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Resumen

Debido al gran potencial de aplicaciones que posee la ficocianina, el desarrollo de
nuevas estrategias que permitan su produccion es de gran importancia para la
industria farmacéutica y alimentaria. Actualmente, Arthospira plantensis es el
organismo utilizado y el Unico aprobado para llevar a cabo la produccién a gran
escala de ficocianina. Sin embargo, los cultivos de esta cianobacteria generalmente
van a acompafiados de problemas que dificultan su obtencion por lo cual, la
Rhodophyta Galdieria sulphuraria ha surgido como una gran alternativa para la
produccion de ficocianina, debido a que puede llevar a cabo metabolismo:
heterotréfico, autotréfico y mixotréfico, ademds, las condiciones extremas de su
hébitat le han conferido ventajas valiosas cuando se cultiva en el laboratorio. Por
otro lado, se conoce poco acerca de la produccion y la degradacion de ficocianina
en condiciones de limitacion de nitrégeno y se desconoce la regulacion a nivel
molecular de este proceso, en este organismo. En este trabajo se comparé la
dinamica de degradacion de la ficocianina con relacion al tiempo de dos cepas G.
sulphuraria y la expresion del gen nblA en condiciones de limitacion de nitrégeno.
De manera interesante, se observé una degradacion de ficocianina menor al 30%
durante 14 dias de cultivo con presencia de un crecimiento celular sostenido. Se
analizé la acumulacién de mensajeros del gen nblA cuyo producto interactla
directamente con la ficocianina y con la proteina ClpC del complejo proteasa Clp
gue degrada la ficocianina en deprivacion de nitrégeno. Los resultados muestran
que no existe diferencia significativa en la acumulacion del transcrito de nblA
comparando cultivos creciendo con y sin nitrdgeno, lo que podria estar relacionado
con la estabilidad de la ficocianina. En conclusion, la gran estabilidad que presenta
la ficocianina ante las condiciones provocadas por el estrés que conlleva la
limitacion de nitrogeno, la hace una opcidn conveniente para la produccion de este

metabolito a gran escala utilizando a G. sulphuraria.
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Aspectos generales de las Rhodophytas

Las algas rojas y sus caracteristicas.

Las Rhodophytas son un grupo de algas que tienen importancia para la obtencion
de una gran cantidad de moléculas con actividad bioldgica con interés para la
industria. Actualmente, se han descrito alrededor de 7279 especies! que poseen
gran diversidad estructural. Se ha descrito en la literatura algas rojas que van desde
especies microscopicas unicelulares que habitan diversos ecosistemas como:
ambientes marinos, cuerpos de agua dulce, condiciones extremas de temperatura
y pH, y ecosistemas adversos provocados por la actividad antropogénica; hasta
especies macroscopicas comunmente encontrados en agua salada. Las algas rojas
se agrupan en un linaje eucariota, que esta basado en analisis filogenéticos
elaborados a partir de genes nucleares, cloroplasticos y mitocondriales, formando
parte del clado Archeplastida junto con las algas verdes, las plantas y las
Glucophytas.? Las Rhodophytas se caracterizan principalmente por tener un
cloroplasto que contiene una estructura compuesta por pigmentos accesorios como
la aloficocianina, ficocianina, ficoeritrina y en algunos casos eritroficocianina, que
forman una estructura macromolecular llamada ficobilisoma, que se localiza en la
periferia de la membrana del tilacoide del cloroplasto.® A diferencia de los
cloroplastos de las plantas superiores el ficobilisoma no contiene clorofilas b y c,
solo contiene clorofila a; ademas, los cloroplastos de este taxdn tienen la capacidad
metabdlica de sintetizar almidén florideo que se almacena en el citoplasma. Las
algas rojas comparten ascendencia comun con las algas verdes y las glaucophytas
y se ha propuesto que la adquisicion de su cloroplasto se originé a partir de una
endosimbiosis primaria entre un eucarionte y una cianobacteria lo que origin6 al

cloroplasto actual.

1 Guiry, M.D. & Guiry, G.M. AlgaeBase. World-wide electronic publication, National University of Ireland,
Galway. https://www.algaebase.org; searched, 2021.

2 AdI SM., Simpson AG., Lane CE., Luke$ J, et al. J. Eukaryot Microbiol. 2012; 59 (5): 429-93.

3 Freshwater D W, Fredericq S, Butler B S, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994, 91(15): 7281-7285.
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1.1 Microalgas rojas.

Las microalgas rojas incluyen organismos microscopicos, pluricelulares y
unicelulares. La visiéon tradicional propuesta por Garbary y Gabrielson en 1990
clasificé en un principio a todas las algas rojas en dos taxas, las Florideophyceae y
las Bangiophyceae en donde se agrupaban a todas las microalgas rojas.* Sin
embargo, en 2006 Yoon y colaboradores elaboraron un estudio donde utilizaron
secuencias de 9 genes y 7 proteinas para obtener una mejor resolucion de los
resultados filogenéticos® y propusieron que las microalgas rojas estan presentes en
los subfilos Cyanidophytina y Rhodophytina, debido a que los géneros que se
encuentran en el primer filo habia divergido primero en comparacién a todos los

demas géneros que conforman a los Rhodophytina Figura 1-1.

Saunders & o -
Yoon (2006) Hommersand (2004) Visién tradicional
Rhodophyta Rhodophyta Rhodophyta

Florideophyceae Florideophyceae Florideophyceae

Bangiophyceae Bangiophyceae Bangiophyceae
Bangiales

Rhodellophyceae Rhodellophyceae
Porphyridiales (1) Porphyridiales (1)

Porphyridiophyceae

Stylonematiphyaceae
Compsopogonophyceae

Cyanidiophyceae

Porphyridiales (2)

Stylonematales
Compsopogonophyceae

Cyanidiophyceae

Figura 1-l. Filogenia de algas rojas y esquemas taxondmicos alternativos.

Porphyridiales (2)

Compsopogonales/
Erythropeltidales/
Rhodochaetales

Cyanidales

4 Van den Hoek et al., 1995
> H.S. Yoon, K.M. Miiller, R.G. Sheath, F.D. Ott, D. Bhattacharya. J. Phycol., 2006, 42, pp. 482-492
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Las microalgas rojas que pertenecen a cyanidophyta Unicamente esta compuesto
por tres géneros repartidos entre dos familias: los Cyanidiaceae y las Galdiericeae
gue comparten caracteristicas como ser unicelulares, habitar en ambientes acidos,
con pHs que van de 1 a 4, y altas temperaturas que van de los 42 alos 56 °C (Figura
2-1). El grupo Rhodophytina se divide en seis clases, tres de las cuales tienen
géneros de microalgas como: las porhyridiophyceae, las rhodellophyceae y las
stylonematophyceae, caracterizadas por ser principalmente mesofilos marinos y

tener una coloracion rojiza.

Cyanidiophyceae

Cyanidiaceae Galdieriacieae

Cyanidium caldarium Cyanidioschyzon merolae Galdiera sulphuraria

Figura 2-I. Ejemplos microscépicos del subfilo Cyanidiophyceae
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1.1.1 Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las microalgas rojas

El tamafio de las microalgas rojas depende de la especie y la etapa de crecimiento
que varia de entre 1 a 100 ym. La célula estd rodeada de un polisacéarido
mucilaginoso de espesor variable que principalmente esta compuesto por celulosa,
mananos, xilanos, agar y carrageninas,® no poseen flagelos y son organismos
bentdnicos. La mayoria de las microalgas rojas son esféricas u ovoides, con colores
como el azul, verde amarillo o naranja; esta coloracion depende de la sintesis de
ficobiliproteinas, clorofilas y carotenoides regulado por las condiciones de luz a las
que estadn expuestas. Por lo general contienen un solo cloroplasto parietal y
multilobulado.  Algunas de microalgas rojas contienen un pirenoide central y
esférico que esta presente en sus cloroplastos que tiene la funcion de llevar a cabo
la fijacion de carbono, Figura 3-. Las microalgas del subfilo cyanidiophyta
actualmente tienen un interés bioldgico particular, debido a que son las Unicas algas
rojas reportadas que viven actualmente en ecosistemas extremofilos (alta
temperatura y pH acido). Ademas, acumulan mayoritariamente ficocianina en el
interior de sus cloroplastos, lo que le confiere un predominante color azul-verdoso y
poseen gran plasticidad metabdlica, lo que ha generado un interés en su explotacién

como un importante recurso biotecnologico.

Exopolisacérido

Mitocondria

Nucleo
Almidén

Citoplasma

} Golgi
Vacuola

Cloroplasto

\i“‘

Ficobilisoma

Membrana

Figura 3-I. Diagrama de la estructura de las microalgas rojas. Esquema representativo de la fisiologia general de las
microalgas rojas sus organelos y compuestos.

6 Domozych, D. In eLS, 2022. pp. 1-11.
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1.2 Galdieria sulphuraria una microalga con gran potencial biotecnoldgico.

Las algas rojas unicelulares del subfilo Cyanidiophyceae son los principales
organismos eucariotas que habitan ambientes extremos, en cuanto a pH y
temperatura se refiere; junto con bacterias y arqueas son los organismos
predominantes en estos ecosistemas. La Cyanidiophyceae Galdieria sulphuraria,
habita naturalmente manantiales volcanicos azufrados, suelos de sulfato vy
ambientes antropogénicos hostiles en los que se pueden encontrar altas
concentraciones de arsénico, aluminio, cadmio, mercurio y otros metales pesados,

y puede representar hasta el 90% de biomasa total eucariota en estos ecosistemas.’

Por otro lado, el metabolismo heterotrofico de G. sulphuraria abre la oportunidad de
utilizar un amplio espectro de fuentes de carbono para la generacion de biomasa en
gran cantidad, que entre ellas incluyen hexosas, pentosas, desoxiazUcares,
polioles, disacéridos y aminoacidos (Tabla 1-1). En trabajos anteriores, se comprobd
que las cepas de G. sulphuraria 074W y 074G poseen 14 trasportadores de
azucares diferentes que estan involucrados en la absorcion de carbohidratos del
medio ambiente.° de manera interesante, mediante un estudio de EST elaborado
por Weber y colaboradores en 2004,° se encontr6 que G. sulphuraria contiene
genes que codifican para 13 transportadores de monosacaridos (entre los que se
encuentran trasportadores de glucosa y de sorbitol) y uno de un disacarido; de
igual manera en este trabajo se encontré que G. sulphuraria posee diversas vias
metabolicas como lo son la via glucolitica anaerobia, el metabolismo del almidén 'y
floridosido, la presencia de una via fotorespiratoria completa, y el metabolismo y la

biosintesis de lipidos de membrana.

7 Schénknecht G, Chen WH, Ternes CM, Barbier GG, Shrestha RP, et al. Science. 2013 ;339(6124), 1207-10.
80esterhelt C, Gross W. Plant Physiol. 2002; 128(1): 291-299.

%Oesterhelt C, Gross W. Plant biol, 1999; 1 (6): 694-700.

10 Weber AP, Oesterhelt C, Gross W, Brautigam A, et al. Plant Mol Biol. 2004, 55 (1): 17-32.
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Tipo de sustrato Tipo de molécula sustrato

molécula

Hexosa Pentosa
D-Glucosa D-Arabinosa
D-Manosa L-Xilosa
D-Galactosa D-Ribosa
D-Fructosa D-Lixosa
L-Sorbosa Hexioles
D-Fucosa D-Manitol
L-Rhamosa D-Sorbitol
Tagatosa Dulcitol
2-Deoxi-D-galactosa L-fucitol

Pentioles Compuesto de 3C
Adonitol Glicerol
Xilitol Piruvato
Darabitol AzUcares metilados

Disacaridos Metil-Glucosa
Trehalosa Metil-Manosa

Tabla 1-1. Ejemplos de la diversidad de fuentes de carbono metabolizados por G. sulphuraria.

En diversos trabajos, se ha cultivado heterotroficamente a G. sulphuraria 074G y
se han obtenido rendimientos de biomasa superiores a los 100 g L* de peso seco'!
y las productividades de biomasa en cultivos de flujo continuo han alcanzado hasta
50 g L dial.*? Esto es importante, ya que solo se han obtenido productividades y
rendimientos altos en cultivos de solo unas pocas especies de microalgas.t?
Ademas, G. sulphuraria también puede cultivarse en mezclas de remolacha
azucarera,®® en residuos agroindustriales de la produccién del maiz'4, en sustratos

a base de residuos de alimentos de restaurantes y de panaderias, y en efluentes de

11 Schmidt RA, Wiebe MG, Eriksen NT. Biotechnol Bioeng. 2005; 90 (1): 77-84.

12 Graverholt OS, Eriksen NT. App! Microbiol Biotechnol. 2007, 77(1):69-75.

13 Doucha J, Livansky K. J Appl Phycol. 2011, 24:35-43

14 Holguin O, Mozaffaria K, Segerb M, Dungan B. Bioresource Technology Reports. 2019, 7, 100269
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plantas de aguas residuales para el tratamiento microbioldgico. 156 Esto abre la
puerta a su utilizacidon en diversas areas tecnoldgicas en las que se encuentra, la
biorremediacion para la captura de metales pesados en el tratamiento de aguas, o
el uso de fuentes de carbono alternativas provenientes de residuos de la industria

alimenticia o agricola.

G. sulphuraria también es una productora potencial de productos valiosos. Entre
estos el floridésido, que se ha demostrado tiene las propiedades de reducir la
formacién de biopeliculas (antimicrobiano)'’ y como un potencial antiinflamatorio
disminuyendo la concentracién intracelular de especies reactivas del oxigeno.®
Ademas, es un productor importante de ficocianina, la cual es un pigmento
fotosintético presente en algas rojas y en cianobacterias. La ficocianina se ha
establecido como un importante producto comercial gracias a sus propiedades, las

cuales se han explotado en la industria.

Existen cepas de G. sulphuraria que sintetizan ficocianina incluso cuando crecen en
obscuridad como la cepa 074G,° lo que implica una ventaja sobre otros
microorganismos fotosintéticos productores de ficocianina que necesitan luz para
mantener su sintesis. Sin embargo, se sabe que las mejores condiciones para
estimular la sintesis de ficocianina en esta cepa requieren intensidades de luz por
debajo de aproximadamente 100 pmol m 2 s ~* en cultivos mixotréficos, pero en
condiciones heterotrofas la sintesis de ficocianina depende principalmente de la
cantidad de nitrégeno disponible en el medio,'° y esta tiene que estar en forma de

amonio ya es la Unica fuente de nitrégeno que metaboliza G. sulphuraria.

Ademas de la luz existen otros factores que afectan la sintesis de ficocianina como
la relacién nitrégeno-carbono.® Anteriormente se habia descrito que el exceso de
glucosa en el ambiente reprimia la sintesis de ficocianina. Sin embargo, un estudio,

elaborado en 2016 por Sarian y colaboradores, demostré que la represion de la

15 J.K. Sloth et al. Bioresource Technology 2017,238:296-305

16 Selvaratnam, T. Pegallapati, AK, Montelya, F, Rodriguez, G, et al. Bioresource Technology. 2014, 156, 395-
399.

7 Lju, H.B., Koh, K.P., Kim, J.S. et al. Biotechnol Bioproc E. 2008, 13, 458-463.

18 Kim M, Li Y-X, Dewapriya P, Ryu B, Kim S-K.. BMB Reports. 2013 31;46(8), 398-403.

19 Sloth JK, Wiebe MG, Eriksen NT. Enzyme and Microbial Technology. 2006, 38:168-175
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sintesis de ficocianina es debido a una inadecuada oxigenacion en el medio y no

por la cantidad de glucosa presente.?®

Historicamente Arthrospira plantensis se ha empleado como el organismo principal
para la produccion de ficocianina, a nivel mundial en estanques abiertos, y su
popularidad se basa en su disponibilidad y no por sus cualidades particulares. Con
base en su potencial positivo en el mantenimiento de la salud humana, la ficocianina
de A. plantensis se aprob6 para uso alimentario en los Estados Unidos y en la Unién
Europea en 2013 y 2014, respectivamente. A partir de ese momento, el interés en
las aplicaciones de ficocianina se increment6.?! Sin embargo, la obtenciéon de
ficocianina mediante A. plantesis, conllevan una serie de problematicas que
dificultan su produccién, por ejemplo: la productividad de biomasa de este
organismo esta determinada por el suministro de luz. Debido a que la luz solo
penetra unos cuantos centimetros superiores de los estanques abiertos (que se
encuentran expuestos al ambiente), no penetra a las células de las capas inferiores,
donde la productividad de ficocianina es cercana a cero, ademas, las células cerca
de la superficie del cultivo pueden experimentar altas intensidades de luz,
sobrecargando los centros de reaccién, obteniendo bajas eficiencias fotosintéticas,

y dafio fotoxidativo provocado por la luz solar lo que produce fotoinhibicion.

Organismo Condiciones Prmax Pcpc Reactor Referencia
(gLd?) (gL*d?)

A. plantensis Autotrofia 0.15 0.01 Estanque Pushparaj et al.??

A. plantensis Autotrofia 0.32 0.024  Estanque Pushparaj et al.?*

A. plantensis Autotrofia 1.32 0.092  Reactor tubular Carlozzi et al. %3

A. plantensis  Autotrofia 0.91 0.064  Columnade burbuja  Zitelli et al.?*

G. sulphuraria  Heterotrofia 14.5 0.47 Cultivo alimentado Graverholt et al.*?

G. sulphuraria  Heterotrofia 50 0.86 Quimiostato Eriksen et al. 1!

G. sulphuraria  Autotrofia 0.2 0.015  Quimiostato Graciani et al.?

G. sulphuraria  Mixotrofia 8.3 0.15 Matraces Shmidt et al. 1©

Tabla 2-1. Comparacion en la produccién de biomasa y ficocianina entre A. plantensis y G. sulphuraria.

20 Sarian FD, Rahman DY, Schepers O, van der Maarel. PLOS ONE, 2016, 11(2)

21 Eriksen NT, J Nutr Food Sci. 2016, 6:3.

22 pyshparaj, B., Pelosi, E., Tredici, M.R. et al. J. App Phycol 1997, 9, 113-119.

3 Carlozzi P. Biotechnol and bioeng, 2003, 81(3), 305-315.

24 7Zittelli, G.C., Tomasello, V., Pinzani, E. et al. J Appl Phycol, 1996, 8, 293-301.

% Graziani, G., Schiavo, S., Nicolai, M. A., Buono, S., Fogliano, V. et al. Food & function, 2013, 4(1), 144-152.
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Interesantemente, G. sulphuraria es una alternativa para la produccién de
ficocianina. A pesar de que el contenido especifico de ficocianina en G. sulphuraria
074G cultivada en condiciones heterotroficas es considerablemente menor que en
A. plantensis, las productividades de biomasa de hasta 50 g L* dia* que alcanza G.
sulphuraria y la seleccion de variantes de cepas pigmentadas (como la 074G-G1 o
074G-G2)?! da como resultado una productividad de ficocianina tan alta como 0.86
g L't dial, aproximadamente diez veces mayor que en los cultivos de A. plantensis.
Ademas, otras caracteristicas que hacen a G. sulphuraria un buen modelo para la
produccién de ficocianina son las siguientes: no acumula productos metabdlicos
inhibitorios del crecimiento como acido acético. Como en el caso de E. coli. Las
condiciones &cidas de los cultivos disminuye el riesgo de contaminacion de otros
microorganismos como protozoarios o bacterias permitiendo alcanzar producciones
heterétrofos se mantengan axénicos incluso a gran escala; esta cualidad permite
qgue la ficocianina sea un producto mas seguro en alimentos, nutraceuticos y
productos farmacéuticos que la ficocianina de cultivos no axénicos de estanque
abierto.?® Por lo cual, la gran productividad de biomasa que posee G. sulphuraria en
condiciones heterotroficas o mixotréficas le provee la cualidad de alcanzar
producciones de ficocianina en 1 o 2 érdenes de magnitud mayor que los reportados

para cultivos fotoautotréficos de A. plantensis.!! (Tabla 2-1).

26 Eriksen NT. App! Microbiol Biotechnol. 2008, 80 (1): 1-14.
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1.3 Aplicaciones de la ficocianina

La ficocianina es un pigmento que ha llamado la atencion de la comunidad cientifica,
es proteinico, no toxico y soluble en agua. Posee propiedades antioxidantes,
fluorescentes y cromoforas, exhibiendo efectos antinflamatorios, hepatoprotectores
y neuroprotectores. Adicionalmente a estos beneficios, el interés actual de la
ficocianina es debido a su valor nutricional como una proteina y a sus propiedades
terapéuticas, que incluyen propiedades anticancerigenas.?’.?® Ademas tiene
aplicaciones como colorante natural en nutracéuticos, cosmeéticos y dentro de la

industria biotecnoldgica, Figura 4-1.2°

Su actividad antioxidante se debe a su capacidad de capturar radicales libres del
ambiente celular y reaccionar con otros oxidantes de relevancia patogénica. Las
especies reactivas del oxigeno son la mayor causa de procesos de importancia
patolégica como la inflamacién, enfermedades neurodegenerativas, diabetes,
ateroesclerosis, cancer y procesos de envejecimiento.3%3! Algunos mecanismos

gue han sido propuestos para explicar como la ficocianina estabiliza las especias

Figura 4-1. Disciplinas donde la ficocianina ha generado mayor impacto por su importancia
econdcmica.

27 Fernandez-Rojas B, Herna'ndez-Jua‘rez J, Pedraza-Chaverri J. J Funct Foods, 2014,11:375-392.

28 Hussein MMA, Ali HA, Ahmed MM. Pestic Biochem Physiol, 2015, 119:28-32

29 M. Kuddus, P. Singh, G. Thomas, Awdah Al-Hazimi. BioMed Research International, 2013, 742859.
30Romay C, Gonza’lez R, Ledo’n N, et al. Curr Protein Pept Sci, 2003, 4:207— 216.

31 Durackova’ Z. Physiol Res, 2010, 59(4):459-469
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reactivas de oxigeno, han demostrado que las subunidades de la ficocianina estan

involucradas en este proceso.3?

En la industria alimentaria, la ficocianina se usa principalmente como un colorante
natural, remplazando a colorantes artificiales dafiinos para la salud, un estudio
elaborado por McCann y colaboradores demostré una relacion entre el trastorno por
déficit de atencion y los colorantes artificiales consumidos por humanos.33 Desde su
aprobacion por la administracion de drogas y alimentos de Estados Unidos para ser
usado en la industria alimentaria, la demanda de este pigmento se incremento,
especialmente en Norteamérica y Europa, porque no es toxico, carcinogénico, y es
biodegradable.3* Los costos de la ficocianina pueden alcanzar de 160 a 180 délares
por Kg. Actualmente, algunas bebidas alcohdlicas, goma de mascar, productos a
base de leche como helados y postres, incluyen ficocianina.3®

La ficocianina también se usa como un marcador fluorescente porque una de sus
caracteristicas es la absorcion y le emision de luz debido a que tiene un alto
coeficiente cuantico, gran fotoestabilidad y es soluble en agua y el costo de
marcadores fluorescentes a base de ficocianina puede alcanzar 152.5 délares/mg.3¢
Precio que es varias ordenes de magnitud mayor con respecto a ficocianina a
ficocianina menos pura. Esta molécula tiene muchas aplicaciones, por ejemplo: la
ficocianina puede unirse con moléculas de actividad biol6gica especifica como
inmunoglobulinas, proteina A, biotina y avidina. Un importante uso para esta
proteina fluorescente es en la técnica de células individuales a través del clasificador
de separacion de células activado (FACS por sus siglas en ingles). La ficocianina
también es til en muchas otras técnicas como marcadores en electroforesis,
microscopia de fluorescencia, hibridaciéon in situ por fluorescencia (FISH por sus

siglas en ingles) y marcaje de proteinas, anticuerpos y acidos nucleicos.3’

32 pleonsil P, Soogarun S, Suwanwong Y. Int J Biol Macromolec, 2013, 60:393-398

33 McCann D, Barrett A, Cooper A, et al. Lancet, 2007, 370:1560-1567.

34 Venila CK, Zakaria ZA, Ahmad WA. Process Biochem, 2013, 48:1065-1079.

35 Christaki E, Bonos E, Florou-Paneri P.: Kim SK (ed.) Handbook of Marine Microalgae: Biotechnology
Advances. Elsevier Academic Press, London, UK, 2015.

36 Kathiravan A, Chandramohan M, Renganathan R, Sekar S. J Mol Struct 2009, 919:210-214.

37 Sekar S, Chandramohan M. J. App. Phycol, 2008, 20(2):113-136.
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Ficobilisoma: un complejo captador de luz de algas

rojas.

Universalmente los organismos fotosintéticos oxigenados, contienen dos centros de
reaccion distintos, el p700 y p680 del fotosistema | y el fotosistema I,
respectivamente. Cada centro de reaccion esta asociado con una antena de
complejos de proteinas y pigmentos de recoleccion de luz conocida como el
complejo cosechador de luz, donde una molécula de clorofila a, es la biomolécula
que funciona como pigmento del centro de reacciéon universal.®® Sin embargo, el
complejo cosechador de luz dentro de las cianobacterias, algas rojas, y
Glaucophytas estan formados a partir de ficobilisomas (PBS). Los ficobilisomas son
antenas de recoleccion de luz del fotosistema, que estan constituidos por moléculas
clave de pigmentos fotosintéticos conocidas como ficobiliproteinas (proteinas de
colores intensos) que forman parte de una familia homogénea de proteinas de
captacion de luz que absorben la radiacion visible en el rango de 450 a 670 nm,
transfiriendo energia de excitacibn con alta eficiencia cuéntica hacia los
fotosistemas I 'y 11.%° La calidad de la radiacién incidente y la transferencia de energia
involucrada en la recoleccién de luz hace que los ficobilisomas hayan evolucionado
en los organismos que los poseen, para ganar cierta capacidad de sobrevivir en
una amplia gama de entornos, incluidas diferentes profundidades del mar y agua
dulce. Muchas cianobacterias reaccionan a un cambio en la calidad de luz,
remodelando la composicion de su antena de tal manera que cambia la proporcién
de las ficobiliproteinas en ficobilisoma, en relacion con el tipo de luz disponible y su
intensidad.*® Los ficobilisomas (Figura 1-ll) son complejos supramoleculares
compuestos por una subestructura central, y barras periféricas proteicas, que
pueden llegar a representar hasta el 60% de la proteina soluble total en una célula.

El peso de esta estructura depende del género y especie; por lo cual esta estructura

38 Bearden AJ, Malkin R. Q Rev Biophys. 1974,7 (2): 131-77.
3% McConnell MD, Koop R, Vasil'ev S, Bruce D. Plant Physiol. 2002, 130 (3): 1201-12.
40 Kehoe DM. Proc Natl Acad Sci. 2010, 107 (20): 9029-30.
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puede llegar a pesar de 7 a 15 MDa, que es mucho mas grande que los centros de
reaccion.*t Ademas de la absorcién y transduccién de luz, los ficobilisomas son un
reservorio de nutrientes en condiciones de estrés por inanicion de azufre, carbono,
y principalmente de nitrogeno. Los ficobilisomas se componen de polipéptidos
acidos solubles en agua asociados a croméforos llamados ficobiliproteinas y
polipéptidos basicos no asociados a cromoforos llamados proteinas de union que
generalmente son hidrofébicos. Las ficobiliproteinas tienen la funcion principal de
actuar como fotorreceptor, los cromoforos asociados a estas proteinas son
compuestos tetrapirrdlicos lineales llamados ficobilinas, que estan unidos

covalentemente a residuos de cisteina.*?

B Ficoeritrina
I Ficocianina
I Aloficocinaina Ficobilisoma
Il Bilina

Ficobiliporteina

Estroma

- rretssserrersissssersersrerressesserent  serestessesessesmerestereseesesssseseetereitrerertreee C-Ficocianina
Membrana :
toras . Fotosistema Il

Lumen tilacoidal

S COOH

Ficocianobilina

Figura 1-Il. Esquema de organizacién del ficobilisoma. El ficobilisoma es una estructura macromolecular que esta
constituida de trimeros o hexameros de ficobiliproteinas, y las ficobiliproteinas tienen la caracteristica principal de
tener unidos covalentemente a residuos de cisteina, compuestos tetrapirrélicos llamados ficobilinas

4 Mullineaux CW, Photosynth Res. 2008, 95 (2-3): 175-82.
42 Singh NK, Sonani RR, Rastogi RP, Madamwar D. EXCL/ J. 2015; 14: 268-289. 3
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A | 68nm |

39nm

Figura 2-1l. Estructura del ficobilisoma. A. La estructura del ficobilisoma de 16.8 MDa de G. pacifica (cédigo PDB 5Y6P).
Cada color representa a diferente una subunidad de la ficobiliproteina. Los centros de reaccion unidos a la membrana se
encontrarian directamente abajo del ficobilisoma, la tercera dimensién del PBS (en el plano del papel) es de 45nm. B.
Barras periféricas del PBS de Acaryochloris marina. Las barras periféricas del PBS se componen de hexameros que contiene
ficocianina, en una sola varilla (1.2 MDa). Las subunidades verde y roja representan las subunidades a y B respectivamente.
(codigo PDB 500K). 43

4 zhang, J., Ma, J., Liu, D. et al. Nature, 2017, 551, 57-63.
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A nivel funcional, las ficobiliproteinas son un grupo de proteinas pigmentadas y
segun su color, se pueden dividir en tres grupos principales: (1) Ficoeritrina de alta
energia (PE - rosa brillante - Amax 540-570 nm), (2) ficocianina de energia
intermedia (PC - azul cobalto oscuro - Amax 610-620 nm), y (3) aloficocianina de
baja energia (AP - azul agua mas brillante - Amax 650-655 nm). Los espectros de
absorcion visibles y de emision de fluorescencia (Figura 3-I1) de las ficobiliproteinas

estan determinados por el cromoforo tetrapirrol y por el entorno en el que se
encuentran.
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Figura_3-Il. Espectros de fluorescencia (A) y UV-visible (B) de ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina aislada de
Lyngbya sp. AO9DM .42

Las ficobiliproteinas son proteinas diméricas ap (Figura 4-11), donde a y 8 son dos
subunidades de una misma ficobiliproteina y cada una de las subunidades esta
codificada por un gen distinto que se encuentran presentes generalmente en un
operoén. Las subunidades a y B tienen una longitud uniforme que va de entre los 160
y los 180 residuos de aminoacidos. Estas subunidades se oligomerizan para formar
discos hexaméricos y triméricos, que ademas participan en la construccion de las
barras periféricas y de la estructura nuclear del ficobilisoma. Dependiendo del tipo

de ficobiliproteina, es la cantidad y el tipo ficobilina de que posee cada subunidad,
como se presenta a continuacién en la Tabla 1-11.44

44 Kikuchi H, Wako H, Yura K, Go M, Mimuro M. Biophys J. 2000, 79 (3): 1587-600.
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Biliproteinas Cromoforo Subunidades No. De croméforos en una
subunidad
o B v
C-ficoeritrina (C-PE) Ficoeritrobilina (PEB) aB, 2 304 N/A
B-ficoeritrina (B-PE) Ficoeritrobilina (PEB) (aB), 2 4 N/A
B-ficoeritrina (B-PE) Ficoeritrobilina (PEB) y aB.y 2PEB 4PEB 2PEBy
Ficourobilina (PUB) 2PUB
C-ficocianina (C-PC) Ficocianobilina (PCB) a B, 1 2 N/A
R-ficocianina (R-PC) Ficocianobilina (PCB) y a,B, 1PCB 1PCBy N/A
Ficoeritrobilina (PCB) 1PEB
Ficoeritrocianina (PEC) Ficobiliviolina (PXB) y a,B, 1PXB 2PCB N/A
Ficociabobilina (PCB)
Aloficocianina (APC) Ficocianobilina (PCB) a,B, 1 2 N/A
B-Aloficocianina (B-APC) Ficocianobilina (PCB) B, 1 1 N/A

Tabla 1-1l. Diversidad de ficobiliproteinas, numero de cromdforos por subunidad y canditad de subunidades por complejo.

C-Ficocianina

Figura 4-11. Estructuras cristalograficas de las ficobiliproteinas principales. La subunidad a se encuentra en verde y la
subunidad B en naranja. A. Estructura tridimensional de la R-Ficoeritrina de Polysiphonia urceolata (c6digo PDB 1LIA)
donde se observa que 3 ficobilinas estan unidas a la subunidad a y tres a la subunidad .4> B Estructura tridimensional
de la B-Aloficocinaina de A. plantensis (codigo PDB 1ALL) donde se observa que existe solo una ficobilina unida
covalentemente a cada subunidad.*¢ C. Estructura tridimensional de la C-Ficocianina de Cyanidium caldarium (cédigo
PDB 1PHN) donde se muestra que en la subunidad a tiene una ficobilina unida y tiene 2 en la subunidad B. 47

4 Chang, W.R,, Jiang, T., Wan, Z. L., Zhang, J. P., Yang, Z. X., & Liang, D. C. J. Mol Biol, 1996, 262(5), 721-731.
46 Brejc, K., Ficner, R., Huber, R., & Steinbacher, S. J. Mol Biol, 1995, 249(2), 424—-440.
47 Stec, B., Troxler, R. F., & Teeter, M. M. J. Biophysical, 1999, 76(6), 2912-2921.
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2.1 Laluz regula la expresion del ficobilisoma.

Como organismos fotétrofos, las cianobacterias y las algas rojas dependen en gran
medida de la luz como fuente de energia (siempre y cuando no exista fuente de
carbono para microorganismos heterotrofos facultativos), y de informacién sobre los
cambios en el medio ambiente ya que dependiendo de la intensidad o calidad de la
luz el alga puede remodelar su ficobilisoma para adaptarse a las condiciones que la
rodean. Como se ha mencionado anteriormente, la luz puede tener efectos nocivos,
especialmente bajo irradiacion excesiva y bajo cualidades de luz desfavorables,
como la luz ultravioleta o azul. Las cianobacterias y algas rojas pueden alterar el
contenido absoluto del pigmento, las caracteristicas espectrales de sus antenas de
captacion de luz, y no menos importante la relacion PSIl y PSIl. Se sabe que existe
una estrecha relacion entre los cambios en el perfil de expresion génica y la
respuesta de aclimatacion en el cambio a luz alta. Cuando se presenta un exceso
en la radiacion luminosa los genes involucrados en la sintesis de los aparatos
fotosintéticos entre estos cpc y apc (encargados en la produccién de ficocianina y
aloficocianina, respectivamente), que codifican para las subunidades de los
ficobilisomas y los genes hem, que codifican para las enzimas que llevan a cabo la
biosintesis del grupo hemo (precursor directo de las ficobilinas), se reprimen para

reducir la capacidad de captacion de luz.*®

Estudios filogenéticos han demostrado que las proteinas RpaB, y Hik33 estan
conservados en diferentes especies de cianobacterias y en los cloroplastos de algas
rojas. RpaB es un regulador de respuesta de unién a DNA de tipo OmpR y Hik33
es una histidin-cinasa que actia como un sensor multiple de estrés que regula la
expresion de una variedad de genes involucrados en el proceso de fotosintesis

durante la exposicién a luz alta*®5°

48 Muramatsu, M. y Hihara, Y. J Plant Res. 2012, 125: 11 — 39.
4 M.K. Ashby, J. Houmard. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 2006, 70: 472-509,
50 K. Tanaka Frontiers in Physiological and Molecular Biological Research, Nova Scien 2012, pp. 39-60
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Se ha sugerido que un sistema de dos componentes regula la expresion de los
genes involucrados en la captacion de luz (Figura 5-I1), donde Hik33 mantiene una
forma activa en condiciones de poca luz y lleva a cabo un efecto de inhibicidn tras
la exposicion a luz alta provocando un cambio en la expresion génica. Existe
evidencia de que la pérdida de RpaB de los genomas, esta relacionada con la

pérdida del ficobilisoma en la cianobacteria Synechosystis sp.3°

La forma en la que Hik33 regula los genes involucrados en el proceso de fotosintesis
empieza cuando esta histidin-cinasa detecta la sefial de por luz a través de su
dominio de entrada de sefial, promoviendo que un residuo de histidina altamente
conservado de la histidin-cinasa se autofosforile, utilizando ATP como donante de
fosfato. Posteriormente, el grupo fosfato es transferido especificamente al residuo
de aspartato del dominio receptor de la proteina regulador de respuesta (RpaB).
Esta proteina, en su estado fosforilado, se une a regiones promotoras HLR1 de
determinados genes mediante el dominio de unién a DNA, promoviendo la
transcripcion de genes involucrado en el evento de fotosintesis en cianobacterias.>!
Como resultado de esta modificacion en la expresion génica, las células modifican
ciertas caracteristicas que le permiten adaptarse a las nuevas condicione
ambienales. Eventualmente, las condiciones del medio volveran a cambiar, y la

sefal activadora de sistema en cuestion estara ausente.

Bajo condiciones de estrés por luz alta, la histidin-cinasa Hik33 dejara de estar
activa como cinasa, y la proteina reguladora de respuesta fosforilada (RpaB-P)
perdera el grupo fosfato, inactivAndose como regulador transcripcional. La proteina
Hik33 en ausencia de sefal, adquiere una actividad fofatasa especifica de su

regulador de respuesta. 5253

51 Wilde A, Hihara Y. Biochimica et Biophysica Acta. 2016, 1857:296 —308.
52 Mikami, Y. Kanesaki, I. Suzuki, N. Murata. Mol. Microbiol. 2002, 46: 905-915
53 A.M. Stock, V.L. Robinson, P.N. Goudreau. Annu. Rev. Biochem. 2000, 69: 183-215,
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Figura 5-Il. Regulacién de la expresion de genes fotosintéticos mediante el sistema de dos componentes en Synechocystis
sp. 6803. A. En condiciones de poca luz, se lleva acabo la expresion de proteinas del fotosistema y del aparato captador de
luz que es el ficobilisoma en Synechocystis sp., debido a que Hik33/Ssl3451 fosforila a RpaB que promueve la expresion de
estos genes. B. En condiciones de luz alta. Hik33 y SsI3451 no interaccionan y no fosforilan a RpaA, ocacionando que se
lleve a cabo la sintesis de proteinas (hliA, B y otras), que ayudan a la disminucidn de especies reactivas promovidas por el
estrés a la alta luz, y a su vez se reprime la sintesis de proteinas que forman al ficobilisoma.
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2.2 La degradacion de los ficobilisoma, un proceso inducido por la

deprivacion de nitrégeno.

En cianobacterias y en algas rojas hay muchos factores que tienen un efecto
indirecto en la fotosintesis como la cantidad de luz, pH, temperatura, concentracion
de solutos, etc. Debido a que la fotosintesis genera energia y poder reductor (en
forma de NADPH y FADH?2) para llevar a cabo procesos metabdlicos y para llevar a
cabo la regulacion de ciertos procesos como el mecanismo de concentracion del
carbono, por lo cual, la variaciéon en alguno o varios de estos elementos podria traer

diversas consecuencias a la célula.

Un proceso que afecta de manera drastica al metabolismo es la limitacion de
nutrientes. En cianobacterias y algas rojas es el estrés nutricional que es
ocasionado por la limitacion de nitrégeno, carbono, hierro y COz2 tiene un impacto
indirecto en la fotosintesis. Sin embargo, la limitacién de nitrégeno es la que afecta
de manera mas importante, debido a que la falta de este macronutriente tiene un
efecto especifico sobre los ficobilisomas, que son los encargados de llevar a cabo
la recoleccion de fotones para suministrar la energia proveniente de la luz hacia los
fotosistemas y por ende al sistema foto respiratorio. Esto es ocasionado porque las
ficobiliproteinas constituyen méas del 50% de la proteina soluble total y por lo tanto
es el reservorio mas importante de nitrégeno en una célula como se mencioné

anteriormente.>* 555 A continuacién se detalla este proceso.

2.3 La degradacion de los ficobilisomas un proceso mediado por NblA y
ClpC.

La primera evidencia que se tiene acerca del papel de NblA en la degradacion del
ficobilisoma se describié por Grossman y col. (1994).%6 Se observé que las mutantes

de cianobacterias que carecen de esta proteina no degradaban practicamente

54 Collier JL, Grossman AR. EMBO J. 1994, 13 (5): 1039-47.
55 Bienert R, Baier K, Volkmer R, Lockau W, Heinemann U. J Biol Chem. 2006, 281: 5216 — 5223.
56 Sendersky E, Kozer N, Levi M, Garini Y, Shav-Tal Y, Schwarz R. Plant J. 2014, 79: 118 - 126
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ninguno de sus ficobilisomas en condiciones por limitacién de nitrégeno. Por lo
tanto, exhiben un fenotipo no blanqueador, es decir, no hay degradacion de los
principales pigmentos fotosintéticos como ficobiliproteinas, clorofila o carotenos
dentro de las cianobacterias. La funcion de NbIA ha sido objeto de numerosos
estudios y con experimentos de union, se ha demostrado que NblA, interactia con
las subunidades a de las ficobiliproteinas. En experimentos de pull-down, se
descubrid que NbIA se une especificamente a la proteina ClpC, una proteina
chaperona HSP100 asociada a la proteasa Clp (Figura 6-ll), de manera
dependiente de ATP. Este resultado condujo a proponer un modelo de degradacion
de los ficobilisomas en el que NbIA, actia como una proteina adaptadora a la
proteasa Clp. Los complejos de degradacién de proteinas Clp consisten en dos
elementos funcionales: un ndcleo proteolitico en forma de cilindro que consta de
dos anillos heptaméricos y, una chaperona AAA+ hexamérica que es responsable
del reconocimiento del sustrato, desdoblamiento y el enhebrado de la cadena de
polipéptidos que se extiende a través de un poro estrecho hacia el compartimento
de la proteasa.®” La especificidad del sustrato que posee una proteasa Clp esta
determinada por su chaperona acompafnante llamada ClpC. El reconocimiento del
sustrato por la chaperona ClpC esta determinado por un tercer participante llamado
proteina adaptadora. Las proteinas adaptadoras unen simultaneamente al sustrato
y a la proteina chaperona, formando asi un complejo ternario que provoca la
degradacion del sustrato y de la proteina adaptadora. En otras palabras, las
proteinas adaptadoras modulan la especificidad del sustrato para su degradaciéon

por la proteasa.

En resumen, la degradacion de los ficobilisomas se lleva a cabo mediante el sistema
de degradacion proteasa Clp, que es inducida por la expresién de la proteina NblA.
Debido a que las proteasas de Clp requieren NbIA para reconocer ficobilisomas
como sustratos, los organismos que carecen de NbIA degradan a los ficobilisomas

a una velocidad baja, incluso en condiciones de falta de nitrdgeno.

57 Baier A., Winkler W., Korte T., Lockau W., Karradt A. J Biol Chem. 2014, 289 (17): 11755-11766.
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NblIA | Proteasa
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Figura 6-1l. Representacion de la proteasa Clp. La proteasa Clp es un sistema de degradacion de proteinas compuesto
por un anillo hexamérico de proteinas chaperonas llamadas ClpC, un anillo heptamérico de proteinas reguladoras CIpR
y un anillo heptamérico de proteinas con actividad proteasa llamadas ClpP. La caracteristica principal de la proteasa Clp

es que reconoce sus sustratos por medio de proteinas adaptadoras para formar un complejo ternario ClpC-Proteina
adaptadora-Sustrato. Sin la proteina adaptadora (NblA) es improbable que ClpC lo reconozca.

2.3 Regulacion de la proteina pequefia NblA.

Las proteinas NbIA son pequefias, de aproximadamente 60 aminoacidos de
longitud. La mayoria de las cianobacterias y algas rojas que contienen
ficobiliproteinas poseen genes nbl. El alineamiento de las proteinas NbIA revela una
baja homologia (aproximadamente 30% de identidad de secuencia en promedio).%®
Solo existen tramos cortos de residuos de aminoacidos altamente conservados
ubicados cerca de los extremos N y C terminales que estan involucrados en la unién

de ficobiliproteina y ClpC, respectivamente.®®

Se ha descrito que los genes nbl o non-bleaching (Figura 7-Il), determinan el
fenotipo blanqueador, en otras palabras, determina la degradacion de las
ficobiliproteinas en cianobacterias provocando que pasen los cultivos de un color
azul verdoso a un color verde-amarillento y uno de ellos codifica para la proteina
NbIR, que participa que la regulacion positiva en la expresion del gen nblA. NbIR

actia como un regulador de respuesta de un solo componente. Para que NbIR

58 Dines M,. Sendersky E., David L., Schwarz R., Adir N. J Biol Chem. 2008, 283 (44): 30330-40.

23



Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Biotecnologia

participe se ha descrito que la regulacion transcripcional del gen nblA se lleva a
cabo mediante el siguiente proceso: inicialmente existe una interaccion de una
proteina denominada SipA con NbIS en condiciones normales (sin ningun tipo de
estrés), RpaB es fosforilada por el dio SipA/NbIS permitiendo a RpaB-P unirse
directamente a secuencias de repetidos imperfectos de A/T compuestos por dos
octameros llamados HLR1 (secuencias reguladores de luz alta 1) que se encuentra
en la region promotora del gen nblA reprimiendo su transcripcion. En contraparte,
cuando existen condiciones de inanicién por nitrogeno, NbIS se convierte en una
fosfatasa inducida por estrés, que da como consecuencia la desfosforilacion de
RpaB-P, este evento permite la disociacion de RpaB de la regién HLR1. La region
promotora que ahora queda libre, permitiendo que el regulador de la transcripciéon
positiva NbIR unirse al promotor del gen nblA, promoviendo la transcripcién en un

mecanismo que alun no esta muy bien elucidado. >°

A B
Condiciones normales de Nitrogeno (+N) Estrés por inanicién de nitrégeno (-N)
NbIS — SipA NDIS g SipA
)
NbIS  SipA NbIS SipA

v Y N\
RpaB\ /SrrA RpaB
AN
NN

nblA nblA

0

X

Figura 7-Il. Diagramas que muestran la regulacion de la expresion del gen nblA por sistemas de dos componentes en S.
elongatus. A. La expresion del gen nblA estd impedida debido a las condiciones de nitrégeno en el medio presentes
provocando que NblS/SipA fosforilen a RpaB y SrrA uniéndose a sitios HLR1 e impidiendo que la proteina NbIR un factor
transcripcional activador de nblA, se una al gen. B. En condiciones de inanicidn por nitrégeno la proteina NblS no presenta
su actividad cinasa, provocando que RpaB y SrrA no se activen, promoviendo finalmente la transcripcion de nblA por
medio del factor transcripcional NbIR.

%9 Kato H, Chibazakura T, Yoshikawa H. Biosci Biotechnol Biochem. 2008, 72 (4): 1072-9.
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2.4 Galdieria sulphuraria presenta blanqueamiento bajo inanicién por

nitrégeno.

Se ha descrito, que en G. sulphuraria la ficocianina se degrada en condiciones de
inanicion por nitrégeno. Sintenova y colaboradores (2006) demostraron que G.
sulphuraria sufre cambios en su ultraestructura celular inducida por deficiencia de
nitrdgeno. 80 Particularmente, la estructura cloroplastica a partir del primer dia de
inanicion se observo que el area promedio del cloroplasto disminuye, es decir, el
tamafo del cloroplasto se redujo. Ademas, el estrés inducido por la limitacion de
nitrégeno produjo un cambio en la coloracién de las células, propiciando que
cambiara de un azul-verdoso (al comienzo del primer dia en el cultivo) a marrén-
verdoso (en el séptimo dia). La suspension se volvio a un verde-amarillento y
después de 14 dias de cultivo perdié basicamente su color. La Figura 8-l presenta
el espectro de absorcibn de células de la cepa IPPAS P-513 que crecen
autotroficamente en medio nutritivo. Los méaximos a 436 y 678 nm pertenecen a la
clorofila; a 640 nm, a C-ficocianina; el maximo a 464 y un hombro a 480 nm
pertenecen a varios carotenoides. Algunos cambios en el espectro de absorcion
ocurrieron apenas después de un dia de inanicion de nitrégeno. Después de 16
horas, se not6é una disminucién en el maximo de C-ficocianina. Después de 24 horas
esta disminucién fue evidente. Los cambios en los espectros de absorcion de la
suspension bajo deficiencia de nitrégeno indican una disminucién de la acumulacion
de C-ficocianina y su degradacion apenas después del primer dia de inanicién. Al
tercer dia, solo se observaron trazas de C-ficocianina y los carotenoides se hicieron

menos pronunciados.

A pesar de este estudio realizado en 2006, en la actualidad no hay evidencia que
implique la actividad de la proteina NbIA en la de gradacion de las ficobiliproteinas
en condiciones de estrés por falta de nitrdgeno en algas rojas. Sin embargo, se ha

reportado hasta el momento la existencia de este gen en diferentes especies

80 Sinetova MP, Markelova AG, Los DA. Russ. J. Plant. Phys. 2006, 53(2); 153-162.
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(macroscopicas y microscopicas) pero hasta el momento se desconoce si el gen

nblA participa en la regulacion de degradacion de la ficocianina en G. sulphuraria.
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Figura 8-Il. Espectro de absorcidn de la suspension de G. sulphuraria en varios estadios de la inanicion por
nitrogeno. A. primer dia en medio con nutrientes completos. B. el primer dia bajo inanicién por nitrégeno.
C. tercer dia bajo inanicion por nitrégeno D. dia 14 bajo inanicidn por nitrégeno. La linea punteada
representa tiempo 0. La linea discontinua representa 16h después del inicio del cultivo. Linea punteada
representa tiempo 24h después al tiempo 0.5°

26



Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Biotecnologia

Anélisis de la degradacién de ficocianina en
G. sulphuraria

3.1 Planteamiento del problema.

El espectro tan amplio de aplicaciones practicas que posee la ficocianina dentro de
las diferentes areas industriales ha derivado en una serie de esfuerzos para
aumentar la produccion de ficocianina en A. plantensis (antiguamente llamada
Espirulina). Sin embargo, el uso de esta cianobacteria trae consigo un numero
considerable de problemas durante su cultivo por limitaciones que estan
relacionadas con su bajo rendimiento en biomasa, la dificultad por aumentar su
productividad debido a la dependencia de su metabolismo autotrofico y la
vulnerabilidad de los cultivos a una posible contaminacién. Por lo cual, una parte de
la comunidad cientifica ha propuesto a G. sulphuraria como una promesa para
llevar a cabo la produccion de ficocianina a gran escala, debido a su gran plasticidad
metabdlica y a las condiciones extremdfilas de su cultivo, lo que proporciona
diversas ventajas que normalmente no se obtendrian a partir de cultivos utilizando
a A. plantensis, por ejemplo: son cultivos que pueden obtener una alta densidad de
biomasa debido al metabolismo heterotréfico y mixotréfico, la ausencia de
produccion de metabolitos inhibitorios de crecimiento como acido acético (como en
el caso de E. coli) y por ultimo mantienen las condiciones axénicas en la mayoria
de los casos, hasta por largos periodos de tiempo. Hasta el momento no se ha
llevado un estudio sistematico sobre la acumulacion de ficocianina en G. sulphuraria
y el impacto ocasionado a los cultivos cuando es expuesta a condiciones de estrés
por falta de nitrégeno. En principio esta investigacion aportara informacion basica
sobre el comportamiento en el titulo de ficocianina dentro de G. sulphuraria en
limitacion de nitrégeno, pero ademas podria aportar datos que ayudaran al
desarrollo de nuevas estrategias para la acumulacion de la ficocianina, la
optimizacién de procesos y la generaciéon de datos que lleven a comprender un poco
mas acerca del metabolismo de esta microalga y que ha surgido como un referente

de microrganismos extremdéfilos que pueden ser explotados biotecnolégicamente.
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pH |

pHs Acidos
J
J
A
AR

Temperaturas altas Gran plasticidad
(hasta) 56 °C Metabdlica

/ G. sulphuraria

Ti

Soporta altas concentraciones Soporta altas
de metales pesados presiones osmoticas

Las cualidades extremofilas de pH y temperatura que posee G.
sulphuraria permite que los cultivos se mantengan libres de
microganismos patogenos que por lo general son mesdfilos y neutréfilos
lo que permite obtener productos mas seguros para el consumo
humano.

La alta capacidad para tolerar presiones osmoticas altas y
concentraciones altas de metales pesados permite utilizar una gran
cantidas de diferentes tipos de medios, como aguas reciduales, aguas

que han sido contaminadas por la actividad antropogénica o aguas con
altas cantidades de sales lo que permite reducir costos de produccién y
gasto de agua potable

La gran plasticidad metabdlica permite el uso de una gran cantidad de
diferentes fuentes de carbono, a su vez el crecimiento no solo esta
limitado por su metabolismo autotréfico sino que podemos acelerar el
proceso de produccién de biomasa y utilizar compuestos organicos
provenientes de residuos agroindustriales y alimenticios, aprovechando
al maximo los recursos naturales.

Figura 1-lll. Principales propiedades de G. sulphuraria y sus ventajas como un recurso biotecnoldgico importante para la
obtencién de metabolitos de alto valor industrial
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3.2 Hipotesis

En condiciones de insuficiencia por nitrégeno, se activara la expresion del gen nblA
que actuard como proteina adaptadora para la degradacién de la ficocianina por
medio de la proteasa Clp en G. sulphuraria.

3.3 Objetivos

General:

» Analizar la relacién entre la degradacion de la ficocianina y la acumulacién
del mensajero de nblA en G. sulphuraria en condiciones de limitacion de

nitrégeno.
Particulares:

+ Identificacion in silico de los genes que conforman el sistema de degradacion

de la ficocianina en G. sulphuraria.

+ Elegir la cepa de G. sulphuraria dentro de la coleccién del laboratorio en la
gue se observe mayor degradacion en deficiencia de nitrégeno y determinar
las condiciones adecuadas para la recoleccion de muestra para el analisis de
nblA.

 Analizar la expresion del gen nblA en la cepa seleccionada en condiciones

de limitacion por nitrogeno.
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3.4 Método experimental.

3.4.1 Cepas de G. sulphurariay condiciones de cultivo autotrofico para evaluar
cada cepa.

Se emplearon 5 cepas de G. sulphuraria, obtenidas comercialmente para las
evaluaciones que se muestra en la Tabla 1-lll. Para la determinacion del aumento
de la densidad optica (DO), la concentracion celular y la determinacion de los
colorantes de ficocianina se generé un precultivo, en un volumen de 300 mL
contenido en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. El crecimiento se monitoreo durante
20 dias, hasta obtener 1 DOsoo, en condiciones de luz continua con intensidad de
140 ymEm2 s, en agitacion continua a 150 rpm, 42 °C, pH 2, en un medio mineral
que descrito por Gross (1995) que contiene: 1.5 g/L, (NH4)2SO4; 300 mgl/L,
MgSO4e7H20; 300 mg/L, KH2PO4; 20 mg/L, CaCl.e2H20; 20 mg/L NaCl. 1.5 ml de
una solucion de Fe-EDTA (690 mg de FeSO4, 930 mg EDTA por 100 mL), 2 mL
solucion de elementos traza (2.86 g HsBOs, 1.82g MnCl: esH20, 220mg
ZnS0O4e7H20, 30 mg (NH4)sM07024, 80 mg CuSO4e5H20, 40 mg NaVOse4H:0, 40
mg CoCl.e6H20 por litro). Al término del preinéculo se recolecté el volumen
necesario para iniciar un nuevo cultivo (cultivos a 1 D.O.so0 €n un volumen de

300mL) de cada cepa, sin nitrogeno ((NH4)2SOa4), en las condiciones anteriormente

descritas.
G. sulphuraria Origen Geografico Cepario
(Cepa)

5587.1 Parqg. Na. Yellowstone CCMEE

2919 Sonoma, California UTEX

21.92 Yangmingshan, Taiwan SAG

107.79 Sonoma, California SAG

108.79 Parqg. Na. Yellowstone SAG

Tabla 1-lll. Cepas de G. sulphuraria y fuente de obtencion. CCMEE (Culture coleccion of microorganisms from Extreme
Environments, Oregon University), SAG (Culture collection of Algae, Georg-August Universitat Gotteingen,) UTEX (Culture
collection of Algae, University of Texas at Austin).
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3.4.2 Cultivos Mx y Au de G. sulphuraria cepas CCMEE 5587.1 y UTEX 2919

para la evaluacion de la degradacion de ficocianina.

El experimento se realizé a partir de biomasa generada mixotréficamente (Cultivos
Mx) fue de la siguiente manera: en un volumen de 300 mL de medio mineral descrito
por Gross®! suplementado con glucosa a una concentraciéon de 10 g/L (cultivo
mixotréfico), en condiciones de luz continua con intensidad de 140 pmEm= s, a
150 rpm, a 42 °C, a pH 2, se incub6 cada cepa hasta haber alcanzado las 24 h
después de haberse agotado la fuente de carbono, la biomasa generada se lavd
dos veces con medio mineral sin (NH4)2SO4,y se centrifugd a una velocidad de 3500
rom durante 5 min en cada lavado. El experimento se realiz6 por triplicado con la
biomasa previamente lavada; los cultivos se empezaron en condiciones autotroficas
con medio mineral completo (con (NH4)2SOa, condicion control, N+) a 1 D.O.so0 ¥
cultivos en medio mineral sin (NH4)2SOsa 1 D.O.s00 (condicion experimental, N-), en
matraces de 250 mL con un volumen del medio de 150 mL (60% del volumen total
del matraz), durante 14 dias, en luz continua con intensidad de 140 pmEm2s-, a
150 rpm, a 42 °C, pH 2.

El experimento se realiz6 a partir de biomasa generada autotréficamente (Cultivos
Au) fue de la siguiente manera: la biomasa generada de un cultivo mixotrofico, fue
recolectada y transferida a un matraz de 500mL que contenia 300 mL de medio
mineral completo durante 7 dias en autotrofia, con una intensidad de 140 pmEm-
s, 150 rpm, 42 °C, pH 2 para establecer el metabolismo autotréfico en el cultivo, al
finalizar la biomasa se recolecto y lavo dos veces con medio mineral sin (NH4)2SO4
y centrifugada a 3500 rpm 5 min entre cada lavado. Con esta biomasa generada

autotroficamente se realizo el experimento por triplicado con N+ y N-.

61 Gross W., Schnarrenberger C. Plant Cell Physiol. 1995, 36(4): 633-638.
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7 dias . Au

Preinéculo Autotréfico Evaluacion:
de G. sulphuraria 7dias -Espectrofotométrica

N +N -Fluorescencia
Cultivo mixotrofico de Condiciones Autotroficas -Conteo celular
G. suphuraria 7 dias A

Mx

Figura 2-Ill. Método de obtencion de los cultivos Au y Mx para los experimentos en inanicion de nitrogeno.

3.4.3 Evaluacién de glucosa en el medio.

La concentracion de glucosa en el medio se midio utilizando el equipo YCI, en los
matraces suplementados con fuente de carbono, cada 12 horas para cada una de
las dos cepas (UTEX1929 y CCMEE 5587.1).

3.4.4 Analisis espectrofotométrico.

La medicion de los espectros de absorcion (300-800nm) en el cultivo celular se llevo
a cabo usando el Espectrofotbmetro UV/Vis Thermo. La concentracion de C-
ficocianina se calculé utilizando la siguiente ecuacion reportada por Sanjiv y col.5?y
utilizara por Moon y col.®® en G. sulphuraria: PC [mg mL1]=(As20-As00-0.474(Ass2-
As00))/5.34 los valores se normalizaron a 1.00 D.O.soo (densidad inicial) para
visualizar la degradacion de la ficocianina. La concentracion de Aloficocianina y
Ficoeritrina se calcularon con las siguientes ecuaciones: APC[mg mL1]= ((Aes2-
As00)-0.208(A620-Ag00))/5.09, PE[mg mL1]= ((Ases-Asoo)-2.41(PC)-0.849(APC))/9.62

3.4.5 Espectroscopia de fluorescencia

El espectro de emision de fluorescencia de células completas se determind en
PerkinElmer Fluorescence Spectrometer LS 55. Las ficobiliproteinas se excitaron a
600 nm y las lecturas de emisién fueron tomadas a 652 nm para el caso de la

ficocianina y 682 nm para la aloficocianina.®®

62 Mishra, S. K., Shrivastav, A., & Mishra, S. Protein Expr Purif, 2011, 80(2), 234-238.
8 Moon M, Mishra SK,Kim CW, Suh WI, Park MS, Yang J.Korean J. Chem. Eng. 2014, 31(3); 490-495.
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3.4.6 Conteo celular

El conteo celular se llevé a cabo utilizando la camara de Neubauer, con una dilucion
de 1:4 de los cultivos (-N y +N), cada condicién se evalud por triplicado (n=3) y se

utilizaron las siguientes ecuaciones:

para evaluar la concentracion de células por mililitro de las cepas UTEX 2919 y
CCMEE 5587.1 respectivamente.

3.4.7 Peso seco y velocidad de crecimiento

Para la medicion de peso celular seco las células fueron primeramente colectadas
por centrifugacion del medio de cultivo a 3500 rpm durante 5 minutos, después
fueron lavadas dos veces con agua destilada y posteriormente fueron secadas a
una temperatura de 85 durante 36 h. The peso seco fue calculado en términos de

la siguiente ecuacion:
M, —M
PS(gL™t) = (%) « 1000

La velocidad de crecimiento y la velocidad de aumento o decaimiento de la

ficocianina (V) fue calculada en términos de la siguiente ecuacion:

3.4.8 PCR Punto final

El RNA total se extrajo de un sedimento celular congelado a — 70 °C. El cDNA se
sintetiz6 a partir de 1 pg de RNA total con un cebador de oligo (dT) usando M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen). La PCR en tiempo final se realiz6 utilizando una
mezcla de reaccion de 50 pL que contenian 1 pl de DNA molde, 1 pL de cebadores
(10 uM, cada uno; Ver en la tabla). El nivel de RNAm en las respectivas cepas se
normalizo con los atos del gen constitutivos Histona 3 (NW_005178409.1). Las
condiciones para realizar el PCR se llevaron a cabo a 28 ciclos, 49°c de temperatura

de alineamiento, 40”.
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Cebador Tamaiio mt Secuencia

NbIA-F 29 50 ATGAATAAAAACTATAATTCTTATCTTGG

NbIA-R 45 49 TTATTTTAAATTAGTATATTTTATTAAATATTTTAATATATTATC
HISTONA3-F 23 60 ATGGCACGAACAAAACAAACAGC

HISTONA3-R 31 62 ACACTCTCTCGCCTCGGATTCTC

Tabla 2-lll. Cebadores para la ampliacién de los genes nblA y H3 de G. sulphuraria.

3.4.9 Geles de proteina SDS- PAGE.

Se utilizaron aproximadamente 75 mL del cultivo del alga, el cultivo se centrifugé a
3000 rpm y el sedimento se resuspendio con 600 pL de una mezcla de Cell lysis M
(Biorad) y se macero con mortero, el homogeneizado se recolecté en un microtubo
y se centrifug6é a 10000 rpm, se recupero la fase movil y se congelo a -70°C. El
contenido de proteina se determind por el método de Bradford. Cada triplicado se
repito dos veces en un gel SDS-PAGE depositando siempre 50 ug de protetina total
por muestra elaborado en una unidad de electroforesis (Multiple Gel Caser,
Amsterdam Biosciences) con un gel concentrador al 5% y separado por un gel al
12% de poliacrilamida. La separacion fue corrida a un voltaje de 50 V 3.5 horas.
Después de la migracion las bandas de proteina el gel se tiid con azul de

Coomassie.

34



Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Biotecnologia

3.5 Propuesta general de trabajo.

La propuesta general de trabajo se abordd de la siguiente manera: para estudiar la
acumulacion de la ficocianina en condiciones -N y su relacion con la expresion del
gen nblA; primero se realizdé un analisis bioinformatico a partir de la secuencia de
G. sulphuraria 074W depositada en NCBI para realizar la busqueda gendémica de
los elementos del sistema de dos componentes que activa la transcripcion del gen
nblA en limitacién de nitrdgeno (NbIA, NbIS y NbIR, RpbA, SrrA) y los componentes
del sistema de degradacion de proteinas Clp proteasa (ClpP, CIpR y CIpC).

Después de la identificacion, se utilizaron 5 cepas de G. sulphuraria que se tienen
disponibles en el laboratorio (Tabla 1-IlI) para caracterizar su crecimiento y la sefal
de fluorescencia emitida por la ficocianina durante 20 dias en condiciones -N
(condicién experimental) y +N (control) con el objetivo de identificar la cepa que

acumule mas y menos ficocianina respectivamente.

Con las dos cepas seleccionadas (la que acumula mas y menos ficocianina) se llevo
a cabo un estudi6 sistematico sobre la acumulacion de la ficocianina en cultivos -N
y +N. El seguimiento de este pigmento se realizO mediante espectrofotometria y
fluorescencia en cultivos por triplicado, con el propdsito de elegir el tiempo mas
apropiado para llevar a cabo la recoleccién de material bioldgico y obtener RNA que
fue utilizado para la evaluacién en la acumulacion del transcrito de nblA. Con las
condiciones determinadas, se llevé a cabo el perfil de expresion de gen donde se
realiz6 PCR para evaluar la acumulaciéon del transcrito en condiciones -N y +N
(Figura 2.1-llI).

Por otra parte, se realizaron experimentos adicionales para evaluar como afectaba
la inanicion de nitrégeno a otros pigmentos fotosintéticos como la clorofila a,

carotenos, aloficocianina y ficoeritrina.

35



Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Biotecnologia

108.79 21.92 107.79

2919 5387

5 cepas
G. Sulphuraria

!

/

N

Tiempo

Evaluacion de decaimiento
de Fluorescencia

-

Cultivo Au

Cepa que
mds degrada
__» 1

& Cultive Mx

Cepa que
menos degrada

Seleccidn de Cepas

Conteo celular

0
‘%@ >

Fluorimetria

Espectrofotometria

Evaluacion de la
degradaciéon de PC

Ficocianina

/

24h 48h 72h 96h

Tiempo

Seleccidn las
condiciones para
evaluar nblA

mRNA nblA

!

+N-N +N-N
do d8

Perfil trasncripcional
de nblA

Figura 2.1-lll.Panorama general del método experimental del proyecto.
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3.5 Resultados y discusion.

3.5.1 Identificacion de los genes implicados en el mecanismo de degradacion
de la ficocianina.

El objetivo principal del trabajo es determinar la relacion entre la degradacion de la
ficocianina y la expresion del gen nblA cuando G. sulphuraria se somete a un estrés
por limitacion de nitrégeno. Esta es una respuesta que se observa en cianobacterias
cuando son sometidas a estrés por nutrientes como nitrégeno, azufre o carbono.*%64
Para definir si el mecanismo de degradacion de ficocianina reportado en
cianobacterias se encuentra en G. sulphuraria, primero se llevd a cabo una
blusqueda de los elementos descritos para el mecanismo mostrados en la Tabla 3-
lll, en la secuencia de G. sulphuraria cepa 074W,® mediante un andlisis BLASTp del

NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Los resultados de la busqueda mostraron que todos los componentes del sistema
de degradacion de proteinas Clp proteasa descritos en cianobacterias para la
degradacion del ficobilisoma, incluidos las subunidades a y B de la ficocianina, se
encuentran en G. sulphuraria. La busqueda de las proteinas con actividad
reguladora y proteasa CIpR y ClpP, respectivamente, fue mas complicada debido a
qgue la informacion recabada por este analisis no definia directamente la identidad
de estas proteinas como se muestra en la Tabla 4-11l. Pero, por otro lado, la proteina
chaperona CIpC si tiene indicada su funcién en la descripcion de proteina
chaperona.

Ademas, todos los elementos del sistema de degradacion de proteinas Clp (ClpC,
ClpP y CIpR) obtuvieron un porcentaje de identidad arriba del 40% con respecto a
las secuencias de aminoacidos tomadas de la microalga verde C. reindhartii. Por lo
cual estos datos nos dan una base con respecto la participacién del sistema de
degradacion de proteinas Clp proteasa y al sistema de cos componentes en la
protedlisis de la ficocianina en condiciones de falta de nitrogeno.

64 Baier K, Lehmann H, Stephan DP, Lockau W, Microbiology, 2004, 150: 2739-2749.
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Secuencia
de
proteina
NblIS

NbIR

RpaB
SrrA

NbIA

ClpC

ClpP2

ClpP2

CpcA

CpcB
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Organismo

Synechococcus sp.

Synechococcus
elongatus

Synechococcus sp.

Synechococcus
elongatus
G. sulphuraria

Chlamydomonas
reindhartii
Chalmydomonas
reindhartii

Chalmydomonas
reindhartii

Synechocystis sp

Synechocystis sp.

Descripcién en
G. sulphuraria

Two-component sensor histidine
kinase

Two-component sistem, OmpR
familia response regulator RpaB
putative transcriptional regulator
OmpR

Probable transcripcional regulator
ycf72 OmpR-Like protein

nblA adatador protein Clp protease

Clp protease ATP binding subunit

ATP-dependent Clp protease,
protease subunit

(clpP)

ATP-dependent Clp protease,
protease subunit

(clpR)

Phycocyanin alpha subunit

Phycocyanin beta subunit

Q

cover
35%
95%
93%

18%

90%

91%

95%

100%

99%

E
value

3e-16

le-27

2e-105

3.6

0.0

4e-70

2e-48

2e-88

6e-98

Identidad

23.70%

31.44%

61.02%

30.68%

69.48%

58.48%

43.82%

72.22%

77.19%

Max
score

80.9

104

305

291

1192

212

157

254

279

Total
score

80.9

104

305

291

1192

212

157

254

279

Acceso
G. sulphuraria

XP_005703715.1
XP_005704989.1
YP_009051016.1
XP_005707108.1
YP_009051188.1
NC_024665.1

XP_005707767.1

XP_005705590.1

YP_009051179.1

YP_009051180.1

Tabla 3-lll. Identificacién de proteinas asociados el sistema de dos componentes involucrado en la degradacidn de la ficocianina y asociados al sistema de degradacién de proteinas
cloroplasticas Clp. En la primera columna se encuentra la secuencia de la proteina que se usé como templado, en la segunda columna el microrganismo del que proviene la secuencia
de busqueda, en la tercera columna la descripcién que arrojé como resultado en la busqueda del genoma de G. sulphuraria.
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Asi mismo, se realizé de la busqueda de los elementos del sistema de dos
componentes por el que esta regulada la expresion de la proteina de NbIA, este
analisis se realizO mediante el uso de las secuencias de aminoacidos de las
cianobacterias Synechococcus sp. y Synechocystis sp. Hasta el momento no se han
reportado la existencia de alguno de estos genes en otros organismos fuera de las
algas rojas y cianobacterias debido a que en principio este mecanismo de

degradacion es especifico de organismos que contengan ficobilisoma.

Un dato interesante es que las proteinas NbIS y NbIR poseen identidades de
alrededor de 23.70% y 31.44% con respecto a las secuencias de las proteinas NbIS
y NbIR de Synechococcus sp. Sin embargo, podemos observar que las secuencias
de estas proteinas estan anotadas con la funcién con la que se ha reportado en la
literatura, que consiste en una proteina histidin-cinasa censora y el factor de
transcripcion de regulacion positiva, respectivamente (Tabla 3-111). Por otra parte, la
basqueda de NbIA fue la Unica que se realiz6 mediante la base de datos “GENE”
del NCBI, utilizando unicamente el nombre, por lo cual, fue encontrada facilmente

en el genoma de la cepa 074W como “nblA”.

Por otra parte, la busqueda de los componentes ClpR y ClpC de la proteasa Clp se
llevé a cabo utilizando la secuencia de aminoacidos de ClpP2 de C. redinhardtii
mediante un analisis BLASTp (Tabla 4-Ill). Sin embargo, los posibles 5 resultados
gue se obtuvieron mediante el andlisis mostraron en su descripcion Unicamente el
nombre de una “Subunidad de la Clp proteasa dependiente de ATP”, sin hacer
distincion entre cuél de los componentes se refiere, ya que proteinas ClpP y CIpR
son proteinas homologas. Anteriormente se describio a CIpR como una proteina
qgue perdio su actividad catalitica durante la evolucién mientras que ClpC no, pero
el complejo de degradacion no es funcional sin estas proteinas, por lo cual la

proteina CIpR ha sido descrita como un componente con actividad reguladora.®®

8 Qlinares PD B, Kim J, van Wijk KJ, Biochimica et Biophysica Acta 2011 1807(8):999-1011
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Secuencia Nombre Query Evalue Identidad Max Total Acceso Identidad

(Chlamidomona  (Galdieria sulphuraria) Cover Score  Score de

s reinhardtii) proteina

ClpP2 ATP-dependent clp protease, 91% 4e-70 58.48% 212 212  XP_005707767.1 ClpP
protease subunit

ClpP2 ATP-dependent clp protease, 91% le-63 52.63% 196 196 XP_005703636.1 ClpP
protease subunit

ClpP2 ATP-dependent clp protease, 90% le-60 53.25% 188 188 XP_005705949.1 ClpP
protease subunit

ClpP2 ATP-dependent clp protease, 94% 3e-48 43.82% 157 157 XP_005705590.1 CIpR

protease subunit

ClpP2 ATP-dependent clp protease, 88% 7e-39 38.15% 132 132  XP_004708647.1 ClpR

protease subunit

Tabla 4-lll. Resultados de la busqueda de los componentes clpR y clpP de la proteasa Clp en el genoma de G. sulphuraria 074W utilizando como secuencia de busqueda la proteina
ClpP2 de Chlamidomonas reinhardltii.
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Para comprobar que G. sulphuraria contiene tanto a CIpR como a ClpP, se realiz6
un alineamiento multiple mediante Clustal W de las secuencias de proteinas como
lo realiz6 van Wijk y col. (2004) para observar las diferencias entre las secuencias
de aminoéacidos, donde se reportd que la proteina CIpR se distingue principalmente
por carecer de la triada catalitica en uno o méas de sus aminoacidos que permite la
degradacion de péptidos, mientras que ClpP contiene los tres aminoacidos; que son
serina, histidina y acido aspartico. La Figura 3-Ill, muestra el alineamiento multiple
de las proteinas CIpR y ClpP de organismos como Arabidopsis thaliana, C.
reinhardtii, Synechococcus elongatus y Synechosystis sp. que muestra al menos 11
aminoacidos conservados altamente entre las 16 secuencias que componen el
analisis; de las cuales 5 son de G. sulphuraria. Ademas, como se muestra, todas
secuencias de las proteinas ClpP contienen la triada catalitica que esta marcada
por las letras de color azul en las posiciones S269, H295 y D347, mientras que las
proteinas CIpR de los diferentes organismos les falta uno o mas residuos de
aminoacidos de la triada catalitica. Con este analisis se corroboré mediante, que
dos de las cinco secuencias de proteinas que estan anotadas para G. suphuraria
074W forman parte del grupo de CIpR con numeros de acceso de XP_005705590.1
y XP_004708647.1, cuyos residuos aminoacidos faltantes de la triada catalitica son:
H295 en el caso de la primera 'y S269 y D347 para la segunda proteina. Por otra
parte, las tres secuencias restantes identificadas forman parte del grupo de
proteinas ClpP cuyos niumeros de acceso son: XP_005707767.1, XP_005703636.1
y XP_005705949.1.

El resultado de este andlisis informatico mostré que el genoma de G. sulphuraria
(cepa 074W), posee: 1) los componentes esenciales del sistema de dos
componentes que regula la sintesis del gen nblA que tiene como producto a la
proteina adaptadora para la degradaciéon de ficocianina por la proteasa Clp y 2) los

componentes basicos de la proteasa Clp. Este analisis obviamente no demuestra la

8 peltier JB, Ripoll DR, Friso G, Rudella A, Cai Y, Ytterberg J, Giacomelli L, Pillardy J, van Wijk KJ. J Biol Chem.
2004, 279(6):4768-81.
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funcionalidad del sistema de degradacion Clp de G. sulphuraria, pero nos brinda

una valiosa informacion que apoya la propuesta.
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Figura 3-1ll. Alineamiento multiple que muestra las diferencias del sitio catalitico entre las secuencias pertenecientes al
grupo de proteinas ClpR y ClpP de G. sulphuraria. Alineamiento multiple realizado a partir de 16 secuencias de
aminoacidos de 5 organismos diferentes (A. thaliana, C. reinhardtii, S. elongatus, Synechocystis sp. y G. sulphuraria) por
clustal W. Res.Con. Indica residuos conservados en todas las secuencias ClpR/C; Sit. Cat. Indica residuos que forman el
sitio catalitico.
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3.5.2 Evaluacion y caracterizacion de 5 cepas de trabajo de G. sulphuraria.

Las 5 cepas analizadas en este trabajo fueron CCMEE 5587, UTEX 2919, SAG
107.79, SAG 108.79 y SAG 21.92, cuyo origen geografico y el cepario se describen
en la Tabla 1-1ll. Cada una de estas cepas se caracterizo en cultivos deficientes de
nitrdgeno en condiciones autotréficas para evaluar la degradacion de ficocianina de
manera répida del dia 0 al 14. Primero se analizé el tiempo que requerian los
preindculos de cada cepa para obtener una densidad celular equivalente a 1 D.O.soo,
(Figura 4-111) con la finalidad de obtener la biomasa necesaria para llevar a cabo los
cultivos -N. La intencién de este método fue evaluar que tanto tiempo se toma en
obtener 1 DOsoo en los preindculos. Biomasa generada se utilizdé para evaluar el
crecimiento de las cepas de G. sulphuraria en condiciones de limitacion por
nitrégeno similares a las propuestas por Hiroka y Miyagishima; ¢ para lo cual, la
cepa que cumplid mas rapido con el propésito fue la CCMEE 5587 en un total de 14
dias, mientras que la cepa UTEX 2919 y SAG 21.92 tardaron 21 dias. Sin embargo,
como podemos ver en la Fig. 4-lll, la cepa SAG 21.92 empez6 con una D.O.s00 de
0.1, casi 0.5 veces (la mitad) que la cepa UTEX 2919 con 0.2, debido a un error en
la dilucién inicial de los cultivos. Por lo cual la cepa UTEX 2919 obtuvo una velocidad

de crecimiento menor con respecto a las otras 4 cepas restantes.

20- ® SAG21.92
SAG 107.79
A SAG108.79 v
v CCMEE 5587
159 ¢  UTex1920 v
g 4
O 1.0- , = . 3
A L s
0.5- 1 8
e * O
v * [ ) L
[ ]
[ ]
0042 — : : : .
0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)
SAG 21.92 CCMEE 5587 UTEX 1929 SAG 107.79 SAG 108.79
V (DOsoo d) 0.0453 0.0755 0.0408 0.0562 0.0537
DOisoo 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2

Figura 4-lll. Evaluacion del crecimiento en 5 cepas de G.sulphuraria. Gréfica del crecimiento de las 5 cepas de trabajo
empezadas aproximadamente con D.O.gp de 0.2 en condiciones autotrdficas, y los datos de velocidad obtenidos. V:
Velocidad de crecimiento, DOiggo: Densidad dptica inicial.
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Por otra parte, el crecimiento de los cultivos -N empezados aproximadamente a 1
DOsoo se muestra en la Figura 5-1ll. Un dato destacable es que el incremento de la
DO en los cultivos -N se mantuvo constante a través del tiempo con una cinética de
orden 0. Lo que en principio es interesante, ya que el sulfato de amonio fue retirado
del medio y es la Unica fuente de nitrégeno que G. sulphuraria asimila, ya que otros
compuestos como nitratos, nitritos o urea no son consumidos por este
microrganismo,®’ por lo cual el sulfato de amonio se considera como un reactivo que
limita el crecimiento. Ademas, se observa una duplicacién en la DOsoo en las cepas
CCMEE 5587. 1 y SAG 21.92 a los 20 dias de inanicion, mientras que las cepas
SAG, 107.79, SAG 108.79 y UTEX 29.19 no duplicaron su crecimiento (Fig. 5-llI).

3.0q e sAG2197
SAG 107.79
A SAG108.79 v
254 v CCMEE 5587
¢ UTEX2919 b
= 2.0
(@)
a $
1.5 ]
‘ -
1.0 5 ¥
| I I | 1
0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)

SAG21.92 SAG107.79 SAG108.79 UTEX2919 CCMEE 5587

V (DOsoo d) 0.0734 0.0558 0.0507 0.435 0.0831
DOigoo 1 1 1 1 1
Figura 5-lll. Evaluacidon del crecimiento en deficiencia de nitrégeno en 5 cepas de G. sulphuraria. Gréfica del

crecimiento de G. sulphuraria en condiciones de limitacién por nitrégeno, empezadas aproximadamente con una
DOgoo de 1.0. V: Velocidad de crecimiento, DOiggo: Densidad éptica inicial.

Un comportamiento similar se describié en un trabajo elaborado por Hirooka y
Miyagishima (2014) donde se evalud el crecimiento de G. sulphuraria 074G, en
cultivos elaborados a partir de aguas de manantiales acidos y ademas se utilizo
medio MA sin fuente de nitrdgeno como control. En los cultivos elaborados a partir
de aguas de manantiales acidos cuyas concentraciones de NH4* fueron de 0.0021

y 0.0082 mM, respectivamente, se observo un fendmeno de duplicacion en la DO.

57 Hirooka S., Miyagishima S., Frontiers in Microbiology, 2016, 7(2022).
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A partir de este estudio, se propuso que la ficocianina pudiera ser un posible recurso
de nitrogeno que ayudaba al crecimiento del alga en condiciones estresantes;
ademas se observé mediante microscopia de fluorescencia la formacion de cuerpo
lipidicos debido a una activacion del metabolismo de lipidos a causa de la limitacion

de nitr6geno lo que también podria ser una causa del incremento de la DOsgoo.%’

Por lo cual, para determinar que el aumento de la densidad éptica en los cultivos -
N no se relaciona solamente con un probable aumento en la sintesis y acumulacion
de lipidos dentro de las células, como en los estudios de Lopez Garcia y col. en C.
reinhardtii®® o por Miyagishima en G. sulphurarua®’, cuando existe una limitacién de
la fuente de nitrégeno. Se midié la concentracion celular (células mL?) a través del
tiempo como se muestra en la Figura 6-lll. La grafica muestra al menos un evento
de duplicacion en todas las cepas. Sin embargo, la tendencia de crecimiento celular
es similar a la observada en la Fig. 4-111 B, en donde la cepa CCMEE 5587 presento
la mayor concentracion de células al dia 20, mientras que la UTEX 1929 obtuvo la

menor concentracion al final.

1.5x108-
mm SAG21.92
SAG 107.79
mEm SAG 108.79
= 1x1084 = CCMEE 5587
% mEm UTEX 2919
©
E
8 5x1074
0 —

Figura 6-lll. Crecimiento celular en condiciones de limitacion de nitrégeno de las 5 cepas de G. sulphuraria. El conteo celular
de las 5 cepas en los dias de los cultivos en condiciones de deprivacién de nitrégeno. Negro: SAG 21.92, Amarillo: SAG
107.79, Rojo: SAG 108.79, Verde: CCMEE 5587, Azul: UTEX 2919 (n=1)

68 Lopez Garcia de Lomana, A., Schiuble, S., Valenzuela, J. et al. Biotechnol Biofuels, 2015, 8(207).
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Por otro lado, se llevo a cabo un analisis fluorimétrico sobre la sefial que emite la
ficocianina cuando es excitada a 600 nm que se muestra en la Figura 7-I1l con el
propésito de evaluar el comportamiento en la acumulacion de ficocianina en los
cultivos de G. sulphuraria y de esta manera seleccionar la cepa con la cual se

desarrolld el andlisis transcripcional del gen nblA en condiciones -N.

® SAG?21.92
100 SAG 107.79

. _i ; A SAG 108.79
o v CCMEE 5587
S 80 . ¢ UTEX 2919
© .
g ® * ¢

- A
§ 60 v e .
o v oI
(@]
3 404
L

| 1 | | 1
0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)

SAG 21.92 SAG 107.79 SAG 108.79 CCMEE 5587 UTEX 2919

V 4 0.0338 0.0312 0.0332 0.0469 0.0347
Fi UR. 90.4276 90.5423 90.1232 94.1095 96.5755
Fx UR. 53.8709 52.1613 48.2015 50.6507 70.3290

Figura 7-lll. Fluorescencia emitida por la ficocianina en cultivo de G. sulphuraria. Gréfica del decaimiento de la fluorescencia
en las 5 cepas de G. sulphuraria, Negro: SAG 21.92, Amarillo: SAG 107.79, Rojo: SAG 108.79, Verde: CCMEE 5587, Azul: UTEX
2919 (n=1) F;: Fluorescencia inicial Fx: Fluorescencia Final V: Velocidad de caimiento de la fluorescencia.

Los resultados mostraron que al principio del experimento todas las cepas
empezaron con una fluorescencia arriba de 90 unidades relativas (U.R.) La cepa
con que obtuvo una mayor fluorescencia fue la UTEX 2919 con 96.57 U.R., que
podria indicar que es la que tiene una mayor concentracion de ficocianina al dia 0
del experimento. Sin embargo, la cepa CCMEE 5587 presenté un decaimiento
mayor de ficocianina al dia 20, con una disminucién de hasta 43.46 (U.R) de
fluorescencia con respecto al dia 0. Mientras que la cepa que obtuvo un menor
decaimiento se presenté en los cultivos -N de UTEX 2919 con un decremento de la
fluorescencia de tan solo 26.21 U.R. Asi mismo, la cinética de disminucion de la

fluorescencia presenta un comportamiento de orden 1 y muestra que la cepa
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CCMEE 5587 posee una velocidad de decaimiento mayor con un valor de 0.0469 d-
1, en comparacién con las cepas SAG 21.92, SAG 107.79 y SAG 108.79, que
presentaron velocidades de decaimiento de la fluorescencia de 0.0338, 0.0312 y
0.0332 d}, lo que podria ser un indicativo de que el proceso de degradacion de
ficocianina es mejor en la cepa CCMEE 5587.

Por otra parte, para evaluar el aspecto de los cultivos en condiciones -N, en la
Figura 8-1ll se pueden apreciar el fenotipo de decoloracion en los cultivos sin
nitrégeno de todas las cepas de G. sulphuraria resaltando que al dia O del
experimento todas presentan distintas tonalidades azul-verdosas debido a la
cantidad de ficocianina y clorofila A disponible, y al dia 15 (Fig. 8-1l) se observan

como han pasado a un color amarillento.

Estas observaciones cualitativas y los datos de fluorescencia obtenidos nos
permitieron hipotetizar que existe un evento de degradacion de la ficocianina y que
pudiera estar relacionado con su uso como fuente de nitrbgeno para el
mantenimiento y crecimiento celular. Sin embargo, la tasa de crecimiento fue

notablemente menor en condiciones -N (Fig. 5-111).

Con base en todos los datos obtenidos y a las observaciones, se propone que la
cepa CCMEE 5587 es la mas adecuada para llevar a cabo un estudio mas amplio
sobre el fenobmeno de la degradaciéon de la ficocianina en G. supuraria en
condiciones limitantes de nitrégeno, ademas se utilizé a la cepa UTEX 2919 para
realizar una comparacion entre una cepa que tienen un proceso de degradacién de
la ficocianina mas y otra que degrade menos, con la finalidad de evaluar si los
resultados que existen en la acumulacion de ficocianina de los cultivos en limitacién
de nitrbgeno que se observaron en la figura 7-lll y 8-lll corresponden a una

diferencia estadistica significativa.
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Figura 8-lll. Fendmeno de blanqueamiento en las 5 cepas de G. sulphuraria en condiciones de inanicion por nitrégeno. La
imagen |.A corresponde a el dia O (inicio del experimento, de las 5 cepas de G. sulphuraria (1. SAG 21.92, 2. CCMEE 5587.1,
3. UTEX 2919, 4. SAG 107.79, 5. SAG 108.79). La imagen B corresponde al dia 16 del experimento en condiciones de
inanicion por nitrogeno de las 5 Cepas de G. sulphuraria (A. SAG 21.92, B. CCMEE 5587.1, C. UTEX 2919., D. SAG 107.79,
E. SAG 108.79).
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3.5.3 Evaluacion en la acumulacioéon de ficocianina en cultivos limitantes de
nitrogeno en las cepas UTEX 2919 y CCMEE 5587

Caracterizacion en la acumulacion de ficocianina en los cultivos Au -N y Mx -
N de las cepas 2919 y 5588

El siguiente objetivo de este trabajo fue determinar las mejores condiciones para
evaluar la acumulacion del mRNA de nblA en la cepa 5587 y 2919. Los
experimentos se hicieron por triplicado a partir de cultivos mixotréficos ya que datos
en el laboratorio y en otros estudios como Curien y col. (2021)%° y Wan y col.
(2016)7° indican que de esta manera se obtiene biomasa suficiente para iniciar

varios cultivos simultaneos.

El perfil de degradacion de la ficocianina en G. sulphuraria se analiz6 en dos
condiciones de cultivo (Figura 9-lIl): Cultivos Mx, iniciados a 1 D.O.so0 de biomasa
generada de preinéculos mixotréficos (es decir, cultivos con fuente de carbono
organica y expuestos a la luz), y cultivos Au, iniciados a 1 D.O.so0 de biomasa
generada de preindculos mixotroficos, donde la biomasa generada fue
resuspendida en un medio mineral nuevo bajo condiciones autotréficas durante 7
dias (para establecer el metabolismo autotréfico dentro del cultivo), y posteriormente
esta biomasa se utilizé para iniciar los cultivos -N en condiciones autotréficas (ver
Figura 2-1ll en método experimental). El objetivo de utilizar pre-in6culos mixotroficos
dentro del disefio experimental fue para reducir el tiempo que implica la generacién
de biomasa requerida para elaborar los cultivos por triplicado en condiciones +N y -
N de cada experimento. Por lo cual en esta seccion se hablara acerca de las
diferencias que presentaron los cultivos Au y los cultivos Mx de las cepas 5587 y

2919, en la degradacion de ficocianina.

Como se observa en la Figura A-2 del anexo podemos ver que los preinoculos en
condiciones mixotréficas obtienen densidades Opticas de entre 6 a 8 D.O.s00 (Que

equivale a una concentracion de 6 a 8 g de peso seco sobre litro segun resultados

8 Curien, G., Lyska, D., Guglielmino, E., Westhoff, P., et al. New Phytol, 2021, 231: 326-338.
0 Wan M., Wang Z., Zhang Z., Wang J., et al. Bioresour Technol, 2016, 218:272-278
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obtenidos anteriormente en el laboratorio) durante los primeros 7 dias de cutivo con
glucosa como fuente de carbono. El objetivo de realizar cultivos Au y Mx fue para
esclarecer en qué condiciones se observa una mayor disminucién de la cantidad de
ficocianina en los cultivos ademas de obtener biomasa de manera mas eficiente en

un plazo de tiempo menor.

Con motivo de dar seguimiento al crecimiento de los cultivos +N y -N, y observar su
relacion con respecto a la concentracion de ficocianina se monitore6 el aumento de
la D.O. espectrofotométricamente como se muestra Figura 9-lll. El aumento de la
D.O.s00 en ambas condiciones muestra que el crecimiento en los cultivos -N y +N
presentd un aumento constante hasta el dia 14 de experimento y no mostré una
diferencia significativa (n=3, P=0.05) esto se observé en ambas cepas tanto la cepa
5587 y 2919, lo que es interesante, debido a que en los cultivos -N no hay una
presencia importante del ion amonio (NH4*). Sin embargo, el medio contiene una
concentracion de 0.311uM del ion NHs4* proveniente del molibdato de amonio (
(NH4)sM07024 ) utilizado para proporcionar una cantidad traza del elemento
molibdeno en el medio de cultivo y que a su vez representa una masa total de 5.6
ug L del ion NH4* en el cultivo ( 6.8 veces menor que la cantidad de amonio en los
medios elaborados por Hirooka®’), pero no se toma en consideracion ya que es un
compuesto limitante en el crecimiento y el crecimiento no cesé durante el
experimento, sin embargo no se observé un evento de duplicacién de la D.O.

durante los 14 dias de los cultivos.

Por lo cual, para comprobar que el fenémeno del aumento de la D.O.soo0 Se relacione
al crecimiento celular y no a una acumulacion de cuerpos lipidicos, como lo descrito
por Hirooka (2016)%’ para la cepa de G. sulphuraria 074G cuando esta a sometida
a un estrés por limitacion de nitrégeno, se realiz6 el conteo celular en condiciones -
N (Figura 11-111). Los resultados indican que en las cepas 5587 y 2919 se presento
un ligero incremento de la D.O. a través del tiempo con respecto al dia 0 del
experimento. Sin embargo, la concentracion celular de la cepa 5587 no se duplico
durante los 14 dias de cultivo, mientras que la cepa 2919 sufri6 dos eventos de

duplicacidon durante los 14 dias, pero unicamente en los cultivos Mx, lo que indica
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que hay evidencia de division celular pero no en todos los casos existe un evento
de duplicacion de dia 0 al 14. Una caracteristica microscopica que diferencia a las
cepas es que las células de 5587 son mas pequefias que las de 2919 debido a una
acumulacion de compuestos como lipidos o almiddn florideo que podria ser utilizado
como fuente de carbono para la duplicacion celular de la cepa 2919 y ademas,
podemos sugerir que una fuente alternativa de nitrogeno en los cultivos -N podria
ser la ficocianina u otro componente del ficobilisoma como fue propuesto por
Hirooka y col. (2016)%’ necesaria para llevar a cabo el ligero incremento en la D.O.so0
y concentracion celular.
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Figura 9-lll. Crecimiento y acumulacion de la ficocianina en G. sulphuraria 5587 y 2919. A. Grafica del aumento de la
densidad dptica de la cepa 5587. B. Gréfica del aumento de la densidad dptica de la cepa 2919. C. Gréfica de titulo de
ficocianina a través del tiempo de la cepa 5587. D. Grafica del titulo de ficocianina a raves del tiempo de la cepa 2919.
Color azul representa cepas en cultivo con nitrégeno, Color verde muestra el comportamiento de los cultivos en inanicidn
por nitrégeno. Au: Cultivos provenientes de biomasa autotréfica, Mx cultivos proveniente de biomasa mixotroéfica.

52



Universidad Nacional Auténoma de México
Instituto de Biotecnologia

Condiciones Kmax Xpc Vx Px Pec PCi Vec PCrmax

gL? mgL? mg mL* d?* gLtd? mg mL?* d? mg mL* mg mL* d? mg mL?
CCMEE Au -N 1.24+0.17 44.57+0.15 0.047+0.005 0.088+0.012 3.18+0.01  0.0489 -2.73E-04+7.01E-05 0.050+0.010
CCMEE Au +N 1.33+£0.02 82.274+6.01 0.062+0.009 0.095+0.002 5.87£0.42 0.0494 5.66E-02+7.66E-02 0.082+0.003
CCMEE Mx -N 1.03+0.06 30.82+2.32 0.038+0.015 0.074+0.004 2.20+0.16  0.0367 -1.53E-4+6.93E-05 0.031+0.002
CCMEE Mx +N 1.22+0.04 77.46x£12.01 0.051+0.012 0.087+0.002 5.53+0.85 0.0374 2.83E-03+7.92E-04 0.077+£0.012
UTEX Au -N 1.20+0.06 60.58+1.08 0.025+0.002 0.085+0.047 4.32+0.07 0.0491 2.66E-04+1.36E-04 0.059+0.003
UTEX Au +N 1.29+0.16 94.97+7.72 0.045+0.010 0.092+0.011 6.78+0.55 0.0501 2.49E-03+7.57E-04 0.091+0.006
UTEX Mx -N 1.09+0.01 43.82+1.82 0.017+0.003 0.077+0.001 3.31+0.13 0.0241 1.13E-03+1.63E-04 0.043+£0.003
UTEX Mx +N 1.21+0.06 97.20+9.04 0.044+0.007 0.086+0.004 6.94+0.64 0.0258 4.52E-03+.57E-04 0.096+0.010

Tabla 5-Ill. Pardmetros cinéticos sobre el crecimiento y la acumulacién de ficocianina en G. sulphuraria 5587 y 2919. Au: Cultivos provenientes de biomasa autotréfica, Mx cultivos
proveniente de biomasa mixotrdéfica. (n=3, P=0.05) Xmax=Rendimiento final en peso seco, Xpc= Rendimineto final de ficocianina, Vx= Velocidad de crecimiento, Px= productividad
de biomasa Ppc= productividad de ficocianina, PCi= ficocianina inicial, Vpc= Velocidad de acumulacién de ficocianina, PCmax=rendimiento de ficocianina.
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Por otra parte, las velocidades de crecimiento de los cultivos Mx y Au de ambas
cepas en cultivos -N son similares entre si y no muestran diferencia significativa
entre estos (n=3, p=0.05), ni tampoco entre el peso seco obtenido de los cultivos
(Tabla 5-II1). Sin embargo, la concentracion de los cultivos -N mostré una diferencia
entre la concentracién de ficocianina iniciales de cultivos Au y Mx que son mas
notorios en la entre los cultivos de la cepa 2919 obteniendo asi concentraciones de
Au=0.0489 y Mx= 0.0367 mg mL* mientras que de la 5587 fueron de Au= 0.0491y
Mx= 0.0367 mg mL. Esta observacion es importante debido a que las condiciones
iniciales en las que se inician los cultivos -N pueden llevar a variaciones en el

fendbmeno de blanqueamiento de G. sulphuraria (Fig. 9-1ll Cy D).

En la Figura 10-lll se muestran los cambios en la apariencia de los cultivos en el
dia O y al dia 14, en los cultivos Mx y Au de ambas cepas, donde se observa que la
coloracién de los cultivos al dia 0 fueron muy diferentes entre los Au y los Mx donde
los primeros presentaron una coloracion verde- azulada mas intensa mientras que
los cultivos Mx presentaron una coloracion verde palida. Esta intensidad en el color
de los cultivos podria estar relacionado a la concentracion de ficocianina inicial como
lo muestra Fig. 9-1ll, debido a que una mayor concentracion ficocianina da como
resultado una mayor intensidad del color azul en los cultivos. Por otra parte, como
era esperado los cultivos +N de ambas cepas tomaron una apariencia similar, hasta
que alcanzaron una tonalidad verde obscura intensa. En los cultivos -N el grado en
la tonalidad verde al dia 14 disminuyd. Algo interesante es que no se alcanzé a
observar una tonalidad verde-amarillenta o marrén como fue descrito por Sinetova
y col. (2005)°* o como lo observado en cultivos -N de cianobacterias de
Synechosystis sp., donde durante las primeras 48 h los cultivos se vuelven

amarillentos.*’

Dentro de los cultivos +N se aprecia un fenOmeno esperado; el incremento
constante y lineal de los titulos de ficocianina a través del tiempo. De manera
interesante, la velocidad de produccion de ficocianina en ambas cepas fue mayor
en los cultivos Mx durante las primeras 48 h. Un dato que aun no sea reportado en

la literatura. Una hipotesis que se ha propuesto en el laboratorio para explicar
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porque hay una velocidad mayor en el proceso de a acumulacién de ficocianina en
cultivos Mx es que estos empiezan con una concentracion menor de ficocianina en
dia O del experimento (Fig. 9-lll C, D), lo que podria obligar a las células de estos
cultivos realizarla sintesis de ficobiliproteinas con mayor velocidad para llevar una
mejor captacion de fotones y asi mitigar la falta de energia en forma de ATP y
adicionalmente evitar dafio por estrés oxidativo en las condiciones autotroficas a las
que fueron sometidos los cultivos. De acuerdo con Curien y col.>® varios
componentes del metabolismo autotréfico incluyendo el metabolismo de Calvin-
Benson y la cadena foto-respiratoria disminuye en condiciones mixotréficas de
cultivos. Por lo cual, someter a la biomasa que proviene de condiciones mixotroéficas
a condiciones autotréficas podria inducir en el alga a la recuperacion de sus
funciones fotosintéticas, aumentando la produccién de proteinas para mantener sus
funciones metabdlicas y suplir el requerimiento de ATP.
CCMEE 5587.1

Mixotrofico Autotrofico

od 14d od 14 d
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N N +N N +N N +N
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Figura 10-lll. Fenotipo blanqueador de la cepa de G. sulphuraria en las cepas CCMEE 5587 y UTEX 2919. Diferencias entre los cultivos
Mx y Au, en condiciones +N y -N entre el dia o y el dia 14 del experimento.
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De manera interesante, las cepas muestran diferentes caracteristicas en sus
comportamientos cinéticos en condiciones -N; la cepa 2919 mostré una tendencia
a aumentar el titulo de ficocianina. En los cultivos Au -N de 2919 se observa que
hay un aumento desde 0.0501 a 0.0655 mg mL* que equivale a un 23.7 % entre el
dia 0 y 6. Esto es interesante porque no hay fuente de nitrdgeno afadida y podria

deberse a nitrégeno proveniente del preindculo o recambio de proteinas.

Por otro lado, el aumento de ficocianina en condiciones -N también podria deberse
a una disminucion del efecto de sombreo; que es un fendmeno en el cual las capas
mas externas de los cultivos de algas reciben la mayor parte de la energia luminosa
mientras que las capas mas internas reciben menos luz, cuando un cultivo es mas
denso las capas externas permiten menos entrada de luz a las algas que se
encuentran mas adentro de los cultivos. Se ha descrito que cuando pasamos de
una densidad alta (en este caso de 6 a 7 D.O.) en los preinéculos (Fig. A-2) a una
concentracion mas baja (de 1 D.O.) en los cultivos, las células disponen de una
mayor cantidad luz, lo cual les permitiria iniciar una cascada de sefializacion para
aumentar la produccion de proteinas involucradas en la fotosintesis, entre ellos la
expresion de la ficocianina en G. sulphuraria. Lo anterior se demostré6 en
cianobacterias como Synechocystis sp. cepa 6803 donde al tener una luz adecuada
de entre 100 a 150 mmol, la proteina Hik33 (llamada proteina Ycf26 en G.
sulphuraria con numero de acceso XP_005703715.1 en PROTEIN del NCBI)™* se
activé permitiendo la induccion de genes implicados en la biosintesis de pigmentos
fotosintéticos como hem o chl y en genes involucrados en la captacion de luz como

cpa (sintesis de aloficocianina) y cpc.”?

Ademas, una vez que se alcanzo el dia 6 en los cultivos Au -N de la cepa 2919 no
sé presento un decremento importante de la concentracion de ficocianina hacia el
dia 14. De igual manera, en los cultivos Mx -N de 2919 no se observo un fenbmeno
de decaimiento en la acumulacion y los datos arrojaron que del dia O al dia 14 se

observd un fenébmeno de incremento de la concentracién de ficocianina de 82%.

1 Ashby M.K., Houmard J., Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2006 70:472-509.
72 Muramatsu M., Hihara Y. J. Plant Res. 2012, 125:11-39
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Estos datos demuestran que la ficocianina de la cepa 2929 muestra una gran
resistencia de degradacion bajo condiciones -N, manteniendo asi la generacion de

energia.

Los cultivos -N de la cepa 5587 mostraron un comportamiento diferente que el de la
cepa 2919. Se observé un decremento en la concentracion de ficocianina del dia 0
al dia 14 del experimento en cultivos Au y Mx. Sin embargo, la cantidad de
ficocianina disminuy6 en un 13% dentro del cultivo Mx -N en comparacién con un
20% del cultivo Au -N. Ademas, la velocidad del decaimiento de la ficocianina en los
cultivos Au -N fue ligeramente mas veloz que en los cultivos Mx, pero sin una
diferencia significativa. Por otro lado, algo destacable dentro de este estudio es la
baja velocidad de decaimiento de la ficocianina en estas cepas de G. sulphuraria,
aun cuando estan expuestos a condiciones estresantes por la limitacion de
nitrogeno. En la Tabla 6-11l se muestra la comparacién entre los sistemas biolégicos
donde se ha estudiado la relacién entre la acumulacion de ficocianina y la limitacion
por nitrégeno. Es importante mencionar que la diferencia entre estos modelos de
estudios y G. sulphuraria es que A. plantensis, S. elongatus y Synechocystis sp.
pertenecen al grupo de las cianobacterias, es decir no poseen organulos
membranosos y metabdlicamente su fuente de nitrégeno son los nitratos (NO3z) y
no el amonio como en el caso de G. sulphuraria. Ademas, la degradacion casi total
de toda la ficocianina se lleva practicamente durante las primeras 72 h en el caso
de A. plantensis y Synechocystis sp. 67071 mientras que en S. elongatus dentro de

las primeras 24 horas.

Con base en estos resultados se puede sugerir que el sistema de degradacion de
la ficocianina es diferente en G. sulphuraria es diferente a lo reportado para las
cianobacterias. De manera interesante, la resistencia de la ficocianina de G.
sulphuraria a la degradacion en cultivos -N le confiere una ventaja a en comparacion
a los organismos que se emplean actualmente para la produccion y extraccion de

ficocianina a nivel industrial.
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Organismo Condiciones Tiempo % PC  Autor

Arthrospira plantensis Autotrofia 72 h 18 Richmond (1980)73
Synechococcus elongatus Autotrofia 24 h 4 Forchammer (1998)74
Synechococcus elongatus Autotrofia 24 h 8 Schwarz (2006) 7°
Synechocystis sp. Autotrofia 48 h 0 Richaud (2001)7¢
Synechocystis sp. Autotrofia 72 h 6 Matthisjs (2012)77

G. sulphuraria 5587 Mx Autotrofia 14d 87 Este estudio

G. sulphuraria 5587 Au Autotrofia 14d 80 Este estudio

Tabla 6-lll Comportamiento de la ficocianina en diversos organismos sometidos a limitacion por nitrégeno. Tabla
comparativa de cultivos de diferentes organismos en limitaciéon de nitrégeno en el tiempo final de los cultivos. PC% =
porcentaje de ficocianina en ellos cultivos hasta el final del experimento, Tiempo= el tiempo que duraron los cultivos en
limitacion de nitrégeno.

Como se muestra en la Figura 11-lll, el crecimiento en los cultivos de 2919 y 5587
se observo mediante el incremento en el nimero de células. Un dato particular en
observado en este estudio es un incremento en niumero de células en cultivos +N y
-N, lo que significa que el aumento de la D.O. soo0 en los cultivos es por el aumento
en la concentracion celular. Sin embargo, solo se observé dos duplicaciones del
ndamero de células en los cultivos Mx de la cepa 2919 (d 0 +N= 1.51E+07 y -N=
1.42E+07; d 14 +N = 8.02E+07 y -N= 9.76E+07 celulas/mL). Este fenbmeno puede
estar relacionado con las condiciones de inicio de los cultivos que provenian
directamente de condiciones mixotroficas. Por su parte con la cepa 5587 no

presentd eventos de duplicacion en ningun tipo de cultivo.

Con el fin de analizar la acumulacion de la ficocianina en los cultivos -N en G.
sulphuraira, se obtuvieron datos acerca de la concentracion de ficocianina celular.
En la Fig. 11-Ill Cy D se muestra que la cantidad de ficocianina inicial por célula es
diferente entre los cultivos Au y Mx de las dos cepas, por lo cual se proponen dos
explicaciones: uno es la forma en la que se produce la biomasa de los preinéculos
y dos las dimensiones espaciales de la célula ya que la cantidad de ficobiliproteinas
puede estar determinada especialmente por el tamafio, ver Figura A-1 del anexo.

73 Boussiba S., Richmond AE. Arch. Microbiol. 1980, 125:143- 147.

74 Gérl M., Sauer J., Baier T., Forchhammer K. Microbiology. 1998, 144:2449-2458.

7> Lahmi R., Sendersky E., Perelman A., Hagemann M., et. al. J. Bacteriol. 2006, 188(14):5258-65.

76 Richaud C, Zabulon G, Joder A, Thomas JC. J Bacteriol. 2001, 183(10):2989-94.

7 Krasikov V., Aguirre von Wobeser E., Dekker HL., Huisman J. et al. Physiol Plant. 2012, 145(3):426-39.
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CCMEE Au +N 0.011 0.81+0.08 1.01+0.12 8.08E7+2.83E7
CCMEE Mx -N 0.025 0.57+0.02 0.29+0.02 5.92E7+9.93E5
CCMEE Mx +N 0.020 0.51+0.02 0.73+0.08 6.49E7+2.29E6
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Figura 11-lll. Crecimiento celular y acumulaciéon de la ficocianina por célula en G. sulphuraria. A. Grafica de la
concentracion celular por tiempo de cepa CCMEE 5587. B. Grafica de la concentracidn celular de la cepa UTEX2919. C.
Gréfica de titulo de ficocianina por célula de la cepa CCMEE 5587. D. Grafica del titulo de ficocianina por célula de la cepa
UTEX 2919. Color azul representa cepas en cultivo con nitrégeno, Color verde muestra el comportamiento de los cultivos
en inanicién por nitrégeno. Au: Cultivos provenientes de biomasa autotréfica, Mx cultivos proveniente de biomasa
mixotréfica. E. Datos de la concentracion inicial (PCi/Cel) y final (PCx/Cel) de ficocianina por célula, concentracion de
células al dia 14 (Celx) y Velocidad de sintesis o degradacidén. (n=3, P=0.05)
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Por otro lado, los cultivos Au de ambas cepas se empezaron practicamente con la
misma concentracion de ficocianina al dia 0 (5587 -N = 0.0489 y 2919 -N = 0.0491
mg mL1). Sin embargo, no contuvieron la misma cantidad de ficocianina por célula
inicial.

De manera interesante, se observd, en el caso de la cepa 2919 que las células
provenientes de los cultivos Mx tienen una mayor cantidad de ficocianina inicial que
los cultivos Au y esto es debido a que, aunque contenian una menor cantidad de
ficocianina al dia O del experimento en los cultivos Mx de esta cepa habia una menor
cantidad de células por mililitro lo que provocé que la ficocianina se concentrara en

mayor cantidad por célula.

Con respecto al comportamiento cinético de los cultivos +N, los datos de la cepa
5587 indican un incremento constante de ficocianina, lo que es debido a la presencia
de nitrégeno en el medio, con velocidades de acumulacion de 5587 Au +N Vel=
0.011 y 5587 Mx +N Vel= 0.020 pg cel* d! lo que representa que el aumento de

ficocianina en los cultivos Mx +N es 2.0 veces mayor que en los cultivos Au.

Mientras que en los cultivos de 2919 solo se obtuvo un comportamiento de aumento
lineal en los cultivos Au y por el otro lado en los cultivos Mx presenta un
comportamiento no esperado. Asi mismo, los datos obtenidos a partir de los cultivos
de la cepa 5587 indican que la velocidad de disminucién de ficocianina es un 20%
mayor en las células de cultivos Au -N, en comparacion a los cultivos Mx (5587 Au
-N Vel=0.025 y 5587 Mx -N Vel=0.020 pg cel* d1).

Sin embargo, la velocidad de disminucion de ficocianina en células de la cepa 2919;
calculada a partir del dia 6 en cultivos Au -N fue de 0.012 pg cel*d. Por lo cual, es
importante decir que la mayor velocidad de disminucion de ficocianina por célula se
observa en la cepa 5587 Au -N, con una Vel= 0.025 pg cel* d* mientras que en la
cepa 2919 Au -N Vel= 0.012 pg cel! d* (Fig. 11-lll). Estos datos indican que las
mejores condiciones para llevar a cabo el estudio transcripcional es el dia 8 donde
en cultivos Au empieza el fenomeno de disminucién en ambas cepas y ademas se
observa una mayor velocidad de la disminucion de la ficocianina y la tendencia es

clara en ambas cepas en comparacion con cultivos Mx.
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Evaluacion del perfil de los pigmentos fotosintéticos en cultivos -Ny +N

Adicionalmente, con el fin de estudiar con mayor profundidad el fenémeno
blanqueamiento en G. sulphuraria, se evalu6 el comportamiento de otros pigmentos
fotosintéticos bajo condiciones de limitacion por nitrégeno. En la Figura 12-lll y en
los diagramas de superficie del anexo (Figura A-4 hasta la A-12) se muestran la
representacion del espectro de absorbancia de cultivos de ambas cepas en
condiciones +N y -N. Los espectros de absorbancia se normalizaron a 1 D.O.soo,

para eliminar el efecto que genera el aumento de la densidad celular.

El espectro de absorbancia de las cepas 5587 y 2919 en cultivos +N muestra el
comportamiento esperado con respecto a las sefiales pertenecientes la ficocianina
en 620 nm los carotenos en 450 nm vy la clorofila en 675nm (Fig. 12-lll B, D, F, y H).
Las sefales de los pigmentos en los cultivos Au +N de ambas cepas se mantuvo
significativamente sin cambios a través del tiempo del dia 0 al 14. Sin embargo, hay
un incremento en las sefiales de todos los pigmentos en los cultivos Mx +N durante
las primeras 48 horas y posteriormente los cultivos experimentaron incrementos
graduales del dia 2 al 14 en la absorbancia obtenida de las sefiales de los 3

principales pigmentos.

Por otra parte, en los cultivos Au -N (Fig. 12-lll A, C, E, G) se observé un
decremento de las sefiales de los pigmentos. Sin embargo, la disminucién de la
sefal de la ficocianina y clorofila en los cultivos Au -N de la cepa 2919 es de
ficocianina 8% y 6%, respectivamente, asi mismo, el comportamiento de los
carotenos en esta cepa se aprecid un ligero incremento en el contenido de
carotenos a los 14 dias de cultivo, con respecto al dia 0. Mientras que la sefial de la
ficocianina y clorofila de los cultivos Au -N de la cepa 5587 tiene una disminucion

de 41% y 40%, respectivamente.

Ademas, la sefal de la ficocianina y clorofila que presentaron los cultivos Mx -N de
la cepa 5587 fue menor en comparacion con el cultivo Au -N de la misma cepa. En
cambio. Pero inesperadamente los cultivos Mx -N de la cepa 2919 muestran una
tendencia diferente, y es que a pesar de que los cultivos no estan alimentados con

nitrdgeno el comportamiento de la sefial de los pigmentos muestra un incremento
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en las primeras 48h, en especial de los carotenos.

Este fendmeno en el aumento de los carotenos en los cultivos -N de G. sulphuraria
puede estar relacionada a la cualidad de almacenar carbono en forma de carotenos
en condiciones de estrés. Se ha descrito en la literatura que en cultivos en limitacion
de nitrégeno de G. sulphuraria cepa IPPAS P-513, elaborados por Sinetova en
2006°2 hay un efecto que propicia la disminucién en la cantidad de carotenoides
totales, asi como de clorofila A; ademas, en cultivos en inanicion de nitrogeno
elaborados utilizando como modelo a las microalgas Dunaliela tertiolecta,
Nannochloropsis sp. y C. reinhardtii, se ha reportado que la falta de nitrdgeno
produce un fenémeno de reduccion en la cantidad de carotenoides en términos de
mg g de peso seco,’®7%8 y en las Ultimas dos también se reporté una reduccién

del cantidad de clorofila.

Sin embargo, se ha encontrado que la deprivacién de nitrégeno en Phormidium
laminosum produce un decaimiento en la concentracion de [-caroteno pero un
aumento en la concentracion de nostoxantina que muestra la posibilidad de un
recambio en la composicion de carotenos dentro de los cultivos.8* Ademas, se ha
observado que en algunas cepas de C. reinhardtii como la CC-124 y la CC-125, la
cantidad de carotenos totales aumenta en un 514% y un 184% respectivamente, al
dia 7 de inanicion por nitrégeno, mientras que los titulos de clorofila decrecen 64%

y un 76% respectivamente.

Por lo que bajo algunas circunstancias algunas algas o cepas acumulan cantidades
masivas de carbono en forma de carotenoides, almidon y lipidos en inanicién por
nitrégeno,® y se ha sugerido que la acumulacién de carotenoides bajo condiciones
de estrés representa un mecanismo para proteger a microalgas del dafio provocado

por la luz.®

78 Kim SH., Liu KH., Lee SY., Hong SJ., Cho BK., Lee H., Lee CG., Choi HK. PLoS One. 2013 5;8(9)

72 Solovchenko A., Lukyanov A., Solovchenko O., et al. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2014, 116:635-644

80 Kamalanathan M., Pierangelini M., Shearman LA., Gleadow R., Beardall J.J App! Phycol. 2016, 28:1509-20
81 Fresnedo O., Gomez R., Serra JL. FEBS Lett. 1991, 6;282(2):300-4.

8 Thompson G. Biochim Biophys Acta. 1996, 1302(1):17—-45

8 Ledford H., Niyogi K. Plant Cell Environ 2005, 28(8):1037-1045
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Figura 12-lll. Perfil espectrofotométrico de los pigmentos fotosintéticos en G. sulphuraria. Representacion de los
espectros de absorcion que presentan las cepas UTEX 2919 y CCMEE 5587 a través del tiempo en un rango de 400 a
800 nm. La longitud maxima de absorcion para la ficocianina: 620 nm, clorofila A: 675 nm y carotenos: 465 nm. (n=3)
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Estos resultados demuestran que la deficiencia de nitrdgeno causa un decremento
de clorofila, carotenos y ficocianina, en la cepa 5587, pero en la cepa 2919 hay un
aumento de todos los pigmentos las primeras 48h es especial de los carotenoides.
Por lo cual las cepas 5587 y 2919 muestran respuestas diferentes en la regulacion
de los principales pigmentos fotosintéticos, generado por el estrés que provoca la

limitacion de nitrégeno.

Evaluacion de la ficocianina y el perfil de ficobiliproteinas mediante

fluorescencia en cultivos -Ny +N.

Adicionalmente, se realiz6 un estudio de emision de fluorescencia excitando a 600
nm células completas de G. sulphuraria para obtener una sefial que es emitida por
la ficocianina de los cultivos +N y -N. El objetivo fue corroborar y validar las

tendencias obtenidas a partir de datos espectrofotométricos.

En la Figura 13-l A y B se observa la cinética de emision de fluorescencia de la
ficocianina (652 nm) de la cepa 1929 y 5587. Los datos mostraron que al dia 0 del
ensayo, los cultivos Au arrojaron datos de fluorescencia en mayor proporcion en
comparacién con los cultivos Mx. Estos datos muestran una tendencia similar con
los valores de concentracion de ficocianina al dia 0 que se muestran en la Fig. 9-lll,
es decir, la concentracion de ficocianina y la fluorescencia emitida por los cultivos
Au son mayores en comparacion con los datos obtenidos por los cultivos Mx, para

ambos parametros.

Por otra parte, los datos de velocidad de la emision de fluorescencia de la cepa 5587
(Fig. 13-lll E) mostraron el mismo comportamiento en el decaimiento de la
fluorescencia a través del tiempo y se observé que los cultivos Au presentan una
velocidad de decaimiento mayor en un 23% en comparacion con los cultivos Mx de
la cepa 5587. Este dato refleja una gran similitud con lo obtenido a partir de datos
de la acumulacion de la ficocianina (Fig. 9-111) donde los cultivos Au mostraron una
velocidad de disminucion en la concentracion de ficocianina un 20% mayor que en

comparacion con los datos de los cultivos Mx.
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Figura 13-lll. Fluorescencia de la ficocianina en condiciones de limitacion por nitrégeno en G. sulphuraria. A. Grafica de la emision
de fluorescencia de la ficocianina a 652 nm de la cepa 5587. B. Grafica de la emisidn de fluorescencia de la ficocianina a 652 nm
2919. C. Gréfica de fluorescencia por célula de la cepa 5587. D. Gréfica de fluorescencia por célula de la cepa 2919. Color azul
representa cepas en cultivo con nitrégeno, Color verde muestra el comportamiento de los cultivos en inanicidn por nitrégeno.
Au: Cultivos provenientes de biomasa autotrofica, Mx cultivos proveniente de biomasa mixotroéfica. E. Parametros de velocidad
de fluorescencia inicial (Fi) y final (Fx), fluorescencia inicial (Fi/cel) y final por célula (Fx/cel), concentracion de células al dia 14
(Celx) y Velocidad de decaimiento de la fluorescencia. (n=3, P=0.05)
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Condiciones Fi Ve Fx Fi/Cel Veicel Fx/Cel
UR. UR.d?! UR. U.R. Cel® U.R. Celtd?® “ UR. Cel®
CCMEE Au -N 441.3+8.6 -8.40+0.59 380.9+29.7 8.06E-6+1.27E-7 3.47E-7+1.32E-08 4.73E-6+1.92E-7
CCMEE Au +N 447.442.2 16.84+2.01 670.2+37.9 7.80E-6+2.93E-7 4.00E-7+5.79E-08 8.29E-6+7.21E-7
CCMEE Mx -N 256.9+7.6 -6.84+0.43 183.9+4.5 3.77E-6£2.16E-8 2.23 E-7+£2.26E-08 1.74E-6+7.21E-7
CCMEE Mx +N 262.5+9.1 23.29+2.21 680.3+2.9 3.59E-6£1.20E-7 1.35E-7+4.33E-08 6.41E-6+£3.10E-7
UTEX Au -N 460.2+11.3 -6.30£1.10 455.6+87.6 1.15E-5+3.93E-7 3.20E-7+4.53E-08 7.68E-6+4.98E-8
UTEX Au +N 472.6x4.9 13.73+2.83 610.3+30.5 1.14E-5+3.08E-7 1.05E-7+6.14E-08 9.39E-6+8.27E-7
UTEX Mx -N 279.3+x13.9 1.87+1.28 326.5+16.1 1.96E-5+4.79E-6 -- 3.34E-6+£2.56E-7
UTEX Mx +N 293.6+7.5 31.14+1.67 815.4+36.1 1.94E-5+1.48E-6 -- 1.02E-5+1.40E-6

Tabla 7-lll. Fluorescencia de la ficocianina en condiciones de inanicidn por nitrégeno en G. sulphuraria. A. Gréfica de la emision de fluorescencia de la ficocianina a 652 nm de
la cepa CCMEE 5587. B. Grafica de la emisidn de fluorescencia de la ficocianina a 652 nm UTEX2919. C. Grafica de fluorescencia por célula de la cepa CCMEE 5587. D. Gréfica
de fluorescencia por célula de la cepa UTEX 2919. Color azul representa cepas en cultivo con nitrégeno, Color verde muestra el comportamiento de los cultivos en inanicién por
nitrégeno. Au: Cultivos provenientes de biomasa autotréfica, Mx cultivos proveniente de biomasa mixotrdfica. E. Pardmetros de velocidad de fluorescencia inicial (Fi) y final
(Fx), fluorescencia inicial (Fi/cel) y final por célula (Fx/cel), concentracion de células al dia 14 (Celx) y Velocidad de decaimiento de la fluorescencia. (n=3, P=0.05)
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Por otra parte, los datos de fluorescencia de los cultivos 2919 mostraron una
tendencia similar a los datos de concentracion de ficocianina que se muestran en la
Fig. 9-lll, ya que la fluorescencia en los cultivos Mx -N aumento en un 16% al dia
14, por lo cual, la curva de emision de fluorescencia presenta una pendiente positiva
en condiciones -N, lo que sugiere una mayor acumulacion de ficocianina; mientras
gue en los cultivos Au -N se observé un incremento de la emisién solo durante los
dias 0 al 6 y posteriormente se observd una tendencia de disminucion en la
fluorescencia, obteniendo asi una velocidad de decaimiento de 6.30 U.R. d* de
cultivos Au -N de la cepa 2919 entre el dia 6 al 14. Sin embargo, la cepa 5587
presenta una velocidad de decaimiento de 8.40 U.R. d! que es un 25 % mayor en
comparacion con los cultivos Au -N de la cepa 2919. Por lo cual, los datos obtenidos
sugieren que en la cepa 5587 ocurre un fenémeno de disminucién en la acumulacion

en la ficocianina mayor en comparacion con la cepa 2919.

Con el objetivo de conocer la cantidad de fluorescencia que emite una célula con
respecto al tiempo se tomaron los datos de fluorescencia y la concentracion celular
para hacer una relacion como se observa en la Fig. 12-Ill C y D. Los datos indicaron
gue no hay diferencias significativas entre las células de los cultivos Mx -N y Au -N
de la cepa 5587. Sin embargo, en la Fig. 13-lll D se muestra que la emisiéon de
fluorescencia que emite una célula de los cultivos Mx -N de la cepa 2919 no permitio
el célculo del pardmetro de velocidad debido a que los datos obtenidos no se

acoplaron con ninguna de las ecuaciones de velocidad de orden 0, 1 o0 2.

Finalmente, las velocidades de decaimiento de la fluorescencia en una célula de los
cultivos Au -N de las cepas 5587 y 1929 dieron como resultado 3.47E-7+1.32E-08
y 3.20E-7+4.53E-08, sin diferencia significativa.
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Figura 14-lIl. Perfil de fluorescencia de ficobiliproteinas en G. sulphuraria. Representacion del espectro de emision de
fluorescencia de los cultivos de G. sulphuraria de las cepas UTEX 2919 y CCMEE 5587 excitados a una longitud de onda
de 600nm, obteniendo emisiones de fluorescencia que corresponden a la ficocianina: 652 nm y aloficocianina: 680
nm. (n=3)
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Como parte final de la caracterizacion del crecimiento y acumulacion de ficocianina
en cultivos +N y -N de las cepas 5587 y 2919 de G. sulphuraria, se analizo el perfil
de ficobiliproteinas (ficocianina y aloficocianina) a través de tiempo con el propésito
de analizar el comportamiento de estos pigmentos en los cultivos -N. Los espectros
de emision de fluorescencia se obtuvieron a una longitud de onda de excitacién de
600 nm; la emisién de luz de la ficocianina y la aloficocianina se rastrearon a una

longitud de onda de 652 nm y 680 nm respectivamente.

En la Figura 14-1ll B, D, F y H se muestra el perfil de fluorescencia de las
ficobiliproteinas con respecto al tiempo de los cultivos +N. Los cultivos en cada caso
mostraron una tendencia de aumento en la fluorescencia a 652 nm y 680 nm. Sin
embargo, una diferencia notable es que dentro de los cultivos Mx +N de ambas

cepas se observo un aumento subito durante las primeras 48 h del experimento.

Enla Fig. 14-lll A, C, E y G se muestra los espectros de emision de los cultivos -N.
Los datos presentados muestran que los cultivos -N de la cepa 5587 mostraron un
decaimiento gradual de ambas ficobiliproteinas tanto en cultivos Mx y Au -N del dia
0 al 14, pero este decaimiento en la fluorescencia fue mas notorio en los cultivos Au
-N, un comportamiento similar observado por Nagarajan en Synechosystis sp. 8 ya
que durante las primeras 3 h en inanicién por nitrdgeno se observé una disminucién
de la fluorescencia en tanto en ficocianina como aloficocianina. Sin embargo, los
cultivos de la cepa 2919 mostraron un comportamiento diferente, y es que el cultivo
Mx -N mantiene un aumento gradual de la fluorescencia emitida a 652 y 680 nm
hasta el dia 14 del experimento. Por otra parte, la fluorescencia a 680 nm se
mantuvo estable en ese periodo sin mostrar ningun proceso de disminucién durante
los 14 dias, por el contrario, en los cultivos Au -N se observé que la emision a 652
y 680 nm presenta un aumento en su sefial del dia 0 al 6, y después una disminucion

en la sefial de ambas ficobiliproteinas del dia 6 hasta el dia 14.

Los resultados obtenidos en esta parte del estudio muestran que los datos de
fluorescencia y concentracion de ficocianina mantienen comportamientos parecidos

entre si dentro de los cultivos de G. sulphuraria, es decir, los cultivos de la cepa

84 Nagarajan, A., Zhou, M., Nguyen, A. Y., Liberton, et. al. 2019, Biomolecules, 9(8), 374.
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5587 presentan una mayor disminucion en la acumulacién de ficocianina y emisién
de fluorescencia en comparacion con los cultivos de la cepa 2919 que llegan a
presentar fendmenos de aumento en la acumulacién y emision de fluorescencia de
la ficocianina en cultivos -N, interesantemente en ninguna cepa en este trabajo se
reportd que existiera una disminucion mayor al 50% en los niveles de ficocianina al
dia 14. Una propuesta para explicar el ritmo bajo de degradacion de la ficocianina
en G. sulphuraria, es que solo exista un fendmeno de degradacion de la parte mas
externa del ficobilisoma que estd compuesta por ficoeritrina. Sin embargo, como se
observa en las Figura A-3 del anexo, los niveles de ficoeritrina no presentan una
reduccion gradual con respecto al tiempo, lo que sugiere que la ficocianina y el
ficobilisoma de G. sulphuraria tienen una gran estabilidad a pesar de la ausencia de

nitrégeno.

Con los datos obtenidos en hasta este punto de la investigacion, se sugiere que la
degradacion de ficocianina en la cepa 5587 es mayor en relacion con la cepa 2919.
Ademas, es importante destacar que la cantidad de ficocianina inicial es mayor
dentro de los cultivos Au -N, fendbmeno que puede estar asociado a que los cultivos
Au pasaron por un proceso de autotrofia durante 7 dias (como se observa en la
Figura 2-11) tiempo suficiente para establecer el metabolismo autotréfico y sintetizar
los componentes necesarios del ficobilisoma para la recoleccion de luz necesarias
para la generacion de ATP debido a la falta de carbono organico, asegurando tener
una mayor cantidad de ficocianina disponible. Por lo cual, la célula pudo disponer
de una mayor cantidad ficocianina cuando se encuentra en estrés por falta de
nitrégeno, lo que provoco que la velocidad en la disminucion en la acumulacion de
ficocianina fuera mayor en comparacion a los cultivos Mx -N. Estos resultados
fueron cruciales para elegir la mejor condicion para realizar el estudio transcripcional
del gen nblA en G. sulphuraria, ya que nuestra hipétesis sugiere que mientras la
disminuciéon de ficocianina sea mayor en condiciones de inanicidon por nitrégeno
habra una mayor expresion del gen nblA. Por lo cual, las condiciones en las cuales
se estudié el comportamiento transcripcional del gen nblA fueron el dia 0 y 8, debido
a que se observo el comienzo de la degradacion de ficocianina en la cepa 2919
(Fig. 9-ll1 Cy D).
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3.5.4 Perfil transcripcional del gen nblA de G. sulphuraria en condiciones de
deprivacion de nitrégeno.

El tercer objetivo de este proyecto fue evaluar si la expresion del gen nblA en G.

sulphuraria estaba relacionado con la inanicién de nitrogeno.

En modelos de cianobacterias se ha estudiado la relacion del gen nblA y la
degradacion de la ficocianina. Se ha demostrado que la proteina NbIA interacciona
con las ficobiliproteinas y el complejo de degradacion proteasa Clp. 8 Ademas, en
deprivacion de nitrégeno o azufre se requiere de los productos de los genes nblS,
nbIR, y nblC, para llevar a cabo el proceso de blanqueamiento provocado por la

degradacion de las ficobiliproteinas. 86:87.88

El disefio de los cebadores se baso en la secuencia de nblA (NC_024665.1) de G.

sulphuraria cepa 074W, que se encuentra depositada en el NCBI.

Por otra parte, se realizaron alineamientos de la secuencia de la proteina NbIA de
la cepa 074W con otras 4 secuencias de proteinas de cianobacterias donde se ha
estudiado ampliamente el gen nblA y 2 secuencias de cyanidales diferentes a G.
sulphuraria. En la Figura lll-15 se muestra el alineamiento multiple de las 7 especies
de organismos (en la Figura A-12 se muestra un alineamiento multiple mas amplio
utilizando 40 secuencias diferentes de algas rojas y cianobacterias). La secuencia
de G. sulphuraria comparte los residuos de aminoacidos conservados (12, 14, y 15).

De manera interesante, se ha reportado que un cambio en el aminoacido S14

Especie Loo...... (0 () N | P

1. Cyanidium_caldarium . M. ........ FRLkv Yy kKEW LKk L
2. Cyanidioschyzon_merolae FIL RVYR LMK L

3. Galdieria_sulphuraria M KNY FRILELY
K F IiL
FQMR VM A M
FOL@KYR

4. Synechocystis_sp
Figura 15-lll. Alineamiento multiple de la secuencia de proteina de NbIA.

5. Nostoc_punctiforme

6. Thermosynechococcus_elongatus - M
7. Synechoccocus_elongatus ~-MLPP--LPDF

8 Baier, K., Lehmann, H., Stephan, D. P., and Lockau, W. Microbiology 2004, 150:2739-27

8Sendersky E., Lahmi R., Shaltiel J., Perelman, A., Schwarz, R. Mol. Microbiol. 2005, 58:659-668.

87 van Waasbergen, L. G., Dolganov, N., Grossman, A. R. J. Bacteriol. 2002, 184:2481-2490.

8| ahmi R., Sendersky E., Perelman A., Hagemann M., Forchhammer K. Schwarz, R. J. Bacteriol. 2006, 188,
5258-5265
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conlleva una pérdida de funcion y se genera un fenotipo no blanqueador. Una
mutacion en el residuo K59 cerca del extremo carboxilo provoca una pérdida de la
interaccion entre la proteina NblA y la ficocianina. Por otra parte, se ha identificado
que mutaciones en los aminoacidos 25 y 35 que no son altamente conservados,
pero tienen una funcion estructural, también puede llevar a la perdida de la funcion
de la proteina NbIA. Estos datos permiten inferir que la secuencia de la proteina
NDbIA de G. sulphuraria 074W corresponde segun su anotacion en la base de datos

y que posee los residuos elementales para llevar a cabo su funcién.

Debido al alto contenido de A-T en el gen (Figura A-13 del anexo), los cebadores
se diseflaron tan largos como fue posible para obtener una temperatura de
alineamiento de aproximadamente de 50 °C. Para demostrar que los cebadores
funcionan se realiz6 una PCR en tiempo final con el DNA gendmico de las 5 cepas
disponibles en el laboratorio. El resultado muestra una banda de un tamafo
aproximado al esperado de 189 pb (Figura 16-1l1) que corresponde al tamafio del
gen nblA, confirmando que se acumula un producto de PCR del tamafio esperado
en las 5 cepas. Para demostrar que el producto de PCR obtenido contiene la
secuencia del gen nblA, esta banda se clon6 en el plasmido pJET 1.2 para generar
el vector pJET nblA, como se muestra en la Figura 17-lll, y ademas se muestran

los resultados de las PCR de 18 colonias en donde 15 fueron positivas (308 pb).

Figura 16-lll. Gel del producto de PCR del gen nblA. Producto de la reaccién utilizando los cebadores disefiados para la
amplificacidon del gen nblA utilizando DNA de 5 cepas distintas de G. sulphuraria. Los productos marcados en rojo es el
producto con un peso esperado 189 pb. 1. CCMEE 5587, 2. UTEX 2919, 3. SAG 107.79 4. SAG 108.79 5. SAG 21.92
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Utilizando el producto de PCR obtenido del plasmido pJET 1.2 + nblA se llev6 a
cabo un ensayo con enzimas de restriccion para evaluar mediante un gel de
poliacrilamida su perfil de digestién, como se observa en la Figura A-14 del anexo.
Sin embargo, no se ha podido obtener la secuencia de nucleétidos que componen
este producto debido a problemas presentados en la secuenciacion.

El siguiente paso fue analizar la expresion del nblA mediante PCR a punto final.
Como control de expresion constitutiva se utilizd el gen de la Histona 3
(NW_005178409). En la Figura 18-Ill A, se observa la expresion del gen Histona 3
en condiciones +N y -N a los dias 0 y 8 de los cultivos. Inicialmente en la Fig. 18-
[Il A los cultivos presentaron una cantidad basal del transcrito de nblA al dia 0 del
experimento, cuyos datos contrastan con los reportados con Nagarajan en 2019, en
donde en cultivos de Synechocystis sp. en limitacion de nitrégeno practicamente
no hay una cantidad basal de RNAmM del gen nblA al inicio de los cultivos en

limitacion de nitrégeno.

Por otra parte, la cepa 5587 se presentd un aumento en los niveles de la expresion
del transcrito en condiciones +N y -N, mientras que en la cepa 2919 solo se observo
un aparente incremento de los niveles de transcrito de nblA en las condiciones -N
como se esperaba, ya que se ha mostrado ha mostrado que existe una fuerte
correlacién entre la deprivacion de nitrégeno y el aumento en la expresion de niveles

de gen nblA, en Synechocystis sp. 46.80.89.49

8 Baier K., Nicklisch S., Grundner C., Reinecke J., Lockau W. FEMS Microbiol Lett. 2001,195(1):35-9
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Por otra parte, se ha estudiado que la transcripcion de nblA se regula por estrés
nutricional y se ha reportado anteriormente que la expresion de este gen se asocia
a la presencia de L-metionina sulfoximina, que es un analogo de glutamato y en
presencia de nitrégeno en el medio,® por lo cual la expresion de nblA dentro de la
cepa 5587 en condiciones +N podria hablar de produccion de metabolitos
intrinsecos de la célula que promuevan la acumulacion de nblA y tengan un efecto
en el recambio proteinico para mantener su homeostasis. Sin embargo, no es

significativa la acumulacion de transcrito entre el dia 0 y el 8 de los cultivos -N.

A B
Clonas
MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(pb)
300
200
100
MP 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 17-lll. Vector de clonacidén, y caracteristicas de los amplificados positivas después de la
transformacion de cepas de E. coli. A. Esquema del vector de clonacién antes y después de la insercion del
gen nblA al sistema pJET1.2. B. Geles de del producto de PCR para la verificacién de clonas positivas.

% Sauer J, Gorl M, Forchhammer K. Arch Microbiol. 1999, 172(4):247-55.
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Lo que sugiere que la limitacién nitrégeno en estas cepas de G. sulphuraria no fue
suficiente para llevar una degradacion de ficocianina; como si lo es en
cianobacterias en las cuelas su degradacion es mayor al 70% en menos de 72 horas
de inanicion; lo que ha llevado a pensar que existen otros elementos reguladores
que podrian estar participando en la degradacion de la ficocianina, ademas de los

componentes de la familia nbl.

CCMEE 5587.1 UTEX 2919

nblA

Hs

CCMEE UTEX
157 mmod +N 2.57 mmod +N
8 0d -N § 20 #H0d N
£ 10l MM 8d+N £ B 8d +N
e 8d -N _l_ 154 8 -N
2 o
o O 1.0+
S 0.5+ SR 3 — 58
‘= =

Figura 18-lll. Perfil transcripcional del gen nblA en G. sulphuraria. A. Geles de los productos de PCR a punto final por
triplicado del gen nblA en condiciones -N y +N, en los dias 0 y 8 de los cultivos. H3 como control de expresidn constitutiva.
B. Graficas de los niveles de expresidn de nblA en condiciones -N y +N. (P=0.05 n=3)
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Se realiz6 un analisis de la degradacion de la ficocianina por perfil de geles SDS-
PAGE eneldiaOy 8, de la cepa 2919 y 5587. Como se muestra en la Figura 19-ll|
se observan las dos subunidades por las que conforman a la ficocianina: la
subunidad a y B que tienen un peso aproximado de 17 y 18 kDa, respectivamente.

Este analisis se hizo por triplicado (Fig. 19-11l A).

Se observo en los cultivos +N de ambas cepas, un aumento en la cantidad de
ficocianina. Esto concuerda con los datos mostrados, obtenidos con las técnicas
espectrofotométricas y fluorescentes (Fig. 9-lll y 11-lll). Por otra parte, en los
experimentos -N, particularmente en la cepa 5587 se apreci6é una ligera disminucién
de la ficocianina después de 8 dias. En la cepa 2919 no se observé un cambio

aparente en la concentracion de ambas subunidades en condiciones -N.

Los resultados muestran que la ficocianina es una proteina que tiene una estabilidad
alta en la condicion de deprivacion de nitrégeno en G. sulphuraria. Una observacion
interesante es que la diferencia en la relacion entre la subunidad a y B de la
ficocianina es los cultivos de la cepa 2919 es diferente, en donde la subunidad a se

nota con una intensidad mayor en el SDS-PAGE.

Con base en los resultados de este trabajo podemos sugerir que no se esta
induciendo la expresion del gen nblA para llevar a cabo la degradacién de la
ficocianina en condiciones -N, o que existe una velocidad de recambio alto de la

ficocianina que impida ver un cambio en la acumulacién de esta ficobiliproteina.

Por otro lado, es importante saber si estas pequefas diferencias observadas en la
disminucién de la ficocianina o el cambio que existe entre la relacion de las
subunidades de la ficocianina son suficiente para permitir el crecimiento y el
mantenimiento de G. sulphuraria en esta condicién de deprivacion de nitrégeno, o

exista otra proteina que se recambie y permita el crecimiento.
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Figura 19-11l. SDS-PAGE del extracto de proteinas total de G. sulphuraria en condiciones de deprivacion de nitrégeno. A.
Corridas por triplicado del extracto de proteina total de las muestras de G. sulphuraria en condiciones +N y -N a los dias
0 y 8 del experimento. B. Muestras representativas de cada triplicado de las cepas UTEX 2919 y CCMEE 5587 en
condiciones +N y -N a los dias 0 y 8 del experimento.
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3.6 Conclusiones

La degradacioén de la ficocianina en G. sulphuraria es un proceso lento en donde
menos de la mitad de la ficocianina inicial se degrada dentro de los 14 dias en
inanicion de nitrégeno, a pesar de esto las condiciones donde se llega a evidenciar
un evento de degradacion fue en los cultivos Au, donde las concentraciones de
ficocianina inicial son mayores, mientras que en los cultivos Mx, pareciera que se
favorece su sintesis. Esto es un punto de inflexion en el uso de G. sulphuraria como
modelo para la obtencion de ficocianina ya que ademas de las ventajas innatas que
le confiere sus propiedades termo tolerantes, acidofilas y su gran diversidad
metabdlica, podemos decir que la ficocianina de esta alga es resistente a las
condiciones de estrés provocadas por la deprivacion de nitrégeno deprivacion de -
N.

La regulacion de las ficobiliproteinas, clorofila y carotenos esta regulada de manera
diferente entre la cepa 5587 y 2919, ya que en la primera el estrés provocado por la
privacion de nitrégeno provoca la disminucion de los principales pigmentos en
especial en los cultivos Au, mientras que en la cepa 2919 parece haber un aumento
de los pigmentos durate los primeros 6 dias de cultivo en condiciones -N y un
aumento de los carotenos hasta el dia 14.

Los primeros datos del estudio transcripcional sugieren que no existe un aumento
significativo del trascrito de nblA en condiciones de inanicion de nitrégeno, lo que
podria explicar la estabilidad de la ficocianina durante los primeros 8 dias en
deprivacion de nitrégeno. Ademas, en el sistema SDS muestra que ambas
subunidades de la ficocianina estan presentes aun en cultivos -N y no se obtuvo
ninguna evidencia de la existencia de una banda de 7 kDa, que es lo que se estima
que pesa la proteina NblA de G. sulphuraria en condiciones de inanicion por

nitrégeno.
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4. Anexo
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Figura A-1. Diferencias microscopicas de las células de G. sulphuraria en cultivos +N y -N de las cepas CCMEE 5587 y UTEX
2919. A. Células de UTEX 2919 en cultivos +N, B. Células de UTEX 2919 en cultivos -N, C. Células de CCMEE 5587 en cultivos
+N, D. Células de CCMEE 5587 en cultivos -N. Aumento 1000X E. Microscopia de fluorescencia de células de CCMEE 5587
en cultivos Autotroéficos. F Microscopia de fluorescencia de células UTEX 2919 en cultivos autotroéficos.
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Figura A-2. Cinética de crecimiento de los cultivos mixotréficos de las cepas CCMEE 5587 y UTEX 2919. A, B. Crecimiento
de los cultivos de ambas cepas empezadas a 0.1 D.0.800, con Glucosa como fuente de carbono y en condiciones de luz
constante de 140 mEm-2 s-1. Circulo representa la concentracion de glucosa y los cuadrados representan el aumento
enlaD.O.
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Figura A-3. Titulo de ficoeritirna en los cultivos Au de G. sulphuraria. CCMEE 5587 y UTEX 2919.
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Figura A-4. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Au +N de la cepa CCMEE 5587. Comportamiento del espectro de absorcién de los cultivo CCMEE Au +N
del dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3) .
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Figura A-5. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Au -N de la cepa CCMEE 5587. Comportamiento del espectro de absorcion de los cultivos CCMEE Au -N
del dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-6. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Mx +N de la cepa CCMEE 5587. Comportamiento del espectro de absorcién de los cultivos CCMEE Mx +N
del dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-7. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Mx -N de la cepa CCMEE 5587. Comportamiento del espectro de absorcidn de los cultivos CCMEE Mx -N
del dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-8. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Au +N de la cepa UTEX 2919. Comportamiento del espectro de absorcion de los cultivos UTEX Au +N del
dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nmy de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-9. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Au -N de la cepa UTEX 2919. Comportamiento del espectro de absorcion de los cultivos UTEX Au -N del
dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-10. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Mx +N de la cepa UTEX 2919. Comportamiento del espectro de absorcién de los cultivos UTEX Mx +N
del dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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Figura A-11. Diagrama de superficie del espectro de absorcion del cultivo Mx -N de la cepa UTEX 2919. Comportamiento del espectro de absorcion de los cultivos UTEX Mx -N del
dia 0 al 14, la clorofila corresponde a una longitud de onda de 575 nm, del a ficocianina a 620 nm y de los carotenos a 555 nm (n=3).
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. Gelidium_sinicola - - - - - - - - - oo o oo oo oo

. Bangiopsis_subsimplex - - - - - - - - - - - - - - - - -MM-------

. Gracilaria_changii = - - - - - - - - - - .- -_-M8-----

. Pyropia_perforata - - - - - - - - - ..o -MNI-- - - -

. Acrochaetium_secundatum - - - - - - - - - - - - - - - - o oo oo oo [

. Compsopogon_caeruleus - - - - - = = = = = = = = - = - - - - - - - -

. Rhodochaete prvula - - - - - - - - - - -MBF- - - - -

. Cyanidioschyzon_merolae - - - - - - - - - - - - - - - - - - .- -MK-- - - - -
. Cyanidium_caldarium - - - - - - - - - - - - .- - ... ... - -MOS§- - ------
. Galdieria_sulphuraria - - - - - - - - - - - - - - - oo oo oo oo

. Synechococcus_elongatus - - - - - - - - - - o oo oo oo oo oo

- Arabidopsis_thaliana

Figura A-12. Alineamiento multiple de 41 secuencias de la proteina NblA.
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Consensus

Cyanidium_caldarium
Galdieria_sulphuraria
Cyanidioschyzon_merolae
Nostoc_punctiforme
Synechoccocus_elongatus
Thermosynechococcus_elongatus
Synechocystis_sp

Consensus

Cyanidium_caldarium
Galdieria_sulphuraria
Cyanidioschyzon_merolae
Nostoc_punctiforme
Synechoccocus_elongatus
Thermosynechococcus_elongatus
Synechocystis_sp

Consensus

Cyanidium_caldarium
Galdieria_sulphuraria
Cyanidioschyzon_merolae
Nostoc_punctiforme
Synechoccocus_elongatus
Thermosynechococcus_elongatus
Synechocystis_sp

Direccién Tamafio Tm

NbIA-F 29
NbIA-R 45

o .. Tl hnl. Te 1

a - = A ¢ = IT <A sh
______________________ A-C---A--TTGA-CT-A-T-TAGAACA-GAATTT-AACT-CAAGT-TAC----AACA
_______________________ ATGCAATCT----CTTACACTAGAACAGGAATTTAAACTTAAAGTATACAAAGAAAA

ATGAATAAAAACTATAATTCTTATCTTGGACTTAGTTTAGAACAAGAATTTAAACTTAAATTGTATTCACAAAT

77777777777777777777777 ATGAAACTTACTTTAGAACAAGAATTTCAATTACGAGTTTATCGACAACA
777777777777777777 ATGAATCAACCCATTGAATTATCTTTAGAACAAGAATTTAGCCTTAGAACTTTCTCCGATCA
777777777 ATGCTCCCCCCTCTCCCCGACTTTTCCCTCAGTGTTGAACAGCAGTTTGATCTGCAGAAGTACCGTCAGCA
---ATGGAGCAACGCTTCCCCGAACTGAATGTTGACCTCAGCGTCGAACAGCAGTTTCAAATGCGAGTGATGGAGGCGCA
CTAGGGGAGGAGTGAATTTTTCATCAAATCCCGGATCAGGTTATCCCGCACCATGATTTGTTIGCATGGTTTCTAGTAAAT

,»YT . T C . A,A A a sl zT T Aix oo 28 ca AI.J&T T 2. .AA AAI T

AGTGAA--AG-TGA--C---A-CAA--TCAA-AACT-TTG-T-GAAGT-TT-AA-CA-ATGATG-T-AA-GA---AATAT
CTTAAAAAAGTTAACACTTAAACAATCTCAGAAACACTTGGTTGAAGTTTTAAAACAAATGATGCTTAAAGA--TAATAT
AGTAGATAATTTAAATGAAAAGCAAAAGAAACGATTACTATTAGAAATTTTAAAATATATGTTATTAAATGA--TAATAT
ATTGATGAAGCTGAATCAAACTCAAGTTCAAAAACATTTAATTGACGTTTTAAAACAAATGATGCTTAAAGA--TAATTT
AGTGCAGCAGATGTCCCGTGAACAAGCTCAAGAGTTTTTGCTGATGCTGTATAAGCAGATGATAATTAGGGAAGCGACTT
GGTGCGTGACATCTCACGGGAAGACCTCGAAGATCTGTTCATCGAAGTGGTTCGCCAGAAGATGGCACACGA--GAACAT
AGTGAGTGCGATGAGCCTTCAGGAAGCTCGTGAGCTGCTGTTGCAAGCCTCTCGCCTATTGATGATGAAAGA--CAACGT
AGTTAACGGTCTGCTCCCGGTCTAGTTCTTGATATTCCTGTTGCAAACACTGCAGTTGAAATTTCTGCTCTAA-GGATAG

The ToT T. aece | &

- -T-AA---T-CTTAAT-A-A-ATG--A--T---mmmmmmmmmmmmmmmammm o
AATTAAG--TATCTAATCAGAAATAGTTATTTTTAA- - —————————————————- 165
ATTAAAA--TATTTAATAAAATATACTAATTTAAAATAA- - - - 189
TATTAAG--TATTTATTAAGAAAAGCCACATGA - -~ — -~ - - - —— o - oo~ 159
ACCAAGAATTGCTCAAACATCAGTGGGAAGTTGATTCAGGTTCAATCTTGGGTTAA 198
CTTCAAA--GGCATGATTCGCCAAGGAAGTTAG -~ -~ —————— === - ===~ 180
CATTCGC--TCCTTGGTCAAACGCGCTGCCTAG -~~~ ——— - == — - - - - oo === 186
GTTAAAGGCTTCGTTGTTGATCAT - —— - -~ === == mmmmmmmmmmmmmmoe e e = 183

Secuencia mensajero

Secuencia gendmica cDNA

50 ATGAATAAAAACTATAATTCTTATCTTGG 189 189
49 TTATTTTAAATTAGTATA TATTAAATATTTTAATATATTATC 189 189

Figura A-13. Alienamiento multiple de DNA del gen nblA y caracteristicas de los cebaodes disefiados.
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Utilizando el producto de PCR obtenido del plasmido pJET 1.2 + nblA se llevo a
cabo un ensayo con enzimas de restriccion para evaluar mediante un gel de
poliacrilamida su perfil de digestion, como se observa en la Figura A-14. Es
importante decir que en la Fig. A-14 B se observa que el producto amplificado de
nblA estd flanqueado por dos regiones del vector de clonacién, que tienen un
tamano de 62 pb de 5’ a 3’ y de 57 pb de 3’ a 5’. Para este ensayo se utilizaron tres
enzimas de restriccion: Sspl que tiene un sitio de corte dentro del gen y uno dentro
del vector (3'-5’), Bglll que tiene dos sitios de restriccion cada uno se localiza en un
extremo del vector y Ncol que solo tiene un sitio de restriccion que se localiza en la
parte del vector 3’ a 5'. Por otra parte, como se observa en la Fig. A-14, utilizando
la enzima Sspl, se obtuvo una digestion total de la banda y obteniendo los tamafios
esperados. Por otra parte, utilizando la enzima Bglll se obtuvo una digestion parcial
ya que tenemos una banda que presenta un tamafo menor a 308 pb (que
corresponde al tamafo del fragmento sin digerir) pero no es tan pequefia para tener
un peso 237 pb que corresponde a la banda e, aunque se obtienen las otras 3
bandas esperadas de acuerdo con lo que se observa en la Figura A-14. Sin
embargo, utilizando la enzima Ncol no se obtuvo el perfil de restriccion esperado,
que puede deberse a un mal funcionamiento de por parte de esta enzima. Sin
embargo, como podemos observar por parte de los resultados arrojados del perfil
de restriccidon utilizando Sspl es que tentativamente si tenemos el gen nblA, sin
embargo, no se ha podido obtener el patrén especifico de nucleétidos que
componen este producto debido a problemas presentados en la secuenciacion.
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A _nblA_
M = Sspl Bglll Ncol F R

. 308
. 222
56
.34
. 237

46
. 29

.29
45

100
. 200
. 300
. 400

PBONS"T@ 0 AQAO0OTD

(288) Ncol
{276) Sspl
(0) Start Bglll (28) (222) Sspl  (263) Bglll End

100! 200! 300!

| pETi2 | nbiA PIETL.2

Sspl  Bglll  Ncol
Numero de cortes 2 2 1
Tamafio Banda 1 222 237 288
Tamarfo Banda 2 56 46 20
Tamaro Banda 3 34 29

Figura A-14. Perfil de restriccion del producto de PCR del gen nblA. A. Perfil de restriccion. M marcador de peso molecular,
(-) control negativo, banda sin digerir. Sspl, Perfil de digestion utilizando la enzima Sspl. Bglll, perfil de digestion con la
enzima Bglll. Ncol, perfil de digestion con la enzima Ncol. F, cebador delantero para el gen nblA. R, cebador reverso para
el gen nblA. B. mapa del producto de PCR nb/A-pJET1.2.
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