAo1 1

NIA1_F CCGAGCGCTTCCGGCTGTGGTACA NIA 2

NIA1 R CTGGATCTGGCGGTCCTTGCTGTA
NRT2.1_F CGCCGTGGCAACTGACCCTGAG NRT2.1 2
NRT2.1_R CGCCACCTCCTCCGCACTCCAC

NRR1_F GGGCAGCGTGCATTTCTTCT

NRR1_R CGCAACAGTACGGGACCAAC NRR1 3
NSG17_F CGCAGCCGTTAAGAATCGTG NSG17 RT-qPCR "
NSG17_R CAAAAGTGCCCGTGGAGTTG

BLZ8_F GCAAGCGAATAAGCGGAAGG BLZS "

BLZ8_R GCAGCGACGTGTGAAAGAAG

BHLH3_F CGCGCGTGAGATGAAGAAAG BHL3 "
BHLH3_R ATGCGCGAAACTGGAACAC

Ubi_F GTACAGCGGCGGCTAGAGGCAC UBC8
. Ubiquitina 2
Ubi_R AGCGTCAGCGGCGGTTGCAGGTATCT ligasa

MTP2_F GCTGGCATTCCTGTATCCTTGACGC FUS1 4
MTP2_R GCGGCGTAACATAAAGGAGGGTCG Alelo MT+

MTM3_F CGACGACTTGGCATCGACAGGTGG PCR
MTM3_R | CTCGGCCAGAACCTTTCATAGGGTGG | el MT- 4

(1) (Calatrava et al., 2019) (2) Camargo et al., 2007 (3) (Boyle etal., 2012) (4) (Zamora
etal, 2004) (*) En este trabajo

9.8.2. PCR de colonia.

Para la obtencion de ADN, se tomaron las células correspondientes a
aproximadamente 0,5 mm? de superficie de una placa Petri y se transfirieron a
un microtubo con 20 pL de agua estéril. 1 pL de las células resuspendidas se
utilizo parallevar a cabo la PCR. La PCR se llevé a cabo usando la enzima iProof™
ADN polimerasa de Alta Fidelidad (Bio-Rad), atendiendo al protocolo. El primer
paso de desnaturalizacién a 96 °C permite la ruptura y liberaciéon de ADN. El
procedimiento de PCR fue el siguiente: Desnaturalizacion inicial 96 °C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 96 °C durante 1 minuto,
anillamiento a 68 2C durante 0,5 minutos, extensiéon a 72 2C durante 1 minuto.
Finalmente se afiadié un paso de extension final a 72 2C durante 5 minutos y
enfriamiento a 14 2C y pausa.
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9.8.3. RT-qPCR: PCR cuantitativa para la expresion génica relativa.

Para llevar a cabo las reacciones de RT-qPCR se utiliz6 el kit SsoFast™
EvaGreen Supermix (Bio-Rad). En cada reacciéon se us6 1 uL de las muestras de
ADNc y 10 uM de los cebadores especificos en un volumen final de 20 uL. La
reaccion se llevé a cabo en placas de 96 pocillos utilizando el equipo MyiQ2 (Bio-
Rad). El protocolo del termociclador fue: desnaturalizacién a 95 ©C, 5 minutos;
40 ciclos de desnaturalizacion a 95 2C, 30 segundos; anillamientoa 53-68 °C, 30
segundos; y amplificaciéon a 72 2C, 20 segundos; y medida, 10 segundos. Las
medidas de fluorescencia se hicieron a 84 2C para eliminar la fluorescencia que
resultan de la formacion de dimeros y el ruido de fondo. Cada reaccidn se realiz6
por triplicado y el gen control que se utiliz6 para normalizar y obtener la
expresion relativa fue el gen de la ubiquitina ligasa. Este gen se caracteriza por
mantener inalterada su expresion en una fuente de carbono y/o nitrégeno
durante 24 horas (Gonzalez-Ballester et al., 2004).

Los valores de Ct (Cycle threshold) para cada una de las reacciones fueron
obtenidos automaticamente con el iCyclerTM iQ software version 5.0 (BioRad).
Los valores de Ct obtenidos para cada una de las reacciones se normalizaron
frente a los valores de Ct del gen constitutivo (ubiquitina ligasa). Para el calculo
de los valores de expresidn relativa se utiliz6 la siguiente ecuacion (Pfaffl, 2001):

Incremento de expresién= 2-ACt(eficiencia de los cebadores ~1)

donde ACt= Ct muestra - Ct control

10. Analisis transcriptémico

El andlisis bioinformatico de la transcriptémica se llevd a cabo por la
compafifa Sistemas Gendmicos (Valencia, Espafia) de la siguiente manera: las
lecturas de los extremos emparejados del transcriptoma inicial completo
obtenidas de la secuenciacion se mapearon con la version 5.0 de Chlamydomonas
utilizando el algoritmo bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012). Las lecturas de
baja calidad se eliminaron utilizando el software Picard Tools version 1.83,
dejando solo las lecturas de alta calidad. Los niveles de expresion se calcularon
usando el software htseq versién 0.5.4p3 (Anders and Huber, 2010). Se aplico el
método DESeq2 (Love et al,, 2014) para el analisis de expresion diferencial entre
condiciones. Entre los genes diferencialmente expresados se seleccionaron
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genes con un Fold - Change inferior o superior a -2 y 2, respectivamente, con un

valor de p-value ajustado a 0,05.
11. Herramientas bioinformaticas. Bases de datos.

Especificas de Chlamydomonas

The plant Genomics Resource (JGI), Phytozome v.13

Base de datos general de secuencias de ADN vy proteinas

*NCBI: National Centre for Biotechnology Information:

Herramientas de comparacién de secuencias de nucleétidos y proteinas

*BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Herramientas para el manejo y el analisis de acidos nucleicos
*Paquete de programas DNASTAR.

EditSeq (Manejo de secuencias)

PrimerSelect (Disefio de cebadores para PCR)

*Primer-Blast online: (NCBI)

Andlisis de promotores PlantTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org).
Andlisis de datos y estadistica

*PRISM software v8.4.3 (GradhPad Software, LLC, San Diego, CA, USA)

Se utiliz6 el programa de analisis de datos Prism. Las barras de error representan la

desviacion estandar de al menos tres replicas biolégicas.

Para algunos casos se realiz6 el andlisis estadistico Student’s ¢ test.
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Abstract: Nitrogen (N) is an essential constituent of all living organisms and the main limiting
macronutrient. Even when dinitrogen gas is the most abundant form of N, it can only be used
by fixing bacteria but is inaccessible to most organisms, algae among them. Algae preferentially
use ammonium (NH4*) and nitrate (NO3~) for growth, and the reactions for their conversion into
amino acids (N assimilation) constitute an important part of the nitrogen cycle by primary producers.
Recently, it was claimed that algae are also involved in denitrification, because of the production of
nitric oxide (NO), a signal molecule, which is also a substrate of NO reductases to produce nitrous
oxide (N,O), a potent greenhouse gas. This review is focused on the microalga Chlamydomonas
reinhardtii as an algal model and its participation in different reactions of the N cycle. Emphasis will be
paid to new actors, such as putative genes involved in NO and N,O production and their occurrence
in other algae genomes. Furthermore, algae/bacteria mutualism will be considered in terms of
expanding the N cycle to ammonification and N fixation, which are based on the exchange of carbon
and nitrogen between the two organisms.

Keywords: algae; Chlamydomonas; nitrogen cycle; nitric oxide; nitrous oxide

1. Introduction

Nitrogen (N) is an essential macronutrient that supports life in all living beings. This nutrient
is an elemental constituent of biomolecules, such as nucleic acids, proteins, chlorophylls, cofactors,
and signal molecules, among others.

In nature, living organisms can use different N reservoirs, and the biotic and abiotic conversions
among different N forms constitute the biogeochemical N cycling. These N reservoirs and N flux in
terrestrial and marine ecosystems have been recently reviewed [1]. Ammonium (NH;*) bound into
rocks and sediments is the largest N reservoir (1.8 X 10'° Tg nitrogen). However, this NHy* has a
minimal impact on the annual N cycling because it is accessible only upon erosion [1]. The largest
available N reservoir for organisms is dinitrogen gas (N,) with 3.9 x 10° Tg, which represents 79%
of the atmospheric air. However, due to the reduced reactivity of the triple bonded N, only a small
group of organisms having the dinitrogenase enzyme complex can use it as N source [1-3]. The global
and usable N-reservoirs are organic nitrogen (9 x 10° Tg), nitrate (NO37) (6 X 10° Tg), and nitrous
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oxide (N,O) (2000 Tg) [1-4]. The ammonia (NHj3) reservoir estimated in the marine ecosystem is
340-3600 Tg, but it is unknown in the terrestrial ecosystem [1]. Other global inorganic N sources such
as nitrite and nitric oxide are considered minor reservoirs.

N compounds exhibit different oxidation states ranging from -3 (organic N and NH3/NH;")
to +5 (NO37), with intermediate values in compounds such as hydrazine (N;Hg) (-2),
hydroxylamine (NH,OH) (=1), N; (0), nitrous oxide (N;O) (+1), NO (+2), nitrite, NO,~ (+3), and nitrogen
dioxide (NO,) (+4). Bacteria can catalyze many redox reactions involving the above compounds, which can
be used to provide nitrogen for growth and redox energy to fuel cells. Bacterial species have been classically
classified according to the reactions that they mediate within the N cycle (nitrification, denitrification,
fixation, ammonification, anammox, assimilatory, and dissimilatory processes). Notwithstanding,
DNA genome sequencing has revealed the set of genes present in each microorganism and highlighted
the enormous metabolic flexibility of some of the organisms studied, making it almost impossible to
classify them using only the classical divisions [1,2]. Moreover, it is expected that further research will
unravel new N-transforming reactions and enzymes that will emphasize the metabolic flexibility of many
of these organisms [1].

Prokaryotic organisms exhibit an enormous versatility to metabolize most of the N compounds,
and they are the main players for most of the transformations in the N cycle. In addition, enzymes required
for N, fixation, such as nitrogenase, are exclusively found in prokaryotes or bacteria involved in
symbiosis/mutualism with other eukaryotic organisms. For instance, N-fixing bacteria from the
order Rhizobiales establish symbiotic interactions with legume plants, whose crops provide almost
20% of food protein in the world [5]. Other examples are found in marine ecosystems, where a
symbiotic interaction between the haptophyte algae and the most widespread N,-fixing cyanobacterium
‘Candidatus Atelocyanobacterium thalassa’ (UCYN-A) has been described [6,7]. In the lab, the N»-fixing
bacterium Azotobacter chroococcum provides N to the alga Chlamydomonas and promotes its growth,
whereas Chlamydomonas fixes CO, and provides organic carbon to the bacterium. This symbiotic
interaction has reported benefits for the industry by increasing lipid production in the microalga [8].

Anthropomorphic activities have affected the natural equilibrium of the N cycle for more than a
century. The industrial N,-fixation into ammonia (Haber-Bosch process) and the use of this ammonia
as fertilizers has dramatically improved crop productivity but, at the same time, it has increased the
reactive N load by more than 120%, which includes all biologically active, photochemically reactive,
and radiatively active N compounds in the atmosphere and biosphere [1,2,9,10]. This increase in
the N load comprises a higher global amount of reduced inorganic forms of N (NH3 and NH,"),
oxidized inorganic forms (as NOx, HNOj3, N,O, and NO3 ™), and organic compounds (such as urea,
amines, and proteins), in detriment to the unreactive N, gas. One of the main unwanted effects of this
imbalance in the N cycle is the transfer of reactive N from terrestrial to coastal systems and ground
waters, causing algal blooms and the eutrophication of these ecological niches [9,10]. In addition,
it is estimated that 3-5% of the N used in fertilizers is converted into N»O, a greenhouse gas that is
310 times more potent than CO; and considered the dominant ozone-depleting pollutant emitted in
the 21st century [1,11-13]. The principal substrate for N,O synthesis is NO, which is mainly reduced
by bacterial NO reductases but also can be reduced by some eukaryotic enzymes that carry out nitrate
dissimilatory reactions.

Nitrogen is a macronutrient for plants, algae, and bacterial growth. Nitrate is the most oxidized
form of nitrogen and highly abundant in aquatic habitats. The nitrate assimilation pathway (NO;~ —
NO,™ — NH;* — amino acids) is quantitatively the most important redox process, supporting almost
20% of marine algal growth [1,4]. Dissimilatory nitrate reduction pathways such as dissimilatory
nitrate reduction to ammonium (DNRA), denitrification to N,O, and total denitrification to N, are
also processes mediated by eukaryotes in aquatic systems. DNRA is described in diatoms as an
adaptation and survival process to darkness and anoxia, where the intracellular NO3™~ is used as
an electron acceptor instead of O [14,15]. On the other hand, a complete denitrification process
(NO3™ = NO,;~ = NO — N»O — Ny) has been described in some species belonging to the foraminifera
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group, which represent the only eukaryotic organisms able to perform complete denitrification to
N2 [16-18]. Other foraminifer species perform only partial nitrate denitrification to N,O [17-19].
The genes involved in the foraminifer denitrification pathway have been recently identified [20];
however, the genes encoding the enzymes responsible for the first and last steps of this pathway,
the dissimilatory nitrate reductases and nitrous oxide reductase, are missing in most of the foraminifer
genomes but found in the associated bacteria. Partial nitrate denitrification to N, O has also been well
documented in fungi [21-25] and recently described in the green microalga Chlamydomonas reinhardtii,
where a NO reductase (CYP55) [26] and flavodiiron proteins (FLVs) [27] catalyze the reduction of NO
to N2O in dark and light conditions, respectively. These two proteins constitute the molecular evidence
that supports that microalgae contribute to N,O emissions, something known for decades [28]. In this
review, we analyze the metabolic flexibility of microalgae to carry out different steps of the N cycle
with special attention to the denitrification pathway.

2. The Role of Chlamydomonas reinhardtii in the N Cycle

Traditionally the genus Chlamydomonas corresponds to unicellular, biflagellate, green microalgae
and encompasses more than 500 species. However, current phylogenetic studies have reevaluated the
taxonomy of Chlamydomonas into three species: C. reinhardtii, C. incerta, and C. schloesseri [29,30]. Today,
all the unequivocally identified C. reinhardtii cells have been isolated from soil habitats suggesting a
preference for rich nutrient environments. Chlantydomonas spp., other than C. reinhardtii, have been isolated
from very different environments such as acid mine drainage, temperate marine, Antarctic ice, and even
air [29]. C. reinhardtii, named as Chlamydomonas throughout, has been developed as a powerful model
organism useful to study essential biological processes but also biotechnological applications [31].

Nitrogen assimilation has been widely studied in Chlamydomonas and the pathways for the
assimilation of different forms of nitrogen, inorganic (nitrate, nitrite, and ammonium) as well as
organic (urea, amino acids, and purines), have been identified [32-34]. However, besides the classical
N assimilation pathways that have been described in axenic Chlamydomonas cultures, recent advances
on nitrogen-transforming reactions have revealed that this microalga can also carry out both an
ammonification process by mutualistic interactions with bacteria and a denitrification process that
releases N,O to the environment (Figure 1, Table 1).

Cytosol

Methylobacterium

Chlamydomonas

Figure 1. Nitrogen-transforming reactions by Chlamydomonas reinhardtii. NO3 ™~ assimilation (steps 1,2,3);
NO;3;~/NO3~ cycle, (steps 1,4,5); NO3~ dissimilation (steps 4,6) and ammonification from amino acids
and peptides (step 7). Transporters for ammonium (AMT), nitrate (NRT), and arginine are indicated.
Mutualism with bacteria for N/C exchange is also shown.
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Table 1. Enzymes for nitrogen-transformation reactions in Chlamydomonas.

Step Enzyme Gene ID Regulation Localization Ref.
1 NO5~ + 26 + 2H*— NO;~ + HoO NR Cre09.g410950 NO;~ Cytosol 133)
2 NO,™ + 6™ + BH* — NHy* + 2H,0 NIR Cre09.5410950 NO;™ [23)

NHy" + 2¢” + a-ketoglutarate + ATP—

B Glutamate + ADP + Pi GSGOGAT (33]
. NO; +e +2H* = NO+ H0 NR/NOFNIR  Cre(9.5395950/Cre09.g389089 NOy Cytosol [35)
Nirk Crel8.360550 Dark Mitochondria  [36]
5 NO + 2H;0 — NOy~ + 3¢~ + 4H* NR/THB1 Crel9.5410950/Cre14.g615400 NOs~ Cytosol 137)
CYP35 CreD1 5007950 NO;~/Dark Mitochondria®  [38]
FLVA Crel2.g531900 - Chloroplast [27]
FLVB Crel6.5691800 - Chloroplast [27]
6 2NO + 26 + 2H* — NyO + H,0 HCP1 Cre09.g391650 NOs/Dark Chloroplast [39]
HCP2 CreD9.5393543 NO;~ Mitochondria®  [38]
HCP3 Cre09.g393506 NOs/Dark Chloroplast 39
HCP4 Cren9.5391450 NOy/Darkfanaerobiosis  Chloroplast [40]
7  LoAminoacd +H;0+ O — NH,* + LAOL Crel2.g551353 Nitrogen starvation Periplasm [35]

a-keto acid + Hy0,

Steps 1 to 7 correspond to those in Figure 1. Gene identification (Phytozome). * Protein indentified in the mitoproteome.
NR (Nitrate Reductase), NIR (Nitrite Reductase), GS (Glutamine Synthetase), GOGAT (Glutamine Oxoglutarate
Aminotransferase), NOFNIR (NO Forming Nitrite Reductase), NirK (Copper-Containing Nitrite Reductase),
THBI1 (Truncated Hemoglobin 1), CYP55 (Cytechrome P450), FLV (Flavodiiron Proteins), HCP (Hybrid Cluster Protein)
and LAO1 (L-Amino Acid Oxidase).

2.1. Ammonification and Mutualism with Bacteria for N Scavenging from Amino Acids and Peptides

Chlamydomonas cells scavenge nitrogen from amino acids in three ways: transport,
deamination/ammonification, and mutualistic interaction with bacteria [41]. Arginine is the only
amino acid that is efficiently transported into the cell from the surrounding media and then used as carbon
and nitrogen sources [42]. L-leucine and L-cysteine is also transported, but by passive diffusion [43].
However, most of the proteinogenic amino acids, including arginine, but also di- and tri-peptides, can be
extracellularly deaminated, producing NH,4* and the corresponding keto acids. This ammonification
process is mediated by the periplasmic L-amino acid oxidase (LAO1) (step 7, Figure 1, and Table 1), whichis
induced upon inorganic N deprivation [41,44-47]. Interestingly, only the NH4* generated by the LAO1
enzyme is transported inside the cell by high-affinity ammonium transporters (AMT) and used by the alga,
but the carbon skeletons remain in the medium [47]. It has been hypothesized that such carbon skeletons
could be used for establishing mutualistic interactions with specific bacteria in the surrounding medium.
These interactions depend on whether the released keto acid can meet the particular carbon requirements
of a specific bacterium [41]. Besides ammonium and the keto acid, the ammonification process mediated
by LAO1 also generates H,O,, which has bactericidal properties [48]. The eco-physiological role of HyO,,
if any, is not clear but its production could repel other microorganisms to avoid competition for the
organic N and, simultaneously, promote bacterial cell death making more N available. Alternatively,
H,0, synthesis could also serve as a mechanism to select specific HyO,-tolerant bacterial species in order
to restrict the mutualistic interactions. The role of H>O, in algal-bacterial mutualistic interaction has been
previously reported [49].

Chlamydomonas LAO1 homologs have been found in other algal species, including Rhodophyta,
Alveolata, Heterokonta, Haptophyta, and Dinophyta species, but not in other chlorophytes [41].

Despite the promiscuous LAO1 activity to deaminate amino acids and oligopeptides, Calatrava and
collaborators [50] have reported that this enzyme cannot use proline and some oligopeptides as substrate.
Interestingly, when proline is the only N source in the media, Chlamydomonas can establish a strict and
specific mutualism with Methylobacterium species [50]. Under this situation, the bacteria mineralize
the amino acid (or peptide) releasing ammonium that can be incorporated by the alga. In return,
Chlamydomonas, which fixes CO; to satisfy its carbon demand, produces C-compounds as glycerol that
can be secreted and used as a C source for the bacterium.

Another step in which Chlamydomonas could participate in the N cycle is the use of N2, as described
from co-cultures with the nitrogen-fixing anaerobic bacteria Azotobacter chroococcum. In this situation,
the bacteria supply the nitrogen source and CO, to the alga by nitrogen fixation, meanwhile, the alga
supplies carbohydrates and O; via photosynthesis to the bacteria [8].
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2.2. Nitrate Denitrification

The nitrate flux toward its assimilation is the primary nitrogen pathway that occurs in
Chlamydomonas as well as in eukaryotic organisms containing an assimilatory nitrate reductase (NR).
The nitrate assimilation appears to occur via a relatively simple linear pathway involving (1) nitrate
uptake by specific nitrate transporters (i.e., NRT2.1/NAR?2), (2) cytosolic nitrate reduction by a typical
eukaryotic nitrate reductase (NR), (3) nitrite transport into the chloroplast by specific transporters
(i.e.,, NAR1.1), (4) nitrite reduction to ammonium by a typical plant-like ferredoxin-dependent nitrite
reductase (NIR), and finally (5) the ammonium incorporation into carbon skeletons by the G5/GOGAT
cycle that synthesizes glutamate [33,34].

Besides its assimilatory role, the NR is a moonlighting protein that interacts with different
partners to carry out alternative reactions. In photosynthetic organisms, NR is considered one of
the principal nitric oxide (NO) sources [35] and also participates, as shown in Chlamydomonas, in the
NO oxygenation to convert this signaling molecule back to nitrate. These reactions, in which NR
is central and acts with different partners, can be called the NO3;/NOj5™ cycle (steps 1, 4, and 5 in
Figure 1). Moreover, the intracellular NO can also be the substrate for NO reductases producing N;Oin
mitochondria and chloroplasts [1]. Thus, NR seems to be a cross-point among three different pathways:
nitrate assimilation, a partial nitrate-denitrification to NO and the contaminant gas N, O, and the NO
oxygenation to nitrate.

2.2.1. The NO;7/NO;~ Cycle

The eukaryotic NR is a homo-dimeric protein that contains three prosthetic groups in each subunit
(FAD, Heme bss7, and molybdenum cofactor -Moco-). Nitrate reduction to nitrite is a redox reaction
that occurs across a mini electron transport chain (mini-ETC) from NAD(P)H to nitrate through three
prosthetic groups (NAD(P)H — FAD — heme — Moco — NO3 ™). However, as mentioned above,
NR can bind to other protein partners and detour electrons at different levels of this mini-ETC. When the
partner protein is the molybdoprotein NOFNIR (NO forming nitrite reductase), electrons flow until the
heme cofactor, where they reduce the NOFNIR that converts nitrite to NO [35,51]. When the partner is
the truncated hemoglobin 1 (THB1), electrons go out of the mini-ETC at the FAD cofactor level and
reduce the THB1 protein, which transforms NO into nitrate [33]. These three reactions constitute the
named NO3~/NO;~ cycle.

Nitric oxide is a signal molecule that regulates a high number of physiological processes in mammals,
plants, and algae [52]. In Chlamydomonas, NO regulates N assimilation at the transcriptional and
posttranslational level. NO is a negative regulator for the expression and activities of the high-affinity
nitrate/nitrite transporters, the NR, and the high-affinity ammonium transporters [33,53]. As a signal
molecule, NO is expected to have a temporal effect, and therefore, its synthesis and degradation have to
be tightly controlled.

This NO3™/NO;3™~ cycle could work for regulating nitrate assimilation without N loss. When the
conditions are optimal, nitrate goes toward its assimilation up to glutamate. If the conditions are
not optimal (i.e., a-ketoglutarate is deficient) and nitrite accumulates, NO is synthesized and stops
the nitrate uptake and reduction. However, although NO is a gas and can diffuse out of the cells,
the NR-THB complex could convert the NO into nitrate, avoiding the N loss.

2.2.2. NO Synthesis and Reduction: A Prokaryote Pathway

In plants and plant-like organisms, NO is produced by different mechanisms that use different
substrates (i.e., NO;~ or arginine) in different intracellular compartments such as cytosol [35,54,55],
mitochondria [26,56], chloroplast [57,58], and peroxisomes [59]. The oxidation of arginine to
NO and citrulline by the NO synthase (NOS) is a well-known reaction in mammals, bacteria,
and some algae [60,61]. NOS-like reactions have been described in land plants (peroxisomes) [62]
and Chlamydomonas [63], but extensive genome analyses have ruled out the existence of NOS in
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photosynthetic organisms except for some microalgae [60,61]. However, NO production from
NO,™ is well documented to occur in the cytosol, by NR [54,55] or NR/NOFNIR [35], and also in
mitochondria [26,56] and chloroplast by the electron transport chains [57].

Besides NO conversion into nitrate, NO can also be reduced by NO reductases to N,O.
This denitrification process implies the loss of nitrogen to the atmosphere as a potent greenhouse gas.
This pathway (NO,~ — NO — N,O) has been well defined in both prokaryotes [1] and eukaryotes
(fungi). In fungi, denitrification involves NIRK (copper-containing nitrite reductase) (NO,~ — NO)
and the cytochrome P450, CYP55 (NO — N,O), both acquired from bacteria [22]. For fungal CYP55,
a horizontal gene transfer from bacteria is suggested, but for NIRK, a proto-mitochondrial origin has
been proposed.

The Chlamydomonas genome contains two genes encoding for both proteins, NIRK and CYP55
(Table 1). CYP55 appears to be responsible for N,O production in the dark [26,27]. Accordingly,
CYP55 is located in mitochondria [38] and its transcript is accumulated in the dark [64] and in the
presence of nitrate [38]. The dark NO reduction attributed to CYP55 activity has also been shown to be
stronger when cells are grown in the presence of nitrate [27]. Although found in the mitochondrial
proteome, CYP55 is also predicted to be targeted to the chloroplast [27]. Thus, it is possible that the
protein is targeted to both organelles. In this case, CYP55 could be able to use electron donors from
photosynthetic origin. Like CYP55, NIRK is also up-regulated in the dark [64] and in nitrate-containing
media (Calatrava, unpublished data). In silico analyses strongly suggest that NIRK could also be
localized in the mitochondria (Table 1), pointing out that Chlamydomonas seems to have a complete and
operative NO,~ — NO — N,O pathway in the mitochondria.

The second type of protein shown to reduce NO to N>O, in Chlamydomonas, corresponds to FLVs
(flavodiiron proteins) [27]. Flavodiiron proteins belong to a singular family of oxygen and/or nitric
oxide reductases widespread in prokaryote and eukaryote organisms. This protein family has been
classified into eight classes (A to H) according to the presence of modular domains [65,66]. Class A
FDPs are the most dominant class in the family and only contain the two core domains (Fe-Fe and
FMN) [65,66]. Some examples for this class A show a preference for O, as revealed for the protozoal
and archaeal enzyme [67-70], or they may have a dual activity toward NO and O, as in M. thermoacetica
or D. gigas [71,72]. Class B FDPs contain an additional C-terminal rubredoxin domain and, because of
that, were named flavorubredoxins (FIRD) or NORV (from the encoding gene in E. coli) [65]. In E. coli,
FLVB/FIRD/NORYV was shown to have significant preference for NO over O, and confers resistance
to NO under anaerobic conditions [73,74]. Class C FDPs have a C-terminal flavin-binding domain,
predicted to have a flavin reductases activity accepting electrons from NAD(P)H [65,66]. This class C
is present in cyanobacteria, the protozoan Paulinella chromatophora, green algae, mosses, lycophytes,
and gymnosperms, but absent in angiosperms [65]. Chlamydomonas FDPs correspond to class C
(also called Flv), which forms a distinct cluster that falls into two groups. One of these groups (FlvA)
has the ligand binding diiron site strictly conserved, while in the other (FIvB) the ligand binding sites
are not conserved. The Chlamydomonas genome contains two genes, FLVA and FLVB, encoding both
groups of flavodiiron proteins. Moreover, the Chlamydomonas FLVs could work as a heterodimer
as shown by different insertional mutants of the FLVB gene that result in the loss of expression of
both FLVB and FLVA proteins [71]. The study of these mutants revealed that FLVs participate in a
Mehler-like reduction of O,, providing an alternative valve for electrons during the dark to light
transition in the chloroplast. Thus, FLVs are critical for the algal growth under fluctuating light regimes
but not in continuous light [75]. These mutants were also useful to prove the FLVs role as a NO
reductase, being the major enzyme responsible for NO reduction to N,O under conditions of light in
the presence of O, in Chlamydomonas. In addition, in vivo experiments suggest that Chlamydomonas
FLVs shows a higher affinity for NO than for O, [27]. Therefore, Chlamydomonas has inherited two
types of N,O-producing proteins, FLVs in the chloroplast and CYP55 in the mitochondria.

Besides CYP55 and FLVs, the Chlamydomonas genome also contains four genes encoding for
hybrid cluster proteins (HCPs) [39], which are metalloproteins characterized by the presence of an
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iron-sulfur-oxygen cluster considered to be unique in biology [25]. The analysis of these protein
sequences and their phylogenetic analyses support that the HCP family has emerged from a single
gene of an alpha-proteobacterium with subsequent duplications in Chlamydomonas [39]. Like for
CYP55 and NIRK, both nitrate and darkness contribute to the strong up-regulation of the HCPs in
Chlamydomonas growing under oxic conditions [39]. In dark anoxia, the HCP4 transcript shows the
stronger induction [76], and the studies performed in mutants obtained by gene silencing suggest a
role in regulating fermentative and nitrogen metabolism pathways [77]. Concerning their cellular
localization, HCP1, 3, and 4 are predicted to be in the chloroplast [39], but HCP2 is located in the
mitochondria, as confirmed in mito-proteome analysis [38]. In bacteria, the function(s) of HCP is
debated. Initially, they were considered hydroxylamine reductases, as they can use this substrate to
produce ammonium in vitro, but the low affinity for hydroxylamine has questioned this physiological
role [78]. Later, Wang and collaborators demonstrated that E. Coli HCP is a high-affinity nitric oxide
(NO) reductase and proposed it as the major enzyme for reducing NO to N,O under physiologically
relevant conditions [25]. The in vivo high affinity NOR activity is also demonstrated in Methylobacter
tundripaludum, where NO mediates a response to hypoxia, quorum sensing, the secondary metabolite
tundrenone, and methanol dehydrogenase [79]. What makes the history of HCP attractive is that
it can function as a protein S-nitrosylase with a role in the NO sensing pathway. Thus, HCP is
auto-S-nitrosylated and afterward results in the assembly of an HCP interactome, including enzymes
that generate NO, synthesize SNO-proteins, and propagate SNO-based signaling mediating the
NO-mediated stress responses [80]. The function(s) of HCP in Chlamydomonas as NOR and or
protein-S-nitrosylase has to be solved as well as its relationship with nitrate metabolism. Seth and

collaborators propose that HCPs oxidize NO to NO*, which is the form required for S-nitrosylation [80].

However, the redox potentials of both HCP and HCR (HCP reductase, also required for HCP function) do
not fit with an oxidase activity and Lis et al. have proposed that HCPs might exhibit reductase activity
and perform the following two-electron reduction reaction, NO;~ + 4H* + 2e™ — NO* + 2H,0 [39].

3. N20O Production and Enzymes in Other Microalgae

For decades, N,O emission has been detected from lakes, coasts, and oceans, ecosystems where
microalgae are mainly present [81], although the contribution of microalgae to these N,O emissions has

been mostly neglected and attributed to the prokaryotic organisms presentin these environments [28,82-84].

However, the correlation between algal bloom events, triggered by the excess of N from anthropogenic
origins, and N,O emissions suggests that these microorganisms may be partly responsible for this
production [1,28,83]. Importantly, many microalgae are currently cultivated at a large scale for commercial
and biotechnological purposes. Therefore, the potential contribution to N>O emissions of these microalgae
should be considered [26,28]. Microalgae cultures, supplied with NO3™ as the sole N source, have been
estimated to emit N,O in amounts 2.5 to 14 times more than from natural vegetation [85,86]. Although the
emission of N,O by microalgae depends on many environmental factors, the major ones seem to be the
species of microalga and the N source [26,27,87]. While N,O is produced on nitrate or nitrite, its production
is prevented on ammonium [28].

The existence of a full NO2™ — N»O dissimilation pathway in Chlamydomonas made interesting the
analysis of other microalgae genomes. Public algal databases were searched for homologous proteins
to the Chlamydomonas NIRK, possibly involved in NO synthesis and CYP55, FLVs, HCP as potential
NO reductases. Those microalgae containing at least one of these proteins were selected. A total of
33 microalgae were considered, 23 Chlorophyta and 10 non-Chlorophyta species. Considering there are
around one hundred microalgae genomes available, it can be assumed that almost 33% of microalgae
contain at least one of these proteins. Phylogenetic trees of these proteins were constructed to provide
a broader picture of the distribution of these proteins in the tree of life consistent with previous reports

for FLV [65] (Figure S1), HCP [39] (Figure S2), CYP55 [88] (Figure S3), and NIRK [21] (Figure S4).

These data were correlated to the production of N,O by the microalgae (Table 2) and discussed.
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Table 2. Microalgal production of N20 and putative NIRK proteins, involved in NO formation,
and putative HCP, CYP55, and FLV, involved in NO reduction to N,O.

Microalgae NIRK HCP CYP55 FLVA FLVB N20/Ref.
XP_001694756.1
17 XP_001694571.1
Chlamydomonas reinhardti PNW79625.1 XP_001694671.1 XP_001700272.1 XP_001692916.1 PNW71243.1 +[26,27]
XP_001694454.1
Chlamydomonas eustigma GAX74118.1 GAX73888.1 GAX73438.1
Chlorella variabilis XP_005851548.1 XP_005848845.1 XP 005849742.1 XP 005849474.1 +[27]
Chlorella sorokiniana PRW57688.1 PRW58172.1 PRW58571.1 (A) PRW59370.1 PRW58882.1
PRW60486.1 PRW58572.1 (B)
PRW58278.1
Scenedesmus obliquus UTEX 393 SZX67391.1 1D:15469 1D:435 SZX62872.1 S7ZX63966.1 +[89]
1D:3042 SZX76545.1 SZX639665.1
Scenedesmus obliquus EN0004 1D:579459 ID:571596 1D:324854 1D:321778/332768 ~ XP002948938.1 +[89]
1D:618262 1D:342393
Nannochloropsis salina NSK 004142 +[90,91]
Nannochl is oceanica
CC‘;AmI”,; 779 Rl
Nannochloropsis gaditana XP 005853562.1 -[27]
Gonium pectorale KXZ41847.1 KXZ42279.1 KXZ51271.1 KXZ42718.1
KXZ44628.1
Coccomyxa subelipsoidea XP 005643451.1 XP 005643449.1 +[27]
Tetrabaena socialis PNH09786.1
Raphidocelis subcapitata GBF99305.1 GBF95475.1 GBF88523.1 GBF98453.1
GBF96263.1
Volvox carteri XP_002952683.1 XP 002947563.1 XP 002948938.1
Yamagishiella unicocca ARO50069.1
Micractinium conductrix PSC73563.1 PSC76351.1 PSC76929.1
PSC72373.1
PSC68490.1
Micromonas pusilla XP 003057013.1 XP 003057495.1
Micromonas commoda XP 002502419.1 XP 002502038.1
Monoraphidium neglectum SAG 1D:2893
e XP013900867.1 Hianat
Bathycoccus prasinos XP007514084.1 XP 007514099.1
Bathycoccus lucimarinus XP001416100.1 XP001416098.1
Ostreococcus tauri XP003075211.2 XP003075215.2
Klebsormidium nitens GAQ79906.1 GAQ89021.1
Galdieria sulphuraria XP_005707361.1 -[27]
Porphyridium purpureum -[27]
Phaeodactylum tricornutum ID:12416 -[27
Thalassiosira pseudonana ID:32716 1D:263399* -[27)
Guillardia theta CCMP2712 1D:152637
Andalucia godoyi KAF0852161.1
Pha tis antarctica
CemP1374 D684
Emiliana huxleyi AE
005783766.1

Reciprocal BLAST was performed using the Chlamydomonas homolog of each protein as a query. Green background
highlights microalgal species that belong to the Chlorophyta phylum. For those algal species that did not show
in a positive hit using the current available genome sequences, the gene coding for the corresponding queried
protein was considered to be absent. Protein accession numbers correspond to those indicated in Figures S1-54,
from NCBI or Phycocosm (protein references obtained from Phycocosm are indicated as follows “ID: (ref number)”.
“a" indicates partial sequence. NyO/Ref., positive or negative (+/—) N,O production by the microalgae and empty
when it is unknown.

From the 33 selected microalgae, only three Chlorophyta species (Chlamydomonas reinhardii,
two subspecies of Scenedesmus obliquus, and Chlorella sorokiniana) contained a full set NIRK, CYP55,
FLVA, FLVB, and HCP. In other words, they contain a prokaryote NO synthetase and redundant
potential NO reductases. This represents almost 9% of the microalgae in Table 2. In addition, these three
microalgae have been reported to produce N,O [26,27,89].

For the rest of microalgae in Table 2, an incomplete NO,~ — N,O pathway or the potential to
produce NO (NIRK) or reduce NO to N,O through FLVs, CYP55, or HCP reductases was observed.
The molecular evidence for these NO reductases is restricted to a few microalgae and comes from a recent
study by Burlacot and collaborators [27]. Both CYP55 and FLVs were responsible for producing N>O
under two different conditions, CYP55 in the dark and FLVs in the light. Therefore, microalga strains
lacking CYP55 and/or FLV also are unable to produce N,O under its particular condition. However,
whether HCP is or is not a NO reductase is unsolved in microalgae.
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As previously reported, FLVs are present only in Chlorophyta and in approximately 74% of
the selected chlorophytes in Table 2. These species contain both FLVA and FLVB, suggesting that
these proteins may function as a heterodimer [75]. The phylogenetic tree suggests that FLVs from
chlorophytes and early-diverged land plants are related to cyanobacteria (Figure S1), most likely
derived from the endosymbiotic gene-transfer (EGT) of both genes from the chloroplast to the nuclear
genome in the green lineage, after the divergence of the red algae and glaucophytes. Otherwise,
both genes may have been transferred to the nucleus of the ancestral archaeplastidan and subsequently
lost in red algae and glaucophytes.

As previously reported, HCP genes, although not present land plants, are highly represented in
Chlorophyta; most of the chlorophytes harbor more than one copy of this gene [39]. In Chlamydomonas
reinhardtii, the four HCP gene copies are phylogenetically related and located in the same chromosome,
which suggests that these genes were recently duplicated [39]. In Table 2 it is shown that 69% of
the chlorophytes harbor HCP. Moreover, putative HCP orthologs are also found in nonchlorophytes,
including three Nannochloropsis spp. (Eustigmatales), the Guillardia thetha and the Stramenopiles
Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira pseudonana (Table 2, Figure S2). Supported by further
phylogenetic analyses, an endosymbiotic origin of the microalgal HCP genes from mitochondria has
been proposed [39].

Although less abundant, CYP55 is in almost 39% of the Chlorophyta in Table 2 and Figure S3.
It was also found only in one of other non-chlorophytes (Thalassiosira pseudonana), but it corresponds
to a truncated sequence and it was not included in the phylogenetic tree. The most closely related
to microalgal CYP55 are fungal members, which are hypothesized to have been acquired from
Actinobacteria [22]. In fungi, CYP55, known as p450nor (cytochrome p450 NO reductase), is considered
as a biomarker for N2O production, since it is detected in all fungal isolates producing N2O from
NO,™ [24]. Because Actinobacterial are not considered canonical denitrifying bacteria, the prevalent
hypothesis for the origin and evolution of CYP55/p450nor is its acquisition from Actinobacteria and next
evolution to a new role in denitrification [22]. Recently, a new hypothesis suggests that fungal p450nor
has a role in secondary metabolism rather than denitrification and that N>O is a minor bioproduct of
the secondary metabolism [88].

The NO-forming NIRK, which shares a common bacterial origin in both fungi and microalgae [21],
is poorly represented in chlorophytes (3 out of 33) (Table 2, Figure S4), but it is present in the genome
of the red alga Galdieria sulpharia, the haptophyte Emiliana huxleyi, and in Excavata. However, the NO
reductase activity by this protein in these species is still unknown.

4. Concluding Remarks and Future Perspectives

N homeostasis in ecosystems relies on the balance between N fixation and N release to the
atmosphere in gaseous forms (mainly N and, to a lower extent, N;O and NO). In-depth studies of the
reactions mediated by isolated organisms, as well as those carried out by consortiums, will help us to
understand how organisms keep the equilibrium of the biogeochemical N cycle and will allow us to
forecast putative imbalances.

Chlamydomonas reinhardtii performs a high number of N-transforming reactions. Quantitatively and
preferentially are those devoted to inorganic nitrogen (NH;*, NO3~, NO3 ™) assimilation for biomass
production. The ammonification/deamination of amino acids and peptides constitutes a poor N supply
but leads to bacterial mutualistic interactions for C/N exchange. NO3™ offers additional N-transforming
reactions, such as the NO37/NO3~ cycle, and dissimilation through a typical prokaryotic pathway
NO;~ = NO — N,O by means of apparently redundant NO reductases.

Algae, playing essential roles in aquatic ecosystems in carbon an N cycles, were claimed for
a long time to produce the potent greenhouse gas N>O. This point was recently further confirmed
by molecular evidence with CYP55 and FLVs in Chlamydomonas reinhardtii. This review opens new
perspectives for future investigations of the full or partial dissimilation pathway (NO,™— NO — N,0)
by algae, where NIRK, CYP55, FLVs, and HCPs may be involved. In fact, some green microalgae
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seem to share the dissimilating full pathway NO,~ — NO — N,O with Chlamydomonas. However,
partial pathways seem to be prevalent in microalgae.

Understanding this NO,~ — NO — N,O pathway operating in microalgae as complete or partial
routes will be important to understand the production and regulation of either a signal molecule as is
NO or the loss of nitrogen as the contaminant gas N,O.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2223-7747/9/7/903/s1,
Figure S1. Evolutionary relationships of putative FLV proteins, Figure S2. Evolutionary relationships of putative HCP
proteins, Figure S3. Evolutionary relationships of putative CYP55 proteins, Figure S4. Evolutionary relationships of
putative NIRK proteins.
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Microalgae NIRK HCP CYP55 FLVA FLVB
XP_001694756.1

Chlamydomonas XP_001694571.1
reinhardtii PNW79625.1 XP_001694671.1 XP_001700272.1 XP_001692916.1 PNW71243.1
XP_001694454.1
KAG2498775
Chlamydomonas KAG2498774
- KAG2487786 KAG2498751 KAG2496624 KAG2499462
KAG2498770
Chlamydomonas eustigma GAX74118.1 GAX73888.1 GAX73438.1
KAG2426177 KAG2432520 KAG2438740 KAG2441538
. KAG2432517
Chlamydomonas incerta KAG2432480
KAG2432479
Chlamydomonas KAG2454081
scholoesseri KAG2435997 KAG2454078 KAG2453394 KAG2437757
KAG2454043
KAG2454044
Chlamydomonas sp.UWO KAG1659225
241 KAG1660707 IS
Astrephomene GFR47975
gubernaculifera GFR45201 G SRRl coe
Chlorella variabilis XP_005851548.1 XP_005848845.1 XP 005849742.1  XP 005849474.1
EFN59446
Chlorella sorokiniana PRW57688.1 PRW58172.1 PRW58571.1 (A) PRW59370.1 PRW58882.1
PRW60486.1 PRW58572.1 (B)
PRW58278.1
" KAI7838688 KAI7837261
Chlorella ohadii KAI7844.64 KAI7844495 QFB70711
Chlorella vulgaris KAI3433500 KAI3427183 KAI3438442
Scenedesmus obliquus
UTEX 393 SZX67391.1 1D:15469 1D:435 S7X62872.1 SZX63966.1
1D:3042 SZX76545.1 SZX639665.1
Sce"edzsl\l'g’ézzb’ fquus 1D:579459 ID:571596 1D:324854 ID:321778/332768 XP002948938.1
1D:618262 1D:342393
Chlorella desiccata KAG7667567 KAH7617473
KAH7617614 KAG7675217
KAH7622732 KAG7675218
Scenedesmus sp.
NREL 46B-D3 KAF6257770 KAF6261839 KAF6262522 KAF6259934
Scenedesmus sp. PABBO04 KAF8063050 KAF8073046 KAF8058361
Nannochloropsis salina NSK 004142
Nannochloropsis oceanica
CCMP1779 EEEERD
Nannochloropsis gaditana XP 005853562.1
Gonium pectorale KXZ41847.1 KXZ42279.1 KXZ51271.1 KXZ42718.1
KXZ44628.1
Coccomyxa sp. Obi BDA49024 BDA49022
Coccomyxa subelipsoidea XP 005643451.1  XP 005643449.1
EIE18907 EIE18905
Tetrabaena socialis PNH09786.1
Raphidocelis subcapitata GBF99305.1 GBF95475.1 GBF88523.1 GBF98453.1
GBF96263.1
. GIL45310 GIL62756
Volvox africanus GlL42242 GIL62757 GIL48334
Volvox carteri XP_002952683.1 XP 002947563.1  XP 002948938.1
EFJ46236 EFJ51611 EFJ49873
Volvox reticuliferus GIL89518 GIL78759 GIL84269 GIL74655
GIL96010 GIM12576 GIL96502
Yamagishiella unicocca ARO50069.1
Micractinium conductrix PSC73563.1 PSC76351.1 PSC76929.1
PSC72373.1
PSC68490.1
PSC73564
PSC73565
Micromonas pusilla XP 003057013.1  XP 003057495.1
Micromonas commoda XP 002502419.1  XP 002502038.1
Monoraphidium minutum KAI8467520 KAI8477430 KAI8476040
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Micromonas pusilla
Micromonas commaoda
Monoraphidium minutum

Monoraphidium neglectum
SAG 48.87
Bathycoccus prasines
Bathycoccus lucimarinus
Ostreococcus tauri
Ostreobium quekettii
Haematococcus lacustris
Pedinophyceae sp. YPF-701
Picochlorum sp. BPE23

Gonium pectorale

Yomagishiella unicocca
Trebouxia sp. A1-2
Klebsormidium nitens
Galdieria sulphuraria
Porphyridium purpureum
Phaeadactylum
tricornutum
Thalassiosira pseudonana
Guillardia theta CCMP2712
Andalucia godoyi
Phaeocystis antarctica
CCMP1374
Emiliana huxleyi

XP_005707361.1

KAF0852161.1
ID:684

XP 005783766.1

KAI8467520
KAI8475555

1D:2893
1D:2894

XP013900867.1

GFH14804

KXZ44628
KXZ41844
AROQ50069

KXZ42279

ID:12416

1D:32716 ID:263399°

ID:152637

XP 003057013.1
XP 002502419.1
KAI8477430

XP007514084.1

XP001416100.1

XP003075211.2
CAD7701125

CAG9467030
KAI8111210
KAI8107842

KXZ51271

KAAG429531
GAQ79906.1

XP 003057495.1
XP 002502038.1
KAI8476040

XP 007514099.1
XP001416098.1
XP003075215.2

GAQS89021.1

Tabla actualizada respecto al articulo que se cita anteriormente. Es la misma tabla que
se encuentra en el texto, Tabla 1.1 pero con el niumero correspondiente al ID.
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Abstract: Nitrous oxide (N20) is a powerful greenhouse gas and an ozone-depleting compound
whose synthesis and release have traditionally been ascribed to bacteria and fungi. Although plants
and microalgae have been proposed as N2O producers in recent decades, the proteins involved in
this process have been only recently unveiled. In the green microalga Chlamydomonas reinhardtii,
flavodiiron proteins (FLVs) and cytochrome P450 (CYP55) are two nitric oxide (NO) reductases
responsible for N2O synthesis in the chloroplast and mitochondria, respectively. However, the
molecular mechanisms feeding these NO reductases are unknown. In this work, we use cavity
ring-down spectroscopy to monitor N2O and CO; in cultures of nitrite reductase mutants, which
cannot grow on nitrate or nitrite and exhibit enhanced N2O emissions. We show that these mutants
constitute a very useful tool to study the rates and kinetics of N2O release under different conditions
and the metabolism of this greenhouse gas. Our results indicate that N>O production, which was
higher in the light than in the dark, requires nitrate reductase as the major provider of NO as substrate.
Finally, we show that the presence of nitrate reductase impacts CO, emissions in both light and dark
conditions, and we discuss the role of NO in the balance between CO, fixation and release.

Keywords: nitrous oxide emission; carbon dioxide emission; nitrate reductase; nitrite reductase
mutants; nitric oxide; Chlamydomonas

1. Introduction

Nitrous oxide (N;0) is a greenhouse gas ~300-fold more potent than CO; and consid-
ered the dominant ozone-depleting chemical emitted in the 21st century [1-5]. In 2020, the
atmospheric N,O reached 333.2 ppb, which constitutes 123% of the pre-industrial (before
1750) levels, with the fastest-growing rate occurring in the past five decades [6-8]. N,O
emissions are released to the atmosphere from natural (~60%) and anthropogenic sources
(~40%), including oceans, soils, biomass burning, fertilizers, and several industrial activities.
N, O emissions derived from human activities are dominated by nitrogen additions to crop
plants [6,8]. In modern agriculture, the abundant supply of nitrogen fertilizers leads to
excess nitrogen in the soil, and non-assimilated nitrogen can be emitted as N,O to the
atmosphere or lost as runoffs into aquatic ecosystems, causing their eutrophication [9,10].
Nitrification and denitrification are two well-documented biochemical processes that con-
trol N,O emissions in terrestrial and aquatic ecosystems and are regulated by biological
and environmental factors [8,11].

Bacteria and fungi are widely recognized as N,O producers by the scientific commu-
nity [1,11-14], but recently, plants and algae have also emerged as N2O emitters. In the late
1970s, Hahn and Junge already hypothesized that phytoplankton and plants could release
N;O in the presence of nitrate (NO3 ™) and nitrite (NO, 7) [15]. Several years later, this was
demonstrated in microalgae [16,17] and plant leaves during photosynthesis [18-22]. De-
spite this, the intergovernmental agencies have not yet considered N;O emissions by plants
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and algae in the global budget [6,23]. Thus, understanding the molecular mechanisms
associated with N>O synthesis and their regulation under different environmental condi-
tions is critical to assessing the actual contribution of plants and microalgae to atmospheric
N,O emissions.

The molecular players for N>O synthesis are just starting to be studied in microalgae.
Chlamydomonas reinhardtii (hereafter Chlamydomonas) is a unicellular, biflagellate, and green
alga widely used as a model organism due to the numerous tools available to perform
genetic and metabolic studies and its suitability for biotechnological applications [24,25].
Recently, two works have identified the flavodiiron proteins (FLVs) and cytochrome P450
(CYP55) as NO reductases (NORs) in Chlamydomonas [26,27]. The CrFLVs belong to a
singular family of O, and NO reductases that are ubiquitous in oxygenic photoautotrophs,
including cyanobacteria, the rhizarian Paulinella chromatophora, green algae, mosses, ly-
cophytes, and gymnosperms, but are absent in angiosperms [28,29]. The Chlamydomonas
CYP55 is a cytochrome p450 NO reductase closely related to fungal p450 nor members,
which are considered biomarkers for N;O production [14]. In Chlamydomonas, CYP55 and
FLVs are proposed to be responsible for N;O production in dark and light conditions, re-
spectively [26,27]. In addition, light and dark N>O emissions have been studied in different
algal species and correlated with the presence of FLV and CYP55 genes in their genomes;
algal species having only FLV (Tetraselmis subcordiformis and Coccomyxa subellipsoidea) seem
to synthesize N>O in the light but not in the dark. In contrast, algae lacking both CYP55 and
FLV (Galdieria sulphuria, Pophyridium purpureum, Nannochloropsis gaditana, Phaeodactylum
tricornutum, and Thalassiosira pseudonana) do not reduce NO to N, O, whereas those algal
species containing both genes in their genome (Chlamydomonas reinhardtii and Chlorella
variabilis) exhibit N, O emissions in light and dark conditions [27].

Both FLV and CYP55 require NO as substrate in order to synthesize N2O. Several
NO synthesis pathways have been proposed in photosynthetic organisms. The most
characterized mechanism entails the reduction of NO; ™ to NO in a process mediated by
the cytosolic NO3; ~ reductase (NR) in microalgae and plants [17,30-33]. These NRs are
typical eukaryotic and nitrogen assimilatory enzymes that form homodimers containing
FAD, heme bs;7, and molybdenum cofactor as prosthetic groups [34,35]. These cofactors
allow the sequential electron transfer from NAD(P)H to the molybdenum cofactor, the final
electron donor for NOs ™ reduction. The formed NO:~ is assimilated in the chloroplast
by the following actions of NO; ™ reductase (NiR) and glutamine synthetase (GS) [36]. In
Chlamydomonas, the NR-dependent NO synthesis requires the protein partner ARC (aka.
NOENIR), a molybdoenzyme that accepts electrons from the NR heme group to reduce
NO;~ to NO [35,37]. Moreover, the Chlamydomonas NR can also donate electrons to the
truncated hemoglobin THBI to scavenge NO and produce NO; ™~ by deoxygenation [38,39].
Thus, NR has a central role comprising the recently named NO3 -NO3 ™~ cycle [29].

In this work, we use previously isolated Chlamydomonas NO,~ reductase mutants,
which cannot assimilate NO; ~, as a valuable tool to study NO, ™~ dissimilation to N,O. We
show that the NR-ARC complex strongly contributes to N;O emissions in cells incubated
in the presence of NO, . Our results corroborate NR function in synthesizing NO and
suggest that this cytosolic enzyme is the primary NO source for N;O synthesis, carried
out in the chloroplast and mitochondria. Furthermore, we show that excess NO, ™~ and
NR-dependent NO impacts CO; emissions under our experimental conditions, and we
briefly discuss the impact on CO; fixation and release.

2. Results
2.1. Nitrite Reductase Mutants (niil) Cannot Use NO3~/NO,~ for Growth but Can Reduce Them
to NQ (0]

Chlamydomonas niil mutants (G1, M3, and M4) cannot reduce NO; ™ to ammonium
(NH,") and, therefore, do not grow in media containing either NO;~ or NO, ™ as the sole
nitrogen (N) source (Figure 1a). The G1 strain is a deletion mutant that lacks the entire
cluster of the NO;~ assimilation genes. This cluster, located in chromosome 9, contains
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the genes that encode NO3 ™~ and NO, ™ reductases (NIA1 and NII1, respectively) and the
high-affinity NO3~/NO, ™ transport components (NRT2.1, NRT2.2, and NAR2) [40,41].
By genetic crosses, either the NIA1 and NRT2.1-NAR2 sets of genes or only NIA1 were
transferred to the G1 strain, generating the M3 and M4 mutants, respectively (see [41]
for more details). As previously mentioned, Chlamydomonas cells can reduce NO, ™~ to
NO [37] and NO to NO [26,27]; therefore, we used these mutants as model organisms
to study this process in microalgae. First, we studied NO,~ evolution in the M3 strain.
NH,*-grown cells were washed and transferred to fresh media containing 0.1 and 1 mM
NO;~ or NO,, and NO, ™ concentration in the medium was determined at different time
points (Figure 1b—d). Cells exposed to 0.1 mM NO3~ showed a stoichiometric excretion of
NO, ™ after 4 h (Figure 1b), as previously reported [41]. Subsequently, extracellular NO, ™~
concentration slowly decreased, being completely exhausted from the medium after 24 h.
Similar depletion rates and kinetics were observed when 0.1 mM NO, ~ was added instead,
but a lag of 4-6 h was observed before the concentration started to decrease.

(a) (b)

NH,CI NOy NO,” NOy+NO, -N
Z 'y 2 s 2 — Noy — NOj
4mM_ 2 2mM  2mM 1+1mM 120

" .QQ."'\
80
@
) \\ ’ NN N
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" '\‘ o /(\ < 204
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Figure 1. M3 strain cannot grow in NO3 ~ or NO, ~ but metabolizes them. (a) Growth test of the niil
mutants (G1, M3, and M4) and the WT (6145¢) strain on the indicated N sources. Plate wells were
inoculated with 0.1 x 10° cells ml~! and cultured for 7 days. (b-d) Extracellular NO,~ quantification
in cultures incubated in the presence of either NO3~ (red line) or NO, ~ (black line). NH4*-grown cells
were washed and transferred to NO; - or NO, ~-containing media at 0.1 mM in non-sealed bottles
(b), 0.1 mM in sealed bottles (c), or 1 mM in sealed bottles (d). Error bars represent +SD, n > 3.

The same experiment was performed in sealed bottles, in which N,O emission would
be retained and could be quantified. Under these conditions, similar rates of accumulation
and depletion of NO, ~ were observed (Figure 1c). However, NO, ™~ depletion was induced
faster than in non-sealed cultures (2 h vs. 6-8 h); therefore, NO, ™ excretion after NO3 ™~
reduction was not stoichiometric and reached only a concentration of 86 uM. Furthermore,
as observed in non-sealed bottles, NO,~ was exhausted before 24 h. A similar pattern
was observed when cells were exposed to 1 mM NO3 ™~ or NO, 7, although total depletion
required longer incubations (Figure 1d).
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To monitor N,O emissions in the headspace of the cultures, we used Cavity Ring-
Down Spectroscopy (CRDS) (see Material and Methods), which allows continuous N,O
measurements. The M3 cultures produced N,O in a NO,~ concentration-dependent
manner and from both NO3; ™~ and NO, ™ (Figure 2). When the cells were incubated with
0.1 mM NO;~, N2O started to accumulate after 2-3 h with a rate of 3.3 ppm/h and
plateaued after 21 h, reaching a final concentration of 62 ppm after 24 h (Figure 2a). In
the presence of 10 mM NO, ™, although N,O accumulation was also detected after 2 h of
induction, the gas was released at ~15-fold higher rate (51 ppm/h) than in 0.1 mM NO, ",
and no saturation was observed after 24 h when N,O concentration was 864 ppm (Figure 2b).
When the cells were incubated with 10 mM NO3~ (Figure 2c), N,O release was delayed as
expected due to the requirement to reduce NO3;~ to NO, ~, but the production rate was
boosted after 14 h (92 ppm/h), almost doubling that observed in the cells supplemented
with NO, ™. As expected, cells incubated in N-free media did not emit detectable amounts
of N,O (Supplementary Table S1).
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Figure 2. Kinetics of N,O emission in the M3 strain in the presence of NO3 ~ and NO, ~. NHy*-grown
cells were washed and transferred to NO, ~-containing media in sealed bottles at 0.1 mM (a) and
10 mM (b) in the light. Cells were also incubated in the presence of 10 mM NO3~ under illumination
(c) and 10 mM NO, ~ in the dark (d). Each data line represents an average of three biological replicates,
and the colored area corresponds to £SD.

In Chlamydomonas, N,O production may involve light-dependent and light-independent
pathways [26,27]; therefore, we additionally studied N>O production in cells incubated
with NO, ™ in the dark. In this condition, total N;O accumulation (270 ppm) and produc-
tion rate (20 ppm/h) were both strongly reduced (Figure 2d), highlighting the importance
of light in this process in the M3 strain.

In these experiments, the earliest N2O emissions were achieved during incubation
with 10 mM NO; ™, a concentration previously used by Plouviez and collaborators [26];
therefore, we set this concentration for further studies. Moreover, the kinetics and high
rates of N,O production observed in the M3 strain led us to use this mutant as a model to
study the role of other players involved in the reduction of NO, ™ to N,O.
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2.2. Nitrate Reductase Is the Primary NO Source Involved in N,O Emissions from NO, ™~ in the
niil Mutants

The enzymes responsible for NO reduction to N>O are located in the chloroplast
(FLV) [27] and mitochondria (CYP55) [42] in Chlamydomonas. However, the NO sources that
feed these reactions are not well understood. In plants and algae, the cytosolic NR seems
to be the main enzyme involved in NO synthesis from NO, ™ [30,31,43], although other
pathways for NO synthesis have been proposed in chloroplasts [44] and mitochondria [26].
Here, we set out to elucidate the possible role of the NR-ARC complex as a NO source for
the synthesis of N,O. First, N,O emissions were compared in the niil mutants G1 (NR™)
and M4 (NR*) (Figure 3a). The lack of NR led to a dramatic reduction in N>O accumulation
after 24 h in both light (31 ppm) and dark (77 ppm) conditions, while the M4 strain behaved
similarly to the M3 mutant, reaching 904 ppm after 24 h in the light and 395 ppm in the

dark (Figure 3a,b).
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Figure 3. N,O emission by the niil mutants mainly depends on the functionality of the NR-ARC
complex to reduce NO, ~ to NO. (a) N,O emissions by M3, G1, and M3arc strains in media containing
10 mM NO; ™~ in the light. (b) Effect of light and dark on total N2O emission in the niil mutants
in the presence of 10 mM NO, ~ after 24 h. (c) DAF-FM fluorescence in the niil mutants after 24 h
incubation in 10 mM NO, ™ in the light. (d) N,O emission rates after adding 40 uM DEA-NONOate
to G1 cultures in light and dark conditions. The initial rates (100%) correspond to 0.66 ppm/h (light)
and 4.42 ppm/h (dark). Each data line in (a) represents an average of three biological replicates, and
the colored area corresponds to £SD. Error bars represent +SD, n > 3. Student’s t test was performed.
% p < 0.0001.

Secondly, to study the potential role of ARC in N,O emission, we transferred the arc
mutation to the M3 background by genetic crossing. This new strain (M3arc) showed a
significant reduction in N,O accumulation after 24 h in both light (~144 ppm) and dark
(~69 ppm) conditions (Figure 3a,b), suggesting that the NR-ARC complex is responsible
for the synthesis of most of the NO that sustains N,O production. To confirm this idea, NO
levels were measured in these four strains (M3, M3arc, M4, and G1) using the DAF-FM
fluorescent probe in cells incubated for 24 h in 10 mM NO, ~ under illumination (Figure 3c).
G1 and M3arc strains exhibited a pronounced reduction in fluorescence (50% and 30%,
respectively) compared to their corresponding strain of reference, M4, and M3. Our results
suggest that NR-ARC is the main player in NO synthesis to feed NO reductases, but also
that other NR-ARC-independent pathways should be considered.
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If NR is required for N,O production as a key NO supplier, then the exogenous
addition of NO should enhance N;O production in the NR-lacking G1 strain. To test this
hypothesis, G1 cells were incubated for 20 h with 10 mM NO; ™~ in either light or dark
conditions and then were exposed to NO donor (40 uM DEA-NONOate). In both conditions,
an immediate burst of N2O emission was observed. Before NO donor addition, NoO was
produced with a rate of 0.66 ppm/h and 4.42 ppm/h in light and dark, respectively; after
NO donor supplementation, the rate increased up to 131 ppm/h in light and 150 ppm/h in
the dark (Figure 3d). These results suggest that the low N,O emissions observed in the G1
strain are due to a limitation in NO synthesis.

2.3. Nitrite Impacts CO, Emissions through a NR-Dependent Process in the niil Mutants

NO is a signal molecule that inhibits a wide variety of processes in Chlamydomonas,
including photosynthesis [45] and mitochondrial respiration [46]. Thus, taking advan-
tage of the CRDS analyzer’s functionality to quantify CO3, we studied CO; evolution to
understand how NO accumulation, and indirectly N2O emissions, might impact central
metabolism in the #iil mutants. Under mixotrophic conditions, CO; emissions are mainly
a result of the flux balance between CO, fixation (photosynthesis and Calvin—-Benson-
Bassham cycle) and COj; release by the Tricarboxylic Acid Cycle (TCA) that is fed with
acetate as an exogenous carbon source, although CO; emissions can also be impacted
by other processes such as carbon mobilization from storage compounds (i.e., starch and
lipids) and, to a lesser extent, photorespiration [47—49] Therefore, we assayed how the
different nii1l mutants were affected in CO, evolution.

Total CO, accumulation in the headspace of the cultures was monitored after 24 h
of induction in the presence of 10 mM NO; ™~ in light and dark conditions. In the dark,
when cells cannot fix carbon, CO; emissions were higher in G1 (9024 ppm) than in the
M4 and M3 strains (3658 ppm and 2852 ppm) (Figure 4a and Supplementary Table S1).
The same experiment, carried out under illumination, showed the opposite effect: lower
CO; emission in the G1 mutant (1153 ppm) than in the M4 and M3 strains (5188 ppm and
6151 ppm). Similar results were obtained for M3arc and M3 strains in the dark (M3arc
accumulated more CO5, 9169 ppm, than M3, 2852 ppm) but not in the light, where they
showed almost identical CO» accumulation (Figure 4a). We suggest that this different
phenotype in the light might be a consequence of the slightly higher NO levels observed in
M3arc compared to G1 (Figure 3c), as CO, emission patterns in light and darkness seem to
be affected by NO. To test this hypothesis, the G1 cultures were supplied with a NO donor
in dark and light conditions after 20 h induction in 10 mM NO, ™. The NO addition led to a
three-fold increase in the CO; emission rate in the light but not in the dark, where only a
slight reduction was observed (Figure 4b). To further confirm whether NO reduces CO,
emission in the dark, the M3 strain was treated with NO donor in N-free medium in the
dark, and after a short incubation time (75 min) (Supplementary Figure S1). Before NO
donor addition, the CO; emission rate was 242 ppm/h, but after NO donor addition, the
CO; emission rate decreased to 88 ppm/h. Accordingly, the N>O emission rate increased
from 0 to 8 ppm/h (Supplementary Figure S1).

CO; emission was also studied in M3 cells under N deprivation and different NO, ~
concentrations in the light (Supplementary Figure 52). In N-free medium, the atmospheric
CO; was consumed, and almost no emission was detected after 24 h. However, CO, was
released in the presence of NO; ™ in a concentration-dependent manner (4718 ppm and
6152 ppm in 0.1 mM and 10 mM NO; ~, respectively). These data highlight the regulatory
role of NO; ~-derived NO in CO; emission levels (see Discussion Section).
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Figure 4. NR impacts CO; evolution in the niil mutants. (a) CO; emission by the niil mutants
under light and dark incubation in 10 mM NO; "~ and N-free media after 24 h. (b) CO3 emission
rates after adding 40 uM DEA-NONOate to G1 cultures in light and dark conditions. The initial
rates (100%) correspond to 44.28 ppm/h and 78.21 ppm/h in light and dark, respectively. Error bars
represent £5D, n > 3. Student’s ¢ test was performed. **p < 0.001.

2.4. N,O and CO; Emissions in the NO3~ /NO, ™~ Assimilation Wild Type Strain 6145c and the
nit1nit2 Mutant CMJ030

To better understand how the NO3~ /NQO; ™ assimilation pathway impacts N,O and
CO; emissions, we studied the accumulation of these gases in sealed cultures of the
WT strain (6145¢) and CM]J030, a mutant that cannot assimilate NO3~ and exhibits a
limited growth on NO, ™. By genetic crossing, we demonstrated that CMJ030 is a nit1nit2
mutant (see Supplementary Figure S3) that lacks NR activity and also NIT2, which is
the key transcriptional factor involved in the regulation of the NO;~ /NO; ~ assimilation
pathway [36,40].

Both 6145¢ and CM]J030 strains accumulated much less N>O than the M3 and M4
mutants; NpO emission reached 18 ppm in 6145¢ and 4 ppm in CMJ030 after 24 h in the
light (Figure 5a,b). After normalization using chlorophyll concentration (as 6145c cultures
double their chlorophyll content after 24 h in NO, ™), N,O production in 6145c was two-
fold higher than in CMJ030 (Supplementary Table S1). In the dark (where no growth was
observed), normalized emission increased ~five-fold (Supplementary Table 51), showing
characteristic kinetics with two phases of production separated by another phase in which
N, O was not accumulated (Figure 5a,b). The lower N,O emissions observed in the nit1nit2
mutant further support that the NO3~ /NO; ™~ assimilation pathway impacts N>O synthesis
in Chlamydomonas.
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Figure 5. N2O and CO; emissions in the wild-type strain 6145¢ and the nitInit2 mutant CMJ030.
NH,*-grown cells were washed and transferred to 10 mM NO, ~-containing media in sealed bottles
in the light (blue line) or the dark (black line). N;O emissions (a,b) and CO, (c,d) were quantified
during 24 h. Each data line represents an average of three biological replicates, and the colored area
corresponds to +SD.

The low N,O production detected in these strains seems to point out that NO is not
highly accumulated. Consequently, both strains exhibited high CO, emissions in the dark
and low CO; levels in light (Figure 5¢,d, and Supplementary Table S1), suggesting that
10 mM NO, ™ is not enough to alter CO, evolution under our experimental conditions.

3. Discussion

Plants and algae can produce the potent greenhouse gas N>O, which can be emitted at
significant amounts into the atmosphere as a result of high inputs of NO3 ™ /NO, ™ [16,17,22].
Despite its potentially high environmental and ecological impact, the molecular mecha-
nisms involved in N,O production by photosynthetic organisms remain largely unknown,
and genetic evidence supporting N,O emissions has been only recently described in the
model organism Chlamydomonas reinhardtii [26,27]. Recent works have documented the
existence of two NO reductases, FLVs and CYP55, able to produce N,O when the alga is
supplied with NO. Most of these experiments were performed in a Chlamydomonas nit1nit2
genetic background and demonstrated that N,O production mostly relies on FLVs in the
light and on CYP55 in the dark. Another approach by Plouviez and collaborators studied
the N,O production from NO, ™~ by Chlamydomonas strains with different genetic back-
grounds for NO3 ™~ assimilation. Their results showed that N,O production by the WT
strain, able to assimilate NO3~, occurs from NO, ™~ and mainly in the dark linked to CYP55.
This result was supported later by Burlacot and collaborators showing that NO uptake and
N2O production in the dark were much higher when WT cells were grown with NO3; ™~
as the sole nitrogen source and reflecting the regulation of CYP55 by NO3 ™~ metabolism.
Different processes have been proposed to synthesize NO from NO, ~, the intermediary
step in N,O production [17,35,44]. Plouviez et al., 2017 [26] suggest two phases in the
Chlamydomonas N,O emissions by WT in the dark, an early one involving NR (3.5 h) and a
late phase involving the mitochondrial COX (24 h). Here, we present and discuss new data
on the NO; ™ -to-N2O denitrification process in Chlamydomonas niil mutants and how CO,
emissions are affected in these strains.
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When NO3~/NO;~ assimilation is interrupted because of the absence of NiR ac-
tivity, two main conclusions are considered: (1) NR and ARC (NOFNIiR) have a vast
impact on N> O emissions, and (2) this NR-dependent N, O emission is significantly higher
(4.5-fold) in the light than in the dark, a result in accord with Plouviez et al., 2017. Our
results highlight that the NO synthesized by the cytosolic NR/ARC complex can diffuse
to other organelles such as mitochondria and chloroplast, and this NO seems to regulate
processes involved in CO, emissions (later discussed). Despite the importance of NR as
the main NO source in the niil mutants, the remaining NO and N;O levels observed in
G1 cultures point out alternative NO synthesis pathways such as that involving COX, as
previously reported [26].

When NO; 7 /NO, ™ assimilation is totally functional, N>O emissions are tremen-
dously diminished. This result reveals that NoO emissions in Chlamydomonas seem to
be mainly restricted to conditions in which NO3~ /NO, ™ cannot be properly assimilated
and used for growth. This might support why the WT strain emits more N>O in the
dark, as cells need to acclimate to this condition and NO3~ /NO,~ assimilation is less
efficient. According to this, we could expect high N;O emission in NO3 ™~ /NO, ~-rich
environments depleted of other nutrients. Therefore, growth limitation in the presence of
high NO3;~ /NO; ™ concentrations should lead to high N2O synthesis rates. Finally, the
two phases of N2O emission observed in dark-incubated WT cells could be attributed to
NO generated by NR (first phase) and mitochondrial COX (second phase), as previously
reported [17].

When NO3 7 /NO;~ assimilation is impaired (nit1nit2 mutant), N»>O emissions are
lower than in the WT. In this genetic background, neither NR nor the regulatory NIT2
proteins are functional, and NO;, ™~ assimilation is slow, allowing a limited growth in this N
source [50]. This residual NO, ~ assimilation is enough to avoid NO; ~ dissimilation to N2O.
In addition, NIT2 also controls other steps in NO3 ~ assimilation, including NO3; ~ /NO, ™~
transporters [36,40] and NO metabolism-related proteins such as AOX1 [51], THB1 and
THB2 [38,39], and probably CYP55, which increases in response to NO3~ [29]. Moreover,
a putative NO3; ~-dependent regulation of the N,O production, mediated by NIT2, is
also supported by the significant increase in the N>O emission rate observed in M3 cells
incubated in NO3;~ compared to those incubated in NO» ™ (Figure 2c).

CO; emissions are closely related to NO2 ™ -dependent N2O emissions. Our results
show a relationship between N>O and CO, emissions that will require further investi-
gation to understand the metabolic adaptations of Chlamydomonas to heterotrophic and
mixotrophic conditions in the presence of NO3~ or NO; ™. In both conditions, acetate is the
main carbon source, but it is essential only in the dark to feed the TCA cycle and provide
energy to the cells, releasing CO, [47,52,53].

This study shows that low N2O emissions correlate with high CO; release in the dark
and vice versa; high NyO emissions correlate with less CO, release. The link between
N;O and CO; emissions appears to be the NO signal molecule, produced mainly by the
NR/ARC complex in the niil mutants. NO could inhibit acetate metabolism and CO,
release, also supported by the slight inhibition of the CO, emission rate by NO donor.

In the light, we found the opposite correlation: low NyO accumulation, due to low
NO synthesis, leads to a reduced CO, emission and vice versa. Under illumination, NO
inhibits photosynthesis [45], reducing CO; fixation. In fact, NO supply increased by
three-fold the CO, emissions in the light, suggesting that CO, fixation is very sensitive
to NO. Thus, CO; fixation would be more active in those strains/conditions in which
low NO is synthesized (low N;O emitted) and, therefore, lower CO; levels would be
accumulated. The role of NO as a photosynthesis inhibitor has been described in plants and
algae and has been considered a mechanism to avoid photo-damage in algae under nutrient
deprivation [45,54,55]. Nitrogen- [56] or sulfur-starved [57] Chlamydomonas cells accumulate
NO, which causes the degradation of the cytochrome bef complex and Rubisco by the
FtsH and Clp proteases. More recently, transcriptomic analyses reported the molecular
mechanisms underlying the acclimation of Chlamydomonas after NO supply [45]. Among

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 209



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 9412 10 0f 14

the regulated process, NO decreases photosynthesis, respiration, N availability, and induces
NO scavenging (THB1, THB2, FLVB, and CYP55).

The contributions of plants and algae to the N,O atmospheric budget are not being
considered by the expert panels, even when increasing reports support their participation
in this process, and the high input of nitrogen fertilizers is the primary cause [8,17,22]. Our
data shed light on the mechanisms involved in the N>O synthesis and highlight the niil
mutants as good models to study the molecular bases of the N,O emission in photosynthetic
organisms. Moreover, the NR role on N;O emission raises an important link between NO3 ™~
assimilation and dissimilation, making of this enzyme a good candidate for future studies
in order to acquire a better understanding on those environmental conditions that promote
NO;~ dissimilation over assimilation.

4. Materials and Methods
4.1. Strains and Growth Conditions

The strains used in this study are listed in Supplementary Table S1. G1 strain is
a deletion mutant affected at the NIT1 locus and lacking nitrite reductase (NiR), nitrate
reductase (NR) and the high-affinity NO3 = /NO, ™ transporters (A (NII1, NIA1, NRT2.2,
NRT2.1, NAR2)). By genetic crosses, NIA1 (the gene encoding NR) was transferred to G1
to generate the M4 strain (A (NII1, NIA1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2):NIA1). Similarly, NIA1
plus the gene encoding the NO3~ /NO, ™~ transporter NRT2.1 were added to obtain the M3
strain (A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2):NIT1, :(NRT2.1, NAR2)) [41]. Strain 6145c is a
WT strain for NO; ™ assimilation and CMJ030 is a nit1nit2 mutant. Finally, the M3arc strain
(A (NII1, NIT1, NRT2.2, NRT2.1, NAR2):NIT1, :(NRT2.1, NAR2), arc) was obtained in this
work by crossing M3 (mt*) and LMJ.RY0402.255418 (mt ™), where LMJ.RY0402.255418 is an
insertional mutant where the ARC gene was interrupted with the paramomycin cassette [58]
(obtained from the Chlamydomonas Library Project (CLiP), https:/ /www.chlamylibrary.org).

All the cell cultures were performed in TAP medium (Tris, Acetate, Phosphate) [59]
in a chamber (AlgaeTron AG 230, Photon System Instruments, Drasov, Czech Republic)
at 25 °C, with continuous agitation (120 rpm) and illumination (light intensity
130 pmol photons~s‘1 -m~2). When indicated, cell cultures were transferred to dark in the
same chamber.

Cells were grown in TAP medium with NH,* as a nitrogen source (8 mM NH,4Cl)
(pre-cultures). At the exponential phase of the culture, cells were harvested by centrifu-
gation (2 min at 3000x g), washed twice with nitrogen-free TAP and transferred to new
media containing the indicated nitrogen sources. The initial chlorophyll concentration was
adjusted to 9-10 ug mL 1.

For unsealed flask, Erlenmeyer flasks covered with foil paper were used. The same
flasks were hermetically sealed with screw caps (sealed flasks), and a syringe was used to
collect samples from the culture.

4.2. Chlorophyll, NO, ™, and Cell Counting Measurements

Samples of 1 mL were centrifuged at 15,000 g for 5 min, and the supernatant (cell-free
medium) and the pellet were separately frozen at —20 °C. NO,~ was quantified in the
cell-free medium using the Griess reagents according to Snell and Snell (1949) [60]. For
chlorophyll concentration, the pellet was resuspended in 1 mL ethanol and incubated for
3 min, at room temperature. Afterwards, the samples were centrifuged and the chloro-
phyll concentration in the supernatant was quantified as previously described [61]. Cell
quantification of liquid cultures was determined using the Sysmex Microcellcounter
F-500 cell counter.

4.3. NO Measurements

Cells cultures (25 mL) were induced in media with 10 mM NO, ™~ during 24 h. Then,
2 uM of DAF-FM (4,5-Diaminofluorescein) was added and incubated for Th. An amount of
200 pL of the culture was used for NO quantification in a fluorescence spectrophotometer
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(Varioskan Lux, Thermo scientific, Waltham, MA USA) using OptiPlate Black Opaque
96-well Microplate (PerkinElmer, Waltham, MA USA). The excitation and emission wave-
lengths for the NO indicator were 485 and 515 nm, respectively. Data are represented as
arbitrary fluorescence units.

4.4. Determination of N,O and CO, Emissions

N,O and CO, were simultaneously quantified by using a Cavity Ring-Down Spec-
troscopy (CRDS) analyzer (PICARRO G2508). For this purpose, we used 1 L bottles
(DURAN™,) that were hermetically sealed with screw caps (GL 45 with 2 or 3 connectors)
both from DWK Life Sciences (Mainz, Germany). The bottles were set with 250 mL liquid
culture medium and 750 mL headspace (gas phase). The CRDS analyzer was connected to
the bottle through a combined inlet and outlet Teflon tubes (2.5 m in length). The outlet
tube extracted the sample from the headspace of the bottle (0.3 L/min), and the inlet tube
returned the sample into the gas phase of the cultures, passing the air through a 0.22 um
PVDF filter (Dualexm~Plus; Merck, Darmstadt, Germany) to avoid culture contamination.

4.5. Genetic Crosses

Genetic crosses were performed according to [62] and the random spore plating
method. Then, 100 segregants were analyzed, and several of them were chosen for fur-
ther experiments.

4.6. Chemicals and Statistical Analysis

DEA-NONOate [2-(N,N-diethylamino)-diazenolate 2-oxide sodium salt] (D-184) and
DAF-FM (4,5-Diaminofluorescein) (D224-1MG) were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). For statistical analysis (Student’s ¢ test), PRISM software v8.4.3 (GraphPad
Software, LLC, San Diego, CA, USA) was used.
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Tablas de expresion de genes en las estirpes WT (704) y el mutante nit2 (89.7)

En cada una de las tablas, se muestra la identificacion del gen, el nombre de gen
y los cambios de expresiéon como log;Fold Change. Columna WTN/WTA,
expresion en NOsz /expresion en NHy*, de la estirpe WT. Columna WT/nit2N,
expresion en NO3 de WT/ expresion en NOsz- de nitZ2. Columna nitZN/nit2A,
expresion en NOsz- de nit2/ expresién en NHy* de nit2 y nit2A/WTA, expresién en
NH4* de WT/ expresion en NH4* de nit2. Color verde, log,Fold Change >1. Color
rojo, logzFold Change <1. Siempre se ha considerado un p- value (adj) <0.05. En
casos excepcionales se han considerado y log;Fold Change inferior pero cercano
a 1. Donde corresponde, se indican las condiciones de induccién, mixotroficas
(luz, medio TAP, acetato) o autotroéficas (luz, medio minimo, COy).

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 217



Anexo III Tabla 1. Patrones de expresion de genes relacionados con la biosintesis y
degradacion de clorofila en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéficas

Biosintesisfle@lorofilaZ i} i} m
LocusADE Genl WTN/WTAE WTN/nit2NE Bit2N/nit2AF nit2A/WTAE
Cre01.g015350E POR/POR10 -0,990@ 0,50@ -1,340 0,208
Cre01.g042800EC DVRBE -0,280 0,860 -1,30@ -0,10@
Cre01.g043350EC CAO/CAO1R -0,12@ 0,578 -0,660 0,08@
Cre02.g073700¢  UPD3/UROD3R -0,880 0,360 -1,318 -0,028
Cre02.g076300¢  UPD2/UROD2R -0,75@ 1,220 -1,918 -0,128
Cre02.g085450C CPX10 -1,230 0,660 -1,378 0,280
Cre02.g091050E ALADR -0,578 0,080 -0,7508 -0,0402
Cre02.g092600EC CcPx2n -0,480 0,748 -1,318 -0,041
Cre02.g113850E PBGD21 -0,1408 -0,8801 0,860 0,173
Cre03.g158000C GSA1D -1,08@ 1,430 -1,8708 0,073
Cre05.g242000C CHLDR -1,01@ 0,750 -1,6308 -0,0401
Cre05.g246800C GUN401 -1,028 0,978 -2,028 0,060
Cre06.g294750C CHLGD -0,760 0,858 -1,788 -0,118
Cre06.g306300E CHLI1® -0,990 1,181 -1,968 0,038
Cre07.g313700EC GTS20 -0,690 0,10@ -0,820@ 0,03@
Cre07.g325500E CHLH1R -0,258 0,408 -0,6401 0,113
Cre07.g342150E HEMAR -0,15@ 0,540 -0,660 0,08m
Cre07.g346050C CTH1AR 0,03m@ 1,080@ -1,138 -0,038
Cre09.g396300C PPX10 -0,760 -0,130 -0,90@ -0,218
Cre09.g409100E UPS1/UR0OS/UROS1E -0,660 0,960 -1,490 -0,02@
Crell.g467547C GTS1R -0,158 2,690 -2,660 0,230
Crell.g467700C UPDI1ZURODIR -1,290 1,170 -2,160 0,081
Cre12.g4985508  CHLM/MPM1R -0,240 1,630 -1,990@ -0,07@
Cre12.g510050C CTH1BR -0,360 0,640 -0,940 0,11@
Crel12.g510800EC CHLI2[ -0,720 0,560 -1,528 -0,218
Crel6.g663900C PBGD1R -1,13@ 1,160 -2,140 0,230
Degradacionfe@lorofila® m m m
LocusADA Genl WTN/WTAE WTN/nit2NE Bit2N/nit2AE nit2A/WTAE

Cre03.g148750E CLH1R -0,198 -1,260 1,028 0,028
Cre06.g278245LC PAOSE 0,520 -0,190 0,148 -0,50@
Cre06.g305650C PAO6R -0,250 0,230 0,008 0,571
Cre10.g450550E PAO3R -0,01@ 0,148 -0,188 0,033
Crel11.g468700C HCARD -0,338 0,048 -0,1908 0,230
Crell.g476500C PAO7R -0,430 0,073 -0,6708 -0,000
Cre12.g484750C CLH2R -0,078@ -0,290 0,108 -0,040@
Crel2.g487500E cGLe1m 0,21@ 0,258 -0,318 -0,218
Crel2.g514700C PPHR -0,360 -0,18@ -0,03@ 0,191
Crel2.g517700C NYC1/SDR210 -0,160@ -1,558 1,55@ 0,19@
Cre13.g583050€C PAOSE 0,690 1,190 -0,860 -0,320
Cre14.g608800C SDR240 -0,181 -0,07@ -0,138 0,040
Crel7.g724600C PAO20 -0,290 -0,11@ -0,220 0,090
Crel7.g724700C PAO1R -0,320 -0,000 -0,07@ 0,208
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Anexo III Tabla 2. Patrones de expresion de genes relacionados con la biosintesis y
carotenos en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéficas

Biosintesis@e@arotenosk [T i) il liid
LocusADE Genl  WTN/WTAEWTN/nit2NE mitZN/nit2AE nitZA/WTAE ¥
Cre01.g050950E GGRE -0,798 0,870 -1,46[@ 0,108 2
Cre02.g082550E  ZEOE 0,068 0,080 -0,126 0,068 2
Cre02.g082550E  ZEPR 0,060 0,080 -0,120 -0,06m 2
Cre02.g095092E  PSYH 0,118 0,028 -0,08 0,128 @
Cre02.g142266E8 CYP97A30 -0,478 0,810 -1,260 007m @
Cre02.g1450508  CMKE -0,418 -0,21@ -0,570@ -028m
Cre03.g207000E  NSYE -0,318 0,378 -0,950 -0,19m
Cre03.g207700E  FPPSH -0,578 -0,020 -0,830 0208
Cre04.g2150008  BKTH -0,268 -0,360@ -0,95 -029m 2
Cre04.g2150508  CHYBHE -0,01@ -0,03m -1,01@ -090m @
Cre06.g255300E NSYB 0,138 -0,40@ 0,14@ -030m
Cre06.g267600E  LCYEE -0,128 0,23@ -0,550@ -0,00m
Cre07.g314150E  ZDSH -0,078 0,280 -0,446) 0,048
Cre07.g356350E  DXSH -0,270 -0,050 -0,360 -0,00m @
Cre08.g358538F  LCYBH -0,14@ 0,028 -0,280@ -0,06m @
Cre08.g372950E IDSE -0,218 0,370 -0,50@ 0,138 2
Cre08.g373100E CYP97C1E -0,590 0,440 -1,09E 001m @
Cre09.g388060E  VDEE -0,358 -0,17@ -0,146 0008 @
Cre11.g467544E PIRl -0,370 -0,080@ -0,350 0028 @
Cre12.g4842008  GGPSE -0,74@ 0,328 -1,13@ 0,028 @
Cre12.g490350E  HDSH -0,398 0,500 -1,02 -0,08m
Cre12.g509650E PDSH -0,178@ 0,550 -0,760@ 0018 2
Cre12.g546050E  DXRE -0,520 0,440 -1,220 -021m
Cre16.g651900E CRI1/CRTISOE  0,69E -0,520 1,008 0,158 2
Cre16.g6784378 CYP97A30 0,078 0,460 -1,116@ -055m @
Crel6.g679669E  CMSH -0,85@ 0,490 -1,420 -001m
Crel9.g750247¢  ZISOH -0,580 0,470 -0,95@ 0,148 2
. m
Cre03.g152000E  MCSI1m 1,40 0,08 10 0268 2
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Anexo III Tabla 3. Patrones de expresion de genes relacionados con la biosintesis y
degradacion de almidon en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroficas

Biosintesis@e@lmidonm ] i) i i}

Locus@D@  GenZ WTN/WTAE WTN/nit2NE @it2N/nit2AR nit2A/WTAEZ Y
Cre01.g0126008 GPM2E  -0,03[ -1,00m 1,108 017m U
Cre03.g175400e PGI1E. 1,018 0,200 0,970 o18m U
Cre03.g1815008 STA1E 0,108 0,130 0,050 013@ U
Cre03.g185250F SSsz2@  -0,05@ 1,350 -0,95@ 0298 O
Cre03.g1882508 STA6E 0,308 -0,29@ 0,530 oo00m @
Cre04.g2151508 SSS1E 0,238 -0,340@ 0,760 023m @
Cre06.g2701008 SBE2E 0,108 -0,180@ 0,280 0,058 @
Cre06.g2820002 STA3@ 0,668 -0,73@ 1,400 0,03m @
Cre06.g289850e SBE1E 0,218 -0,07@ 0,330 0,09m @
Cre10.g4447008 SBE3E 0,448 -0,410@ 0,920 0128 @
Cre12.g521700e SSi1@m 0,558 0,788 -0,840 0538 O
Crel3.g579600F SSS3@  -0,438 0,09@ -0,390@ 018m @
Cre13.g598750E GPM1E 0,118 0,300 -0,300 -0,05m @
Cre16.g6638508 SSS5@ 0,180 -0,560 1,518 075m U
Cre16.g665800E SSS4E 0,068 -0,160 0,280 011m @
Cre17.g7215008 STA2E 0,308 -0,340 0,290 -0,30@
Crel7.g7215008 SSizm 0,308 -0,340 0,290 -0,300@
Degradacién@e@lmid6nk i il @ i

Locus@DE  GenZ WTN/WTAE WTN/nit2NE @it2N/nit2AR nit2A/WTAE 0
Cre02.g117500F HXK1m  -0,078 -0,53[ 0,290 0112 o
Cre03.g207713¢ ISA3@ 0,028 -0,188 0,400 024m U
Cre07.g3369502 PHOAR 0,360 0,30@ 0,27 0,25 O
Cre12.g488000F INVIE  -0,630 -1,450 -0,040 -0,73m @
Cre12.g4880508 INV2@  -0,50@ -0,838 -1,440 -1,90m O
Cre12.g552200F PHOBE 0,290 0,330 0,290 037m %
Crel7.g698850F ISA2@  -0,220 0,03@ 0,00E 020m @

Anexo III Tabla 4. Patrones de expresion de genes relacionados con la biosintesis de TAG y
lipidos del tilacoide en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroficas
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Biosintesisile TGA@dipidosdel@ilacoide i @

LocusADa Genf2 WTN/WTAE WTN/nitZNR  mit2ZN/nitZAB nit2A/WTAR
Cre01.g038550@  SQD2M -0,110 0,300 -0,560 -0,09@
Cre01.g045903@ DGATI1E 0,400 -0,950 1,330 0,021
Cre02.g079050@ DGTT5E -0,0402 -0,7308 1,050 0,090
Cre02.g1064008  PDATI10 0,270 -1,01@ 1,060 -0,160
Cre03.g1935008  PGD10 0,799*m 0,040 0,328 -0,370
Cre03.g2050508 DGTT40@ -0,510@ -0,620 -0,540 -0,510@
Cre06.g2682000 TGD1E 0,160 0,00@ 0,230 0,11@
Cre06.g2990508 DGTT30E 0,070 0,030 -0,20@ -0,180
Cre06.g3102008 DGAT30 0,370 0,77*@ -1,380 -0,840
Cre07.g3242008  BTA1M# -0,028 0,96*@ -1,128 -0,080
Cre08.g3773008  DGATZ01 0,420 0,180 -0,1608 -0,320
Cre09.g3869128 DGTTZ08 -0,1708 0,430 -0,528 0,13@
Cre09.g4055008 MLDPIQ 0,480 -0,30@ 0,82*@ 0,060
Cre12.g55775081 DGTTI1E 0,300 -1,20@ 2,770 0,95@
Cre13.g583600@  DGDIRA 0,92*@ 0,78*@ 0,158 0,05@
Cre13.g585301@ MGD1E -0,4208 1,960 -2,440 -0,028
Crel6.g654000@  SDQ1M 0,420 -0,89*@ 1,120 -0,128
Crel6.g6585260 TGD3M 0,00m 0,230 -0,178 0,11@
Crel6.g6891508  SQD30 0,30@ -0,218 0,678 0,11@
Crel6.g6944000 TGD201 -0,05@ -0,280 0,10@ -0,080E
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Anexo Il Tabla 5. Patrones de expresion de genes relacionados con la gametogénesis en las

estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéficas y autotroficas

Gametogénesis@nTAPL m m m i
LocusADE  Gen? WTN/WTAE WTN/nitZNE Mit2N/nitZAB  nit2A/WTAE U
Cre01.g0661008 FUSME @ m @ m v
Cre02.g109650E GSPim  -0,40H -0,860 0,028 -0,360 o
Cre06.g2527508 FUsi@  -0,08E 0,030 -0,098 0,058 e
Cre06.g2530008 MTAIE  -0,04E 0,91@ 0,028 0,278 e
Cre06.g2530508 MTA3AE e
Cre06.g2537508 EZY2@ o
Cre06.g2550008 SADIM o
Cre06.g280600E GEX1@  -0,10H 0,360 -0,250 0,048 e
Cre06.g2856008 Mipm  -0,050 0,680 -1,480 -0,240 o
Cre07.g3288008 NSG13el | 1,260 -1,340 3,220 0,578 o
Cre08.g3742508 SAGIE  -0,100 0,690 -0,770 0,020 e
Cre08.g3754008 GSM1E 0,050 0,230 -0,690 -0,310@ o
Cre11.g4816008 GAS28E 0,120 -0,720 -0,170 -0,960@ o
Cre11.g4817508 GAS30E 0,330 0,230 0,158 -0,03@ o
Cre12.g5094008 RIR2BE  -0,170 1,670 -1,940 -0,03@ o
Cre13.g6052008 MMP29E 0,580 1,80@ -0,460 0,620 o
Cre16.g6688008 MTA4E 0,160 -0,440 0,450 -0,090 o
Cre16.g668850E MTAz@  -0,29 -1,008 0,680 0,080 e
Cre16.g6689008 MTA3E 0,260 0,178 0,030 -0,010 o
Cre16.g6748528 HAP2E  0,11M 0,248 0,098 0,220 e
Cre17.g7087508 NSG1m  -0,38M -1,580 0,150 -0,600 o
Cre17.g7185008 MMP1@  0,08E 0,040 0,590 0,570 e
Gametogénesis@ninedioMinimol m il il
LocusADE  Genn  WTMN/WTAE WTMN/nitZNE Mit2N/nitZAE nit2A/WTMAE
Cre01.g066100E FUSME i m m @
Cre02.g1096508 GSP1M 0,210 -0,530 -0,100@ -0,780
Cre06.g2527508 FUSIE 0,470 0,508 -0,130@ 0,008
Cre06.g2530008 MTA1E 0,320 1,080 0,448 0,728
Cre06.g2530508 MTA3AE a o = o
Cre06.g253750E EZY2QR
Cre06.g255000E SADIM
Cre06.g280600E GEX1M 0,260 0,438 -0,330 -0,300
Cre06.g2856008 MIDH 0,480 -0,850 0,780 -0,200
Cre07.g3288008 NSG13M@ 1,260 -0,11m 2,068 0,580
Cre08.g3742508 SAGIM -0,240 0,878 -0,920 0,248
Cre08.g3754008 GSM1E -0,050 -0,03m 0,090 -1,840
Cre11.g468359E GAS31M 0,020 -0,750 0,408 0,128
Cre11.g4816008 GAS28M -0,020 -0,640 0,178 -0,400
Cre11.g4817508 GAS30m 0,870 0,878 0,450 0,450
Cre12.g5094008 RIR2BE -1,510@ 0,670 -2,420 -0,180
Cre13.g6052008 MMP29E -0,950 1,040 -0,70m@ 1,390
Cre16.86688008 MTA4m 0,590 0,150 0,310 -0,060
Cre16.g668850E MTAZM 0,530 -0,560 1,73m 0,448
Cre16.g6689008 MTA3M 0,110 0,078 -0,140 0,868
Cre16.g674852E HAP2E -0,370 -0,10m 0,308 -0,120
Cre17.g7087508 NSGIM 1,278 -0,970 0,340 0,018
Cre17.g718500E MMP1/ -0,010 0,078 0,710 0,578
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Anexo III Tabla 6. Patrones de expresion de genes relacionados con el metabolismo del NO
en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones autotroéficas y mixotroéficas

Condiciones@utotroficasll [T i i i
LocusDQ Gen?l WTN/WTAE WTN/nit2NE mit2N/nit2AC nit2A/WTAR U
Cre01.g007950C (CYP550 2,000 2,990 -0,850 -0,020 4
Cre08.g360550C NIRKE 1,850 1,250 0,450 -0,240 d
Cre09.g3890892 ARCH -0,010 -0,280 0,280 0,060 i
Cre09.g3914508 HCPIm@ 2,950 3,220 0,960 0,100 2
Cre09.g391650C H(CP4m@ 2,700 2,850 0,640 0,250 2
Cre09.g393506C H(CP3M@ 2,180 2,670 3,900 3,200 d
Crel2.g531900C FLVAIR@ -0,490 0,012 -0,850 -0,250 2
Crel2.g543350C GSNOR2E  -0,010 -0,01m@ -0,130 -0,080 2
Crel2.g543400C GSNORIE 0,168 -0,860 2,070 0,771 2
Crel4.g615350C THB2®@ 1,980 8,430 -0,03@ 0,650 d
Crel4.g615400C THBIQA 4,70@ 7,140 -0,780 1,300 2
Crel6.g691800C FLVBID -0,190 0,400 -0,480 0,160 el
Crel7.g728550C HCP2m@ -0,380 -0,490@ -0,430@ -0,19@ 2
il i il i i i @
Condiciones@nixotroficas? i @ m i
LocusdD0 GenZ WTN/WTAE WTN/nitZNE mit2N/nit2AE nit2A/WTAE 2
Cre01.g007950C (CYP550 2,450 0,520 -0,400 -2,130 4
Cre08.g360550C NIRKM 2,120 1,260 0,990 0,20@ d
Cre09.g389089F ARCH 0,560 0,060 0,420 -0,010 d
Cre09.g391450C HCPIMm 3,540 2,500 0,430 1,230 2
Cre09.g391650C H(CP4m@ 2,440 2,650 0,880 1,520 2
Cre09.g393506C H(CP3M@ 3,430 3,910 4,080 4,260 2
Cre09.g393543C HCP2m@ 0,780 0,15@ 1,750 1,120 2
Crel12.g531900C FLVAI®@ -0,240 -0,220 -0,280 -0,210 e
Cre12.g543350C GSNOR2E  -0,120 0,032 -0,090 0,120 e
Cre12.g543400C GSNOR1P 1,070 0,470 1,250 0,660 e
Crel4.g615350C THB2®@ 10,560 9,540 0,390 -0,170 e
Crel14.g615400C THB1ME 3,620 5,490 0,010 1,920 @
Crel6.g691800C FLVBIQ@ -0,210 0,280 -0,460 0,100 @
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Anexo III Tabla 7. Patrones de expresion de genes relacionados con la asimilacién de N en
las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéfica

Metabolismo@elmitrogeno@ninedioTAPR m m
LocusADE Gen@ WTN/WTAE WTN/nit2NE mit2N/nit2At nit2A/WTAE
DesaminaciéonPeriplasmicafelosEminoacidos?
Cre12.g551353E LAOI® 2,650 -2,730 1,920 0,080
Cre12.g551350E  LAOZ/RIDAR 1,470 -3,078 4,290 0,340
Cre05.g2465508 LAO3@ -0,248 0,04@ -0,20@ 0,120
Asimilacion@eRArgininal@
Cre08.g360350¢ ADI1R 1,19@ 2,370 -1,59@ -0,570@
Cre09.g4160508 AGS1m 0,99m -0,31@ 1,50 0,230
Cre01.g0212518 ARG70 0,980 -0,480 1,51@ 0,090
Asimilacién@e@cetamidal
Cre16.g691750¢ AMI1R 5,290 -0,85@ 7,100 0,030
Asimilacion@e®real
Cre08.g360050¢ DURI1R 4,340 -1,320 5,470 -0,280
Cre08.g360100E DUR2E 1,610 -0,990 3,020 0,128
Cre08.g360200¢ DUR3AR 4,730 1,108 2,730 0,320
Cre08.g3602508 DUR3BE 0,050 -0,54@ 0,860 0,290
Cre17.g703800¢ DUR3CHE 1,120 0,93@ 1,550 0,600
Asimilacion@e®Purinasf
Cre10.g4428008 UAPA1/XUV6R 1,540 -5,480 7,590 0,120
Cre10.g4426008  UAPA2/XUV5] 5,550 -0,678 6,430 -0,10@
Cre10.g4332008  UAPA3/XUV3H 2,11m -0,341 3,620 0,01m
Cre10.g4332508  UAPA4/XUV4E 1,640 -0,728 4,050 0,050
Cre10.g4484508  UAPA5/XUV2E -0,09@ -1,05@ 0,50@ 0,01@
Cre06.g260700E  UAPA6/XUV1E 5,578 -1,320 7,118 -0,01@
Cre03.g161000E ADA1R@ -0,040 -0,580 0,220 -0,220
Cre05.g2463770 ADAZ21 -0,31@ -1,760 2,51@ 0,990
Cre12.g5317008 ADA3R 0,020 -1,03@ 1,10@ 0,11@
Cre03.g1452670 GDAI1R 2,870 0,19@ 1,560 -1,10@
Cre16.g6791508 GDA21 0,00@ -0,460@ 0,300 -0,09@
Cre12.g5451018 XDH18) 4,180 0,450 1,840 -1,780
Cre12.g5049508 yox1@UOX,U0jA 3,140 0,340 -0,05m -2,780
Cre17.g7359508 ALNSGHIUHase]R 1,138 0,350 0,59@ -0,15@
Cre13.g5807008 UglyAHAGIP1]@ 1,200 0,19@ 0,21@ -0,71@
Cre01.g0162008  GIPIqUglyAH]® 1,250@ 0,970 0,51@ 0,18@
Cre06.g2767000 UAH® 1,400 0,84@ 0,51@ -0,02@
Cre08.g3786508 DAL3[UglyLyase]z 0,118 0,660 -0,600 0,00
Cre13.g5920508 DAL1E 0,370 0,51@ -0,660 -0,450
Cre13.g580700C  DAL2{AAH]R 1,200 0,198 0,210 -0,718@
Catabolismo@ePirimidinas®
Cre13.g578750¢ DHDRE 0,94@ -1,08@ 3,14@ 0,490
Cre02.g0970008 DHP1R 0,620 -1,141 1,81@ 0,091
Cre01.g0226508 3-UPE 0,750 -1,19@ 2,150 0,120
Fijacion@e@Amoniold

Cre02.g1132008 GLN1m 1,150 -0,460@ 1,780 0,21@
Cre12.g5306508 GLN2m 0,01@ 0,150 -0,20@ -0,01a
Cre12.g530600E GLN3@ 5,170 0,09a 3,950 -1,14@
Cre03.g207250¢ GLN4@ 1,320 -0,09@ 1,148 -0,21@
Cre03.g1466270 GLN50 0,300 -0,420 0,56@ -0,10@
Cre13.g5922008 GSN1@ -0,060 -0,470 0,400 0,03m
Cre12.g5140508 GSF1 0,21@ 0,41@ -0,29@ -0,05a
Cre09.g3888000 GDH1m 0,211 -0,680 0,811 -0,12m
Cre05.g2321508 GDH21 0,160 -0,40@ 0,12@ -0,370

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 224



Metabolismo[delmitrégeno@ninedio AP m m

LocusdD0 Genpll WTN/WTAE WTN/nit2NR @it2N/nit2AE nit2A/WTAR
Transportadores@e@Amoniol
Cre03.g159254¢C AMT1.11 2,430 -4,08( 5,700 -0,78H
Cre14.g629920E  AMT1.28 8,77@ 0,98m@ 8,89M@ 0,130
Cre06.g293051E AMT1.31 0,290 0,082 0,390 0,21@
Cre13.g569850€ AMT1.40 8,340 0,30@ 7,660 -0,390
Cre09.g400750€ AMT1.58 4,520 -0,28M 2,270 -2,230
Cre07.g355650€ AMT1.61 -1,11@ 0,31@ -1,64R -0,10@
Cre02.g111050E AMT1.7R -0,89@ 0,052 -1,25( -0,25@
Cre12.g531000E AMT1.80 2,710 0,490 2,470 -0,610@
Cre06.g284100C RHP1D -2,990 1,221 -4,380 0,140
Cre06.g284150C RHP21 1,22@ -1,360H 2,511 -0,611
Metabolismo(@eMitrato/Nitrito
Cre09.g410950€ NIT18 9,400 5,480 4,650 0,21@
Cre09.g410750E NII18 5,13@ 3,820 3,350 0,540
Transporte@eNitrato/Nitrito
Cre04.g224700C NRT1.10 0,740 0,660 -0,24R -0,260
Cre09.g410850¢C NRT2.1M@ 9,800 5,570 4,470 0,07@
Cre09.g410800E NRT2.20 3,270 7,008 1,768 0,180
Cre09.g396000E NRT2.30 1,658 7,458 -0,660 -0,078@
Cre03.g150101E NRT2.40 0,018 -0,83m@ -0,53@ -0,630
Cre03.g150151¢E NRT2.50 -0,19@ -0,72m 0,042 -0,05m
Cre02.g110800¢€ NRT2.60 2,190 -1,94R 4,59m -0,09m
Cre09.g411050E NAR1.1*@ 3,721 3,420 0,072 -0,310
Cre06.g3090008 NAR1.2LCIAJE  0,14@ 1,042 -1,278 -0,348
Cre04.g217915€ NAR1.30 0,028 -0,29m 1,062 0,780
Cre07.g335600¢C NAR1.40 0,03@ -1,05( 0,970 -0,05m
Crel2.g541250E NAR1.51 -0,341 -0,750 0,210 -0,13m
Cre01.g012050E NAR1.6@ 4,760 2,070 2,800 -0,13@
Cre09.g410900¢€ NAR2[ 9,601 6,790 3,490 0,210
Sintesis@el@ofactorie®olibdenol
Cre04.g214050¢C MOT10 1,841 1,820 0,220 0,160
Cre13.g580150E MOT2.1MOT2AE  -0,440 -0,250 -0,340 -0,09m
Cre16.g695500E MOT2.240T2BA  -0,580@ -1,06@ 0,340@ -0,060@
Cre10.g451400¢C CNX1Em 1,580 0,410 0,810 -0,331
Cre06.g282150C CNX1Gm 0,640 0,420 0,278 0,052
Crel3.g602901E CNX201 2,780 1,73@ 0,970 -0,09m
Cre08.g361050E CNX30 0,032 0,480 -0,42m 0,060
Cre09.g402034¢ CNX5*@ 1,32@ 2,120 -0,490 0,210
Cre09.g389089¢ mARCE -0,01@ -0,280 0,280 0,060
Cre07.g322250€ CNX60B 1,49m@ 1,173 0,250 -0,07m
Cre08.g382545¢C CNX71 1,31@ 1,83@ -0,380 0,10@
Cre02.g142351E ABA3m -0,05m 0,540 -0,49m 0,150
Cre03.g152000E MCS18 1,400 0,080 1,008 -0,260
Cre09.g390050C  MOCOCP1m 0,318 -0,15@ -0,40@ -0,771

C.M. Bellido-Pedraza (2023) 225



Anexo III Tabla 8. Patrones de expresion de genes relacionados con la asimilacion de N en
las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones autotroficas

Metabolismo@elmitrégeno@ninedioininimof

LocusADR Genl WTN/WTAE WTN/nitZNE @it2N/nit2AC nit2A/WTAE ¢
Desaminacionperiplasmica@elos@minoacidos? L

Cre12.g5513530@ LAO1R 2,200 -1,780 3,708 0,008 ¢t
Cre12.g5513508  LAO2/RIDAR 3,690 -0,580 6,050 1,18@ L
Cre05.g2465500 LAO30 -0,740 -0,470 -0,270 0,03m@ b
Asimilacion@e@Arginina@ b

Cre08.g3603500 ADI1B -1,360 0,460 -2,250 0,648 t
Cre09.g41605082 AGS10 1,13@ -0,30@ 1,18@ 0208 t
Cre01.g021251@ ARG71 1,460 -0,15m 1,440 -0,11@ ¢
Asimilacion@e@cetamidal i

Crel6.g6917500 AMI1A 6,710 -0,780 6,340 -0,410 t
Asimilacion@e@real i

Cre08.g3600500 DUR1R 9,12m -0,600 8,731 -0,140 t
Cre08.g3601002 DUR2® 3,530 -0,4408 4,470 1,072 L
Cre08.g3602000 DUR3AR 6,690 -1,230 3,210 0,240 t
Cre08.g3602500 DUR3B@ 0,91 0,080 1,00@ 0,230 L
Crel7.g7038001 DUR3CH 0,012 0,780 0,600 0,57@ L
Asimilacion@e@®urinas@ i

Cre10.g4428008 UAPA1/XUV6ER 5,340 -2,970 5,71@ 2,13 ¢t
Crel0.g4426008  UAPA2/XUV5B 5,640 -0,920 8,360 0,99@ i
Cre10.g4332008  UAPA3/XUV3@ 3,480 -0,890 4,380 0,060 b
Cre10.g4332508  UAPA4/XUV4R 1,430 -0,870 4,470 0,20@ L
Cre10.g4484508 UAPA5/XUv2m -0,220 -0,920@ 4,220 0,240 b
Cre06.g2607008  UAPA6/XUV1R 6,370 -1,280 6,500 -0,72B ¢t
Cre03.g1610008 ADA1B 0,410 -0,380 0,300 0418 ¢t
Cre05.g2463770 ADA2m 2,980 -0,518@ 2,600 -0,74m ¢t
Cre12.g5317008 ADA3B 1,220 0,05 1,10@ -0,01@ t
Cre03.g1452670 GDA1B 3,511 0,298 1,998 1,168 E
Cre16.g6791508 GDA2B 0,250 0,081 0,518 0,408 L
Cre12.g5451018@ XDH1R 5,03@ -0,470 3,480 -1,78m ¢t
Cre12.g5049508 yox1guox,uoja 3,820 -0,31@ 1,270 2,76t
Crel7.g7359508 ALNSHHIUHase]® 1,430 -0,230 1,10@ -0,440 L
Cre13.g5807008 UglyAHGGIP1]® 2,150 0,032 0,360 -1,58m t
Cre06.g2900008 GIP1GUglyAH]R 4,110 -0,340 0,450 -3,730 t
Cre06.g2767008 UAHR 1,171 -0,06@ 1,21@ 0,05@ b
Cre08.g3786508 DAL3[UglyLyase]e 0,288 0,278 -0,038 0028 °t
Cre13.g5920508@ DAL1D 0,19 -0,10@ -0,610 0,84 C
Crel3.g5807008  DALZ2FAAH]@ 2,15@ 0,03@ 0,360 -1,58@ t
Catabolismo@ePirimidinas .

Cre13.g5787500 DHD® 2,360 -0,470 3,390 0,228 b
Cre02.g0970008 DHP1® 3,08 -0,10@ 2,610 -047@ C
Cre01.g0226508 3-UPBl 2,360 0,00@ 2,420 0,13@ b
Fijacionfe@Amoniol L

Cre02.g1132008 GLN1B 1,460 -0,13@ 1,51@ 0,028 ¢t
Crel2.g5306508@ GLN2® -0,35@ -0,17@ -0,38@ 0,148t
Cre12.g5306008 GLN30Bl 3,930 -1,040Q 3,720 -1,28m  t
Cre03.g20725008 GLN4B 1,39m@ -0,068 1,15@ -0,23@ ¢t
Cre03.g1466270 GLN5B 0,460 -0,09@ 0,560 0,078 b
Cre13.g5922000 GSN1B 0,330 -0,258 0,10@ 0428 F
Cre12.g5140508 GSF1E -0,280 -0,060 -0,680 0398
Cre09.g3888000 GDH1B 0,218 0,008 0,460 0,30@ L
Cre05.g2321508 GDH2D -0,220 -1,00@ -0,178 -091@ b
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Metabolismo@elmitrégeno@nmnediofninimor

LocusAD® Genl WTN/WTAE WTN/nit2NE mit2N/nit2AC nit2ZA/WTAE L
Transportadoresi@e@Amonio £

Cre03.g1592548  AMT1.10 4,850 -2,640 5,690 -1,838
Cre14.g6299200 AMT1.21 6,330 -1,260 7,608 -0,160 e
Cre06.g2930510 AMT1.3R 0,048 0,230 0,200 0,440 L
Cre13.g5698500 AMT1.4R 8,190 0,090 6,480 -1,508 L
Cre09.g400750@ AMT1.58 6,960 -0,170@ 4,180 2,768 B
Cre07.g3556500 AMT1.61 -1,15@ 0,59@ -2,390 -0,57@ e
Cre02.g1110508 AMT1.7R -1,620 -0,360 -2,080 -0,778@ L
Cre12.g5310008 AMT1.81 5,768 -0,24R 4,020 -1,360 L
Cre06.g2841008 RHP1E -5,780 -1,780@ -4,820 1,048 ¢
Cre06.g284150@ RHP2R 0,918 -2,230@ -1,220 4208
Metabolismo@eMitrato/Nitrito e

Cre09.g4109500 NIT1R 10,178 5,560 4,340 -0,12@ L
Cre09.g410750@ NII1R 7,400 3,470 3,870 0,340 L
Transporte@eNitrato/Nitritol e

Cre04.g22470008 NRT1.11 0,440 -0,03@ -0,59@ -0,980 e
Cre09.g4108508 NRT2.1M 10,090 5,520 4,640 0,010 e
Cre09.g410800@ NRT2.21 9,660 7,970 1,471 0,080 L
Cre09.g396000@ NRT2.30 10,990 10,570 -0,142 0,080 e
Cre03.g1501018  NRT2.4@ 2,440 -0,798 0,700 -1,528 B
Cre03.g1501518 NRT2.51 0,300 -1,33@ 0,940 -0,340 e
Cre02.g110800@ NRT2.61 3,660 -0,980 4,670 -0,160 L
Cre09.g411050*E NAR1.1*® 5,078 4,980 0,110 0,120 L
Cre06.g3090008 NARI.2GLCIA]@ -2,01m@ 0,360 0,150 0,280 e
Cre04.g21791508 NAR1.3@ 0,600 0,700 1,360 1,530 e
Cre07.g3356000 NAR1.4R 1,138 -0,12@ 0,780 -0,400@ e
Crel2.g5412500 NAR1.50 0,140 -0,4402 0,571 0,051 L
Cre01.g012050@ NAR1.681 8,360 4,390 3,43@ 0,078
Cre09.g410900@ NAR2R 10,058 6,220 3,480 0,308 L
Sintesis@el@ofactor@eMolibdenol e

Cre04.g2140500 MOT1m 2,480 2,430 0,060 0,110 L
Cre13.g5801508 MOT2.1MMOT2AEL -1,060 -0,128 -0,93@ 0,05@ e
Cre16.6955008 MOT2.2M10T2BE 0,830 -0,80@ 0,940 0628
Cre10.g4514008 CNX1EMm 1,70@ 0,830 0,610 -0,180 e
Cre06.g2821500 CNX1Gm -0,820 0,850 -0,690 1,038 e
Cre13.g6029018 CNX2m 3,610 1,400 1,138 -0,830 L
Cre08.g361050@ CNX3m -0,430@ 0,400 -0,608@ 0,270 L
Cre09.g402034E2 CNX5*Q 0,708 1,57@ -0,80@ 0,15@ e
Cre09.g3890890 mARCD 0,560 0,060 0,420 -0,01@ e
Cre07.g3222500 CNX6m@ 2,560 1,400 0,600 -0,408 L
Cre08.g3825450 CNX7m 1,71@ 2,410 -0,540@ 0,240 L
Cre02.g142351@ ABA3R -0,040@ 0,500 0,340 0,930 L
Cre03.g1520008 MCS1m 1,480 0,070 1,72m 0,320 e
Cre09.g3900508  MOCOCP1m@ 0,300 -0,920 -0,07@ -1,210@ e
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Anexo III Tabla 9. Patrones de expresion de los TF diferencialmente regulados en la estirpe
WT en respuesta a NOs,, en condiciones mixotroficas y autotrodficas. Dicha expresion se
clasifica en tres categorias. Aquellos genes que aumentan su expresién tanto en minimo como
acetato, los que aumentan su expresion sélo en acetato y los que aumentan su expresiéon en
minimo. A la vez se compara con la expresion en el mutante nit2.

ExpresionieTFieguladosPositivamente M datos@e@xpresion@ninedioTAP)

LocusADE GenZ WTN/WTAE WTN/nitZNE mit2N/nit2AE nitZ2A/WTAE £ 20
AumentanBu@xpresion@ninediodninimoFTAPH cuEl
Cre01.g0111508 bHLH3E 6,098 -0,491 7,490 0,05 LBEL
Cre03.g149400E RWP11E 1,118 -0,308 0,911 -0,458 LROI
Cre03.g177700E  NIT2B 1,550 -0,348 2,478 038m EOOI
Cre03.g182700E CrBboxim 3,54 0,350 3,720 039@m @@t
Cre04.g216200C bHLHOE 1,198 -0,828 3,380 0,04m EDBI
Cre12.g510350E  bZIPH 1,418 -1,660 1,698 -0,83m @Ol
Cre12.g523000E C3H10H 1,850 1,298 0,650 0,01m BB
Cre12.g542500E MOCIE 1,018 -1,280 2,630 031m @B
Cre14.g620850E NSGI7E 1,620 1,118 0,380 -0,10m ROL
Crel6.g673250E NRRIE 4,150 -0,928 6,108 -0,01m ROI
AumentanBu@xpresion@nTAPZ e t
Cre05.g238250E  bhZIPH 0,950 1,328 -0,141 023m BBl
Cre07.g332250E bHLHIB 1,880 0,508 2,978 0,70m @B
Cre01.g034350E MYBL13E 0,820 -1,71m 2,91\ 016m EEOL
AumentanBu@xpresion@nininimo[® et
Cre02.g085150E SBP.4M 0,440 -0,890 0,760 046 EB
Cre02.g1134508 MYBL7@ 0,098 -0,598 0,740 olom
Cre02.g119800E FHA.2E -0,150 -1,078 0,330 0418
Cre03.g160600E GATAIR 0,398 -1,760 2,760 056m
Cre03.g212641E TAZ1M 0,220 -0,560 -0,250 0918 B
Cre04.g2264008  YC.1@ 0,300 -1,050 1,400 008m EOBI
Cre06.g297150E  RWP9E 0,318 -0,70@ 0,540 -0,36m ROL
Cre06.g3105008  bZIPE 0,180 -0,728 -0,260 -0,74m EBBI
Cre07.g341800E CGL1078 0,018 0,518 0,478 0,01@ LBEL
Cre07.g344668E  bZIPH -0,140 -1,51@ 1,308 007m EDBI
Cre09.g408051 mTERF.38 0,198 -1,398 1,618 0,078
Cre10.g4535008 RWP158 0,310 -0,190 1,36 0,380
Crell.g467665¢ TIG.10 -0,020 -1,760 0,930 -0,608
Cre12.g495100E  PSRIM 0,410 -0,450 0,980 0,150
Crel2.g5224008 MYBLI0B  -0,280 -1,478 0,180 -0,820
Cre12.g550250E CPP.1M -0,01E -1,11@ 0,480 -0,420
Cre12.g557300E  bZIPH -0,16@ -1,56@ 0,061 -1,09m @Ol
Cre13.g5724508 ARR-BE 0,730 0,860 -0,630 -0,43m CBAEL
Crel3.g572450C Orphans.8z 0,730 0,860 -0,630 043
Crel4.g633789E Mybfike® 0,740 1,058 0,240 039m
Cre16.g6679008 Ap2.15@  -0,04@ -0,648 -0,018 0420 BB
Crel6.g671200E  bZIPH 0,068 -1,76@ 1,618 -0,047 EROI
Crel6.g677382E MYBL5M 0,49 -1,360 1,340 -0,27m ROl
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Expresionf@le TFReguladosMositivamente@datose@xpresion@nnedioAninimo)

LocusfDE Genl WTN/WTAE WTN/nit2NE @itZN/nit2AT nit2A/WTAE ©
AumentanBu@xpresion@nediodninimoFTAPEZ to
Cre01.g011150E HHLH3B -0,278 032m &
Cre03.g1494008 RWP11E 0,728 011m @
Cre03.g177700E  NIT20 0,050 1,08m 2O
Cre03.g182700E CrBbox10 0,058 -0,340 4
Cre04.g216200E  bHLHYE 0206m
Cre12.g510350E  bhZIP® -088m 2B
Cre12.g523000E C3H108 -0,260 -1,15m @
Cre12.g5425008 MOCIE -0,140 1,48m 2O
Cre14.g620850E NSG178 0558 @
Cre16.g6732508 NRRIE 0578 07338  Nam ‘B
AumentanBu@xpresion@nT AP e

Cre05.g238250  bZIP@ 0168 | 125 @ -064@ | 084@ LU
Cre07.g3322508 bHLHIE | 0,988  -0,21M -0,370 044m U
AumentanBu@xpresion@nininimo@ e

Cre01.g0343508 MYBL13@ 0,310 o19m U
Cre02.g0851508 SBP.40 -0,250 .032m
Cre02.g113450E MYBL7E 0,410 0058
Cre02.g119800E FHA.2® e
Cre03.g160600E GATA1E -0,03@ e
Cre03.g212641F TAZ1H -0,04E -0,07m e
Cre04.g2264008  YC.1M -0,078 037m E
Cre06.g2971508  RWP9E 0,398 0,610 001m U
Cre06.g3105008  bZIPE -0,59@ 0588 | 1,20 °©
Cre07.g341800E CGL1078 -0,370 0,708 -066m 2
Cre07.g344668F  bZIPD -0,208 0,230 0638
Cre09.g408051E mTERF.38 0,000 062 L
Cre10.g4535008 RWP150 0,328 033m
Crel1.g467665¢  TIG.1D -0,780 0,870 2
Cre12.g495100E  PSRI1M 0,098 e
Cre12.g522400E MYBL10® e
Cre12.g550250E  CPP.1@ -0,800 0,630 e
Cre12.g557300E  bZIPR 0398 | -241@m 2t
Cre13.g572450E ARR-BE 0,520 -0,090 0,75
Crel3.g572450E Orphans.8E 0,520 0,090 0,758
Cre14.g633789E Mybflikeld 0,220 031m @
Crel6.g667900EF AP2.15@ -0,320 -0,580@ B
Cre16.g671200E  bZIP® 0638
Crel6.g6773828 MYBLSE -053m 22
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Expresion@ed Fiteguladosegativamente{datosile@xpresion@nfnedioTAP)
LocusDR GenZ WTN/WTAE WTN/nit2NE mit2N/nit2AR nit2A/WTAR £ U

Cre06.g2753508 ROC40E  -1,050 -2,140 -1,280 -1,35m  tU
Cre12.g5075008 @ -1,078 -0,230 -1,530 -046m 20
Cre01.g0033768 O -0,013 1,210 -1,148 011m &
Cre01.g0140508 @ 0,280 1,798 -1,480 007 I
Cre03.g198800E @ -0,160 1,458 -0,600 06288 U
Cre04.g229948F [ -0,260 1,398 -1,750 -0,06m 20
Cre05.g240650E DNj32B 0,158 1,150 -1,18@ 0,148 t@
Cre06.g2755008 @AP2@  -0,37@ -0,03@ -0,530 oosm U
Cre06.g2781368 U -0,100 1,428 -1,230 020m IO
Crell.g476200E NZF1@  -0,168 -0,150 -0,230 -016m &
Cre12.g4896008 @ -0,130 0,748 -0,648 023m ¢
Cre12.g501600E BLZ8A  -0,94@ 0,660 -1,740 -007m @
Cre12.g534450E CGL86@  -0,34@ 0,410 -0,880@ -0,00m @
Cre15.g6351008 @ 0,178 2,610 -3,160 0678 B
Crel6.g649433E U -0,160 4,730 -5,370 -044m 0
Crel7.g746547E bzZIPE|  -0,980 1,280 -1,870 043m U
Expresionfde T Fteguladosmegativamente{datosfe@xpresion@ninedioininimo)
LocusfD0 GenZl WTN/WTAE WTN/nit2N@ Mit2N/nit2AB  nit2A/WTAD Z2
Cre06.g2753500 ROC40E -1,35@ -1,548 -0,50@ -071@ 28
Crel2.g507500m U 0,500 0,320 0,060 0,028 @@
Cre01.g0033760 e -1,07@ 0,460 -1,99@ -040m @
Cre01.g0140508 2 -2,440 0,971 -2,680 0,560 e
Cre03.g198800m U -1,320@ -0,350 -0,698 0,201 e
Cre04.g229948m U -1,228 0,418 -1,83@ -016m 2@
Cre05.g2406508 DNj32E  -1,180 1,198 -1,908 0,548 ze
Cre06.g2755008 @P2E -1,228 -1,118 -0,618 -045m @
Cre06.g278136@ U -1,580 0,748 2,178 0,180 ze
Crellg4762008 NZF1E  -1,05@ -0,340 -0,820 007 22
Cre12.g4896000 o -1,220 0,560 -1,230 0,596 2
Cre12.g5016008 BLZ8A  -2,21@ 0,950 -2,610 061@ 22
Crel2.g5344508 CGL86E  -1,93@ -0,760 -1,008 0068 22
Cre15.g6351008 o -2,940 -2,048 -2,280 -1,50m 2O
Crel6.g649433m U -4,500 -1,718 -2,640 -094m O
Crel7.g7465478  bZIPB -2,490 0,950 -2,690 070m 282
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Anexo III Tabla 10. Patrones de expresion de los TF de la familia bZIP de Chlamydomonas

en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéficas y autotroficas.

Patron de expresion de los TF bZIP

EnTAP

ID

WTN/WTA WTN/nit2N nit2N/nit2A WTA/nit2A

Cre01.g043150
Cre01.g051174
Cre05.g238250
Cre06.g310500
Cre07.g318050
Cre07.g344668
Cre08.g364751
Cre10.g438850
Cre10.g454850
Cre12.g489000
Cre12.g501600
Cre12.g510200
Cre12.g510350
Cre12.g557300
Cre13.g568350
Crel6.g671200
Cre16.g675700
Crel6.g692250
Cre17.g746547
Cre07.g321550
Cre09.g413050
Cre13.g590350

0,07
0,23
0,95
0,18
0,34
0,14
0,21
0,04
0,13
0,15
0,94
0,85
1,41
0,16
0,20
0,06
0,02
0,05
0,98
0,00
0,06
0,99

0,12
0,22
1,32
0,72
0,53
-1,51
0,47
0,25
0,08
0,77
0,66
0,05
-1,66
-1,56
0,19
-1,76
0,15
0,08
1,28
0,41
0,42
0,63

0,32
0,52
0,14
0,26
0,17
1,30
0,66
0,72
0,13
0,39
-1,74
0,38
1,69
0,06
0,04
1,61
0,21
0,45
-1,87
0,12
0,09
0,58

0,03
0,06
0,23
0,74
0,07
0,07
0,36
0,44
0,13
-0,39
-0,07
0,35
0,83
1,09
0,26
0,04
0,30
0,39
0,43
0,54
0,29
0,25

En MM

D
Cre01.g043150
Cre01.g051174
Cre05.g238250
Cre06.g310500
Cre07.8318050
Cre07.8344668
Cre08.g364751
Cre10.g438850
Cre10.g454850
Cre12.g489000
Cre12.g501600
Cre12.g510200
Cre12.g510350
Cre12.g557300
Cre13.g568350
Crel6.g671200
Cre16.g675700
Crel6.g692250
Crel7.g746547
Cre07.g321550
Cre09.g413050
Cre13.g590350

WTN/WTA WTN/nit2N nit2N/nit2A WTA/nit2A

0,87
0,30
0,16
1,93
0,21
1,64
0,19
0,92
0,26
0,65
2,21
0,58
2,26
1,17
0,13
1,91
0,02
0,54
2,49
0,18
0,27
0,27

0,53
0,30
1,25
0,59
0,16
0,20
0,56
0,42
0,14
0,32
0,95
0,30
-1,32
1,73
0,10
0,86
0,22
0,33
0,95
0,42
0,25
0,68

031
0,76
0,64
-0,58
031
0,23
0,29
0,40
0,52
0,51
2,61
0,56
2,15
0,39
0,28
1,73
0,02
0,52
269
0,19
0,18
0,34

0,07
0,08
0,84
1,20
0,11
0,63
0,48
0,11
0,32
0,35
0,61
0,34
0,88
2,41
0,25
0,63
0,12
0,25
0,79
0,49
0,10
0,66
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Anexo III Tabla 11. Patrones de expresion de los TF de la familia bHLH de Chlamydomonas
en las estirpes WT y mutante nit2 en condiciones mixotroéficas y autotroficas.

EnfTAPQ m m m @ m
1D m WTN/WTAE WTN/nit2NE nit2N/nit2At WTA /nit2Al

BIM@ m il m m m
Cre14.g6208500 bHLH5QNSG17)E: 1,620 1,118 0,380 -0,10@
@ @ m m m m
IRL{Ironesponse)X m m m il
Cre05.g241636L bHLH71 0,31 0,460 -0,890 -0,670
@ i il m m m
Especificos@e@lorofitas m m m m
Cre01.g011150¢ bHLH3[ 6,090 -0,490 7,490 0,05
Cre04.g216200¢ bHLHI@ 1,190 -0,820 3,380 0,041
Cre07.g332250¢ bHLH1M 1,880 0,500 2,970 0,708
Cre07.g349152¢ bHLHZ2[ 0,240 0,16( -0,530 -0,50@
Cre07.g353555¢ bHLHe6M 0,15@ 0,390 0,690 0,790
Cre02.g109683t bHLH4® -0,27m -0,9701 0,678 0,058
Cre04.g224600¢ bHLH8R 0,480 0,15@ 0,05m -0,230
Cre04.g216204t bHLH101 il m m m

@ @ il m @ il
EnMMDQ m il m m m

IDE @ WTN/WTAE WTN/nit2NE nit2N/nit2AE WTA /nit2Al
BIM@ m il m m m
Cre14.g6208500 bHLH5@NSG17)E 1,798 1,420 -0,260 -0,550
@ @ il m m m
IRL{Irontesponse) m m m m
Cre05.g241636L bHLH7® -0,89m -0,07m@ -0,880 -0,02m
@ @ @ m m m
Especificose@lorofitas? m m m [
Cre01.g011150¢ bHLH3M 7,520 -0,270 8,240 0,321
Cre04.g216200¢ bHLHIM 4,020 -1,11@ 3,140 -0,260
Cre07.g332250¢ bHLH1R -0,980 -0,210@ -0,378 0,440
Cre07.g349152¢ bHLHZ2[ -0,060 -0,09@ -0,780@ -0,728
Cre07.g353555( bHLH6M 0,800 1,630 1,060 1,790
Cre02.g109683t bHLHA4M 0,57 -0,430 0,490 -0,440
Cre04.g224600L bHLH8M 0,03@ 0,108 -1,430 -1,280@
Cre04.g216204L bHLH101 il il il @
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Anexo III Tabla 12. Motivos de union a TFs presentes en los los promotores de TFs
diferencialmente regulados en la estirpe WT en respuesta a nitrato

Factores de Transcripcion regulados positivamente

TAP y MM
Locus ID TF NIT2 NSG17 BLZ8 MYBL13 MYBL5 PSR1 bZIP (bLZ2) CrebZIP14
Cre03.g177700  NIT2 v v v v
Cre01.g011150  bHLH3 v v v v
Cre03.g149400  RWPII
Cre04.g216200 bHLH9 v v v
Cre12.g523000  C3H.10 v
Cre12.g542500  MOCI
Cre14.g620850  NSGI17 v v
Cre16.8673250  NRRI v -/ B
Cre03.g182700 Bbox v
Cre12.g510350 bZIP

TAP
Cre07.g332250  bHLHI
Cre05.g238250 bZIP (bLZ2)

MM
Crel3.g572450 Orphans.8 v v v
Cre01.g034350  MYBLI3 v
Cre02.g085150  SBP.4 v v
Cre02.g113450  MYBL7
Cre02.g119800  FHA.2 v
Cre03.g160600  GATAI v v
Cre03.g212641  TAZI v
Cre04.g226400 Yc.1 v v
Cre06.g297150  RWP9 v
Cre07.g341800  CGL107 v v v
Cre09.g408051 mTERF.3 v
Cre10.g453500  RWP.1
Cre11.g467665 TIG.1 v v
Crel2g495100  PSRI v Y vl
Cre12.g522400 MYBLIO v v v
Cre12.g550250  CPP.1 [ ]
Cre12.g557300 bZIP6 v
Crel6.g2667900 AP2.15 v v
Crel6.g677382  MYBL5 v
Cre06.g310500 bZIP v v
Cre07.g344668 bZIP v
Cre13.g572450 ARR-B v v v
Cre14.g633789  Myb like v
Cre16.g671200 bZIP v
C.M. Bellido-Pedraza (2023) 233



Continuacion de la Tabla 12.

Factores de Transcripcion regulados negativamente

TAP y MM
Locus ID TF _ NIT2 NSG17 BLZ8 MYBL13 MYBL5 PSR1 bZIP (bLZ2) CrebZIP14
Cre06.8275350 ROC40 v v
Cre12.8501600 bLZ8 v L
Crel7.g746547 bZIP2 v
TAP
Cre12.8507500 v v
MM
Cre12.g489600 v v
Cre06.g275500 v
Cre01.g014050 v
Crel2.g534450 (CGL86
Cre11.g476200 NZF1 v
Cre04.g229948
Cre03.g198800 v
Cre12.g501600 bLZ8 v
Cre15.g635100
Cre16.g649433 v
Cre01.g003376 v
Crel7.g746547 bZIP2 v
Cre05.g240650 DNJ32 v 4
Cre06.g278136
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Anexo III Tabla 13. Motivos de union a TFs identificados en los promotores en genes de la
asimilacion de nitrato, nitrégeno organico, nicleo de genes regulados positivamente por
nitrato y NIT2 y niicleo de genes que se regulan negativamente por nitrato y NIT2

MOTIVOS DE UNION A LOS TF INDICADOS PRESENTES EN EL NUCLEO. GENES REGULADOS

POSITIVAMENTE EN TAP Y MM Y DEPENDIENTES DE NIT2

Locus ID Gen NIT2 NSG17 BLZ8 MYBL13 MYBL5 PSR1 bLZ2 bZIP14
Cre01.g012050  NARL6

Cre02.g089311

Cre03.g152300 v

Cre04.g214050  MOT1

Cre05.g234656 v v

Cre06.g277450

Cre06.g303050  NIT3 v v v v
Cre07.g322250  CNX6 v v v
Cre07.g348350  PWRS

Cre08.g360550  NIRK -
Cre08.g378150  GLD2

Cre08.g382545  CNX7 v
Cre09.g391450  HCP1

Cre09.g391650  HCP4

Cre09.g393506  HCP3

Cre09.g395950  AOX1 v v
Cre09.g396000  NRT2.3 v

Cre09.g401145 v
Cre09.g405750  CAHS -
Cre09.g410050

Cre09.g410750  NII1 v v
Cre09.g410800 NRT2.2

Cre09.g410850  NRT2.1 v

Cre09.g410900  NAR2 v

Cre09.g410950  NIT1 v

Cre10.g432950 v
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Crell.g467535
Cre11.g477550
Cre12.g500600

Cre12.g513900
Cre12.g526800
Cre12.g532800
Crel2.g540351
Crel2.g545550
Cre12.g553350
Cre13.g572500

Cre13.g602901
Cre14.g615350
Cre14.g615400
Cre14.g620850
Cre14.g624800
Cre14.g632860
Cre15.g641400
Crel6.g654050
Crel6.g658400

Cre16.g658850

MCP26
VMA21
GND1 v
SELW2

v
LCI6
CGL14
CNX2 v
THB2
THB1 v
NSG17

v
FDX2

v

./
/.-
v

ANEXOS

MOTIVOS DE UNION A LOS TF INDICADOS Y PRESENTES EN EL NUCLEO. GENES REGULADOS

NEGATIVAMENTE EN TAP Y MM Y DEPENDIENTES DE NIT2

Cre01.g008250
Cre01.g012700
Cre03.g159254
Cre06.g260700
Cre09.g389050

Cre10.g442800

Cre12.g510350

Crel2.g551352

KCN6

AMT1.1 v
UAPA6

MAW4

UAPA1

LAO1
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ANEXOS

MOTIVOS DE UNION A LOS TF INDICADOS
ASIMILACION/METABOLISMO DE NITRATO

PRESENTES EN OTROS GENES DE LA

Cre13.g580150
Cre10.g451400
Cre06.g282150
Cre08.g361050
Cre09.g402034
Cre09.g390050
Cre09.g389089
Cre12.g543400
Cre12.g543350
Cre01.g015000
Cre07.g357350
Cre09.g393543
Cre01.g007950
Cre03.g150101
Cre03.g150151
Cre02.g110800
Cre04.g224700
Cre09.g801078
Cre06.g309000
Cre04.g217915
Cre07.g335600

Crel2.g541250

Cre01.g012050

MOT2 v

CNX1E
CNX1G
CNX3 v
CNX5
MCP1
ARC
GSNOR1
GSNOR2
NAGK1
PII
HCP2
CYP55 v
NRT2.4
NRT2.5 v
NRT2.6 v
NRT1.1
NAR1.1
NAR1.2
NAR1.3
NAR1.4

NAR1.5

1", I

NAR1.6

_ I‘ll

MOTIVOS DE UNION A LOS TF INDICADOS PRESENTES EN GENES PARA LA ASIMINACION DE

NITROGENO ORGANICO

Cre08.g360200  DUR3A
Cre08.g360250  DUR3B
Cre17.g703800  DUR3C
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ANEXOS

Cre08.g360350  ADI1 v
Cre03.g145267  GDA
Cre08.g360050  DUR1 - v
Cre08.g360100  DUR2
Cre10.g442800  UAPA1 v
Cre10.g442600  UAPA2
Cre10.g433200  UAPA3 v
Cre10.g433250  UAPA4 v
Crel0.g448450  UAPAS
Cre06.g260700  UAPA6
Crel12.g504950  UOX1
Cre12g545101  XDH1
Cre13g592050  DAL1
Cre13.g580700  DAL2 -
Crel2.g551352  LAO1
Cre12.g551350  RIDA
Cre03g159254  AMT1.1 v
Crel4.g629920  AMTL1.2
Cre12.g530600  GLN3
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