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RESUMEN

Las microalgas son un grupo de microorganismos, eucariotas y procariotas, mayormente
fotosintéticos, con diversos roles en los ecosistemas acudticos y terrestres. Son actualmente muy
reconocidas debido a sus potencialidades en salud, ambiente y energia, debido a que producen
sustancias de interés terapéutico, como antitumorales y antivirales, y nutraceudtico, como dcidos
grasos poliinsaturados tipo ®-3, de cadena larga. Relacionados al aspecto medioambiental, estd
descripto su empleo en la biorremediacién de zonas contaminadas con metales pesados o su uso en
la reduccién de la carga orgdnica de ciertos efluentes. Se destacan ademds algunas cepas de
microalgas por su capacidad de sintetizar y acumular elevadas cantidades de aceites, propiedad que
se aprovecha para obtener la materia prima necesaria para la produccién de biodiesel. La naturaleza
fotosintética de estos microorganismos, vinculada a la acumulacion de almidon, permite proyectar
su empleo en la produccion de etanol u otros alcoholes apreciados como biocombustibles. La
acumulacién de tales materiales de reserva en las células de microalgas, estd asociada a diferentes
factores tales como el estrés salino y la deplecion de la fuente de nitrégeno. Los mecanismos
moleculares asociados a este fendmeno comienzan a ser dilucidados, especialmente en organismos
modelos como Chlamydomonas reinhardtii. Ademads de la capacidad fotosintética (autotrofica) de
las microalgas, muchas especies son capaces de crecer en condiciones mixotréficas (en presencia
simultdnea de luz y fuentes de carbono-energia orgdnica) o heterotréficas (en oscuridad y sélo con
fuentes de carbono-energia organica). El poder variar las condiciones de cultivo, permite maximizar
los rendimientos de los bioproductos segun las condiciones metabdlicas que favorezcan su
producciéon. A su vez, permite simplificar los procesos de cultivo ya que en condiciones
heterotréficas se pueden emplear sistemas de cultivo tradicionales, mejor caracterizados y de los

cuales existe mayor experiencia para su escalamiento.

En la naturaleza existen también microorganismos denominados quimiolitoautétrofos que, como los
organismos fotosintéticos, asimilan el CO> atmosférico para cubrir la demanda de carbono que
precisan para su crecimiento, obteniendo en este caso la energia a partir de la oxidacion de
compuestos inorgdnicos en presencia de oxigeno. Estos microorganismos son relevantes en los
ciclos biogeoquimicos donde cumplen un rol fundamental en el movimiento de nitrégeno, oxigeno,
hidrégeno, calcio, sodio, azufre, fésforo, potasio, carbono y otros elementos entre los seres vivos y
el ambiente. Un ejemplo de estos organismos lo constituye Nitrosomonas europaea, una bacteria
nitrificante que fija el CO; a expensas de la energia que obtiene de la oxidacién del amoniaco a
hidroxilamina. N. europea, a pesar de ser un organismo procariota, utiliza para la fijacién del
carbono ciclos y vias metabdlicas similares a la de los organismos fotosintéticos eucariotas. Dado
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su rol en la naturaleza, los estudios bioquimicos de este microorganismo se inclinaron hacia la
comprension del proceso de nitrificacion, mientras que el estudio del metabolismo del carbono

quedo rezagado.

En este trabajo, buscamos entender mejor el flujo del carbono y la energia en células con diferentes
caracteristicas tréficas y diferentes formas de obtencion de energia, mediante el estudio de enzimas
claves de las vias metabdlicas que convierten el carbono y transforman la energia. Con este
objetivo, nos centramos en el estudio molecular, cinético y regulatorio de enzimas
la glyceraldehido-3-fosfato ~ deshidrogenasa no  fosforilante  dependiente ~de  NADP*
(np-Ga3PDHasa), la glyceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante dependiente de NADP*
(Ga3PDHasa A/B), la glyceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante dependiente de NAD*
(Ga3PDHasa) y la ADP glucosa pirofosforilasa (ADP-Glc PPasa).

En el caso de Chlorella, medimos la actividad de las enzimas en extractos celulares obtenidos al
cultivar células en diferentes condiciones y, ademads, caracterizamos cinéticamente algunas de las
enzimas que pudimos obtener en forma recombinante empleando Escherichia coli como huésped.
Ademds, modificamos genéticamente una cepa de Chlorella sp. para evaluar el impacto de la
sobreexpresion de una de las enzimas claves para la sintesis de poder reductor, en el metabolismo

de acumulacién de reservas de carbono.

Partiendo de cultivos autotréficos y heterotréficos de la cepa de Chlorella spp., se realizaron
diferentes extracciones que nos permitieron cuantificar el contenido de triacilglicéridos, almidon,
proteinas y determinar la actividad de enzimas relacionadas al metabolismo del carbono. A partir de
los resultados obtenidos y comprando ambas condiciones de cutlivo, pudimos concluir que en
condiciones heterotréficas se favorece la sintesis de lipidos en detrimento de la acumulacion de
almidoén, mientras que ocurre lo opuesto en condiciones autotréficas. Cuando hubo un aumento en
la cantidad de lipidos, también detectamos una mayor actividad de la Ga3PDHasa. Mientras que, en
condiciones autotréficas, donde se acumula mayor cantidad de almidon, increment6 la actividad de
la ADP-Glc PPasa. Ademas, caracterizamos de forma comparativa los cultivos de Chlorella sp., C.
protothecoides, C. saccharophila y C.vulgaris tanto en condiciones autotréficas y heterotréficas,
resultando que a excepcidn de C.vulgaris, las diferentes cepas acumulan mayor cantidad de lipidos

en condiciones heterotroficas.

Para poder caracterizar las propiedades regulatorias, cinéticas y estructurales de las enzimas de
Chlorella variabilis antes mencionadas, identificamos en las bases de datos los genes que las

codifican mediante homologia de secuencias empleando como molde enzimas ya caracterizadas.



Luego de identificarlos, se clonaron los genes CvagapN, CvagapA, CvaGapC y los genes que
codifican las subunidades large, small y smarge de la ADP-Glc PPasa. Todos estos genes se
expresaron en Escherichia coli, evaluando para todos los casos numerosos ensayos de expresion
cambiando los pldsmidos, las cepas de E. coli y las condiciones de cultivo. Los genes, CvagapN
(que codifica para la np-Ga3PDHasa) y los correspondientes a las diferentes subunidades de la
ADP-Glc PPasa, se expresaron principalmente de manera insoluble o carecian de actividad
enzimadtica. Con respecto al gen CvagapA, que codifica para una Ga3PDHasaA, logré expresarse y
purificarse mediante varios pasos, pero al determinar su actividad enzimatica esta resulto tener una
actividad muy baja en comparacion a lo determinado para la misma enzima en otros organismos.
Por estos motivos, no se avanzé en la caracterizacion cinética y estructural de dichas enzimas. Por
ultimo, cuando buscamos el gen CvaGapC que codifica una Ga3PDHasa citosdlica., encontramos
dos genes que codifican para la misma enzima, tal como ocurre en Chlorella pyrenoidosa,
Chlamydomonas reinhardtii 'y Arabidospsis thaliana. Ambos genes se clonaron, expresaron y
purificaron mediante cromatografia de unién a metal. En ambos casos se obtuvo la enzima de forma
activa y con valores de actividad similares a los ya informados para otras Ga3PDHasas. La
determinacion de la masa molecular indic6 que la isoforma Ga3PDHasa-1 recombinante es activa
en una conformacion nativa homohexamérica, mientras que la Ga3PDHasa-2 resulto ser activa con
una estructura cuaternaria del tipo homotetramérica. Ambas isoformas resultaron ser especificas
para el par NAD*/NADH. Se calcularon los parametros cinéticos en ambos sentidos de la reaccion,
oxidacion de Ga3P y reduccion de 1,3bisPGA. Comparando los valores obtenidos para cada una de
las enzimas, se observo que la Ga3PDHasa-1 tiene aproximadamente el doble de afinidad por el D-
Ga3P y la mitad de la afinidad por el NAD+ que la Ga3PDHasa-2. Mientras que, las isoformas no
presentaron diferencias significativas con respecto a la velocidad maxima en sentido de oxidacién
del D-Ga3P. En el sentido inverso de reaccion, la velocidad de reduccion del 1,3bisPGA es dos
veces mayor cuando ocurre mediante la Ga3PDHasa-1, sin observarse diferencias en la afinidad por
los sustratos con la Ga3PDHasa2. Cabe mencionar que la cinética de reaccion de las Ga3PDHasas
citosolica en sentido de reduccion del 1,3bisPGA, es muy poco estudiada por lo que estos resultados

aportan informacién novedosa sobre el comportamiento de las isoformas de las Ga3PDHasas.

Respecto a la modificaciéon genética de Chlorella sp., se evaluaron varias metodologias de
transformacion hasta encontrar una resultd exitosa y facilmente aplicable. Luego de seleccionar los
clones de Chlorella sp. que expresaban el gen introducido mediante ingenieria genética, las células
se cultivaron en condiciones de cultivo auto-, hetero- y mixo-tréficas. En comparacién con la cepa
sin editar genéticamente, al inicio de la fase estacionaria del cultivo las células transformadas

alcanzaron una densidad celular menor. Sin embargo, al cuantificar los compuestos de reserva, se
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pudo determinar que las cepas de Chlorella sp. que sobreexpresaban el gen de interés fueron
capaces de acumular entre 20-50 veces mds mg TAG por gramo de biomasa en comparacién con la
cepa control. Esto indica que la expresion de un dnico gen exdgeno en Chlorella sp., incidid
significativamente en el flujo metabdlico favoreciendo la sintesis y acumulacién de acidos grasos

por sobre la acumulacién de almidén que disminuy6 de 2 a 5 veces.

En el caso de N. europea, adquirimos su ADN gendmico y amplificamos a partir del mismo los
genes que codfican para la Ga3PDHasa (codificada por el gen cbbG) y la succinato semialdehido
deshidrogenasa (SSADHasa, codificada por el gen gabD). Ambas preoteinas de produjeron forma
recombinante clonando los ADNc correspondientes en plasmidos de expresion adecuados vy
transformando células de E. coli. Las dos enzimas se obtuvieron como polipéptidos fusionados a
una etiqueta de histidinas, presentando actividad enzimatica y lograndose purificar a homogeneidad

electroforética.

En N. europaea, la Ga3PDHasa participaria en diferentes vias metabdlicas: fijaciéon del carbono
mediante el ciclo de Benson-Calvin-Basham (BBC), la glucélisis y/o la gluconeogénesis,
catalizando la oxidacion reversible del Ga3P a 1,3bisPGA. En organismos eucariotas que emplean
el ciclo de BBC, el cofactor clave para la transferencia del poder reductor a las triosas-P es el
NADP*; sin embargo, la enzima de N. europaea es especifica para el NAD*. Esto indica que
independientemente de la via metabodlica en la que participe la Ga3PDHasa de N. europaea, la
enzima emplea NAD para llevar a cabo su funcién. Tratdndose de en un organismo
quimiolitoautotréfico procariota que carece de vias catabdlicas, entendemos que se logra un ahorro
significativo de energia al usar NADH en lugar de NADPH (el cual es generado a partir del NADH

en una reaccion dependiente de energia) para reducir 3-PGA.

En cuanto al gen gabD, a partir de la bisqueda realizada in silico en la base de datos del genoma de
N. europea se pudo identificar por similitud de secuencias que codificaria una SSADHasa (similar a
la de Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus tokadaii) y/o una np-Ga3PDHasa (similar a la de
Sulfolobus tokadaii y Ttriticum aestivum). Estas dos enzimas estin muy relacionadas en su
secuencia y pertenecen a la superfamilia de las aldehido DHasas. De los estudios cinéticos
realizados con la enzima que obtuvimos de forma recombinante, pudimos determinar que GabD
puede catalizar la oxidacion irreversible del Ga3P a 3PGA utilizando tanto NAD* como NADP*
como cofactor, asemejandose asi a la funciéon que cumplen las np-Ga3PDHasas. Sin embargo, la
actividad de la enzima al reemplazar el Ga3P por SSA, fue tres y cuatro 6rdenes de magnitud mayor
en presencia de NAD* o NADP", respectivamente. Todos estos resultados sugirieron que GabD
codifica para una SSADHasa que preferiblemente usa NADP" como cofactor pero que es promiscua
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por el NAD™. Los estudios realizados para comprender la funcién de la SSADHasa en N. europea
indicaron que la misma participaria del ciclo del 4cido tricarboxilico, conviertiendo el SSA,
resultante de la descarboxilacién del a-cetoglutarato por la descarboxilasa especifica (enzima
anotada como NE2374 en la base de datos NCBI), en succinato. Asi, estas dos enzimas serian
capaces de cerrar el ciclo del TCA en N. europaea que hasta el momento se consideraba en forma
de herradura, planteando asi una via alternativa que también se ha descripto en micobacterias,

Rhodococcus y cianobacterias.

Los resultados obtenidos en este trabajo, contribuyen a la comprensién de los roles metabdlicos
desempefiados por las enzimas estudiadas en organismos con metabolismo auto-, hetero. y
quimiolitoauto-tréfico. Especificamente, los estudios comparativos realizados proporcionan
informacidn metabdlica valiosa en dos organismos de relevancia en la naturaleza y con perspectivas

biotecnoldgicas promisorias.



ABSTRACT

Microalgae are a group of microorganisms, both eukaryote and prokaryote, mostly photosynthetic,
with different roles in aquatic and terrestrial ecosystems. They are recognized due to its potential
biotechnological application in health, environment and energy. The different microalgae organisms
produce a battery of compounds of therapeutic interest as antitumor, antiviral, and nutraceutical,
like the long chain ®-3 polyunsaturated fatty acids. In the environment, they are use for
bioremediation of heavy metals contaminated zones or for reducing the organic compounds present
in specific effluents. Also, some microalgae have the ability to produce high quantities of oils that
constitute a raw material for biodiesel production. The photosynthetic nature of microorganisms, in
relation with starch accumulation, is a promising source to produce ethanol or other alcohols
employed as biofuels. The accumulation of carbon reserves in some microalgae is related with
different factors such as saline stress, depletion of nitrogen source and other culture conditions. The
metabolic pathways and the culture conditions favoring the accumulation of carbon reserves as oil
or starch are starting to be elucidated, especially in model organisms such as Chlamydomonas
reinhardtii. Beyond the photosynthetic capacity (autotrophic metabolism) of microalgae, many
strains are able to growth in mixotrophic (concurrent presence of light and organic carbon and
energy source) or heterotrophic (in darkness with organic carbon-energy source) conditions,
allowing the maximization of bioproducts yields according to the culture condition favoring the
metabolic scenario for the bioproduct synthesis. At the same time, the alternative culture conditions
may simplify the scaling process, being the heterotrophic conditions suitable for traditional

industrial culture systems that are well characterized.

In nature, there are also microorganisms that are called chemolithoautotroph. This organisms, as
photosynthetic ones, are able to capture atmospheric CO- to satisfy the carbon demand using the
energy obtained from the oxidation of inorganic compounds in the presence of oxygen. These
microorganisms are relevant in the biogeochemical cycles where they play fundamental roles in the
interconversion of nitrogen, oxygen, hydrogen, calcium, sodium, sulfur, phosphorus, potassium,
carbon and other elements between living organisms and the environment. An example of these is
Nitrosomonas europaea, a nitrifying bacteria able to fixed CO. at the expense of the energy
obtained from the oxidation of ammonium to hydroxylamine. N. europaea, a prokaryotic organism,
can fixed the CO; using similar metabolic pathways than the photosynthetic eukaryotic organisms.
Given its role in nature, the biochemical studies in N. europaea were focus towards the nitrification

process, while the study of its carbon metabolism was left behind.



In this project, we aim to better understand the carbon and energy flux in cells with different trophic
characteristics by studying key enzymes involved in the metabolic pathways that convert carbon
and transformed the energy. With this purpose, we selected Chlorella sp. and N. europaea as model
organisms and using different strategies, we studied the molecular, kinetic and regulatory properties
of the following enzymes: cytosolic (NADP* dependent) non-phosphorylating glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (np-Ga3PDHase), plastidic (NADP* dependent) phosphorylating
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Ga3PDHase A/B), cytosolic (NAD* dependent)
phosphorylating glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Ga3PDHase) and ADP-glucose
pyrophosphorylase (ADP-Glc PPase).

In the case of Chlorella, we culture different species under different trophic conditions and
measured the enzymes activity in the cell extracts. We also kinetically characterize some enzymes
that we recombinant expressed in Escherichia coli. Additionally, we genetically modify Chlorella
sp. cells to express a key enzyme for synthesis of reducing power and evaluate the impact of the gen
overexpression in the metabolism of carbon reserve accumulation. Starting from autotrophic and
heterotrophic culture of Chlorella spp. cells, we quantified the content of triacylglycerides (TAGs),
starch and proteins, and determined some enzymes activities related to the carbon metabolism.
Based on the results, when both culture conditions were compared it was concluded that in
heterotrophic conditions carbon sources are best reserves as lipids instead of starch, while the
opposite was determined under autotrophic culture conditions. When lipids accumulation was
increased, it was detected a greater Ga3PDHase activity. Under autotrophic conditions, where
carbon is better accumulated as starch, the ADP-Glc PPase activity was increase. The same results
were obtained when we culture Chlorella sp., C. protothecoides, C. saccharophila under
autotrophic and heterotrophic conditions, resulting C. vulgaris an exception as it accumulated the

same quantity of lipids and starch under both culture conditions.

In order to characterize the regulatory, kinetic and structural properties of Chlorella variabilis
enzymes we identify in the database by sequence homology the genes encoding the enzyme
mention before. The CvagapN, CvagapA, CvaGapC genes and the genes encoding for the large,
small and smarge subunits of the ADP-Glc PPase were identified, cloned and expressed in
Escherichia coli. For all the genes we assayed different expression conditions changing the
expression plasmids, the E. coli strains and the culture media. The genes, CvagapN (which codes
for np-Ga3PDHase) and those corresponding to the different subunits of the ADP-Glc PPase, were
mainly expressed as insoluble polypeptides or soluble polypeptides without enzymatic activity. The
CvagapA gene, coding for a Ga3PDHasaA, was soluble expressed and purify by several steps, a

very low enzymatic activity was detected not comparable with the activity determined for the same
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enzyme in other organisms. For the reasons mention in each case, we not continue with the kinetic
and structural characterization of these enzymes. For the Ga3PDHasa we found two genes,
CvagapC-1 and CvagapC-2 encoding the same enzyme, as was also reported in Chlorella
pyrenoidosa, Chlamydomonas reinhardtii and Arabidospsis thaliana. Both genes were cloned,
expressed and purified by immobilized-metal affinity chromatography, and both recombinant
proteins were active enzymes with activity values similar to those reported for other Ga3PDHases.
The native molecular mass determined for the active recombinant Ga3PDHase-1 was an
homohexamer, while for the Ga3PDHase-2 isoform was an homotetramer. When we kinetically
characterized the enzymes in both directions of the reaction, oxidation of Ga3P and reduction of
1.3bisPGA, it was determined that both isoforms were specific for the NAD*/NADH pair.
Comparing the values obtained for each enzyme, the Ga3PDHase-1 showed a twice affinity for D-
Ga3P and a half affinity for NAD™ than Ga3PDHase-2, while both isoforms showed similar Vimax for
the oxidation of D-Ga3P. In the reverse direction of reaction, the reduction rate of 1.3bisPGA was
two times higher when was catalyze by the Ga3PDHase-1 instead of the Ga3PDHase-2. Kinetic
characterization of cytosolic Ga3PDHases in the reduction of 1,3bisPGA sense of reaction, is not
frequently determined, so it constitute valuable information to better know the activity of the

Ga3PDHases isoforms.

Regarding the genetic modification of Chlorella sp., we evaluated several transformation
methodologies until we found a successful and easily applicable transformation protocol. To select
the genetically engineered Chlorella sp. clones expressing the recombinant gene introduced, the
cells were grown under auto-, hetero- and mixo-trophic conditions, and the insertion of the
exogenous gene into the genomic DNA was checked by PCR. Compared to the wild type strain
(control strain), the culture of the genetically engineered Chlorella sp. cells reached a lower cell
density at the beginning of the lag phase. However, when we quantify the accumulation of reserve
compounds, we determined that Chlorella sp. cells expressing the exogenous gene were able to
accumulate between 20-50 times more TAGs per gram of biomass when compared to the control
strain. This shows that the expression of this single gene in Chlorella sp. significantly influenced
the metabolic flow favoring the synthesis and accumulation of fatty acids in detriment of the starch

accumulation which decreased between 2-5 times.

In the case of N. europaea, we acquire its genomic DNA to amplified the genes chbG and gabD.
Both recombinant proteins were expressed by cloning the corresponding cDNA into an expression
plasmid and using E. coli cells as a host. Both enzymes were obtained as polypeptides fussed to an

N-term His-tag, purified until electrophoretic homogeneity and showed fully active.



The ¢bbG gene encodes for the Ga3PDHase. In N. europaea, Ga3PDHase would be part of
different metabolic pathways: carbon fixation by the Benson Calvin Basham cycle (BBC),
glycolysis and/or gluconeogenesis, catalyzing the reversible oxidation of Ga3P to 1,3bisPGA. In
eukaryotic organisms using the BBC cycle, the key cofactor to the transfer of reducing power to the
P-triose is NADP*; however, the enzyme from N. europaea was specific for NAD*. This shows that
regardless of the metabolic pathway in which the Ga3PDHase from N. europaea is being involved,
the enzyme will only use NAD* to carry out its enzymatic activity. In the case of prokaryotic
chemolithoautotrophic organisms, like N. europaea, which lacks catabolic pathways, it is
hypothesized that the cells will significantly save energy by using NADH instead of NADPH
(which is generated from NADH in an energy dependent reaction) to reduce 3-PGA.

The gabD gene from N. europaea, was identified by sequence homology as a semialdehyde
succinate dehydrogenase (SSADHase), similar to Sulfolobus solfataricus and Sulfolobus tokadaii
proteins; and as a np-Ga3PDHasa, similar to Sulfolobus tokadaii and Triticum aestivum proteins.
These two enzymes are closely related in their sequence and belong to the aldehyde DHases
superfamily. From the biochemical studies assayed in this work with the recombinant enzyme, it
was clear that the GabD protein was active to irreversibly oxidized the Ga3P to 3PGA using NAD™
or NADP" as a cofactor, resembling the activity of the np-Ga3PDHases. However, when Ga3P was
replaced by SSA as substrate the catalytic efficiency for the oxidation of SSA, was 3 and 4 orders of
magnitude higher with NAD* and NADP", respectively. All these results suggest that the GabD
protein was better function as a SSADHase preferably using NADP*, but being promiscuous for
NAD?. To understand the role of the SSADHase in the N. europaea metabolism, we search for the
role of the enzyme in other related organisms and searched for all the genes that would be related to
the identified metabolic pathways in N. europaea. In this scenario it was identified that the enzyme
would be involve in the TCA cycle, specifically oxidizing to succinate the SSA resulting from the
decarboxylation of the a-ketoglutarate catalyzed by the specific decarboxylase (annotated as
NE2374 in the N. europae genome). Together, these two enzymes would replace the missing
enzyme and close the N. europaea TCA cycle by this alternative pathway also found in

Mycobateria, Rhodococcus and Cyanobateria.

Results reported in this work contribute to the understanding of metabolic roles played by the
enzymes studied in organisms with auto-, hetero- and chemolithoauto-trophic metabolism.
Specifically, the comparative works give valuable information with respect to the carbon
metabolism that it is reserve as different compounds in two organisms that are relevance in nature

and promising for biotechnological applications.



INTRODUCCION

La célula

Uno de los principios fundamentales de la biologia es que todos los organismos vivos estdn
compuestos de una o mds unidades similares conocidas como células. La palabra célula, fue usada
por primera vez en un sentido bioldgico hace aproximadamente 350 afios. En el siglo XVII, el
cientifico inglés Robert Hooke, usando un microscopio fabricado por él mismo, noté que el corcho
y otros tejidos vegetales estaban constituidos por pequefias cavidades separadas por paredes. Llam6
a estas cavidades células, cuyo significado es “habitaciones pequefias”. Sin embargo, la célula no
adopto su acepcion actual de la unidad basica de la materia viva hasta unos 150 afios después [1].
En 1838 Matthias Schleiden, para los tejidos vegetales, y en 1839 Theodor Schwann, para los
tejidos animales, concluyeron que todos los tejidos de los organismos vivos consisten en masas de
células organizadas. En 1858 el patélogo Rudolf Virchow generalizé diciendo: “Donde existe una
célula debe haber habido una célula preexistente, asi como un animal surge solamente de un animal
y una planta surge solamente de una planta. A través de toda la serie de formas vivas, sean
organismos animales o vegetales enteros, o sus partes componentes, gobierna una ley de desarrollo
continuo” [1-4]. A partir de la perspectiva dada por la teoria de la evolucién de Darwin, publicada
en el afio siguiente, el concepto de Virchow tomé aun mayor significado. Hoy sabemos que hay
continuidad ininterrumpida entre las células modernas y los organismos unicelulares primitivos que
aparecieron por primera vez sobre la Tierra hace mds de tres mil millones de afios. De este modo,
todas las funciones vitales emanan de la maquinaria celular y de la interaccion entre células
adyacentes; ademds, la tenencia de su informacién genética codificada en el ADN (base de
la herencia bioldgica), permite la transmision de la informacién de generacién en generacion

logrando asi perpetuar la especie [1-4].

La teoria celular establece que: 1) todos los organismos vivos estdn compuestos por una o mas
células; ii) las reacciones quimicas de un organismo vivo, incluido sus procesos liberadores de
energia y sus reacciones biosintéticas, tienen lugar dentro de la célula; iii) las células se originan de
otras células; y iv) las células contienen la informacién hereditaria de los organismos de los cuales
son parte, y esta informacion pasa de una célula progenitora a una célula hija [1-3, 5]. Todas las
células comparten dos caracteristicas esenciales. La primera es una membrana externa, la membrana
celular, que separa el contenido celular de su ambiente externo. La otra es el material genético que
tiene toda la informacién que necesita la célula para desarrollar todas sus actividades, incluso de

manera especifica y organizada, hasta reproducirse y transmitir sus caracteristicas a la progenie.
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En la linea evolutiva que organiza a las especies vivas, podemos distinguir dos tipos distintos de
células: las eucariotas y las procariotas. En las células eucariotas el ADN es lineal, estd fuertemente
unido a proteinas especiales (denominadas histonas) y estd organizado en un nimero definido de
cromosomas segun la especie. Este material genético estd confinado dentro del ntcleo de la célula
que estd definido por una doble membrana (la envoltura nuclear), que lo separa del contenido
celular y a su vez lo comunica mediante poros que intercambian moléculas de manera especifica.
En los procariotas (termino que expresa “antes de un nucleo”), el ADN se organiza en una tnica
molécula circular a la que estdn débilmente asociadas diversas proteinas. En este caso, el material
genético (que no estd contenido dentro de un compartimiento especifico), estd ubicado en una

region definida llamada nucleoide [1, 2, 5].

Los dominios en los que se clasifican a los seres vivos seglin su parentesco evolutivo, engloban a
los organismos procariotas en los dominios bacterias y archaeas (conocidos también como
Eubacteria y Arqueobacteria, respectivamente). Las bacterias son los organismos mds abundantes
del planeta; son ubicuas, se encuentran en todos los hébitats terrestres y acudticos, crecen hasta en
las condiciones mas extremas, como en los manantiales de aguas calientes y 4cidas, en desechos
radioactivos, en las profundidades tanto del mar como de la corteza terrestre e, incluso, algunas
bacterias pueden sobrevivir en las condiciones extremas del espacio exterior [2]. Los distintos
organismos procariotas, son imprescindibles para el reciclaje de los elementos organicos en los

ciclos biogeoquimicos de compuestos como el carbono, el oxigeno y el nitrégeno, entre otros.

Por otra parte, pertenecen al dominio Eukarya los reinos que engloban a los animales, las plantas y
los hongos, asi como varios organismos incluidos dentro del parafilético reino Protista (un grupo
que contiene a todos los organismos eucariotas que no pueden agruparse en los otros reinos).
Dentro del reino Plantae se encuentran todos los seres vivos fotosintéticos, sin capacidad
locomotora y con paredes celulares compuestas principalmente de celulosa [1]. Entre la comunidad
cientifica, aun no se ha logrado un consenso sobre como delimitar este grupo y se discute aun si las
algas eucariotas pertenecen o no al mismo. Sin embargo, todos concuerdan en incluir en el reino
Plantae a algunas algas verdes unicelulares como Chlamydomonas o Chlorella, consideradas como

los organismos predecesores de las células vegetales que componen a las plantas terrestres.
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Metabolismo celular

La palabra metabolismo significa etimologicamente “cualidad de cambio”; es decir, la cualidad que
tiene los seres vivos de poder cambiar quimicamente la naturaleza de ciertas sustancias [1]. Las
sustancias que se incorporan a un organismo ingresan en una red de reacciones bioquimicas en las
que esas sustancias se degradan o se utilizan para la sintesis de compuestos mds complejos. Estas
reacciones bioquimicas estdn organizadas en vias metabdlicas energéticamente eficientes que
convierten a los organismos vivos en expertos en la conversion energética. La energia que ingresa a
las células, ya sea en la forma de energia fisica o quimica, es transformada y almacenada por los
organismos para llevar a cabo todas las actividades celulares. Esto incluye a los numerosos procesos
de sintesis de una gran diversidad de moléculas y estructuras celulares que le permiten al organismo
mantenerse con vida y reproducirse. Por lo tanto, el conjunto de reacciones bioquimicas y de
transformaciones energéticas que ocurren durante la sintesis y degradaciéon de moléculas

relativamente simples, constituye lo que se denomina metabolismo [1, 6, 7].

El metabolismo de cada célula y organismo tiene caracteristicas similares y particulares que

permiten diferenciarlos entre si teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas principales [5, 7, 8]:

- segln la fuente de energia utilizada, las células se pueden clasificar en fotosintéticas (si
obtienen energia a partir de la luz solar), o quimiosintéticas (si usan la oxidacion de compuestos

quimicos como fuente energética).

- segin la fuente de carbono utilizada, los organismos se denominan litétrofos, cuando
pueden utilizar materia inorganica (COz) u organotrofos, si emplean materia orgdnica (proteinas,

carbohidratos, lipidos).

- seglin el metabolismo del carbono que utilizan, las células y organismos se pueden
clasificar como heterotrdficos (si utilizan como fuente de carbono moléculas orgdnicas sintetizadas
por otro ser vivo), o autotrdficos (si son capaces de sintetizar sus propias moléculas orgdnicas a

partir de moléculas inorgédnicas).

Las diversas células que componen un organismo pueden tener caracteristicas metabdlicas similares
o diferentes [5]. Por ejemplo, los animales y algunos hongos son organismos totalmente
heterotréficos; sin embargo, las plantas son organismos compuestos por células autotréficas y
heterotréficas que se organizan en tejidos especificos. En el caso de las plantas, la energia asimilada
por las células autétrofas del tejido fotosintético, es utilizada por las células heterotroficas que

conforman los tejidos no-fotosintéticos. Por su parte, algunos organismos unicelulares, tienen la
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particularidad de que pueden modificar su metabolismo y funcionar en condiciones autotréficas o
heterotréficas segin las condiciones de su entorno [9]. Esta plasticidad metabdlica dentro de una
misma célula se observa, por ejemplo, en algunas algas verdes unicelulares y en algunas bacterias
que pueden crecer de diferente manera dependiendo de las condiciones del medio en el que se
encuentren. Incluso pueden comportarse como mixotréficas; es decir, combinando vias metabdlicas
que les permiten utilizar fuentes de carbono tanto orgdnicas como inorganicas al mismo tiempo [9,

10].

El metabolismo global de una célula, es una combinacién compleja de vias metabdlicas
interconectadas que varia de un organismo a otro. Dentro de una célula coexisten distintos tipos de
vias metabdlicas que permiten degradar y al mismo tiempo sintetizar las diferentes moléculas que la
célula necesita [5]. Las vias metabdlicas que producen energia mediante la degradacién de
moléculas se denominan vias catabdlicas, mientras que las que requieren de energia para la sintesis
de moléculas mds complejas se denominan vias anabdlicas. Cada una de estas vias metabolicas
consiste de una serie de reacciones bioquimicas interconectadas que paso a paso convierten una o

mas moléculas utilizadas como sustrato en otras moléculas que resultan como producto [5, 7].

Los organismos vivos surgieron hace unos 3.800 millones de afios, cuando la atmdsfera carecia de
oxigeno, y evolucionaron a partir del mismo ancestro comtn para adaptarse a los cambios del
medioambiente y asi sobrevivir [1, 5]. A pesar de las grandes diferencias que fueron desarrollando
los organismos a lo largo de la cadena evolutiva, se ha demostrado cientificamente que las vias
metabolicas fueron evolucionando mediante el agregado o eliminacion de enzimas especializadas
que permitié que los organismos se adapten a su entorno, aumentando asi sus posibilidades de

mantenerse con vida.

Las rutas anabdlicas, que requieren un aporte de energia para sintetizar moléculas complejas a partir
de moléculas mas simples incluyen las vias de sintesis de carbohidratos a partir de CO,, de
proteinas a partir de aminodcidos, o de ADN a partir de acidos nucleicos. Estos procesos
biosintéticos tienen lugar constantemente y demandan de energia y equivalentes de reduccion,
suministrados en forma de ATP, NADH y NADPH. Las vias catabdlicas, complementariamente,
degradan moléculas complejas como los carbohidratos y lipidos hasta obtener moléculas simples
como ATP, NADH y/o NADPH que retienen la energia y el poder reductor que se genera al

descomponer los enlaces quimicos de las moléculas complejas.

Las células combinan estas vias anabdlicas y catabdlicas que pueden ocurrir en compartimentos
intracelulares iguales o diferentes, dependiendo del tipo celular. Cuando ocurren en el mismo

compartimento, como en los organismos procariotas, las vias metabdlicas opuestas estan reguladas
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de manera especifica para que funcionen de manera coordinada. En el caso de los organismos
eucariotas, las vias metabdlicas opuestas estdn organizadas en diferentes compartimentos, pudiento
asi ocurrir en simultineo y de manera eficiente, ademds de estar reguladas de manera especifica.
Las enzimas involucradas en dichos procesos metabdlicos pueden catalizar las reacciones de
manera diferente; por ejemplo utilizando distintos co-sustratos, o pueden ser reemplazadas por
enzimas alternativas que les permiten adaptarse mejor a su hdbitat o en respuesta a estimulos
especificos. Estudiar el metabolismo de organismos con vias particulares pero con varias enzimas
compartidas, permite entender las adaptaciones metabdlicas e inferir funciones y posibles

aplicaciones biotecnoldgicas de las diferencias y similitudes entre ellos.

Modelos celulares estudiados en esta tesis:

Chlorella: célula eucariota fotosintética

Chlorella es un alga verde unicelular eucariota que pertenece a un grupo de microorganismos
fotosintéticos incluidos en el reino Plantae. Son claves para mantener el equilibrio gaseoso en la
atmosfera, ya que pueden fijar COz y liberar O a la atmoésfera mediante el proceso de fotosinteis y
devolver parte del CO; mediante la respiracion celular [9, 10]. Ademas, al ser organismos
autétrofos, constituyen la base de las cadenas troficas que permiten la vida en los ecosistemas
acudticos. Existen diferentes especies de Chlorella con plasticidades metabdlicas particulares que
les da capacidad de crecer en condiciones de cultivo autotréficas (presencia de luz sin fuente de
carbono orgdnica), heterotréficas (ausencia de luz con fuente de carbono orgédnica) o mixotroficas

(presencia de luz con fuente de carbono orgédnica) [9-11].

Las células de Chlorella, como otros organismos eucariotas, estdn formadas por diferentes
compartimentos intracelulares organizados en organelas, tal como se representa en la Figura 1.
Dentro de sus organelas se encuentran las vacuolas (grdnulos que contienen sustancias de reserva) y
los pléstidos (cloroplastos y leucoplastos), caracteristica que comparten con las células vegetales
[9]. Historicamente, la teoria endosimbidtica de la evolucién puede retrotraerse a la hipotesis
planteada en el afio 1905 por Mereschkowsky, la cual propone que los cloroplastos son formas
reducidas de cianobacterias que actian como “pequefios trabajadores o esclavos verdes” dentro de
otra célula. Muchos afios mds tarde, los andlisis filogenéticos, estructurales y bioquimicos
confirmaron que un tUnico evento de asociacion simbidtica entre una cianobacteria y una célula
eucariota mitocondriada, hace 1,2-1,5 mil millones de afios, dieron lugar al nacimiento de los
plastidos presentes en algas y plantas. El tipo de cianobacteria que dio lugar a los pléstidos sigue,

aun, siendo investigada [12].
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Figura 1. Estructura simplificada de la célula de Chlorella

En las células vegetales existen diferentes tipos de plastidos que cumplen funciones especificas y su
morfologia difiere de acuerdo al tejido donde se encuentren. En los tejidos fotosintéticos son los
cloroplastos la unidad estructural donde se agrupan todas las enzimas que permiten realizar la
fotosintesis. Estdn limitados por dos membranas, una externa y otra interna, mas un espacio
intermembranoso entre ambas. En el interior del cloroplasto se encuentran los tilacoides, que son
sacos aplanados delimitados por una membrana y agrupados formando estructuras a modo de pilas
de monedas denominadas granum. Estos apilamientos estdn conectados lateralmente entre si
mediante membranas (ver Figura 2). El espacio interno del cloroplasto no ocupado por los
tilacoides se denomina estroma, donde se encuentra el ADN y se llevan a cabo otros procesos de la

fotosintesis.

En las membranas de los tilacoides se sitian las proteinas y moléculas responsables de realizar una
parte de la fotosintesis (que usa la energia luminica para realizar la fotdlisis del H>O en el espacio
tilacoidal) que dd como resultado moléculas bioldgicas altamente energéticas, ATP y NADPH.
Estas moléculas que contienen energia y poder reductor, son utilizadas dentro del mismo pldstido
para convertir el CO> en carbohidratos (triosas-P) que se distribuyen en los distintos
compartimentos de las células para ser almacenados en compuestos de reserva (polisacdridos y/o

lipidos) o utilizados en los distintos procesos celulares [13, 14] (Figura 2).

Las triosas-P pueden ser convertidas por vias anabdlicas en moléculas de reserva tal como almidén
o lipidos. En las células de Chlorella, la sintesis de almidén ocurre en determinados momentos

dentro del mismo cloroplasto, mientras que la sintesis de lipidos ocurre en el citosol [9]. Las
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triosas-P también pueden ser exportadas al citosol a través de transportadores especificos
localizados en la membrana interna del cloroplasto (co-transportador de triosas-PPi, TTP) y ser
utilizados para la sintesis de compuestos carbonados mas complejos o en la respiracion celular. El
TTP posee una masa molecular de 29 kDa y representa entre un 10 y un 15% del total de las
proteinas de la envoltura interna del cloroplasto. Si bien realiza el intercambio de triosas-P por Pi,
también posee la capacidad de importar 3PGA y exportar triosas-P, permitiéndole al cloroplasto

estar en constante comunicacion con el citosol [14, 15].

Tilacoide
Lumen: espacio intratilacoidal pH bajo
Membrana del tilacoide

Envoltura del cloroplasto
Membrana interna

Espacio intermembrane
——Membrana externa

Laminilla

QGrana

Estroma pH alto

Granulo de almidon
Anillo de ADN
Ribosoma

Figura 2. Estructura del cloroplasto

Nitrosomonas europea: célula procariota quimiosintética

Nitrosomonas europaea es una bacteria quimilitoautétrofa que puede obtener energia a partir de la
oxidacion del amonio a hidroxilamina y luego a nitrito, en un proceso aerdbico que precisa de
oxigeno [16]. Este organismo pertenece a las B-proteobacterias, un grupo del dominio bacteria, el
cual se presume como ancestro fotosintético [17] y resulta importante debido a su potencial
biotecnoldgico en la biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos alifaticos clorados
[18-20]. Ademas, por ser nitrificante posee la capacidad de descontaminar aguas con alto contenido
de amonio, si se crece en conjunto con organismos como Paracoccus denitrifi [21]. N. europea es
halotolerante y moderadamente halofilica y ha sido aislada en aguas residuales, rios, lagos y suelos

fertilizados [22].
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Al tratarse de un organismo procariota, N. europaea carece de orgidnulos delimitados por
membranas (Figura 3). En el citosol se pueden apreciar plasmidos (pequeiias moléculas circulares
de ADN), que coexisten con el nucleoide y que contienen genes y son cominmente usados por los
procariotas en la conjugacion (proceso de transferencia de informacion genética desde una célula
donadora a otra receptora). El citosol también contiene vacuolas y ribosomas (utilizados en la

sintesis de proteinas) [23, 24].

Pared cellular

Ribosomas

Membrana citoplasmatica

Citoplasma

Vacuola

—— Nucleoide

Plasmido

Figura 3. Estructura simplificada de una célula de Nitrosomonas.

Nitrosomonas, que es quimioautdtrofa, puede fijar CO; y sintetizar triosas-P usando la energia que
puede conservar durante la oxidacion del amonio. En este caso, y a diferencia de Chlorella, todas
las vias metabdlicas se encuentran en el citosol, Unico compartimento celular. Segin estudios
gendmicos, las triosas-P que resultan de la quimiosintesis pueden ser metabolizadas para producir
hexosas-P por gluconeogénesis o ser usadas para obtener energia y esqueletos carbonados

necesarios para el mantenimiento celular a través de la glucdlisis y otras vias metabolicas [25].

Procesos acoplados: “la energia no se crea ni se destruye, se transforma”

El nacimiento de la bioquimica, establecido por Eduard Biichner a fines del siglo XIX, deja
establecido que las células vivientes estdn regidas por las leyes de la termodindmica, incluyendo la
primera de ellas. Dentro de las células, el catabolismo y el anabolismo, son procesos acoplados. Las
reacciones catabdlicas liberan y retienen parte de la energia (por ejemplo la glucdlisis) al degradar
compuestos; mientras que las reacciones anabdlicas, en cambio, utilizan esa energia liberada
acoplando los procesos para formar nuevos enlaces quimicos y construir componentes celulares

como proteinas, lipidos, polisacaridos y acidos nucleicos [7]. Chlorella y N. europea, que son
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organismos unicelulares muy diferentes, comparten algunas caracteristicas metabodlicas entre si.
Ambos organismos pueden convertir energia fisica o quimica en energia biolégica y a su vez,
pueden adaptar sus vias metabdlicas si se cultivan en diferentes condiciones tréficas. Tanto
Chlorella como Nitrosomonas pueden, momentaneamente, seleccionar qué vias metabdlicas
mantener activas y, si se comparan las células de un mismo tipo celular pero crecidas en diferentes
condiciones tréficas, se puede distinguir y comprender las adaptaciones metabdlicas que les

permiten desarrollarse en cada condicion.

Cuando las células crecen en condiciones autotréficas, tienen distinta fuente de obtencidén de
energia pero ambas fijan el CO2 mediante el ciclo de Benson-Basham-Calvin (BBC) generando
triosas-P que pueden utilizar en otros procesos celulares (Figura 4 Ay Figura 5).Ademds, ambos
microorganismos pueden crecer basados en un metabolismo heterotréfico (Figura 4 B y Figura 5)
ya quepueden activar las vias metaboélicas necesarias paradegradar moléculas complejas de hidrato
de carbono (como glucosa o fructosa)y guardar la energia de este proceso en moléculas ATP y

NADH mediante la via glucdlisis y respiracion celular [25-27].

Glucosa

Obtencion

Y/
’ de energia
/> solar

CITOPLASMA

CITOPLASMA

SISI'I0ONTO

ijacion del CO,)
Ciclo de BBC

MITOCONDRIA

SISTTODNTO

Elongacion de AG MITOCONDRIA

uopIuyy 2p SISAUIS

DV 3p SIS

CLOROPLASTO

UOpIUTY 3P SISAUIS

Elongacion de AG

DV op sisalmS

PLASTIDO

Figura 4. Esquema simplificado de las vias metabdlicas involucradas en células: (A) fotosintética
de Chlorella, y (B) heterotréfica de Chlorella. TPT y HPT: son transportadores de triosas y hexosas

fosfato. Ga3P: gliceraldehido-3-fosfato. AG: 4cido graso.
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Figura 5. Esquema simplificado de las vias metabdlicas involucradas en wuna célula
quimiolitoautotrdfica facultativa de Nitrosomonas. Las abreviatura PPT indica un transportador de

pentosas fosfato; mientras que Ga3P refieres a gliceraldehido-3-fosfato.

Conversion de energia fisica o quimica en energia biologica
Fase luminosa de la fotosintesis

La fotosintesis es el proceso por el cual se convierte la energia luminica en energia quimica, que
permite la fijacion del CO; atmosférico (inorgdnico) en moléculas orgdnicas, primariamente de
hidratos de carbono [13]. La vida en nuestro planeta se mantiene fundamentalmente gracias a la
fotosintesis que realizan en el medio acudtico las algas y las cianobacterias por dos motivos:
1- constituyen la base de la cadena alimenticia de los ambientes acudticos y 2- como consecuencia
de su actividad metabdlica mantienen los niveleas de Oz en el aire de la superficie terrestre,

permitiendo la vida de los organismos aerdbicos [28].

Hay dos hipotesis principales sobre el origen de la fotosintesis. Una de ellas sugiere que la misma
se origind en un ambiente prebidtico y que fue complementaria al origen de la vida. La otra teoria,
basada en evidencias de andlisis de filogenética molecular, sugiere que la fotosintesis evolucion6
luego del desarrollo de la capacidad quimiolitoautotréfica en un ancestro comun. Sobre la base de
esta ultima teoria, es ampliamente aceptado que la fotosintesis tiene un origen bacteriano; incluso
hallazgos recientes sugieren que la fotosintesis oxigénica, presente inicialmente en las
cianobacterias, comenz0 en el género Archaea como una fotosintesis anoxigénica [29, 30]. A pesar

de que contintan presentdndose algunas discusiones respecto a cudl fue el origen y cudles son sus
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relaciones evolutivas, es indiscutible que el desarrollo de la fotosintesis fue uno de los eventos mas
importantes en la historia de la Tierra, que gener6 cambios fundamentales en el balance redox
terrestre, aumentando sustancialmente los niveles de O, desde una atmosfera casi anaerdbica a la
que se presenta en la actualidad. Esto permiti6 el desarrollo del metabolismo aerdbico y de formas

de vida mucho mas avanzadas.

El proceso fotosintético comprende dos fases: una denominada luminosa y la otra sintética. La fase
luminosa, involucra la captura de la energia solar mediante los centros de reaccién fotosintéticos
para generar ATP y NADPH, moléculas de alto contenido energético y poder reductor,
respectivamente. La segunda etapa, llamada cominmente fase sintética, que serd descripta mas
adelante, permite fijar el CO» atmosférico utilizando las moléculas de alta energia sintetizadas en la
etapa luminosa, para sintetizar hidratos de carbono complejos. La fase sintética depende de la fase
luminosa, ya que sin las moléculas de alto contenido energético y equivalentes de reduccién no es
posible asimilar el CO, para sintetizar azdcares [31]. La fase luminosa de la fotosintesis
desarrollada en Chlorella, como en otros organismos eucariotas fotosintéticos, €s un proceso que
ocurre en las membranas tilacoides del cloroplasto (Figura 6), lugar donde se encuentran ancladas
las proteinas y pigmentos necesarios para convertir la energia luminica en moléculas de ATP
(energia) y NADPH (poder reductor) [13, 14]. La bicapa lipidica de las membranas tilacoides esta
compuesta por fosfolipidos, galactolipidos, complejos de proteinas y pigmentos como carotenos,
quinonas, citocromos y clorofilas [32]. La Figura 6 muestra un modelo de la membrana tilacoide
incluyendo los componentes involucrados en el transporte de electrones y en la sintesis de ATP y

NADPH.

La mayoria de los procesos quimicos que tienen lugar en las reacciones dependientes de luz son
llevadas a cabo por complejos proteicos que absorben la energia electromagnética y la utilizan para
la transferencia de electrones a través de sus componentes: fotosistema II (FS II), citocromo b6f, FS
I y ATP sintasa. Estos cuatro complejos integrales de membrana poseen las siguientes funciones: 1)
el FS II absorbe la energia luminica y realiza la fotdlisis del H>O, en el proceso libera un protén y
produce Og; ii) el citocromo b6f recibe electrones del ES II y los entrega al FS I, también transporta
protones adicionales provenientes del estroma al interior del lumen; iii) el FS I utiliza la energia
para reducir NADP* a NADPH en el estroma del cloroplasto por accién de la ferredoxina (Fd) y la
flavoproteina ferredoxina-NADP reductasa (FNRasa) que estdn asociadas al FSI; y iv) la ATP
sintasa por ultimo utiliza el gradiente electroquimico generado por el desbalance asimétrico de
protones y cationes a través de la membrana para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi, conversion

que ocurre en el estroma [33].
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Figura 6. Esquema de la fase luminosa de la fotosintesis. Se destacan los componentes que
participan en la captacion de la energia luminica, la fotdlisis del agua, el transporte de electrones
hasta el aceptor final (NADP+) y la sintesis de ATP. FSII: fotosistema II; P680: centro de reaccién
del FSII; PQ y PQH2: plastoquinona en estado oxidado y reducido, respectivamente; bsf: citocromo;
PC: plastocianina; FSI: fotosistema I, P700: centro de reacciéon de FSI; Fd: ferredoxina y FNRasa:

ferredoxina-NADPreductasa. Las flechas en puntos representan la transferencia de los electrones.

Quimiosintesis

La quimiosintesis es andloga a la fase luminosa, pero para  organismos
quimiolitoautotréficos. Consiste en la sintesis de ATP a partir de la energia que se libera en las
reacciones de oxidacién de los compuestos inorgdnicos reducidos. El primer ecosistema
quimiosintético fue descubierto por una expedicion realizada en el Alvin, un pequefio submarino de
investigaciones de la Instituciéon Oceanografica de Wood Hole. En esa expedicién encontraron que
en la grieta entre dos placas tecténicas contiguas existian bacterias capaces de oxidar el sulfato y asi
obtener la energia necesaria para extraer el CO2 del agua de mar. Muchas bacterias del fondo de los
océanos usan la quimiosintesis como forma de producir energia ya que la luz solar no alcanza aquel
hédbitat y solo los organismos de la superficie pueden realizar fotosintesis [34]. Ademads, estos
microorganismos son la base de la cadena alimenticia del resto de los organismos del suelo
ocednico que necesitan de fuentes de carbono y energia organica. Jeffrey Steinen, en 1988 publicé
que los moluscos del mar negro se alimentaban de bacterias en aguas ricas en azufre, que

normalmente serian téxicas para la vida de otros animales [35].

La quimiosintesis, aunque usa una fuente de energia diferente, tiene ciertos paralelismos con

la fotosintesis; en ambas se genera ATP y NAD(P)H a partir de una serie de reacciones que
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permiten conservar la energia contenida o liberada en las reacciones asociadas a la oxidacién de
compuestos inorgdnicos. Los organismos quimiosintéticos oxidan moléculas inorgénicas reducidas
presentes en el medio tales como hidrégeno (H), sulfuro de hidrégeno (H>S), azufre elemental (S),
tiosulfato (S20372), amoniaco (NH3), nitrito (NO2") e hierro ferroso (Fe?*). Los electrones liberados
por estos sustratos ingresan en una cadena transportadora de electrones, andloga a la de
la respiracion mitocondrial, donde el aceptor final de los electrones es el oxigeno y donde el
gradiente electroquimico se aprovecha para realizar la fosforilacién oxidativa que genera ATP a

partir de ADP y Pi.

La quimiosintesis en Nitrosomonas europaea es un proceso que ocurre entre el periplasma, el
citosol y la membrana interna, lugar donde se encuentran ancladas las proteinas necesarias para
convertir la energia quimica en moléculas de ATP (energia) y NADH (poder reductor). La Figura 7
muestra un modelo incluyendo los componentes involucrados en el transporte de electrones y en la
sintesis de ATP y NADH: la enzima amonia monooxigenasa (AMO, EC 1.14.99.39) y la
hidroxilamina oxidoreductasa (HAO, EC 1.7.99.8), los complejos I, IIl y IV y la ATP sintasa.
Todos los componentes poseen las siguientes funciones: (i) el amonio es oxidado a hidroxilamina
por AMO, la cual es oxidada a nitrito por una reaccién catalizada por HAO; (ii) los cuatro
electrones liberados son trasportados a la ubiquinona por medio de los citocromos c554 y ¢552,
siendo dos de los electrones utilizados para mantener estable la actividad de la AMO; y (iii) los dos
electrones restantes se transfieren a la sintesis de ATP a través de una cadena de transporte
compuesta por los complejos III y IV. Algunos electrones son utilizados para sintetizar NADH a

través de la NADH-ubiquinona oxidoreductasa (complejo I) [25, 36].
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Figura 7. Esquema de la quimiosintesis en Nitrosomonas europaea. Se destacan los componentes
que participan en la captacion de la energia quimica, y el transporte de electrones hasta el aceptor
final (NADH) y la sintesis de ATP. AMO: amonia monooxigenasa; HAO: hidroxilamina
oxidoreducatsa; ¢554 y ¢552: citocromos; QHz: ubiquitina reducida; I, III y IV: complejos
multienzimatico NADH deshidrogensasa,bc; y C. ox, respectivamente. Las flechas en puntos

representan la transferencia de los electrones.

Conversion del CO2 atmosférico en moléculas organicas

La fijacion del CO: ocurre en los organismos vivos mediante el BBC y usa la energia (ATP) y
poder reductor (NADPH) provenientes de la conversion de la energia inorgdnica mediante la
fotosintesis o quimiosintésis. Este ciclo ocurre con adaptaciones particulares en cianobacterias,
bacterias, algas y plantas superiores [37-41]. La dilucidacién del ciclo de fijacién del carbono fue
un logro significativo para la biologia, haciéndolos a Benson, Basham y Calvin merecedores del
Premio Nobel de Quimica en el afio 1961 [42]. De hecho, el BBC fue la primera via metabdlica
dilucidada (durante la década de 1940) enteramente con el uso de *C, isétopo radioactivo de larga
vida media descubierto por entonces. Luego, los estudios continuaron enfocidndose en la
caracterizacion de cada una de las enzimas involucradas y en su regulacién para entender su

funcionamiento en conjunto.

El ciclo de BBC puede describirse de manera global como la fijacién de tres moléculas de CO y la
incorporacién de una molécula de ortofosfato (Pi) en una molécula de azicar de tres carbonos,
formando triosa-P. Las triosas-P, especificamente dihidroxiacetona-P (DHAP) y Ga3P, son las
moléculas que luego se reparten entre las distintas vias metabdlicas para suplir las demandas
energéticas de los distintos procesos celulares. En el caso de células eucariotas, las triosas-P pueden

ser exportadas hacia el citosol o retenidas dentro del cloroplasto para ser utilizadas en la biosintesis
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de almidén o en la regeneracion de la ribulosa-1,5-bisfosfato (Rul-1,5-bisP, aceptor del COy) por

sucesivas reacciones del propio BBC.

En los organismos eucariotas, las reacciones del BBC ocurren en el estroma del cloroplasto,
mientras que en los organismos procariotas ocurren en el citosol y en ambos casos comprende 13
reacciones catalizadas por 11 enzimas (Figura 8) que podrian considerarse agrupadas en tres fases a

modo descriptivo:

(1) Fijacion: adiciéon de una molécula de CO; a la Rul-1,5-bisP, generando dos moléculas de 3-

fosfoglicerato (3PGA)

(1) Reduccion: reduccion de las dos moléculas de 3PGA a Ga3P utilizando las moléculas de ATP y
NAD(P)H (dependiendo el organismo puede ser NADPH o NADH) generadas sintéticamente en la

etapa luminosa o quimica.

(ii1) Regeneracion: el aceptor primario, la Rul-1,5-bisP es regenerada a partir de las triosas-P, por lo
cual cinco moléculas de triosa-P son re-arregladas en tres moléculas de cinco carbonos en un

proceso que consume ATP para producir la Rul-1,5-bisP.

Todas estas fases requieren que por cada molécula de CO; fijada mediante el BBC se consuman tres
moléculas de ATP y dos de NAD(P)H provenientes de la fase luminosa de la fotosintesis o de la
quimiosintesis. El andlisis global del ciclo indica que hay una ganancia neta de carbono y que por
cada tres moléculas de CO; que ingresan al BBC, se gana una de triosa-P que puede ser utilizada en
otras vias metabdlicas ya que el ciclo es autocatalitico y puede generar més aceptor de CO> del que
consume [43]. La puesta en evidencia de que el aceptor de CO; es la Rul-1,5-bisP llevo al
descubrimiento de la enzima que cataliza dicha reaccidn, la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-
oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39), la cual puede representar el 50% de las proteinas solubles en

las células verdes de vegetales [44].

La Figura 8 muestra un esquema donde se indican las enzimas que participan de cada fase del ciclo
de BBC. (i) La etapa de fijacion estd catalizada por la RuBisCO (EC 4.1.1.39) que incorpora una
molécula de CO2 a la Rul-1,5-bisPgenerando dos moléculas de 3PGA. (i1) En la fase de reduccion,
el 3PGA es reducido a Ga3P por la accién de una quinasa especifica (3PGKasa, EC 2.7.2.3) y la
Ga3P deshidrogenasa (Ga3PDHasa, EC 1.2.1.13) fosforilante dependiente de NADP*; la triosa-P
isomerasa (TPlasa, EC 5.3.1.1) luego interconvierte Ga3P en DHAP. (iii) En la etapa de
regeneracion: se regenera la Rul-1,5-bisP en una combinacion de varias reacciones. La fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa (Fru-1,6-bisP, EC 4.1.2.13) convierte DHAP/Ga3P en Fru-1,6-bisP y la

sedoheptulosa-bisP aldolasa convierte DHAP vy eritrosa-4P en sedoheptulosa-1,7-bisP. Las enzimas
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Fru-1,6-bisP fosfatasa (EC 3.1.3.11) y la sedoheptulosa-bisP fosfatasa (EC 3.1.3.37) convierten a
los bisfosfatos en Fru-6P y sedoheptulosa-7P. La interconversion de las pentosas-P es luego
catalizada por la Rib-P isomerasa (EC 5.3.1.6) y la Rul-5P 3-epimerasa. Finalmente, la Ril-5P
quinasa (EC 2.7.1.19) cataliza la fosforilaciéon dependiente de ATP de la Rul-5P para regenerar
Rul-71,5-bisP[5, 42]. El ciclo puede considerarse como una lanzadera de azucares-P, en donde
cinco moléculas de C3 son convertidas en tres moléculas de C5. Una de las moléculas de triosa-P,
derivada de la incorporaciéon de tres moléculas de CO; mediada por la RuBisCO, puede ser

destinada para la sintesis de productos.

eritrosa-4P
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Fru-6P sedoheptulosa-7P Rul-1.5bisP
@L—»Pi @ @ Pi co,
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@F—\dihidroxiacetona-P 3PGA
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Ga3P
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Ga3P Glicerato-1,3-bisP
NADP~ |
NADPH

Figura 8. Representacion esquematica del BBC

Metabolismo de los hidratos de carbono

Las triosas-P sintetizadas por fijacién del CO> pueden ser utilizadas por las células para sintetizar
moléculas de hexosa-P mediante la gluconeogénesis o ser oxidadas mediante la via glucolitica para
obtener la energia contenida en sus enlaces en el citosol. Cuando una molécula pierde un electrén,
se oxida y libera energia. Cuando los seres vivos oxidan los hidratos de carbono, convierten los

enlaces carbono-carbono (C-C) y carbono-hidrégeno (C-H) en enlaces carbono-oxigeno (C-O) e
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hidrégeno-oxigeno (H-O) y los electrones se conservan en dtomos de oxigeno. De esta forma, la

energia libre no se disipa al azar y puede ser conservada para convertir ADP en ATP [5-7].

Considerando que las triosas-P ingresan en pasos intermedios de la via glucolitica, la descripcion de
la misma se va a realizar considerando la glucosa (Glc) como el metabolito de inicio de la ruta. La
oxidacion completa de la Glc en los seres vivos, se desarrolla en dos etapas principales: (I) la
glucdlisis, que ocurre en el citosol y (II) la respiracion, que consiste en el ciclo de los dcidos
tricarboxilicos (TCA) y la cadena de transporte de electrones, que tiene lugar dentro de la

mitocondria (en eucariotas) o en el citosol (en procariotas).

Glucdlisis
La glucdlisis clasica (Figura 9), que ocurre en el citosol de la gran mayoria de los organismos, es
una secuencia lineal de 10 reacciones que degrada una molécula de Glc para generar dos de

piruvato, ademds de 2 moléculas de ATP y NADH; segun la reaccion global:
Glc +2 ADP + 2 Pi + 2 NAD®™ — piruvato + 2 ATP + 2 NADH +2 H*

La Glc ingresa a la via glucolitica mediante una reaccién de fosforilacion catalizada por la
hexoquinasa (EC 2.7.1.1), que genera GIc6P y que utiliza una molécula de ATP como grupo dador
de fosfato. Posteriormente, la Glc6P es convertida en Fru6P mediante la fosfoglucoisomerasa
(EC 5.3.1.9). Esta reaccion es seguida por la fosforilacion de la Fru6P en el carbono-1 para generar
Frul,6bisP, mediante una reaccién catalizada por la fosfofructoquinasa (PFKasa, EC 2.7.1.11)
dependiente de ATP. La Frul,6bisP continda la via glucolitica mediante su separacién en dos
moléculas de triosa-P, una de Ga3P y otra de DHAP, en una reaccién catalizada por la aldolasa. El
Ga3P y la DHAP son interconvertidos por la enzima TPlasa, continuando la glucdlisis con la
oxidacion acoplada a fosfordlisis del Ga3P a 1,3bisfosfoglicerato (1,3bisPGA), mediante la
reaccion catalizada por la Ga3PDHasa fosforilante dependiente de NAD* (EC 1.2.1.12).

El 1,3bisPGA generado por fosfordlisis a expensas de Pi en la reaccion de la Ga3PDHasa
fosforilante, contiene un enlace fosfato de alto contenido energético en la posicién 1. Este anhidrido
de 4cidos carboxilico y fosférico resulta de alta energia y el grupo fosfato puede generar ATP en
una reaccion posterior de fosforilacion a nivel de sustrato, con el ADP, catalizada por la PGKasa,
dejando como producto 3PGA. Puesto que se forman dos moléculas de triosa-P por cada molécula
de Glc que experimenta la glucdlisis, en esta etapa se generan dos moléculas de ATP por molécula
de Glc. El 3PGA que proviene de las reacciones anteriores, es convertido en 2-fosfoglicerato

(2PGA) por la fosfogliceromutasa (EC 5.4.2.1). El paso siguiente es catalizado por la enolasa
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(EC 4.2.1.11) e implica una deshidratacién y redistribucién de la energia dentro de la molécula, lo
cual eleva el fosfato de la posicidon dos al estado de alta energia, formdndose asi fosfoenolpiruvato
(PEP). El fosfato de alta energia del PEP es transferido al ADP por la piruvato quinasa (PKasa,
EC 2.7.1.40) para generar en este estadio dos moléculas mas de ATP por molécula de Glc oxidada,
generdndose piruvato como producto. El piruvato puede ser transportado a las mitocondrias como

fuente de carbono y energia para las reacciones de respiracion y biosintesis [35, 7].

Pasos alternativos de la via glucolitica

En organismos fotosintéticos la via glucolitica citosélica es una red compleja, que presenta
reacciones enzimadticas paralelas a nivel de varios intermediarios (Figura 9) [14, 45-47]. Alrededor
de 1980 comenz6 a esclarecerse la ocurrencia de enzimas que catalizan reacciones alternativas de
ciertos pasos de la via de glucdlisis citosolica en organismos fotosintéticos superiores [48]. Mas
tarde se encontré que ocurren también en otros organismos fotosintéticos y no fotosintéticos,
incluyendo bacterias y protozoos. Se ha propuesto que estas enzimas alternativas podrian tener una
funcidn relevante cuando las células vegetales se encuentran bajo condiciones de estrés metabdlico,

tales como anoxia o deplecion de Pi [45].

Una de esas reacciones paralelas involucra a la Fru6P, pudiendo esta ser convertida a Frul,6bisP
mediante la PFKasa clasica dependiente de ATP, o mediante la fosfofructoquinasa dependiente de
PPi (PFPasa, EC 2.7.1.90) (ver Figura 9). Esta enzima de organismos fotosintéticos, descubierta en
1979, que cataliza una reaccién reversible que se encuentra cercana al equilibrio in vivo, utiliza PPi
como dador del grupo fosfato en lugar de ATP [45]. Esta tltima caracteristica tiene importancia en
la conservacion de energia y se vuelve especialmente relevante bajo condiciones de deplecion de Pi.
En esta situacién hay un rdpido y dréstico descenso en las concentraciones de nucleétidos de
adenina (ATP/ADP/AMP) lo cual se vuelve un factor limitante para el metabolismo, mientras que
los niveles de PPi se mantienen marcadamente invariables ante esta situacién y tienden a ser
constantes, independientemente del estado metabdlico celular [47]. La PFPasa es marcadamente
activada por niveles micromolares de Fru2,6bisP y plantea una bifurcacién critica del paso
catalizado por la PFKasa que es altamente regulado [45]. Desde su descubrimiento, los numerosos
estudios realizados con la PFPasa han llevado a la idea de que podria considerdrsela como una
enzima involucrada fundamentalmente en la glucélisis en lugar de la gluconeogénesis, siendo capaz

de dar a la planta la flexibilidad de adaptar su metabolismo a situaciones de estrés [47] [49].

Como se observa en la Figura 9, otro paso de la via glucolitica que presenta alternativas en

organismos fotosintéticos involucra al Ga3P, el cual puede ser convertido a 3PGA mediante dos
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caminos distintos. Siguiendo la via cldsica actdan dos enzimas, la Ga3PDHasa dependiente de
NAD* que convierte el Ga3P, utilizando Pi y generando NADH, en 1,3bisPGA, el cual es luego
convertido a 3PGA mediante la enzima PGKasa en una reaccion que genera una molécula de ATP.
Estas reacciones representan etapas clave de la via glucolitica, ya que en la primera se genera un
enlace de alto contenido energético a partir de Pi, lo que permite el paso posterior donde se produce
la fosforilacion a nivel de sustrato con conservacion de la energia por sintesis de ATP [50]. El otro
camino presente en el citosol de las células vegetales para la utilizacién del Ga3P involucra a la
enzima Ga3P deshidrogenasa no-fosforilante, dependiente de NADP* (np-Ga3PDHasa, EC 1.2.1.9),
que cataliza la hidrdlisis irreversible del Ga3P a 3PGA generando NADPH [47]. Esta bifurcacion
resulta muy importante en tejidos fotosintéticos, ya que durante el dia las triosas-P resultantes de la
actividad fotosintética pueden ser exportadas desde el cloroplasto hacia el citosol. Alli su destino es
la oxidaciéon mediante alguna de las enzimas con actividad de Ga3PDHasa: para generar ATP y
NADH mediante la via acoplada, o para generar NADPH si dicha oxidacion es catalizada por la
np-Ga3PDHasa. De esta forma, se establece un sistema enzimdtico que permite la explotacién
indirecta (via triosas-P) del ATP y el NADPH generados por fotosintesis en el cloroplasto hacia el

citosol.

Segtin cual sea el camino seguido por las triosas-P, la célula podrd obtener diferentes formas de
energia (Figura 9), esto dependerd de las necesidades metabdlicas transitorias de la célula [51].
Estudios de inmunodeteccion y de ensayos de actividad han establecido que, in vivo, los niveles de
np-Ga3PDHasa experimentan un aumento relativo en condiciones de estrés oxidativo [52]. Se ha
propuesto que esta enzima participa en los tejidos fotosintéticos de un sistema de transporte del
NADPH fotosintéticamente generado desde el cloroplasto al citosol [53], aun cuando esto implica
resignar el paso de sintesis de ATP. Se ha demostrado que, en tejidos heterotréficos de trigo, la
np-Ga3PDHasa estd sujeta a un delicado mecanismo de regulacion que involucra su fosforilacion y
posterior unién a proteinas regulatorias del tipo 14-3-3, modificacién que produce una disminucién
de la actividad de la enzima [54, 55]. Estos hallazgos no hacen mds que enfatizar la importancia de

esta enzima en los procesos metabolicos centrales [47].

El dltimo de los intermediarios glucoliticos que posee rutas alternativas para su metabolismo es el
PEP (Figura 9). El PEP, que se encuentra en la posicion mas alta en la escala termodindmica de los
metabolitos fosforilados hasta ahora conocidos, ocupa un rol central en el metabolismo citosélicode
lasorganismos fotosintéticos, situdndose en un punto clave de bifurcaciéon y comportindose,
ademds, como molécula regulatoria de un niimero importante de procesos metabdlicos primarios y
secundarios [45]. El PEP es convertido en la via glucolitica clasica a piruvato por la enzima PKasa,

que es la segunda reaccién de la via glucolitica que permite conservar la energia del enlace fosfato.
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El piruvato es luego metabolizado en la mitocondria. En el citosol de las células vegetales el PEP
puede ser utilizado también por la enzima PEP carboxilasa (PEPCasa, EC 4.1.1.13), que cataliza la
sintesis de de 4cido oxalacético (OAA) a partir de PEP y bicarbonato. E1 OAA producido es
convertido luego a malato mediante una reaccion catalizada por la enzima malato deshidrogenasa
(MDHasa, EC 1.1.1.37) dependiente de NAD™, pudiendo el malato ser transportado a la
mitocondria o plastido, donde es utilizado en vias metabdlicas biosintéticas al ser convertido a
piruvato por la enzima madlica (ME) dependiente de NAD* (EC1.1.1.39) o de NADP*
(EC 1.1.1.40), respectivamente [47].

El cortocircuito glucolitico del paso catalizado por la PKasa, generado por el conjunto
PEPCasa-MDHasa-ME es importante durante la deplecién nutricional de Pi, cuando la actividad de
la PKasa se encuentra limitada por las bajas concentraciones de ADP [45]. De hecho, se ha
demostrado que la PEPCasa es inducida en respuesta a situaciones de estrés tales como deplecion
de Pi y estrés por frio [47]. Hay otras dos enzimas que pueden competir por el PEP citosélico, una
de ellas es la PEP fosfatasa (PEPasa, EC 3.1.3.60), presente en la vacuola, que lo desfosforila para
convertirlo también en piruvato y Pi, produciendo una molécula de ATP menos. La otra enzima que
puede utilizar el PEP es la PEP-carboxiquinasa (PEPCKasa, EC 4.1.1.49), enzima que a pesar de
catalizar una reaccion reversible, estd probablemente mds relacionada a la gluconeogénesis que a la

glucdlisis [47].

Dado que estas bifurcaciones de la via glucolitica plantean la utilizacién y competencia de dos (o
mas) enzimas por un mismo sustrato en cada punto, es de esperar que las enzimas involucradas en
ramificaciones se encuentren altamente reguladas, a fin de poder coordinar la via glucolitica y los
productos que pueden surgir de ella. Uno de los desafios mas recientes en el estudio de la glucdlisis
de ha sido, justamente, el estudio de las respectivas funciones, la forma de regulacién y la
importancia de cada via, a fin de dilucidar en qué momentos los metabolitos cursan una, otra, o
ambas vias alternativas [45]. A pesar de esta interesante flexibilidad de la via glucolitica citosdlica,
hay pocos estudios que logren discernir la regulacion diferencial o conjunta de enzimas paralelas,
ya sea a nivel de expresion de los genes correspondientes, regulaciones alostéricas y modificaciones
post-traduccionales, mecanismos que han sido ampliamente estudiados en las isoformas

cloroplastidicas.
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Ciclo del TCA

En presencia de oxigeno, la siguiente etapa de la degradacién de los productos de la glucdlisis
implica la oxidacién progresiva del piruvato a CO» y agua. Esta etapa esta mediada por un grupo de
compuestos y enzimas que componen el ciclo del TCA. Su nombre deriva del 4cido citrico y otros
acidos tricarboxilicos que son intermediarios del metabolismo. Los componentes y reacciones del
ciclo del TCA fueron establecidos en la década de 1930 por la investigacion del premio
Nobel Albert Szent-Gyorgyi, por la que recibi6é el Premio Nobel en 1937, especificamente por sus
descubrimientos relacionados con el d4cido fumadrico, un componente clave de esta ruta metabdlica.
El ciclo del &cido citrico fue finalmente identificado en 1937 por Hans Adolf Krebs, en la
universidad de Sheffield, por lo que recibi6 el Premio Nobel de Medicina en 1953 y es por esto que

también se lo conoce como ciclo de Krebs [56].

Por lo tanto, el catabolismo de la Glc y lipidos (a través de la glucdlisis y la beta oxidacion),
produce acetil-CoA, un grupo acetilo enlazado a la coenzima A. El acetil-CoA constituye el
principal sustrato del ciclo. Su entrada consiste en una condensacién con el oxalacetato, al generar
citrato. Este ciclo también es importante porque proporciona precursores para la sintesis de ciertos
aminodcidos, por ello se lo considera una via anfibodlica, es decir, catabdlica y anabdlica al mismo

tiempo [5, 7].
Las reacciones del ciclo de TCA son llevadas a cabo por 8 enzimas diferentes (Figura 10):

- la citrato sintasa (EC. 2.3.3.1) cataliza la reaccién entre el acetil-CoA y el oxalacetato. En
el proceso, el grupo tioéster (CoA) se hidroliza y la energia que esto libera es acomplada a la

formacién de la molécula de citrato. Esta reaccion recibe el nombre de condensacion.

- la_aconitasa (EC. 4.2.1.3) cataliza la isomerizacion del citrato a isocitrato, por la formacion

de cis-aconitato.

- la_isocitrato deshidrogenasa (EC. 1.1.1.42) cataliza la oxidacién del isocitrato a

a-cetoglutarato. En esta reaccion de descarboxilacion oxidativa se genera una molécula de NADH y

se libera una de CO:x.

- la a-cetoglutarato deshidrogenasa (EC. 1.2.4.2), conocida también como oxoglutarato
deshidrogenasa, estd compuesta de tres enzimas diferentes: E1, cetoglutarato deshidrogenasa; E2,
transuccinilasa; y E3 dihidrolipoamida deshidrogenasa. El sistema cataliza una segunda reaccién de
descarboxilacién oxidativa que lleva a la formacién del succinil CoA, generando CO,, CoA-SH y

NADH.
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- la succinil-CoA sintetasa (EC. 6.2.1.4) cataliza la Unica reaccién del ciclo que produce

fosforilacién a nivel de sustrato. La reaccidon genera succinato y GTP que, esencialmente en este
ciclo, tiene la funcién de trasladar grupos fosfatos hacia el ATP y la CoA-SH, que vuelve a ser

utilizada para generar acetil-CoA a partir de piruvato.

- la_succinato deshidrogenasa (EC. 1.3.5.1) es la tnica enzima del ciclo que tiene como

aceptor de hidrégeno una molécula de FAD en vez de NAD™ (encargada de transportar los
electrones hacia la cadena de electrones). La enzima cataliza una reaccion de oxidacién que genera

fumarato.

- la fumarasa (EC. 4.2.1.2) cataliza la hidratacién del fumarato, generando de esta manera,

L-malato.

- la_malato deshidrogenasa (EC. 1.1.1.37) cataliza la dltima reaccién que completa el ciclo.

Esta reaccion de sintesis del oxalacetato genera una molécula de NADH.

Los cofactores reducidos, NADH y FADH2 generados en el ciclo, se comportan como
intermediarios 6xido/reductores. Transportan electrones a hasta la cadena respiratoria mitocondrial.
En tal cadena se reoxidan a NAD" y a FAD, cediendo los electrones para alcanzar el acople

energético quimiosmético que permite la fosforilacion de ADP para generar ATP.

Por lo tanto, la energia derivada de la ruptura completa de una molécula de Glc por los tres estadios
de glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena de transporte de electrones, es 6ptimamente conservada en la
sintesis de 36 moléculas de ATP. En realidad son 38 las moléculas netas de ATP que se producen
en el proceso, pero dos de ellas se consumen para transportar (mediante transporte activo), desde el

citosol a la matriz mitocondrial, las dos moléculas de NADH + H* producidas en la glucdlisis.
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Figura 10. Descripcion general del ciclo del TCA. Los ndmeros indican: (1) Citrato sintasa; (2)
Aconitasa, (3) Isocitrato deshidrogenasa; (4) a-cetoglutarato deshidrogenasa; (5) Succinil-CoA

sintasa; (6) Succinato deshidrogenasa; (7) Fumarasa; (8) Malato deshidrogenasa.

En el contexto metabdlico arriba planteado, resulta de relevancia la caracterizacion cinética,
estructural y regulatoria de las enzimas que estdn involucradas en pasos criticos para el uso y
generacion de equivalente energéticos y de reduccion. De particular relevancia es, en tal sentido, el
estudio comparativo de enzimas que catalizan reacciones alternativas, asi como de aquellas que
determinan los flujos metabdlicos en los procesos de asimilacién del carbono en células autotréficas
y heterotréficas. Esta temdtica es central en el abordaje experimental de la presente Tesis, que
involucra la identificacién estructural y funcional de enzimas en células del alga verde fotosintética

Chlorella sp. y de la bacteria quimiolitoautotréfica Nitrosomonas europaea.
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OBJETIVOS

Objetivo general

En este trabajo de tesis se plantea alcanzar dos objetivos generales. Por un lado se indagard para
alcanzar una mejor comprension de la relacién metabolismo-particidn-acumulacion del carbono en
forma de almidon y/o 4cidos grasos y las condiciones de cultivo en algas verdes unicelulares, en
forma comparativa con diferentes tejidos de plantas superiores. Para alcanzar dicho objetivo se
trabajard con células provenientes de diferentes condiciones tréficas y se estudiardn enzimas claves
de las vias metabdlicas relacionadas a la utilizacion-particién del carbono y las involucradas en la
sintesis de compuestos de reserva. Principalmente, se trabajard con Chlorella spp., que seran
cultivadas en condiciones auto- y hetero-tréficas. Con las células resultantes, se evaluard la
acumulacién de reservas (hidratos de carbono y lipidos), se analizard el perfil de proteinas y la
actividad de enzimas puntuales pertenecientes a vias metabdlicas como la glucdlisis, la sintesis de
almidon y la sintesis de triacilglicéridos. De esta forma se busca obtener un mayor entendimiento
del flujo del carbono y la energia en células con diferentes caracteristicas tréficas. Asimismo, se
realizard el estudio molecular, cinético y regulatorio de enzimas claves de las vias metabdlicas antes
mencionadas en Chlorella spp., producidas en forma recombinante en Escherichia coli. Ademads, se
utilizardn herramientas de ingenieria genética para modificar las vias metabdlicas en algas verdes
unicelulares. Las cepas genéticamente modificadas se crecerdan en condiciones de cultivo auto- y
hetero-tréfico. Se analizard si hay cambios en la cantidad, tipo y relacién entre el carbono

acumulado en forma de almidén y/o 4cidos grasos.

Por otro lado, y con el fin de tener un panorama mas amplio acerca de los organismos autotréfos,
estudiaremos las enzimas involucradas en el metabolismo del carbono de Nitrosomonas europaea.
Esta bacteria nitrificadora tiene un metabolismo quimiolitoautotréfo que le permite fijar el CO2 y
convertirlo en compuestos orgdnicos mediante ciclos y vias metabdlicas similares a las descriptas

en organismos fotosintéticos.

Objetivos particulares

I-Establecer condiciones de cultivo autotréficas y heterotroficas para Chlorella sp., determinando el
perfil de acumulacién de reservas en cada condicion.

II-Estudiar enzimas claves del metabolismo del carbono en Chlorella sp. y Nitrosomonas europaea,
asf como en tejidos vegetales con diferentes caracteristicas tréficas tanto in vivo como in vitro.
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III-Establecer tecnologias de transformacion para generar cepas de Chlorella sp. genéticamente
modificadas a fin de disminuir o aumentar la expresion de los genes en estudio.
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Capitulo 1: Chlorella spp.

Introduccion
“Phycologists regard any organisms with chlorophyll a and a thallus not differentiated into

roots, stem and leaves to be an alga” Lee, 1989.

Las microalgas constituyen un grupo extremadamente heterogéneo de microorganismos procariotas
y eucariotas que pueden crecer rdpidamente dada su estructura celular sencilla -unicelular o
multicelular simple- [9]. Tradicionalmente, las algas se han clasificado de acuerdo con su color y
esta caracteristica sigue siendo la mds importante. Actualmente, las algas se clasifican segun los
siguientes criterios principales: tipos de pigmentos, naturaleza quimica de los productos de
almacenamiento y componentes de la pared celular. Ademds, hay criterios que toman en
consideracion caracteristicas citolégicas y morfoldgicas: apariciéon de células flageladas, estructura
de los flagelos, esquema y trayectoria de la divisién nuclear y celular, asi como numero y

composicion de las membranas del cloroplasto [9] [10].

La mayoria de las microalgas son de color verde por la presencia de las clorofilas, pero algunas son
de color marrén o rojas por la presencia de xantéfilas que enmascaran el color verde [9] [34]. En
general, poseen como principal pigmento fotosintético clorofila a, lo que les permite captar la luz
para utilizarla como fuente de energia en la trasformacion de materia inorgdnica en orginica
(metabolismo autotréfico) necesitando tnicamente compuestos como COa, sales y luz solar como
fuente de energia para el crecimiento. Esta definicidén, sin embargo, no es tan estricta ya que
algunos organismos considerados microalgas pueden crecer en condiciones mixotroficas y
heterotroficas, es decir, en presencia simultdnea de luz y fuentes de carbono-energia orgénica; o en
oscuridad y s6lo con fuentes de carbono-energia organica, respectivamente [9] [57]. El ambiente
mas comun de estos microorganismos es el agua, tanto salada como dulce y se pueden encontrar en
habitats que presentan amplios rangos de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes. También
pueden crecer en ambientes terrestres de amplia variedad, desde la nieve hasta formar parte de
liquenes (una asociacidn entre un hongo y una o mas algas o cianobacterias) [9] [58]. Dentro del
grupo de microorganismos considerados microalgas, los procariotas fotosintéticos se conocen como
cianobacterias que pertenecen a la clase Cyanophyceae; mientras que dentro de las eucariotas méas
conocidas se pueden mencionar a las algas verdes de la division Chlorophyta y a las diatomeas de la

division Bacyllariophyta [9] [10].
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Las microalgas tienen gran importancia en biotecnologia debido a su potencial aplicacién en salud,
el ambiente y la produccién de energia [59]. Al respecto, se han publicado trabajos sobre sustancias
de interés terapéutico, como antitumorales y antivirales [60] [61], o nutraceitico (como &cidos
grasos poliinsaturados tipo ®-3 de cadena larga) [62]. Relacionado a su aplicacién medioambiental,
estd descripto su empleo en la biorremediacion de zonas contaminadas con metales pesados o su
uso en la reduccion de la carga orgénica de ciertos efluentes [59] [63]. En cuanto a la produccién de
energia, se destacan algunas cepas de microalgas por su capacidad de sintetizar y acumular elevadas
cantidades de aceites, caracteristica que se aprovecha para obtener la materia prima necesaria para
la producciéon de biodiésel. La naturaleza fotosintética de estos microorganismos sumada a su
capacidad de acumular almidén (o alguna variante de polisacdrido de reserva), permite proyectar
también su empleo en la produccion de etanol u otros alcoholes apreciados como biocombustibles

[64] [65] [66] [67].

La acumulacién de los materiales de reserva en las células de microalgas, estd asociada a diferentes
factores y puede inducirse con modificaciones en sus condiciones de cultivo generando estrés salino
y/o deplecion de la fuente luz o de nitrogeno [68] [69] [70] [71] [72]. Los mecanismos moleculares
asociados a estos fendmeno comienzan a ser dilucidados, especialmente en organismos modelos
como Chlamydomonas reinhardtii [73] [68] [74]. Sin embargo, el conocimiento de las

particularidades metabdlicas de cada microalga con potencial aplicacion industrial es muy escaso.

Como se mencioné anteriormente, ademds de la capacidad fotosintética de las microalgas, muchas
especies son capaces de crecer en condiciones mixotréficas y heterotréficas [75] [76] [77]. Esta
ultima condicion, aunque requiere de fuentes externas de carbono y energia, permite maximizar los
rendimientos de algunos bioproductos [75] [78] [79] [80] [81] [82]. Ademads, el utilizar condiciones
heterotréficas es de interés para la industria, ya que simplifica el escalado de los bioprocesos al
adaptarse a los sistemas de cultivo tradicionales que existen actualmente a escala productiva. Para
integrar los beneficios de los cultivos heterotroficos sin eliminar globalmente las ventajas
energéticas del crecimiento autotréfico de estos microorganismos, se han desarrollado tecnologias
que recurren a la hidrélisis de polisacdridos como la celulosa a los efectos de obtener la Glc

necesaria para utilizar como fuente de carbono y energia en este tipo de cultivo [83] [84] [85].

El desarrollo de bioprocesos redituables y competitivos con microalgas en el campo de los
biocombustibles, requiere de la obtencién de cepas de adecuado desarrollo y altamente productivas,
propiedades que estdn asociadas a las tecnologias de cultivo. Dentro de las diferentes microalgas
podemos encontrar, conformando el reino procariota, a las cianobacterias conocidas tiempo atrds

como algas azul verdosas. Ademads, hay un grupo extenso de algas uni- o pluricelulares que segin
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sus caracteristicas, se clasifican en diferentes grupos que conforman el reino eucariota [9]. Nuestros
estudios estuvieron basados en Chlorella, un alga verde unicelular perteneciente al grupo
Chlorophyta que ha demostrado gran potencial e interés para la industria biotecnoldgica por su

capacidad de acumular almidén y triacilglicéridos [75] [86].

Chlorophyta

La clase Chlorophyta comprende, junto con las Streptophytas, el clado Viridiplantae (Figura 11).
Son los organismos que dieron origen a las plantas terrestres (Embriophytas) y aunque consiste en
un grupo de organismos eucariotas unicelulares pueden presentar diferentes niveles y formas de
organizacion (colonias, filamentos, sifondceos o con talo) incluso algunos pueden presentar
flagelos. Esta clase estd compuesta mayoritariamente por algas de agua dulce y sélo el 10% esta

representado por algas marinas [9].

Chlorella spp., que pertenecen a esta clase, se caracterizan por poseer clorofila a y b; ademds de
sintetizar compuestos de reserva como lipidos (que se acumulan en el citosol) y de almidén
(encontrado en cloroplastos) que se encuentra asociado a pirenoides (masa fundamentalmente
proteica, incolora, que se encuentra en el estroma de los plastidos). La pared celular que presentan
estd compuesta principalmente por celulosa, aunque frecuentemente este polisacdrido estructural es

reemplazado por xilanos o mananos [9].

Subreino: Viridiplantae

Chlorophyta Streptophyta
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Figura 11. Arbol filogenético del grupo monofilético Viridiplantae. Adaptado de Judd y col [87]

38



La reproduccién en Chlorophyta puede ocurrir tanto de forma sexual como asexual. En el caso de
Chlorella spp., la reproducciéon es asexual, mediante la formaciéon de autoesporas (células
reproductivas no mdviles) que presentan la misma forma que la célula madre. Las autoesporas se
forman en un nimero multiplo de dos, generando células idénticas a la que le dio origen [9]. En un
estudio de proliferacion celular de Chlorella vulgaris [88] se describieron 3 fases en el ciclo celular

de esta alga: crecimiento de las células madres, division celular y liberacion de las células hijas.

En cuanto al metabolismo de la clase Chlorophyta, ademas de ser fotosintéticas, también pueden
asimilar compuestos orgdnicos y metabolizarlos heterotréficamente. Este es el caso de diversas
especies del género Chlorella y Scenesdesmus, las cuales pueden asimilar glucosa y glicerol [89].
Chlorella es el género mds importante en la industria de la microalgas y actualmente se cultiva y se

comercializa esencialmente como alimento saludable [10].

Metabolismo: de la comprension a la aplicacion

La biosintesis de almidén y lipidos ha sido muy estudiada en algas en los tltimos afios, debido a su
potencial aplicacién en la produccién de bioetanol y biodiésel [90] [91]. En principio, es inevitable
comparar a las algas con las plantas superiores (organismos estudiados en mayor detalle). En tal
sentido, es relevante considerar los procesos de particiéon del carbono fotoasimilado en estos
organismos. En algas verdes unicelulares, el carbono se distribuye en los distintos compartimentos
de una tdnica célula. Las plantas superiores poseen dos tipos de tejidos diferentes [14]: fotosintético
(o autétrofo) y no fotosintético (o heterdtrofo). Por lo tanto, en el caso de las plantas los compuestos
fotoasimilados deben dividirse no sélo dentro de una célula (entre el pléastido y el citosol), sino
también entre los diferentes tejidos, siendo la sacarosa (Suc) el principal metabolito involucrado en
la distribucién intercelular del carbono. El transporte intercelular de fotoasimilados entre células

fotosintéticas y no fotosintéticas que ocurre en las plantas, no ocurre en algas verdes unicelulares.

En Chlorella spp., las células pueden presentar caracteristicas autotroficas o heterotroficas
(Figura 12) dependiendo de las condiciones de cultivo y todas las adaptaciones metabdlicas y la
particién de los compuestos de carbono ocurren dentro de la misma célula [92] [27] [75]. En
presencia de luz el alga fija CO» y las triosas-P sintetizadas se utilizan para la sintesis de almidén
dentro del mismo cloroplasto o se transportan al citosol para ingresar a otras vias metabdlicas, como
por ejemplo la glucdlisis (Figura 12 A). En condiciones de oscuridad y con Glc como fuente externa

de carbono y energia, la particion del carbono ocurriria en sentido inverso a lo descripto
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anteriormente, favoreciéndose el transporte de triosas-P desde el citosol al plastido, lo que permite

la sintesis de almidon y lipidos (Figura 12 B).

Dentro de las especies de Chlorella [86] [93] [94] [95] [96], se han descripto algunas cepas con
potencial para la produccién industrial de biodiésel debido a su gran capacidad de acumular dcidos
grasos. Al respecto, se ha demostrado que Chlorella protothecoides puede acumular, cuando se
cultiva en condiciones heterotroficas con adicion de Glc, hasta un ~55% mas de lipidos que en
condiciones de cultivo autotréficas. Esto significa un incremento de 4 veces en la produccién de
lipidos [96]. Ademads, se ha observado que en los cultivos heterotréficos de este microorganismo la
adicién de Glc genera un incremento de la expresion del gen que codifica para la Ga3PDHasa
(Figura 12), con un consecuente aumento del flujo glucolitico y de la produccion de piruvato. En
estas condiciones se genera también un aumento de la expresion del gen que codifica para el
transportador de ATP/ADP de la membrana mitocondrial (entre otros genes), lo que se relaciona

directamente con la produccién energética celular [97].

Por otra parte, se ha analizado la regulaciéon de la expresion de los genes que codifican dos
Ga3PDHasas en Chlorella fusca y su relacién con las condiciones tréficas del cultivo. Se ha
observado que la adicién de Glc a los cultivos autotréficos, genera una disminucion de la expresion
del gen que codifica para la Ga3PDHasaA (cloroplastidica) y un aumento de la expresion del gen
que codifica para la np-Ga3PDHasa (GapN) [92]. Este cambio en la expresién génica logra una
adaptacion metabdlica que permitiria sintetizar mayor cantidad de Ga3P y NADPH en el citosol
celular y permitir la importacion de Ga3P dentro del cloroplasto ya que no se estd generando
energia proveniente de la fotosintesis para poder fijar CO; y sintetizar triosas-P dentro del mismo.
La adaptaciéon metabdlica mediante la regulacion de la particion del Ga3P entre las distintas
Ga3PDHasas también se han descripto en plantas, donde se ha mostrado que las condiciones redox
del microambiente celular puede variar el flujo del Ga3P a fin de obtener distintas fuentes de
energia [98] [52]. Por otra parte, se observo que la inactivacion del gen que codifica para la
ADPGIc PPasa (AGPasa) en Chlamydomonas reinhardtii, enzima clave de la ruta de biosintesis de
almidon, conlleva a un aumento de 10 veces en la sintesis de lipidos respecto a la cepa del tipo
salvaje [99, 100]. Esto tiene una estrecha relacion con la particién del carbono entre las vias

metabolicas que sintetizan el almidén y los lipidos que comparten los precursores metabdlicos.
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Figura 12. Esquema simplificado de la particién del carbono en una célula de Chlorella spp.

crecida en condiciones autotréficas (A) o heterotréficas (B). Se detallan los principales destinos

metabdlicos de las triosas-P generadas en el proceso de fotosintesis o en la glucdlisis y algunas

enzimas que son objeto de estudio en esta Tesis. OPPP: ciclo oxidativo de las pentosas fosfato;

OAA:

oxalacetato;

TAGs:

triacilglicéridos;

GapC: Ga3PDHasa; GapN: np-Ga3PDHasa;

GapA: Ga3PDHasa A; AGPasa: ADPGIc PPasa; Glc: glucosa.
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Los resultados obtenidos en los estudios mencionados, destacan la particion intracelular del carbono
en algas verdes y su relacion con la sintesis de compuestos de reserva. Sin embargo, la comprension
actual no es suficiente para entender de forma integral cuales son todos los actores involucrados y
cémo estan siendo afectados en relacion a los cambios en las condiciones de cultivo (sean
autotréficas o heterotréficas). El poder avanzar en el estudio y caracterizacion de enzimas de
diferentes vias metabdlicas permitird comprender las adaptaciones del metabolismo e incidir de
manera especifica tanto en las condiciones de cultivo como en la manipulacién genética racional y
fundada de estos organismos con el objetivo de conseguir maximizar la produccién de acidos grasos

y/o almidon.

Objetivos
I-Establecer condiciones de cultivo autotrdficas y heterotréficas para Chlorella spp., determinando

el perfil de acumulacién de reservas en cada condicion.

II-Estudiar enzimas claves del metabolismo del carbono en Chlorella spp., tales como Ga3PDHasa,
np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasaA/B y ADP-Glc PPasa. Se realizardn estudios in vitro, con las
proteinas producidas en forma recombinante, caracterizando sus propiedades cinéticas vy
estructurales. Ademds, para el caso de np-Ga3PDHasa, se evaluard su impacto in vivo, empleando
metodologia de transformacidn génica para variar los niveles de expresion y actividad en célular de

Chlorella sp.

III-Establecer tecnologias de transformacién para generar cepas de Chlorella sp. genéticamente

modificadas a fin de disminuir o aumentar la expresion de los genes en estudio.

Materiales y Métodos

Reactivos
Todos los reactivos utilizados fueron de la méxima calidad disponible, de grado “pro-analisis” o
similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se obtuvieron

comercialmente de distintas compafifas, indicadas para cada caso.
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Cepas bacterianas, plasmidos, medios de cultivo y antibidtico

Pldasmidos

a. pRSFDuet (Novagen): tiene como marcador de seleccion el antibidtico kanamicina.
b. pPETDuet (Novagen): tiene como marcador de seleccion el antibidtico ampicilina.

c. pChlamy3 (Invitrogen): tiene como marcador de seleccidn el antibiético ampicilina en bacterias e

higromicina en algas verdes unicelulares.

d. pCAMBIA 1302: tiene como marcador de seleccion los antibidticos kanamicina en bacterias e

higromicina en algas verdes unicelulares.

Cepas y antibioticos

Cepas bacterianas

a. Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)
b. Escherichia coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen)
c. Agrobacterium tumefaciens

El medio de cultivo y las condiciones de crecimiento se especificardn segun corresponda. Las
células transformadas con vectores plasmidicos fueron seleccionadas y crecidas en presencia de un

antibidtico adecuado: ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml) o higromicina (50 pg/ml).

Cepas de algas verdes unicelulares

a. Chlorella sp. (UTEX 1822)

b. Chlorella vulgaris (UTEX 26)

c. Chorella prototheicoides (UTEX 25)
d. Chlorella saccharophila (UTEX 2469)

Las células que fueron modificadas genéticamente se seleccionaron y crecieron en presencia de

higromicina a una concentracién final de 50 pg/ml.
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Medios de cultivo
La composicién de los medios de cultivo utilizados se detalla a continuacidn:
Cultivo de bacterias

a. Luria-Bertani (LB): 10 g/l tripteina, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y H>O.

b. LB-agar: Compuesto por medio LB mas 1,6% (p/v) agar-agar.

c. YT2X: 6 g/l hidrolizado de caseina, 10 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl y H20.

d. Terrific Broth (TB): 2,3 g/l KH;PO4, 12,5 g/l K;HPO4, 12 g/1 hidrolizado de caseina, 24 g/l
extracto de levadura, 4 ml/I glicerol y H>O.

Cultivo de algas verdes unicelulares

a. BOLD3N: 0,75 g/l NaNOs, 0,0255 g/l CaCly, 0,04 g/l MgOs, 0,175 g/l KoHPO4, 0,025 g/1 NaCl,
25 pg/l biotina, 135 pg/l B12, 1,1 mg/l tiamina y H20.

b. BOLD3N-agar: Compuesto por medio BOLD3N mas 1,5% (p/v) agar-agar.

c. BOLD3N-glc: Compuesto por el medio BOLD3N mads 20 g/l de Glc.

d. M16: 2 g/l KNO3s, 0,01 g/l CaCla, 1 g/l MgOs, 2 g/l KoHPOs4, 2 g/l NH4Cl, 2 g/l Gle, 20 g/l
glicerol, 2 g/l urea, 1 g/l extra to de levadura, 1 g/l tripteina, 25 ug/l biotina, 135 pg/l B12, 1,1 mg/l

tiamina y H>O.
e. GOLGI: Medio minimo y tripteina de soja.

f. ENVA: Compuesto por GOLGI, extracto de levadura, 10 g/l de glicerol y 10 g/l de glucosa.

Mantenimiento de cultivo y obtencion de biomasa

Cultivo de bacterias

El cultivo de las bacterias se realizé empleando alguno de los medios detallados anteriormente y
erlenmeyers de distintos volimenes manteniendo siempre una proporcion de volumen de medio
liquido correspondiente al 25% del volumen total del erlenmeyer. Las condiciones de cultivo
estdndares se mantuvieron a 37 °C en agitacion a 200 rpm empleando un agitador orbital con

temperatura controlada.
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Cultivo de algas verdes unicelulares

1- Mantenimiento

Para mantener en cultivo las algas verdes unicelulares, se utilizaron frascos T de 25 ml (Greiner
Bio-One™) con tapa a rosca con filtro de intercambio gaseoso y los medios de cultivo BOLD3N o
GOLGI aptos para condiciones de cultivo autotréficas con una intensidad de luz de 57 pmol/m?/s y

a22°C.

2- Obtencion de biomasa

Para obtener biomasa de Chlorella spp. se escalaron los cultivos en frascos erlenmeyers de
diferentes volimenes pero siempre manteniendo una proporcién de volumen de medio liquido
correspondiente al 10% del volumen total del mismo. Segin la condicién de cultivo, se utilizé
alguno de los medios detallados anteriormente. Para el cultivo en condiciones heterotréficas se
empelaron los medios M16, ENVA o BOLD3N-glc y en condiciones autotrdficas los medios de
cultivo GOLGI o BOLD3N. Se realizaron cultivos estaticos o agitados empleando un agitador
orbital a 160 rpm. Para los cultivos autotréficos se mantuvo una intensidad de luz de 57 umol/m?/s,
para los cultivos heterotréficos se mantuvieron condiciones de oscuridad constante. En todos los

casos la temperatura de cultivo fue de 22 °C.

La biomasa de células obtenida en las distintas condiciones y con los diferentes medios de cultivo,
se cosechd a comienzos de la fase estacionaria del crecimiento celular. Las células cosechadas se
conservaron a — 80 °C hasta ser utilizadas para determinar: contenido de lipidos, contenido de

almidon, extraccidn de proteinas y extraccion de ARNm o ADN genémico.

Cinética de proliferacion celular

Con el fin de caracterizar el crecimiento de las algas verdes unicelulares en las distintas condiciones
de cultivo, se estandariz6 la cantidad de células iniciales y periédicamente se tomaron muestras del

cultivo para determinar el nimero de células/ml por recuento en cimara de Neubauer.

La velocidad especifica de crecimiento (x) se determiné mediante un software a partir de los
graficos del logaritmo natural de la concentracionde células en funcién del tiempo de cultivo. La

pendiente obtenida en el rango lineal de la grafica corresponde directamente al valor de g,
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Inx=In xo+ut

Siendo x,la concentracion celular inicial, y x la concentracion celular alcanzada a un tiempo .

Métodos bioquimicos basicos
Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de ADN se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1% (p/v) con buffer
TAE [40 mM Tris, 40 mM 4cido acético y 1 mM EDTA pH 8,0] en presencia del colorante Gel
Green (Biotium). Las muestras se acondicionaron con 3% (v/v) glicerol y 0,05% (p/v) Azul de
Bromofenol antes de realizar la siembra. Las corridas electroforéticas se realizaron a 100 V
constantes durante el tiempo necesario. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz

led azul.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se realiz6 segun la técnica descripta por Laemmli (1970). La concentracion del gel de
separacion vari6 entre 10-15%, dependiendo de las masas de las proteinas a separar. A las muestras
de proteinas a separar por electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE reductor) se les
adicion6 1/3 (v/v) de buffer de muestra reductor (240 mM Tris-HCl pH 6,8, 8% (p/v) SDS,
40% (v/v) glicerol, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 0,04% (v/v) Azul de Bromofenol). Cuando se
quisieron preservar las condiciones de oxido-reduccion originales de las muestras en la
electroforesis (SDS-PAGE no reductor), se utiliz6 un buffer de muestra sin 2-mercaptoetanol. Los
marcadores de masa molecular empleados fueron de GE Healthcare. Terminada la electroforesis,
cada gel fue coloreado con una solucién de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Coomassie Blue),

salvo en los casos que se realizaron electrotransferencia e inmunodeteccion.
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Cuantificacion del contenido proteico

La determinacién de la concentracion de proteinas en solucion se realizé por el método de Bradford

[101], utilizando albimina sérica bovina (BSA) como proteina estdndar.

Desalado y concentracion de proteinas

Para cambiar la composicion de las soluciones en las que se encontraban disueltas las proteinas y/o
para concentrarlas, se emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion (Amicon, Millipore)
con membranas de tamafio molecular apropiado para cada proteina y se procedidé segun las

indicaciones del fabricante.

Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion (WB)

Para las inmunodetecciones, una vez realizada la corrida electroforética en el SDS-PAGE, se
efectud una electrotransferencia sobre una membrana de nitrocelulosa durante 60 min a 180 mA en
un equipo Mini Protean III (Bio-Rad) con una solucién de 0,025 M Tris-HCI pH 8,3; 0,192 M
glicina 'y 20% (v/v) metanol. Finalizada la electrotransferencia, la membrana se bloqued
incubdndola 1 h a 25 °C con una solucion de TBS Tween [S0 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl
y 0,05% (p/v) Tween 20] adicionada de leche descremada en polvo al 5% (p/v). Luego, se lavé con
soluciéon de TBS-Tween 10 min a 25°C y se incubé 16 h a 25°C con la misma solucién
suplementada con leche descremada al 1 % (p/v) que contenia una dilucién adecuada del anticuerpo
primario preparado en conejo. Se lavo nuevamente con soluciéon de TBS Tween 10 min a 25 °C y se
procedid al revelado de la membrana. Para tal fin, se incub6 durante 1 h a 25 °C en TBS Tween
suplementado con una dilucién 1/5.000 del anticuerpo secundario conjugado a un colorante
fluorescente Alexa Fluor 647 (Invitrogen) producido en cabra, que permite detectar las cadenas
pesadas y livianas de los anticuerpos producidos en conejo. La sefial fue detectada mediante la

emision de fluorescencia, utilizando el escaner Typhoon FLA 7.000 (GE Healthcare).

Anticuerpos

Los sueros inmunes contra las proteinas de interés fueron preparados en el Centro de
Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
del Litoral, Esperanza, Santa Fe, Argentina; mediante la inmunizacién de conejos, acorde a lo
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descripto por Vaitukaitis [102]. Como inmundgeno se utilizé las proteinas de interés purificadas a

homogeneidad electroforética.

Determinacion de lipidos

La extraccion de los triacilglicéridos (TAG) de las células de algas verdes unicelulares se realizo
segtn lo descripto por Folch y col. [103]. Para cada una de las muestras, se tomaron 200 mg de
células previamente trituradas con N2 liquido y se le agregaron 0,2 ml de H20 destilada y 3,8 ml de
mezcla de extraccion compuesta por cloroformo/metanol: 2/1 (v/v). Los tubos se cerraron
herméticamente y se dejaron reposar 2 h agitando enérgicamente cada 30 min en vortice.
Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando papel de filtro libre de grasas previamente
lavado con la mezcla de extraccion. Las muestras se transvasaron a tubos de vidrio previamente
tarados. A cada tubo se le agregé 0,7 ml de solucién de lavado I [0,02% CaCl> en mezcla de
cloroformo/metanol/H>O: 3/48/47 (v/v)]. Se agitaron y centrifugaron durante 5 min a 3.000 xg hasta
separacion de las fases. La fase superior se elimind por succién y se agregd a cada tubo 0,7 ml de la
solucién de lavado II [cloroformo/metanol/H20: 3/48/47 (v/v)]. Se agitaron y centrifugaron durante
Smin a 3.000 xg hasta separacion de las fases. La fase superior se eliminé por succion.
Posteriormente, los tubos se incubaron en bafio térmico a 45-60 °C para evaporacion total del
cloroformo y obtencién de los lipidos. Cada tubo fue pesado y por diferencia de peso con los tubos
vacios, se determiné el peso de los lipidos obtenidos. Todas las muestras se disolvieron con

1sopropanol a una concentracion final de 1 mg/ul.

Para determinar la concentracion de TAG en cada una de las muestras se produjo la hidrdlisis
enzimatica de los mismos mediante una lipasa comercial y luego el glicerol (Gro) liberado se
cuantificé por una serie de reacciones enzimdticas. El Gro generado fue fosforilado a Gro-P y éste
luego fue oxidado, por la accién conjunta de la Gro quinasa y la Gro-P oxidasa que genera como
producto perdxido de hidrégeno. Este ultimo fue cuantificado colorimétricamente por accion de la
peroxidasa acoplada a un compuesto coloreado (Wiener lab). Las determinaciones se realizaron en
buffer 50 mM Pipes pH7,5 con 5mM 4-clorofenol, en presencia de lipoprotein lipasa
(>15.000 U/), Gro quinasa (>1.000 U/1), Gro-P oxidasa (>2.500 U/l), peroxidasa (>440 U/l),
0,7 mmol/l 4-aminofenazona y 0,18 mmol/l ATP. Las determinaciones se realizaron colocando 5 ul
de muestra convenientemente diluida en 500 ul de reactivo de trabajo. Ademads, se realizé un blanco
de reactivos y un testigo con una solucién patrén (2 g/l o 2,26 mmol/l de trioleina). Las mezclas se

incubaron a 37 °C durante 5 min y posteriormente se midid la absorbancia en espectrofotémetro a
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492 nm. Para obtener la cantidad de TAG contenidos por mg de células en cada una de las muestras

se utilizo la siguiente ecuacion:

TAG (ug/mg cél) = (C¢ * (Am- Ap) * Dil''/A) * mg lip ext/mg cél
Ci: concentracion de solucién patron/testigo

Am: absorbancia a 492 nm de la muestra

Ap: absorbancia a 492 nm del blanco

A¢: absorbancia a 492 nm del testigo

mg lip ext: mg de lipidos extraidos

mg cél: mg de células de partida

Determinacion de almidon

La determinacién de la cantidad de almidén en células de algas verdes unicelulares se realizé
combinando y adaptando los protocolos descriptos por Reibach y Benedict [104] y Baud y Graham
[105]. Para cada muestra, 200 mg de células trituradas en N> liquido se extrajeron con 500 ul de
etanol 95% a 4 °C. Luego se centrifug6 a 13.000 xg a 4 °C durante 10 min, se descarto la fraccién
soluble, y se repitid el paso de extraccion 6 veces mas para eliminar los aziicares solubles presentes
en las muestras. La fraccion insoluble, fue secada en estufa y pesada en un tubo previamente tarado.
Luego, el extracto seco se resuspendid en 10 pul de H>O destilada por cada 1 mg de extracto, los
tubos se taparon herméticamente y se hirvieron en bafio de agua durante 1 h para solubilizar el
almidon. Posteriormente se centrifugaron a 13.000 xg durante 10 min y a partir de la fraccién
soluble se realiz6 la digestion enzimadtica del almidon. A 20 ul de las fracciones solubles diluidas
(1/10 y/o 1/20) se le agregaron 200 ul de buffer 100 mM acetato de sodio pH4,5 y 70 U de
amiloglucosidasa [1,4a-D glucan glucohydrolase exo-1,4a glucosidasa (Sigma)]. Las muestras se
incubaron 16 h a 55-60 °C para permitir la degradacién del almidén. Posteriormente se
centrifugaron a 13.000 xg durante 10 min, se recuperd la fraccién soluble y se cuantificaron los
residuos de azicares solubles mediante la reaccién de la glucosa oxidasa, que genera peréxido de
hidrégeno durante la oxidacién.Este dltimo fue cuantificado colorimétricamente por la accion de la
peroxidasa acoplada a un compuesto coloreado (Wiener lab) segin se describe. Una alicuota de
(50 pl) de muestra diluida convenientemente se adicioné a 200 ul del reactivo comercial (solucién
de 10kU/l peroxidasa; 0,5 mM 4-aminofenazona; buffer 100 mM fosfatos pH7.0 y 12 mM

4-hidroxibenzoatos). Se incubd la reaccion 10 min a 37 °C y se leyo la absorbancia a 492 nm en
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espectrofotometro junto al blanco de reactivos correspondiente a la determinacién. Para poder
correlacionar la cantidad de almidén con la determinacion de la concentracion de azicares solubles
liberados durante la digestion enzimética del almidon, se construyd una curva de almidén a partir de
una solucidn estandar, y se traté de igual manera que la muestra. Con los valores obtenidos en esta
determinacion se realiz6 una curva de calibrado de Glc (mg/ml) en funcién de la cantidad de
almidon (ug). Para determinar los contenidos de almidén por célula en cada una de las muestras se

utiliz6 siempre la parte lineal de la curva obtenida y las siguientes ecuaciones:
Célculo de la concentracion de Glc en la muestra:

Colc = ((Am — Ap) / Pgic ) * Dil !

Cgic: concentracion de glucose en la muestra (mg/ml)

Am: absorbancia a 492 nm de la muestra

Ap: absorbancia a 492 nm del blanco

Pgic: pendiente de la recta Agic vs Cglc (ml/mg)

Dil "!: inversa de la dilucién de la muestra ensayada.

Calculo de los ug de almidén en la muestra:
Alm: cantidad de almidén (ug)

Pamcglc: pendiente de la recta Alm vs Cgie.

Tincion con Rojo Nilo

Las muestras de algas verdes unicelulares destinadas a la determinacién de lipidos neutros se
centrifugaron a 1500 xg durante 10 min para obtener un pellet celular que se resuspendid en buffer
fostatos salino (PBS). La suspension obtenida se separ6 en 2 alicuotas iguales y solo a una de ellas
se le agregd un volumen de una solucion del colorante Rojo Nilo en dimetilsulfé6xido (DMSO)a una
concentracién final de (0,5 ug-ml'l), Las suspensiones celulares fueron observadas en microscopio
de epifluorescencia (CX31, Olympus, Japdén), empleando filtros de excitaciéon y emisién para

fluoresceina (FITC).
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Metodologia utilizada en biologia molecular
Extraccion del ARNm
Células autotrdficas

Las extracciones de ARN en células de algas verdes unicelularescrecidas en condiciones
autotroficas, se realizaron utilizando el reactivo de extraccién Trizol (0,38% (v/v) de fenol acido,
0,8 M de tiocianato de guanidina, 0,4 M tiocianato de amonio, 0,1 M de NaAc (pH 5,0), 5% (v/v)
de glicerol). Para dichas extracciones 1x10® células se pulverizaron con nitrégeno liquido en un
mortero estéril y la totalidad del polvo obtenido se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se
agregd 1 ml del reactivo de extraccion. Luego de mezclar por inversion varias veces, los tubos se
incubaron a temperatura ambiente 10 min y se centrifugaron 10 min a 13.000 xg y 4 °C. A las
fracciones solubles obtenidas se les adicioné 200 pl de cloroformo y se incubaron 3 min adicionales
a temperatura ambiente. Se centrifugaron 15 min a 13.000 xg a 4 °C y la fase acuosa fue
posteriormente precipitada con un volumen de isopropanol incubando los tubos durante 30 min a
-20 °C. Pasado el tiempo de incubacidn, los tubos fueron centrifugados a 13.000 xg durante 15 min
a 4 °C y luego fueron lavados con etanol 70% (v/v). El precipitado se dejé secar a temperatura
ambiente para luego ser disuelto en 30 pl de agua bidestilada estéril. La concentraciéon de ARN se

determino en espectrofotometro a 260 nm.

Células heterotroficas

En el caso de extracciones de ARN de células crecidas en condiciones heterotréficas las muestras se
trataron segun se describe (Onate-Sanchez y Vicente-Carbajosa, 2008). Las muestras se procesaron
en nitrégeno liquido para lograr un polvo uniforme y este polvo se transfirié a tubos Eppendorf de
1,5 ml que se adicionaron de 550 pl de solucién amortiguadora de extraccion de ARN (0,4 M LiCl,
0,2 M buffer Tris pH 8, 25 mM EDTA y 1 % (p/v) SDS) y 550 pl de cloroformo. Los tubos se
agitaron 10 s., se mantuvieron en hielo 20 min y se centrifugaron a 13.000 xg 3 min a 4 °C. Luego,
la fraccién soluble se transfiri a tubos de 1,5 ml nuevos, se agregaron 500 pl de fenol acido, los
tubos se agitaron nuevamente, se agregaron 200 pl de cloroformo y se centrifugd a 13000 xg, 3 min
a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo con 1/3 del volumen de 8 M LiCl y se agit6. Se
incubd a - 20 °C durante 1 h para precipitar el ARN, luego se centrifugé a 13000 xg durante 30 min
a 4 °C y se realizé un lavado con etanol 70% (v/v). Para limpiar el ARN de impurezas, como

carbohidratos, se hizo una precipitacién diferencial, para lo que se agregaron 470 pl de agua
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bidestilada, 7 pl de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 250 pl de etanol absoluto, se homogenizé la
mezcla y se centrifugd durante 10 min a 13.000 xg 4 °C. Luego, se transfiri6 la fraccién soluble a
un tubo de 1,5 ml y se agregaron 43 ul de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 750 ul de etanol
absoluto, se mezclo para homogeneizar y se incub6 a -20 °C durante 1 h. Luego, se centrifugd para
separar el ARN precipitado. Finalmente, se lavé el precipitado con 1 ml de etanol 70% (v/v). En
todos los casos, se realiz6 una segunda precipitacion del ARN con 1 MLIiCl, para eliminar posibles
contaminaciones con ADN genémico, y se incubd 1 h a -20 °C. Se centrifug6 a 13.000 xg por 1 h'y
se lavo el precipitado dos veces con 1 ml de etanol 70% (v/v). Luego, el ARN se resuspendié en

20-50 pl de agua estéril libre de ARNasas.

Extraccion de ADN genoémico

Para analizar mediante la técnica de PCR la células de Chlorella sp. transformadas, se realizaron
preparaciones de ADN genémico empleando un método de extraccion sencillo[106]. Se colocé el
pellet celular proveniente de 10 ml de cultivo en un tubo y se macerd durante 15 s. Después de
agregar 700 ul de solucién de extraccién de ADN (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 250 mM NaCl;
25 mM EDTA y 0,5% (p/v) SDS), se agité vigorosamente durante 10 s y se centrifugé a 12.000 xg
durante 1 min.. Se tomaron 600 pl del sobrenadante y se agregd 1 volumen de isopropanol. Luego
de incubar 5 min a temperatura ambiente y mezclar vigorosamente, los tubos fueron centrifugados a
10.000 xg durante 5 min. Se descart el sobrenadante y se realizé un lavado con 600 pl de etanol al
70% (v/v), se centrifugd S min a 10.000 xg y se mantuvo en estufa a 37 °C hasta evaporar el
alcohol. Se resuspendié en 100 pl de agua bidestilada estéril y se centrifugd 2 min a 10.000 xg. Para

realizar la PCR se tomé 1 pl de ADN.

Transcripcion reversa: obtencion del ADN copia

Para obtener el ADN copia (ADNCc) a partir del ARNm, se realiz6 una retro-transcripcion utilizando
la transcriptasa reversa M-MLV (Promega), como se indica a continuacién. Brevemente, se incub6
I png ARNm y 100 pmol de oligo(dT) durante 5min a 70 °C y luego la mezcla se enfrid
rapidamente en hielo. Paso siguiente, la muestra se diluyo a un volumen final de 50 ul en 50 mM
TRIS-HCI pH 8,3; 75 mM KCI, 3 mM MgClz, 10 mM DTT, 200 mM dNTP, 25 U de inhibidor de
ribonucleasas (RNasin ribonuclease inhibitor, Promega) y 200 U de transcriptasa reversa M-MLV.
La hebra de ADNCc a partir del ARNm se obtuvo incubando la mezcla de reaccién anterior a 42 °C

durante 60 min.
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Cuantificacion de dcidos nucleicos

Las concentraciones de ADN y ARN en solucién se calcularon a partir de la absorbancia a 260 nm,
considerando que una DO (260 nm) = 1 equivale a 50 pg/ml de ADN o a 40 g/ml de ARN. También
se midié la absorbancia a 280 nm, pico mdximo de absorcién de las proteinas, y se descartaron
aquellas muestras con una relaciéon de Abs 260/ Abs 280 inferior a 1,7 por considerarlas con una

contaminacién de proteinas no aceptable para los ensayos subsiguientes.

Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en este capitulo se detallan en la Tabla 1, donde se remarcan

lassecuencias que determinan los sitios de las enzimas de restriccion indicadas (en negrita).

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en el Capitulo 1. Las secuencias en negrita corresponden a
los sitios de restriccion de cada oligonucléotido.

Oligonucleétidos Secuencia Sitio de restriccion
CvagapN-Fo GGATCCCATGACGGTCAGCAGCGACTTC BamHI
CvagapN-Re GCGGCCGCCTCATGCAGCGCCAG Notl
CvagapCl1-Fo GGATCCGATGCATGGCCATTGTGC BamHI
CvagapCl-Re GCGGCCGCTCAGACCTTGGCATC Nod
CvagapC2-Fo GGATCCAATGCCGGTCAAGCTCG BamHI
CvagapC2-Re CATATGTCATGCCGACTTGGACATGT Ndel
CvagapC2-Re AAGCTTTCATGCCGACTTGGACATG HindIll
CvagapA-Fo GGATCCAATGGCCGCCTCCG BamHI
CvagapA-Re GCGGCCGCTCACTCCCAGTTG Notl

CvaglgC small-Fo GGATCCGATGCGCTGCGCCGAGCTCAC BamHI

CvaglgC small-Re GCGGCCGCTCAGATGATGGTACCGTCAG Notl

CvaglgC large-Fo GGATCCAATGCAGCAGGTTGCGATCG BamHI

CvaglgC large-Re GCGGCCGCTCAGATGATGGTGCC Notl

CvaglgC smarge-Fo GGATCCAATGAGCCGCACCGTG BamHI
CvaglgC smarge-Re GCGGCCGCTCAGATCACGATGC Notl
HaACT-Fo GGTAACATCGTGCTCAGTGGTGG
HaACT-Re AACCACCTTGATCTTCATGCTGC
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los genes de interés se utilizé como molde ADNc o ADN gendmico, segtin
corresponda. Las reacciones se realizaron con 2 pul de ADN molde, 2 mM dNTPs, 0,1 mM
oligonucledtidos, 2 mM MgClz y 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Fermentas) en un volumen final
de 50 ul. El programa basico utilizado fue el siguiente:
1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C, 5 min
30 ciclos de:
(i) desnaturalizacién a 95 °C, 1 min
(ii) hibridacién a 40-60 °C, 30 s
(iii) elongacién a 72 °C, 1 min/kpb
1 ciclo de elongacién a 72 °C, 10 min.

Las reacciones se realizaron en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).

Clonado

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La banda de
interés se escindié del gel y se purific6 con la herramienta comercial Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Las muestras purificadas se ligaron al vector de clonado pGEM-T

Easy (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Subclonado

Para introducir el gen de interés en el vector de expresion correspondiente, se procedid a cortar el
vector de clonado con las enzimas de restricciéon adecuadas para cada caso, de forma de liberar el
inserto. Luego, la muestra se sometié a electroforesis en gel de agarosa y la banda de interés se
cortd del gel y se purificé con la herramienta comercial Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System
(Promega). Por otra parte, el vector de expresion se escindié con las mismas enzimas de restriccion
con las que se liberd el gen de interés del vector de clonado. Luego de la digestion, el vector de
expresion cortado se precipitoé con 67% (v/v) etanol y 0,1 M acetato de sodio incubando a -20 °C
durante 16-18 h. Finalmente, el vector digerido y precipitado se centrifugd a 15.000 xg durante
15 min a 4 °Cy resuspendi6 en agua mQ estéril. El inserto y el vector se ligaron utilizando T4 ADN
ligasa (Promega) durante 16 h a 16 °C. Con la mezcla de ligacion se transformaron células de

E. coli TOPI10, a fin de amplificar el plasmido. Para evaluar la presencia del inserto de interés en el
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vector de expresion se realizd un corte con enzimas de restriccién adecuadas y se sometid la

reaccion a una electroforesis en gel de agarosa.

Extraccion de ADN plasmidico

Las células de E. coli transformadas se cultivaron en medio LB liquido suplementado con el
antibidtico correspondiente y se cultivaron a 37 °C durante 16-18 h. Posteriormente las células se
cosecharon por centrifugacion y se extrajo el ADN plasmidico utilizando la herramienta comercial
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). La obtencion del ADN plasmidico

se corrobor6 por electroforesis en gel de agarosa.

Corte con enzimas de restriccion

Para evaluar la presencia del inserto de interés en el vector correspondiente, se procedio al corte con
enzimas de restriccion. El procedimiento tipico consistid en la incubacién del ADN plasmidico
(1-2 ng) con la(s) enzima(s) de restriccion correspondiente(s) (10-20 U, en la solucién reguladora

provista por el fabricante para cada caso) a 37 °C durante 3 h.

Construcciones plasmidicas para la expresion de las enzimas recombinantes

En la Tabla 2 se detallan todas las construcciones plasmidicas que permitieron expresar las

proteinas recombinantes utilizadas en esta tesis.

Tabla 2. Expresion de las proteinas recombinantes: construcciones y condiciones empleadas. Las enzimas se
diferencian en colores de acuerdo al organismo al que pertenecen: verde (Chlorella vulgaris) y rojo (Arabidopsis
thaliana). smc: sitio de multiples clonados; CP: Codon-Plus®; T: temperatura.

. IPTG
Enzima Construccion Sitios de clonado Cepa de E. coli T (°C) [ ( ]
Ga3PDHasa 1 [pPETDUET/Cva gapC1] BamHI/Notl BL21 28 0,2
Ga3PDHasa 2 [pPETDUET/Cva gapC2] BamHI/HindIIl BL21 28 0,2
(smcl) BamHI/Notl
PDHasa A - -
Ga3 asa [pPETDUET/Cva gapA] (sme2) Ndel/Xhol BL21 15-37 | 0,2-0,5
(smcl) BamHI/Notl
3PDHasa A ETDUET/Ath gapA BL21 15-37 2-
Ga asa [p UET/Ath gapA] (sme2) Ndel/Xhol 5-37 1 0,2-0,5
Ga3PDHasa B [pPETDUET/Ath gapB] BamHI/Notl BL21 18 0,2
np- Ga3PDHasa [PETDUET/Cva gapN] BamHI/Notl BL21; CHAP2; CP | 15-37 | 0,2-0,5
ADP-Glc PPasa large [PETDUET/Cva AGPL] BamHI/Notl BL21; CHAP2; CP | 15-37 | 0,2-0,5
ADP-Glc PPasa small [pPETDUET/Cva AGPS] BamHI/Notl BL21; CHAP2; CP | 15-37 | 0,2-0,5
ADP-Glc PPasa smarge | [pETDUET/Cva AGPSm|] BamHI/Notl BL21; CHAP2; CP | 15-37 | 0,2-0,5
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Para expresar las proteinas recombinantes, se transformaron células de E. coli indicadas en la
Tabla 2 para cada caso con la construccién correspondiente utilizando el método de transformacion
por CaCl,. Luego, las células transformadas obtenidas en las placas con el medio de seleccion se
repicaron a medio LB liquido suplementado con el antibidtico correspondiente y se incubaron en

agitacion a 37 °C hasta su saturacion.

Para los ensayos de expresion se inocularon cultivos de 1 1 de medios de cultivo LB, YT2X o TB
realizando una dilucién 1/50. El cultivo inoculado se incubé a 30 °C en agitacion orbital a 200 rpm
hasta alcanzar una DOgoo ~ 0,8, momento en el cual se agregd el inductor IPTG. Luego de la
inducciodn, las células continuaron cultivindose a la temperatura adecuada (segin tabla 2) en
agitador orbital a 200 rpm durante 16 h mds. Las células se cosecharon por centrifugacion a

5.000 xg durante 10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Transformacion de células

Cepas bacterianas

Las células de E. coli se hicieron competentes utilizando el método del CaCl.. Se utilizé un cultivo
saturado para inocular medio LB fresco en una dilucion 1/20. Las células se crecieron hasta
DOsoo ~ 0,4 y luego se cosecharon por centrifugacion a 5.000 xg durante 5 min. Luego las células a
partir de 1 ml de cultivo se resuspendieron en 500 pl de ST1 [10 mM MOPS-NaOH pH 7,0, 10 mM
KClI]. Seguidamente se lavaron con el mismo volumen de ST2 [100 mM MOPS pH 6,5, 10 mM
KCl, 100 mM CaCl;] y se incubaron 15 min en hielo, se centrifugaron nuevamente en las mismas
condiciones y luego resuspendieron en 100 pl de ST2. Para transformar las células competentes, a
una alicuota de 100 ul se le adicionaron de 2 a 4 ug de ADN plasmidico. La mezcla se incub6 en
hielo durante 1 h y luego se sometieron las células a un choque térmico a 42 °C por 45s. Las
células se recuperaron en medio LB durante 1h a 37 °C y se sembraron en medio LB-agar
suplementado con el antibidtico correspondiente. Finalmente, las células se cultivaron durante

16-18 h a 37 °C y se seleccionaron distintos clones para su posterior andlisis.

Cepas de algas verdes unicelulares
Las células en fase exponencial crecidas en el medio BOLD3N fueron sometidas a distintos

métodos de transformacion segin se describe en las siguientes secciones.
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Electroporacién de células intactas
Las células se transformaron segun el protocolo de GeneArt® Chamydomonas Engineering Kits
(Invitrogen). Se centrifugé por 15 min a 1.500 xg un volumen de cultivo correspondiente a
1x108 células. Seguidamente las mismas se resuspendieron en 10ml de GeneArt® MAX
Efficiency® Transformation Reagent y se centrifugaron 5 min a 1.500 xg. Luego de repetir este
ultimo paso, las células se resuspendieron con un volumen del mismo reactivo hasta una
concentracién celular final de 3x10® células/ml. Se puso una alicuota de 300 ul de dichas células en
4 cubetas de electroporacion (0,2cm de didmetro) y se les agregd 25 ul de la solucién

correspondiente segun se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Soluciones empleadas para realizar los diferentes controles de transformacién
de Chlorella sp. SE:sobreexpresion

é NEGATIVO agua mQ estéril
g POSITIVO 0,16 g/l pChlamy_3 linealizado con Pvul
§ VIABILIDAD agua mQ estéril
Contruccién plasmidica 0,16 g/l [pChlamy_3/AthGapN] linealizado con Pvul

La mezcla se incubd en hielo durante 5 min y se electropor6 en un electroporador Gene Pulser TM
(Bio-Rad) con las siguientes condiciones: capacitancia 50 uF, resistencia 800 2 y un voltaje de
500 V con un pulso de 5s. Las cubetas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente se agregd medio BOLD3N suplementado con Glc 20% (p/v), se pasaron las
suspensiones celulares a tubos Eppendorf y se incub6 durante 20 h. Se centrifugd durante 15 min a
1.500 xg y se plaque6 en medio s6lido BOLD3N-glc 1.5% agar con una concentracién de 50 mg/l
de higromicina, excepto en el caso del control de viabilidad que se plaqued en el mismo medio pero
sin antibidtico. Se mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h hasta que aparezcan

colonias.

Generacion y electroporacion de protoplastos
Los protoplastos se generaron incubando 5x10® células con 10 ml de celulasa de Trichoderma
longibrachiatum (SIGMA) 4% (p/v) en buffer fosfato salino (PBS) durante 24 h a 23 °C en
condiciones de agitaciéon y ciclos de luz/oscuridad de 16/8 h. Posteriormente se centrifugé a

1.500 xg durante 15 min, se lavé con 5 ml de BOLD3N vy se resuspendié en 1 ml de buffer acetato
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SmM, pHS5 y 20 g/l de Glc. Luego se continué con la electroporacién siguiendo el mismo

protocolo descripto anteriormente para células intactas.

Transformacién de protoplastos con PEG
Luego de generar los protoplastos, estos se centrifugaron eliminando la fraccién soluble y se
realizaron dos lavados con 10 ml de BOLD3N. Finalmente, se resuspendieron en 1 ml del mismo
medio. Seguidamente, se mezclé en 4 tubos: 400 ul de protoplastos, 300 mg de microesferas de
vidrio y 25 pl de las soluciones detalladas en la Tabla 3. Cada tubo se mezcl6 utilizando un vortice
en ciclos de mezcla/descanso de 5/5 s durante 30 min. Luego se dispersaron las células en placas
con medio sélido BOLD3N-glc 1.5% agar suplementado con 50 mg/l de higromicina, excepto en el
caso del control de viabilidad que se plaquedé en el mismo medio pero sin antibidtico.Se

mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h hasta que aparezcan colonias.

Transformacion de células de Chlorella sp. intactas con Agrobacterium tumefaciens
Se procedi6 a la transformacion segun el protocolo descripto por Thye San Cha y col. [107] y segun

se detalla a continuacion.

Las células de Chlorella sp. se plaquearon en medio BOLD3N-agar, 5x10° células y se mantuvieron
a 23-25°C durante 2 dias con ciclos de luz/oscuridad 16/8 h. Luego se recogieron las células de la
placa lavando la misma con 5 ml de medio inductor (BOLD3N con 100 uM de acetociringona) y se
pasaron a un tubo falcon de 15 ml. Se centrifugé a 2500 xg durante 15 min y se conservo las células

cosechadas a -80 °C.

Las células de Agrobacterium tumefaciens se cultivaron en 10 ml de medio LB suplementado con
5SmM de Glec, 50 mg/l de kanamicina y rifampicina y 100 mg/l de streptomicina; en oscuridad
durante 20 h a 28 °C y 200 rpm. Posteriormente, se realizé una dilucién 1/5 del cultivo en medio
LB y se lo mantuvo en las mismas condiciones antes mencionadas hasta que alcanzé una DO: 1. El
cultivo se centrifugd a 2.000 xg durante 15 min y la fraccion insoluble se resuspendié en un

volumen de medio inductor tal que permita tener una DO: 0,5.

La células de Chlorella sp. se resuspendieron con 200 pl de la suspension de células de A.
tumefaciens y se plaquearon en medio inductor agarizado. Se mantuvieron las placas en oscuridad a
23-25 °C durante 3 dias. Para cosechar las células se agregd a la placa 7 ml de medio BOLD3N
suplementado con higromicina 20 mg/l, se recolectd el liquido con las suspension celular y se

mantuvo durante dos dias a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de 16/8 h. Posteriormente, se
58



seleccionaron las colonias transformadas plaqueando la suspensién celular en medio BOLD3N-agar
suplementado con 50 mg/l de higromicina. Se mantuvieron a 23-25 °C con ciclos luz/oscuridad de

16/8 h hasta que aparezcan colonias.

Purificacion de las enzimas recombinantes

Las células obtenidas en los ensayos de expresion se resuspendieron en Buffer H [25 mM Tris-HCI
pH 8,0, 300 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol y 10 mM imidazol] y se lisaron por ultrasonido. Se
centrifugé a 16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de particulas en
suspension. La fraccion soluble se sembrd en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare)
previamente equilibrada con Buffer H. La elusion de la proteina retenida se realizé con un gradiente
de imidazol de 10-300 mM en Buffer H. Para el caso en el que no se utilizé el AKTA, las elusiones
se realizaron empleando concentraciones crecientes de imidazol en buffer H (30, 50, 70, 100 y
300 mM). Las fracciones que contenian actividad enzimdtica se reunieron y se conservaron a

-80 °C.

Todas las proteinas se purificaron siguiendo el protocolo descripto, a excepciéon de la
Ga3PDHasa A clonada en el vector pPETDUET smc 2 (Tabla 3) la cual no contiene etiqueta de His
incorporada. En este caso, las células se resuspendieron en Buffer A [SO0 mM MOPS pH 8,0,
0,1 mM EDTA, 5 mM MgClz2 y 5% (p/v) de sacarosa] y se lisaron por ultrasonido. Se centrifugé a
16.000 xg durante 20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de particulas en suspension. La
fraccion soluble se someti®é a una precipitaciéon salina sucesiva, entre 30 y 80 % utilizando

(NH4)2SO4. Luego se probaron diferentes protocolos con las fracciones obtenidas:
- se lavaron con Buffer A empleando un dispositivo de ultracentrifugacion.
- se sembraron en una columna de filtracién por gel (Superdex 200 5/100 Tricon).

- se sembraron en una columna de fenilsefarosa equilibrada con Buffer C [Buffer A con 1 M

de (NH4)2S0O4].

En todos los casos se determiné actividad enzimadtica y se analizé el perfil proteico obtenido

mediante electroforesis (SDS-PAGE 12%).
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Filtracion por gel

La masa molecular de las proteinas se determiné utilizando una columna de Superdex 200 5/100
Tricorn (GE Healthcare) equilibrada con solucién G (50 mM HEPES pH 8,0 y 100 mM NaCl). LA
curva de calibrado se determind utilizando proteinas estdndar de masa molecular conocida
(ovoalbimina, 43 kDa; conalbtimina, 75 kDa; aldolasa, 158 kDa, ferritina, 440 kDa y tiroglobulina,
669 kDa; GE Healthcare). El volumen Vy fue determinado utilizando Azul de Dextrano (Promega).

Disrrupcion y extraccion protéica en células de Chlorella spp.

Las células obtenidas durante el crecimiento autotréfico y/o heterotréfico se pulverizaron con N>
liquido en un mortero. El polvo obtenido se transfiri6 a un tubo eppendorf el cual contenia un
volumen de buffer de extraccion de 2 ul por mg de biomasa himeda (10% (v/v) Glicerol,
0,25% (p/v) BSA, 0,1% (v/v) Triton-X100, 50mM HepessKOHpH 7,5, 10mM MgCls,
I mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMES y 1 mM DTT). Luego de mezclar empleanos un vortice,
los tubos se centrifugaron a 13.000 xg y 4 °C. Las fracciones solubles obtenidas se conservaron a

4 °C mientras se determind la actividad enzimadtica correspondiente.

Metodologia de analisis enzimatico
Medida de actividad de las deshidrogenasas (DHasas)

Para medir la actividad de las enzimas Ga3PDHasa, np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasaA/B y la
SSADHasa se hizo uso de la propiedad diferencial que tiene la coenzima NAD(P)* y su par
reducido, NAD(P)H, en su espectro de absorcién a 340 nm, longitud a la cual s6lo absorbe la forma
reducida. De esta manera se puede seguir la actividad de una enzima que utiliza el cofactor
NAD(P)*, por aumento de la absorcién a 340 nm en un espectrofotometro. Una unidad de actividad
se define como la cantidad de enzima necesaria para producir/consumir 1 pmol de producto/sustrato
en 1 min bajo las condiciones especificas para cada ensayo. Para calcular la concentracion del

NAD(P)H generado en el medio de reaccion se utilizé su coeficiente de absorcién molar a 340 nm

de 6,22 mM'cm™.
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Medida de actividad Ga3PDHasa

Para determinar la actividad de la enzima Ga3PDHasa en direccion de la reduccién del NAD™ se
utilizé un medio de reacciéon que contenia: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 1,5 mMNAD?,
10 mM AsO4Na3, 2,4 mM Frul,6bisP, 0,4 U aldolasa (Sigma) y una cantidad adecuada de enzima,
a menos que se indique lo contrario. Cuando se empled D/L Ga3P, la aldolasa y Frul,6bisP no se
agregaron a la mezcla de reaccion. Para la reaccion en sentido de la oxidacion del NADH se
emple6: 8 mMATP, MgSOs y 3PGA, 1,5 mMNADH, 1 U/ml PGK y una cantidad adecuada de
enzima. Las reacciones se iniciaron, en todos los casos, por el agregado del sustrato Frul,6bisP, (D
o L)-Ga3P o ATP, segin corresponda, y se registré la reduccién/oxidacion del NAD*/NADH a
340 nm a 30 °C.

Medida de actividad np-Ga3PDHasa

Para determinar la actividad de la enzima np-Ga3PDHasa se utiliz6 un medio de reaccién que
contenia: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5, 2,4 mMFrul,6bisP, 1 U aldolasa (Sigma), 1,5 mM NADP*
y una cantidad adecuada de enzima, a menos que se indique lo contrario. Las reacciones se

iniciaron, en todos los casos, por el agregado de Frul,6bisP y se registr6 la reduccién del NADP* a

340 nm a 30 °C.

Medida de actividad Ga3PDHasa A y B

Para determinar la actividad de las enzima Ga3PDHasa A y B en direccion de la reduccion del
NADP* se utiliz6 un medio de reaccion que contenia: 50 mM Tricina-NaOH pH 8,5,
1,5 mM NADP*, 2,4 mMFrul,6bisP, 0,4 U aldolasa(Sigma) y una cantidad adecuada de enzima, a
menos que se indique lo contrario. Cuando se empled (D o L)-Ga3P, la aldolasa y Frul,6bisP no se
agregaron a la mezcla de reaccion. Para la reaccion en sentido de la oxidaciéon del NADPH se
emple6: 8 mMATP, MgSOs y 3PGA, 1,5 mMNADH, 1 U/ml PGK y una cantidad adecuada de
enzima. Las reacciones se iniciaron, en todos los casos, por el agregado del sustrato Frul,6bisP,
(D o L)-Ga3P o ATP, segiin corresponda, y se registré la reduccién/oxidaciéon del NADP*/NADPH
a 340 nm a 30 °C.

Medida de actividad ADP-Glc PPasa
La determinacién de la actividad de la ADP-Glc PPasa se realizO en sentido de sintesis de

ADP-Glc, empleando el método colorimétrico desarrollado en nuestro laboratorio. Este método se
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basa en la cuantificaciéon de Pi mediante una reaccién de color con el acople Verde de Malaquita-
molibdato de amonio. El Pi medido es generado por hidrdlisis enzimatica del PPi a expensas de una
reaccion acoplada, catalizada por la pirofosfatasa inorgdnica (PPasa, pirofosfato:fosfohidrolasa,
EC 3.6.1.1). El PPi, es producto de la reaccion de sintesis de NDP-Glc llevada a cabo por las
NDP-Glc PPasas[108].

Las reacciones acopladas del método de medida son:
Glc-1P + NTP — NDP-Glc + PPi
PPi — 2P

Una unidad (U) de actividad enzimadtica es definida como la cantidad de enzima que cataliza la

sintesis de 1 umol de producto por min, en las condiciones especificadas.

La determinacion de la medida de actividad se realiz6 a 37 °C en un volumen final de 50 pl, donde
la mezcla de reaccion estidndar contenia: 100 mM MOPS pHS8, 5mM MgCl;, 2 mM DTT,
5 mM 3PGA, 0,2 mg/ml BSA, 0,5 U/ml PPasa obtenida en nuestro laboratorio, 1 mM ATP y una
cantidad adecuada de enzima. La reaccién se inici6 con el agregado de 1 mM de Glc-1P y se incubé
durante 10 min. La reaccién se detuvo con la adicién de 375 ul del reactivo de color (ver
composicion mds abajo), seguido por el agregado de 50 pl de 34% (p/v) citrato de sodio. Una
alicuota de 250 ul de esta mezcla previamente homogeneizada se dispensé en policubetas y se
determind la absorbancia a 630 nm en un lector de ELISA Microplate Photometer Miltiskan Ascent
(Thermo Scientific). Paralelamente a la determinacién se establecié una curva de calibrado con
testigos de PPi tratados con PPasa en el mismo medio de reaccion que las muestras y se obtuvo el
factor de conversion de DO a nmoles. El reactivo de color se prepar6 mezclando 3 volumenes de
Verde de Malaquita (Sigma) al 0,045% (p/v) y 1 volumen de molibdato de amonio al 4,2% (p/v) en
5 N HCI. Luego de homogeneizar durante 30 min y filtrar, a 5 ml de la solucién obtenida se le

adicionaron 100 ul de Tween20 al 2% (v/v) [108].

Caracterizacion cinética de las enzimas en estudio

Para determinar los pardmetros cinéticos de las enzimas en estudio se realizaron curvas de
saturacion de actividad enzimadtica en presencia de una concentracion fija de uno de los sustratos y
concentraciones variables del sustrato analizado. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como
velocidad inicial en U/mg versus la concentracion del sustrato variable en uM o mM. Los

parametros cinéticos fueron calculados mediante ajuste por regresion no lineal utilizando la
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ecuacién de Hill y el programa informatico Origin™ 7.0. Los valores obtenidos implican un
promedio de un minimo de tres determinaciones independientes que fueran reproducibles dentro de

un marco de variacion de + 10%.

Analisis cinético

Los datos de actividad enzimadtica se graficaron en funcién de la concentracién de sustrato o efector
y fueron ajustados a distintos modelos de ecuaciones con el programa Origin 8.1 (OriginLab). Para
el caso del célculo de constantes cinéticas, se ajustaron los datos experimentales a la ecuacion de
Hill: v = VinaS"™(Sos™ + S™); donde Sos es la concentracién de sustrato (S) que produce el 50 %
de la velocidad maxima (Vmax), y nH es el coeficiente de Hill [109]. Una vez verificado un
comportamiento hiperbdlico (nH) no significativamente distinto de 1), el Sos es equivalente a los
valores de Km determinados. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos
tres determinaciones con una variacion menor al 10 %. Los valores de las mismas se expresan + su

error estandar.

Resultados

Cultivo de distintas especies de Chlorella en condiciones autotroficas y heterotroficas

Chlorella es un alga con capacidad de sintetizar dcidos grasos de interés industrial, de rdpido
crecimiento y se adapta a diferentes fuentes de carbono y energia tanto en condiciones autotréficas,
heterotréficas e inclusive, mixotréficas. Por este motivo, y con el objetivo de comprender mejor sus
adaptaciones metabolicas frente a diferentes condiciones de cultivo, seleccionamos algunas especies
de Chlorella que disponiamos, las cultivamos en diferentes condiciones tréficas y caracterizamos el
cultivo determinando: su crecimiento celular (calculando la velocidad especifica de crecimiento y,
que es el tiempo en el que el cultivo alcanza la fase exponencial y estacionaria del crecimiento), la
concentracion celular maxima y la concentracién de almidoén, dcidos grasos (TAG) y proteinas.
Luego de conocer estas caracteristicas, escalamos los cultivos en las condiciones adecuadas y
utilizamos la biomasa obtenida para determinar la actividad de algunas enzimas de relevancia en la

particion del carbono intracelular.
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Caracterizacion de los cultivos de Chlorella sp.

Las células de Chlorella sp. UTEX LB 1822 se cultivaron en condiciones autotréficas utilizando el
medio de cultivo BOLD3N y en condiciones heterotréficas en el medio M16. Los cultivos se
realizaron en erlenmeyers en condiciones estaticas a 23-25 °C con ciclos de luz/oscuridad de 16/8 h
para las condiciones autotréficas o en total oscuridad para la condicién heterotrofica. Se tomaron
muestras del cultivo cada 24 h y se realizé un recuento celular empleando una cdmara de Neubauer
hasta que que cada cultivo llegé a la fase estacionaria. En la Figura 13 se muestran las cinéticas de

crecimiento celular para cada condicién de cultivo.
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Figura 13. Estudio del crecimiento celular de Chlorella sp. Cinética de proliferacion celular (A y
C) y célculo de la velocidad especifica (u=[In(x/x0)/t)], B y D) para células de Chlorella sp.
crecidas en condiciones autotréficas (BOLD3N; A y B) y heterotréficas (M16, C y D).

En la Figura 13 A se representa la proliferacion celular de Chlorella sp. en cultivo autotréfico. En
este grafico se puede observar que las células crecieron en forma exponencial durante 100 h a una
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velocidad de crecimiento de 0,024 + 0.001 h’! y al momento de comenzar la fase estacionaria se
obtuvo una concentracién celular de 1 x 107 cel/ml. En el cultivo heterotréfico (Figura 13 C), se
puede observar que durante las primeras 24 h las células crecieron a una menor velocidad (fase de
latencia) y luego entraron en la fase de crecimiento exponencial durante 120 h con una velocidad
especifica de crecimiento de 0,023 + 0.002 h'!. A comienzos de la fase estacionaria, el cultivo
heterotréfico alcanzé una concentracién celular maxima de 2.7 x 107 cel/ml, el doble que la
alcanzada en condiciones autotréficas. Conocidos estos pardmetros, se escalaron los cultivos de
Chlorella sp. en 1dénticas condiciones y al finalizar la fase exponencial, se tomd una alicuota de
cultivo para observarlas al microscopio, la biomasa restante se cosechd y conservo a -80 °C para

andlisis posteriores.

Con el fin de evaluar la acumulacién de lipidos en las células, se realiz6 un ensayo cualitativo
empleando un microscopio de epifluorescencia y el colorante fluorescente Rojo Nilo que puede
unirse a los dcidos grasos de manera especifica. Como puede observarse en la Figura 14 B, en las
células crecidas en condiciones heterotroficas aparecen particulas esféricas, fluorescentes, formadas
por lipidos neutros, que estin ausentes en las células crecidas en condiciones autotréficas
(Figura 14 A). Ademas, cuando se determiné cuantitativamente la concentracion de TAG y almidén
en ambos cultivos (Figura 14 C), resulté que la cantidad de TAG es tres veces mayor en las
condiciones heterotréficas y va en detrimento del contenido de almidén, que disminuy6 en la misma

proporcion cuando se comparan con los valores obtenidos para la condicion autotréfica.
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Autotrofico Heterotrofico
Rojo Nilo - Rojo Nilo +

A RojoNilo- Rojo Nilo +

C Autotrofico Heterotrofico
Almidon (mg.g! biomasa) 95+20 35+3
TAGs (mg.g! biomasa) 0,740+ 0,002 2,324 + 0,002

Figura 14. Ensayo cualitativo y cuantitativo de los compuestos de reserva en Chlorella sp.
Microfotografias obtenidas por microscopia de epifluorescencia de células de Chlorella sp. crecidas
en condiciones autotréficas (A) o heterotroficas (B), observadas en campo claro (superior) y tefiidas
con Rojo Nilo (inferior). (C) Contenido de almidon y TAG de las mismas células determinados por
técnicas cuantitativas. Flecha amarilla: particula de TAG tefida con el colorante fluorescente Rojo

Nilo.

Caracterizacion comparativa de los cultivos de Chlorella sp., C. protothecoides,
C. saccharophila y C.vulgaris

Particularmente entre las distintas especies de Chlorella se han observado diferencias en la
concentracion y caracteristica fisicoquimica de los compuestos de reserva [79] [91] [110] [111]
[112] [113] [114] [115]. Ademads, esto depende de las condiciones de cultivo. Especificamente, en
trabajos anteriores se pudo determinar que la acumulacion de lipidos en C. protothecoides es entre
11-59% [110] [79] [111] [112], en C. pyrenoidosa 27% [113] [114], en C. sorokiniana 13-23% [91]
y en C. saccharophila 18-54% [115].

Para determinar las caracteristicas de los cultivos de Chlorella sp. (Csp), C. protothecoides (Cpr),

C. saccharophila (Csa) y C. vulgaris (Cvu) en forma comprativa, se las cultivé en condiciones
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autotroficas empleando el medio de cultivo GOLGI y en condiciones heterotréficas empleando el
medio de cultivo ENVA. Los cultivos se realizaron en erlenmeyers en condiciones agitadas y con
ciclos de 16/8 h de luz/oscuridad en el caso de los cultivos autotréficos y en oscuridad absoluta para
los cultivos heterotroficos. En la Figura 15 A se puede observar el aspecto de los cultivos de cada
cepa en las dos condiciones de cultivo. En las condiciones heterotroficas, Cpr y Csa presentaron
una coloracién amarillo pélido, a diferencia de Cvu y Csp que mantuvieron el mismo color verde
que todas tienen en condiciones autotréficas. Esta diferencia de color, podria atribuirse a que en
ausencia de luz, Cpr y Csa no sintetizan la clorofila requerida para el proceso de fotosintesis,

mientras que esto no resulta evidente a simple vista en Cvu 'y Csp.
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Figura 15. Caracteristicas de los cultivos de C. vulgaris (Cva), C. protothecoides (Cpr), C. sp.
(Csp) y C. saccharophila (Csa). (A) Fotografia de los cultivos de las células creciendo en
condiciones autotréficas (izquierda) y heterotréficas (derecha). (B) Cinética de proliferacion celular
y velocidad especifica de crecimiento (1) de los cultivos en condiciones autotréficas (tridngulo) y

heterotroéficas (circulo).

Durante el cultivo, se tomaron muestras cada 24 h y se realizé recuento celular empleando una
camara de Neubauer. En la Figura 15 B se puede observar, para cada cepa y cada condicién de
cultivo, las concentraciones celulares obtenidas en el tiempo. En todos los casos, las células

presentaron una fase de latencia durante las primeras 24 h. En condiciones heterotréficas, Cpry Csa
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presentaron el doble de velocidad especifica de crecimiento (u) que Cvu y Csp en las mismas
condiciones. Cpr y Csa crecieron exponencialmente por 100 h donde alcanzaron concentraciones
celulares finales de 1 x 10° cel/ml, mientras que Cvu y Csp, tuvieron una fase exponencial de
crecimiento extendida que fue de 190 h, que finalmente permitié alcanzar densidades celulares de
1 x 10® cel/ml. Los resultados indican que Cpr y Csa, lograron alcanzar una concentracién celular
en condiciones heterotréficas un orden de magnitud mayor que Cvu y Csp. En condiciones
autotréficas, Csp, Cpr 'y Csa presentaron una fase de crecimiento exponencial de 25 h, logrando una
concentracién celular maxima de 5 x 10, 1 x 107 y3x 10% cel/ml, respectivamente. En esas mismas
condiciones, Cvu crecid exponencialmente por 75 h, alcanzando una concentracion maxima de
5 x 10° cel/ml. Luego de caracterizar el crecimiento celular, se escalaron los cultivos en las mismas
condiciones con el fin de obtener biomasa. Las células cosechadas se dividieron a fin de tener
muestras para observar al microscopio, determinar contenido de almidén, lipidos y proteinas, y la

fraccion restante se conservo a -80 °C para posteriores andlisis.

En la Figura 16 A se muestran los resultados de la cuantificacién de los componentes celulares:
TAG, almidon y proteinas para cada una de las cepas en ambas condiciones de cultivo. Como se
observa en la Figura 16 A, en condiciones autotréficas Cvu acumulé ~70 veces mds TAG que las
cepas restantes, mientras que en condiciones heterotréficas Csa, Cpr y Cvu presentaron un
contenido de TAG un orden de magnitud mayor que Csp. Respecto al contenido de almidon
(Figura 16 B), Cvu y Csp acumularon en promedio ~6 veces mas almidon que Csa y Cpr en
cualqueira de las condiciones de cultivo. En el caso del contenido proteico (Figura 16 C), Csp
contiene en promedio ~4 veces mds proteinas que las cepas restantes en ambas condiciones de
cutlivo.

Tomando cada cepa en particular:

-Csa acumul6 ~55 veces mas TAG y ~4 veces menos almidéon en condiciones heterotréficas,
mientras que las proteinas se mantuvieron en concentraciones similares en ambas condiciones de
cultivo.

-Cpr acumul6 ~17 veces mds TAG, ~4 veces menos almidon y ~4 veces menos proteinas en
condiciones heterotréficas.

-Cvu acumul¢ cantidades similares de TAG y almidon en ambas condiciones de cutlivo y ~4 veces
mads proteinas en condiciones heteretrdficas.

-Csp acumulé cantidades similares de TAG, almidén y proteinas en ambas condiciones de cutlivo.

Las algas, generalmente, presentan mayor velocidad de crecimiento [93] [116] y productividad de

lipidos [29] [111] [116] en condiciones heterotréficas. La variabilidad en el perfil de acumulacion
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de compuestos de reserva de cada especie de Chlorella se ha demostrado anteriormente, siendo
tanto el contenido de lipidos como el perfil de dcidos grasos de las algas variable entre especies y en
funcién de las condiciones del cultivo [79] [117] [118] [119] [120], del periodo de cosecha y la
edad del cultivo [121] [122]. Los resultados indican que dependiendo el tipo de producto que se
quiere obtener y las condiciones de cultivo que se puedan utilizar, deberd elegirse una u otra especie
de Chlorella ya que no es indistinto y todas presentan perfiles de acumulacién de reservas

particulares.

Una caracteristica ventajosa del trabajo con algas es la capacidad que tienen las mismas de cambiar
rapidamente la forma de almacenamiento de energia entre almidén/lipido [123]. En el caso de Csa y
Cpr, ambas especies tienen un mayor contenido de TAG en condiciones heterotréficas y esto va en
detrimento de las concentraciones de almiddn, e incluso de proteinas. A su vez, para Csa y Cpr el
contenido de almidén fue ~4 veces mayor cuando se cultivaron en condiciones autotréficas. Otro de
los compuestos sintetizados por las algas y con interés comercial son las proteinas. Chlorella se ha
convertido en un alga dominante comercialmente por su uso como fuente de nutracéuticos y de
proteinas funcionales o antigenos de vacunas [124]. El contenido proteico total en Chlorella sp.
resulté ~4 veces mayor que el de las demds especies, sin embargo esta fue la especie con menor
contenido de TAG en cualqueira de las condiciones de cultivo. En comparacion con las plantas
superiores, la biosintesis de almidén y lipidos ha sido menos estudiada en microalgas. Entender la
particion del carbono entre lipidos y/o almidén podria ser significativo para el desarrollo de cepas
que acumulen discriminadamente uno u otro tipo de compuesto de reserva con vista a su aplicacion
a nivel industrial para la produccién de biocombustibles. Los resultados obtenidos en estos estudios
enfatizan la importancia de caracterizar el metabolismo del carbono en microalgas, lo cual permitira
la manipulacién genética racional y fundada de estos organismos partiendo de una andlisis integral
de las enzimas y vias metabdlicas involucradads, conociendo cémo se modifican en relacién a
cambios en las condiciones de cultivo y su relacién con los rendimientos en la producciéon de

lipidos y de carbohidratos.
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Figura 16. Andlisis de los compuestos de reserva en Chlorella spp. Cuantificacién del contenido de
TAG (A), almidén (B) y proteinas totales (C) en células de Chlorella saccharophila (Csa), C.
protothecoides (Cpr), C. vulgaris (Cva) y C. sp. (Csp) crecidas en condiciones autotréficas (barras

verdes) y heterotréficas (barras rojas).
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Determinacion de la actividad de distintas enzimas de Chlorella spp.

Para avanzar en la comprension del metabolismo de Chlorella en diferentes condiciones de cultivo
y tener evidencias de como se modifican las actividades de algunas enzimas y su relacién con la
acumulacién de compuestos de reserva (TAG y almidén), nos propusimos caracterizar enzimas del
metabolismo del carbono. Por un lado, ensayamos sus actividades en extractos proteicos de células
de Chlorella spp. crecidas en diferentes condiciones tréficas y determinamos por inmunodeteccién
la presencia de tales proteinas. Ademads, a las enzimas que nos interesaban estudiar las clonamos,
expresamos en forma recombinante. Las enzimas que pudimos producir en forma recombinante

fueron purificadas y caracterizadas en sus propiedades cinéticas y estructurales.

Determinacion de la actividad de enzimas en extractos de Chlorella spp.

La gran variabilidad que han demostrado las diferentes especies de Chlorella en el tipo de
compuesto de reserva que acumulan es reflejo de modificaciones del flujo de carbono y energia
entre diferentes vias metabdlicas. Para avanzar en el entendimiento de los cambios en las
actividades de determinadas enzimas en respuesta a las condiciones de cultivo y poder inferir su
impacto en la acumulacién de un tipo u otro de compuesto de reserva, medimos la actividad y
determinamos la presencia por inmunodeteccion de las mismas. Especificamente, analizamos tres
enzimas: Ga3PDHasa (GapC, EC 1.2.1.12), np-Ga3PDHasa (GapN, EC 1.2.1.9) y ADP-Glc PPasa
(EC 2.7.7.27). A partir de las células lisadas de Chlorella sp. crecidas en condiciones auto y
heterotréficas, se realizd una extraccion proteica en medios adecuados especificos para poder

mantener activas a cada una de las enzimas de interés.

Los resultados de los valores de actividad enzimdtica se muestran en la Tabla 4. La actividad de las
enzimas se expres6 como unidades por mg de proteinas totales. A partir de los resultados obtenidos,
se puede remarcar que la actividad de la ADP-Glc PPasa fue ~4 veces mayor en los extractos de
Chlorella sp. cultivadas en condiciones autotroficas, en comparacion con las células crecidas
heterotréficamente. Si relacionamos esto con la determinacion del contenido de TAG y almidén
(Figura 12 B), se podria concluir que el aumento de la actividad de la ADP-Glc PPasa en las células
crecidas en condiciones autotréficas impacta en una mayor acumulacién de almidén (~3 veces mas)
cuando se compara con lo cuantificado en condiciones heterotréficas. Ademads, se puede resaltar
que esto impacta de manera negativa en la acumulacién de TAG, que es menor (~3 veces) en
condiciones autotrdficas. Por su parte, la actividad de la Ga3PDHasa fue ~6 veces mayor en

condiciones heterotroficas. En sentido contrario a como impacta la actividad de la ADP-Glc PPasa,
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un aumento en la actividad de la Ga3PDHasa resulta en una mayor aumulacién de TAG y menor
acumulacién de almidén en condiciones heterotréficas. Con respecto a la np-Ga3PDHasa sélo pudo
detectarse actividad de la enzima en condiciones autotréficas, mientras que la actividad de la

Ga3PDHasaA se mantuvo similar en ambas condiciones de cultivo (Tabla 4).

Los resultados obtenidos, concuerdan con los publicados por otros autores que han observado que:
(I) una inactivacion del gen que codifica para la ADP-Glc PPasa en Chlamydomonas reinhardtii
resulta en un aumento de ~10 veces en la cantidad de TAG en condiciones autotrdficas [100]; y (II)
en Chlorella fusca, la presencia de glucosa en el medio de cultivo (condicidn similar a lo que ocurre

en condiciones heterotréficas) resulta en una disminucién de la actividad de la np-Ga3PDHasa [92].

En la Figura 17 pueden observarse los perfiles proteicos y la inmunodeteccion de la
ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa y Ga3PDHasa en los extractos de células de Chlorella sp.
cultivadas en condiciones autotréficas y heterotréficas. En la Figura 17 A, los anticuerpos
especificos para la ADP-Glc PPasa (obtenidos utilizando como antigeno la enzima
heterotetramérica de hojas de espinaca) reconocen tres polipeptidos en el extracto proveniente del
cultivo heterotréfico, mientras que reconocen s6lo dos en el proveniente de las condiciones de
cultivo autotrdficas. Cabe sefialar que las células presentan mayor actividad ADP-Glc PPasa en las
condiciones autotréficas. En la Figura 17 B, cuando se utilizaron anticuerpos especificos para la np-
Ga3PDHasa, puede observarse en los extractos provenientes del cultivo autotréfico un polipéptido
(~50 kDa) que estd marcadamente disminuido en las condiciones hetereotréficas, en las cuales
tampoco pudo detectarse actividad de esta enzima. Por ultimo, en la Figura 17 C, donde se
utilizaron anticuerpos especificos para la Ga3PDHasa, se pueden observar en los extractos
provenientes de condiciones autotréficas dos polipéptidos para la Ga3PDHasa; mientras que se
detecta sélo uno para la condicién heterotréfica. Esta ultima condicion corresponde a la que pudo
determinarse mayor actividad de esta enzima. En la Figura 17 D se muestra un gel idéntico a los
utilizados para cada una de las inmunodetecciones pero tefiido con coomasie blue. Los resultados
obtenidos muestran que en Chlorella sp., tanto las actividades de las enzimas estudiadas como los
perfiles de expresion de las mismas, varfan seguin las condiciones de cultivo y estas diferencias
impactan en los perfiles de acumulacién de compuestos de reserva y en la velocidad de crecimiento

celular.

72



Tabla 4. Determinacion de actividad enzimatica en extractos
crudos de células de Chlorella sp. crecidas en condiciones

heterotroficas y autotroficas.

Actividad (U/mg)
Heterotrofico Autotrofico
IADP-glc PPasa 63+2 282 +5
GapC 1080 + 50 174 = 15
GapN no detectado 14+2
GapA 97 £ 10 122 + 14
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Figura 17. Inmunodeteccién en extractos crudos de Chlorella sp. Las proteinas en los extractos
fueron separadas electroforéticamente mediante SDS-PAGE 12%, luego electrotransferidas y
analizadas utilizando anticuerpos contra (A) AGPasa: ADP-Glc PPasa, (B) GapN: np-Ga3PDHasa

y (C) GapC, Ga3PDHasa. Las cantidades de proteinas totales se encuentran normalizadas.

Teniendo en cuenta lo arriba detallado, decidimos evaluar el comportamiento de la Ga3PDHasa
durante todo el periodo de cultivo, es decir desde el momento de ser inoculados hasta el inicio de la

fase de crecimiento estacionario. Para poder realizar este estudio comparativo, ambos cultivos se




inocularon con 1x10° células provenientes de un cultivo autotréfico y se tomaron muestras cada
24 h hasta alcanzar la fase estacionaria. A cada muestra se le realizé recuento celular y luego se
extrajeron las proteinas totales. A partir de las muestras obtenidas, se determiné la actividad
enzimdtica de la Ga3PDHasa (U/mg) y se realiz6 una inmunodeteccion (Figura 18). Como puede
observarse en el grifico de la Figura 18 A, ambos cultivos comienzan con una actividad
Ga3PDHasa similar y se pudo detectar dos polipéptidos para la enzima al momento del in6culo.
Luego, en condiciones heterotréficas, la actividad de la enzima comenz6 a aumentar con el tiempo
de cultivo, alcanzando una actividad hasta ~4 veces mayor que la inicial. Sin embargo, en
condiciones autotréficas la actividad de la enzima se mantuvo practicamente invariable a lo largo

del cultivo e incluso disminuy6 hacia el final del mismo.
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Figura 18. Andlisis de la Ga3PDHasa en extractos proteicos de Chlorella sp. Perfiles de actividad
(A) e inmunodeteccion (B) de la Ga3PDHasa en extractos proteicos provenientes de células de
Chlorella sp. cultivadas en condiciones autotréficas (verde) y heterotréficas (rojo). La Figura
inserta en A, muestra las curvas de crecimiento obtenidas por recuento celular en cada una de las

condiciones de cultivo.
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Los resultados obtenidos indican que la actividad de la Ga3PDHasa aumenta cuando las células se
cultivan en condiciones heterotréficas y que lo observado anteriormente es un cambio metabdlico
que ocurre en respuesta a las condiciones de cultivo. Esto, a su vez, impacta en el tipo de compuesto
de reserva que las células acumulan, favoreciendo la sintesis de TAG en detrimento de la sintesis de
almidén. No resulta evidente si la adaptacion metabdlica responde a un aumento en la cantidad de
enzima que se expresa, si hay mds de una isoforma de la enzima que se estdn expresando
diferencialmente o si responde a otro tipo de regulacién posttraduccional de la misma. El tipo de
cambio que ocurre en esta enzima en funcion de las condiciones de cultivo resulta interesante para

investigar en trabajos futuros.

Clonado, expresion heterdloga, produccion recombinate y caracterizacion de enzimas de
Chlorella sp. involucradas en el metabolismo del carbono.

Para avanzar en la caracterizacion cinética de enzimas que participan en la particién de carbono en
Chlorella sp. disefiamos la obtencion de las mismas en forma recombinante, utilizando E. coli como
huésped de expresion. Esto facilita la obtencién de las enzimas en grandes cantidades y permite
incorporar etiquetas que facilitan el proceso de purificacion. Para lograr este objetivo, comenzamos
haciendo una buisqueda en las bases de datos de sequencias de ADN los genes que codifican para la
ADP-Glc PPasa, np-Ga3PDHasa, Ga3PDHasa y Ga3PDHasaA en Chlorella spp. Para esta
bisqueda seleccionamos secuencias de proteinas homdlogas ya caracterizadas en Arabidopsis
thaliana o las provenientes de Chlamydomonas reinhardtii y las usamos como molde para encontrar
por similitud de secuencias las proteinas y los genes correspondientes. Las secuencias encontradas,
que se detallardn mds adelante en este capitulo, pertenecian a secuencias putativas provenientes de
Chlorella variabilis. A partir de estas secuencias de ADN, disefiamos oligonucledtidos especificos
que nos permitieran amplificar los genes a partir del mRNA extraido (y copiado a ADN) de

Chlorella sp.

Extraccion de RNA

En primer lugar, se tuvieron que evaluar diferentes técnicas de extraccion del ARNm a partir de
células crecidas en diferentes condiciones troficas. Para la extraccion de ARNm de células de
Chlorella sp. crecidas en condiciones heterotréficas, fue mds efectivo el uso de fenol 4cido (F) en
lugar de Trizol (T) (Figura 19 A). A partir del ADNc obtenido, se realiz6 una PCR para amplificar
con oligonucleétidos especificos de la ACTINA2 (proteina de expresion constitutva) como un gen
que nos permitiera evaluar la calidad del ARNm extraido. En ambos tipos de extraccidon se pudo
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amplificar el gen que codifica para la actina, con mejores resultados de amplificacién en la
extraccion de ARNm con fenol dcido (Figura 19 B). A partir de estos resultados, se prosigui6 con la
amplificacion de los genes de interés utilizando el ADNc obtenido a partir del ARNm extraido con
fenol 4cido. Sin embargo, y a pesar de haber evaluado una gran cantidad de condiciones de
reaccion, ninguno de los genes de interés se logré amplificar. Por este motivo, y para poder

continuar con este objetivo, se decidi6 enviar a sintetizar los genes de novo por sintesis quimica.

A B 1 2345 6 7289
A260/280 A260/230 ng.pL!

Tl 2,146 2,051 560

T2 2,107 1,439 118

Fl 2,132 2,435 2528

F2 2,115 2,543 1434

Figura 19. Evaluacién del ARN extraido de células de Chlorella sp. (A) Cuantificacién de ARN en
NanoDrop2000 para las muestras extraidas de células de Chlorella sp. mediante técnica de trizol
(T1 y T2) y fenol 4cido (F1 y F2). (B) Amplificacién de la ACTINA2 mediante PCR a partir de el
ADNCc obtenido con el ARNm extraido con Trizol (calle 5) o fendl 4cido (calle 7y 8). Las
reacciones de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1 %. Blancos de reaccion para cada ADNc
en los que no se adicion6 ADN polimerasa (Calles 1-4), blanco de reactivos sin ADNc (calle 6),
marcador de masa molecular AHind (calle 9). La flecha sefiala el producto de PCR correspondiente

a la amplificacion del gen ACTINA?2.

Para sintetizar los genes de manera quimica, se consideré como estrategia de clonado disefar los
mismos de manera de poder insertarlos en alguno de los sitios de multiple clonado (smc) del vector
pETDuet-1, que permite expresarlos en E. coli y en el smc del vector p_Chlamy3, el que es de
utilidad para la expresién en Chlamydomonas y Chlorella. Para clonar en el smcl del vector
pETDuet-1, se incorporaron los sitios de restriccién de las enzimas BamHI/Notl; excepto para el
gen GapC2, al que se le adicionaron los sitios de restriccion para BamHI/HindIll. Para subclonar en
el smc2 del pETDuet-1, se adicionaron los sitios de restriccion para Ndel/Xhol en todos los casos y
los sitios de restriccion BgllI/NotI para poder subclonarlos en el vector p_Chlamy3. A partir de los
genes obtenidos comercialemente en forma sintética, se realizaron los subclonados, la
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transformacion de una serie de cepas de E. coli, la seleccion y los ensayos de expresion en
diferentes medios de cultivo. Cuando la respectiva proteina fue producida en forma soluble y activa,
se procedié a la purificaciéon y posterior caracterizacion cinética, segin lo que se datalla a

continuacion.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante (np-Ga3PDHasa; GapN)

Biisqueda de la secuencia que codifica para la np-Ga3PDHasa
Cuando se utiliz6 como molde la secuencia que codifica para la np-GA3PDHasa de Ath (Q1WIQ6)

y Cre (XP_001694180) para buscar en las bases de datos, se encontré en Chlorella variabilis (Cva)
una secuencia putativa (XP_005842757.1) que comparte un 55% de identidad con las secuencias
molde y que codificaria para la np-Ga3PDHasa. Dicha enzima es activa en forma de homotetrdmero
en todos los organismos donde se la ha estudiado y caracterizado hasta la actualidad, habiéndose
encontrado que es codificada por un unico gen [125] [46] [55]. La secuencia encontrada, se utilizo

para disefiar el gen sintético que se empleo en los ensayos de expresion.

1 100
Cre GapN (1) -MSAQEFYAPILASTGVYKFYIDGQWKES KSVAISNPSTRQTAYQVQACTQDEVNKMFESAKVAQKAWART PLYKRAEVLHKVASLMRQYAQPIADC
Ath GapN (1) -MAGTGLFAEILDG-EVYKYYADGEWKTS KSVAIMNPATRKTQYKVQACTQEEVNAVMELAKSAQKSWAKT PLWKRAELLHKAAATLKDNKAPMAES
Cva GapN (1) MTVSSDFYEAVRDGGSAYKFYLDGEWKTS KHVKIINPSTNAPCFSVQACTQQEVDAVFQSAKKAQKAWART PLWRRAEFLHRVAAVMRENAQPIADV
101 200
Cre GapN (100) LVKEVAKPSKDSLTEVVRSADLIDYTAEEGVRYLGEGQLLNSDSFPGNARNKLCLVSKVPLGVVLAIPPFNYPVNLAVSKLAPALMAGNAVRGSARVSAA
Ath GapN (99) LVKEIAKPAKDSVTEVVRSGDLISYCA /RILGEGKFLLSDSFPGNDRTKYCLTSKIPLGVVLAIPPFNYPVNLAVSKIAPALIAGNSLVLKPPTQGA
Cva GapN (101) LVQEVAKPAVDAYTEVIRSADLISYTAEEGVRFFGEGKMLTSDSFPGQDRTKLCLVSKVPLGVVLAIPPFNYPVNLAVSKIAPALMAGNSVVLKPPTQGS
201
Cre GapN (200) VCPLVLLSSCFHAAGLPAGLLSVATGRGAEIGDFLTTHPDVNCISFTGGDTGISIAKKAGMVPLOMELGGKDVCIVCEDADLDLAAKHIIKGG
Ath GapN (199) VSCLHMVH-CFHLAGFPKGLISCITGKGSEIGDFLTMHPAVNCISFTGGDTGISISKKAGMIPLOMELGGKDACIVLDDADLDLVASNIIKGGES
Cva GapN (201) VAGLLMVQ-CFAAAGLLPGLLNCVTGRGSEIGDYLTTHPLAAAISFTGGDTGLDICRKAGMVPIQMELGGKDAAIVCQDADVEAAARHIAKGAFS
301
Cre GapN (300) CTAVKLVLVAAPVADRLVAAVAAGVAKLSVGRPEDDCDITPVVSESSANFIEGLAMDAKAKGATFVTGEWRREGNLIWPVLLDHVTADMRLAWEEPFGPV
Ath GapN (298) CTAVKVVLVMESVADELVEKVKAKVAKLTVGPPEENSDITAVVSESSANFIEGLVMDAKEKGATFCQ-EYKREGNLIWPLLLDNVRPDMRIAWEEPFGPV
Cva GapN (300) CTAVKVVLVHEAVADELVPRVLAAVKKMSVGMPODNAHITPVISEASANFIEGLVKDAEAKGATLCTGPYRREANLIWPVVLDHVTPDMRIAWEEPFGPV
401 500
Cre GapN (400) LPVMRVSSVEAAVEHCNKSKYGLQGCVFTRDINAAIRISDAMETGTVQVNSAPARGPDHFPFQGFRDSGIGSQGIRNSLAMMIKTKSTVINLDKESYTLG
Ath GapN (397) VPVLRINSVEEGINHCNASNFGLQGCVFTKDINKAILISDAMETGTVQINSAPARGPDHFPFQGLKDSGIGSQGVTNSINLMTKVKTTVINLPTPSYSMG
Cva GapN (400) LPIIRVKSEEEAVEHVNANRL AL Q- ——————m o e oo e e o e

Figura 20. Alineamiento de secuencias proteicas de np-Ga3PDHasa (GapN, E.C. 1.2.1.9).
Chlorella variabilis (Cva, XP_005842757.1), Arabidopsis thaliana (Ath, QIWIQ6) 'y
Chlamydomonas reinhardtii (Cre, XP_001694180).

Expresion recombinante de np-Gap3PDHasa en E. coli

Para realizar la expresion recombinante de la proteina codificada por el gen CvaGapN, subclonado
en el sitio smcl del plasmido pETDuet, se transformaron células competentes de E.coli BL21
(DE3), E.coli BL21 CodonPlus® (DE3)-RIL y E.coli BL21 CHAP3 (DE3). Los ensayos de
expresion se realizaron en medio liquido TB o YT2X, evaluandose temperaturas de entre 15-37 °C
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para la etapa de induccién de la expresion del gen. Una ventaja para el andlisis de expresion de esta
enzima es que al no encontrarse naturalmente en las cepas de expresion empleadas, se puede

evaluar facilmente su expresion mediante ensayos de actividad enzimética.

En la Figura 21 se muestran los perfiles electroforéticos (SDS-PAGE tefiidos con Coomasie Brillant
Blue) correspondientes a los extractos proteicos de los cultivos de E.coli separados en fraccion
insoluble (FI) y fraccion soluble (FS) mediante centrifugacion. Cuando se utiliz6 como huésped de
expresion la cepa de E. coli BL21 (Figura 21 A), no se evidenciaron proteinas con expresion
diferencial ni en la fraccién insoluble ni en la soluble, tampoco se detecté actividad np-Ga3PDHasa
en los extractos solubles. Cuando se analizé por SDS-PAGE el ensayo de expresion en la cepa de E.
coli BL21 Codon Plus (DE3-RIL) (Figura 2l B), se observé una proteina sobreexpresada
diferencialmente en la fraccién insoluble respecto al control sin trasnformar. Este resultado se
obtuvo indistintamente al medio de cultivo empleado y a una tempretura de cultivo al momento de
la induccién de 28 °C. Sin embargo, no pudo detectarse actividad np-Ga3PDHasa en ninguna de las
fracciones solubles, ni recuperarse enzima mediante purificacion por IMAC. Incluso, se evalué
también la expresion del gen en la cepa E.coli BL21 CHAP3 (DE3), que favorece la solubilidad de
proteinas expresadas en forma recombinante, pero los resultados fueron los mismos a los antes

descriptos para la cepa de E. coli BL21 Codon Plus (DE3-RIL) (no mostrado).

A pesar de todos los ensayos realizados y todas las condiciones de expresion evaluadas para el gen
cvaGapN, no fue posible obtener la enzima en forma soluble y activa, por lo cual la caracterizacion

cinética de esta enzima se desestimo en este trabajo de Tesis.
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Figura 21. Ensayos de expresion para obtener la np-Ga3PDHasa en forma recombinante. Perfiles
de proteinas resuletos por electroforesis para los extractos de E. coli BL21 (DE3) (A) y E. coli
BL21 Codon Plus (DE3-RIL) (B) resultantes de los ensayos de expresion del gen CvaGapN. Se
muestran los SDS-PAGE (12%) teiiidos con Coomasie Brillant Blue. En todos los casos: 1- fraccion
insoluble, 2- fraccion soluble y 3- marcador de masa molecular. Las flechas sefialan el polipéptido
que se expresa diferencialmente respecto a los extractos de E. coli que le correspeonde pe<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>