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Resumen

La vida requiere una gran cantidad de energia libre para presentar la diversidad y
extension que podemos observar en el planeta. La fotosintesis es el mecanismo que
mayormente contribuye a este fin, transformando la energia de la luz solar en energia
utilizable para reacciones bioquimicas. El suministro de energia por la fotosintesis ha
permitido a la vida cambiar de forma tal, que los factores ambientales no la han cesado.
Los organismos fotosintéticos tienen metabolismos para proliferar y sistemas de
captacion de luz variados, sin embargo, poseen un sistema basico de transduccion de
energia que se ha generalizado en bacterias y eucariontes. Los organismos con
capacidad fotosintética mas diversa son los que extraen electrones del agua y al hacerlo,
liberan oxigeno molecular (oxofototrofos). Los oxofotétrofos utilizan dos complejos
proteicos transductores de energia llamados fotosistemas (FSI y FSIl), los cuales estan
conectados en serie por una bomba de protones (complejo de citocromos bef) y
acarreadores de electrones en las membranas, citoplasma y lumen, ademas de una
oxido-reductasa citoplasmatica (FNR); para generar equivalentes de oxido-reduccién y
enlaces de alta energia, ambos acoplados a sus rutas metabdlicas. A este proceso se le
llama fotosintesis oxigénica. La informacion genética que permite a los organismos
fotosintéticos realizar este proceso consta de un grupo muy conservado de genes, sin
embargo, se encuentran dentro de genomas de unos cuantos millones de pares de bases
como en la cianobacteria Prochlorococcus marinus MED4, hasta escalar en tamafio unas
150 veces en la planta Paris japonica. Esta diversificacion se debe a la transferencia
masiva de la informacién fotosintética (genes) en un evento endosimbiético entre un
ancestro de las cianobacterias y un ancestro de los eucariontes fotosintéticos.

Con genomas de diversos tamafios, las Cianobacterias son los Unicos procariontes
que presentan diferenciacién celular. Algunas pueden cambiar su estructura celular para
utilizar versiones moleculares del nitrégeno (N2) e hidrogeno (Hz2) y/u oxidar moléculas
complejas para obtenerlos. Pueden responder a concentraciones bajas de nitrégeno sin
cambiar de forma y, ademas, como respuesta a variaciones de luz (intensidad y longitud
de onda) u oligoelementos pueden sustituir y remodelar su maquinaria fotosintética en
extremo. Pueden cambiar su forma para reducir su metabolismo como respuesta a
condiciones de sustratos limitantes y acelerarlo cuando en el ambiente las
concentraciones de sustratos necesarios para su reproduccion son las adecuadas.

Pueden vivir en extremos ambientales, donde las concentraciones de sales y la
alta temperatura dificultan la vida. Sus membranas celulares contienen mayoritariamente
glicolipidos y sulfolipidos por lo que pueden subsistir en ecosistemas pobres en fosfatos.




Tiene asociaciones celulares de complejidad macroscopica; algunas son
pequefias y unicelulares, pero, proliferan desmesuradamente a escala global en los
océanos donde existe un movimiento y mezcla de agua muy bajo y, ademas, el espectro
de luz solar se encuentra filtrado. Las cianobacterias se encuentran en practicamente
cualquier nicho ecoldgico donde la luz y el agua liquida coexisten. Todas estas
caracteristicas las hacen potenciales modelos de estudio desde un nivel molecular hasta
aplicaciones de bioingenieria.

Recientemente, la informacion genética de varias cianobacterias ha permitido
dilucidar algunos mecanismos que les permiten proliferar y dispersarse. En este trabajo
se analiz6 el aparato fotosintético, asociado a las membranas tilacoidales, de tres
cianobacterias de nichos y morfologias distintos. Los modelos de estudio fueron: la
cianobacteria marina unicelular, MIT9313, perteneciente al género Prochlorococcus, la
cual prolifera en alta concentraciones (aunque constantes) de nutrientes, sin una mezcla
mecanica importante donde el espectro de la luz es filtrado (limite de la zona eufética de
los océanos). MIT9313 se caracteriza por contener divinil clorofila a y b en lugar de
clorofila a en sus fotosistemas, ademas de no poseer genes para la formacion de un
ficobilisoma como casi todas las cianobacterias estudiadas hasta el momento, en su lugar
utiliza antenas distales de membrana o Pcb, estas proteinas hidrofébicas tienen seis
pases transmembranales y pertenecen a la familia de proteinas CP43; la cianobacteria
formadora de filamentos cortos Synechococcus PCC 7002, que fue aislada de un habitat
con alto contenido de nutrientes (estanque de peces), la cual ha mostrado ser un buen
modelo de estudio de laboratorio por su crecimiento relativamente rapido y su plasticidad
para el analisis molecular y la bioingenieria; y la cianobacteria filamentosa fijadora de
nitrégeno Nodularia sp. la cual fue aislada de un tapete microbiano obtenido de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, donde la concentracion de agua y luz varian a lo largo del afio, y la
cual fue catalogada como CCM9.

Los cromoforos caracteristicos de MIT9313 (divinil clorofila a y b, zeaxantina y a-
caroteno), fueron separados bioguimicamente y sus espectros de absorcién y emision
fueron medidos en dos diferentes solventes. Su estructura quimica fue corroborada por
espectros de masas y de fragmentacion. En nuestras condiciones de crecimiento los
cromoforos presentan una distribucién heterogénea en los fotosistemas y su antena distal
denominada PcbB. Zeaxantina y divinil clorofila b se encuentran asociados
mayoritariamente a la antena distal PcbB; a-caroteno y divinil clorofila a se asocian
mayoritariamente a los fotosistemas.

En MIT9313 los fotosistemas pueden ser aislados formando supercomplejos
solubilizando las membranas tilacoidales con el detergente neutro dodecil maltsido. El
PSI forma un trimero y el PSII forma supercomplejos con la antena distal PcbB.




La distribucion de divinil clorofilas fue establecida en zonas enriquecidas en cada
uno de los componentes del aparato fotosintético separados con gradientes de sacarosa;
encontrando que, la zona enriquecida de FSI, FSIl y antena PcbB, las relaciones de Chl
b2/Chl a2 fueron 1.98 £ 0.16, 1.55 £ 0.14 y 2.52 + 0.1, respectivamente. Lo anterior mostro
que MIT9313 es la cianobacteria con mayor concentraciéon de Chl bz hasta ahora
reportada. Reforzamos la conclusion de la tesis de maestria donde encontramos que la
enzima oxido-reductasa FNR se encuentra asociada a los tilacoides y posiblemente
forma un supercomplejo con la bomba de protones bef.

Synechococcus PCC 7002 y Nodularia sp. CCM9 son cianobacterias que utilizan
ficobilisomas como antena distal cuando crecen en medios minimos completos. Sin
embargo, en sus genomas existe la evidencia de que podrian utilizar antenas sustitutas
del tipo IsiA (proteinas de la familia CP43), las cuales, en otras cianobacterias son
expresadas bajo estrés por escasez de fierro en el medio (para CCM9 se utilizé el
genoma de la cianobacteria Nodularia spumigena CY9414 la cual es muy cercana
filogenéticamente). IsiA son proteinas asociadas a los tilacoides que unen clorofila a y
carotenos. Se ha encontrado que esta proteina se asocia al PSI. En nuestro trabajo
encontramos que disminuyendo la concentracion de fierro en el medio de crecimiento de
PCC 7002: 1) La absorcion del ficobilisoma se ve disminuida. 2) El espectro de absorcion
de las membranas en la zona del rojo (Qy) se corre cinco nandmetros hacia el espectro
azul. 3) Fue posible detectar a la proteina IsiA co-migrando con el PSI como trimero y
monomero. 4) Se corroboro su identidad usando espectrometria de masas.

Para CCM9, se buscaron y encontraron genes de la familia CP43 utilizando
primers diseflados con base en el genoma de CY9414. En condiciones normales de
crecimiento el PSI de CCM9 no presenta una asociacion trimérica, sino, dimérica y
tetramérica. Cuando se disminuyo la concentracion de fierro en su medio de crecimiento
encontramos que: 1) La absorcion del ficobilisoma se ve disminuida. 2) El espectro de
absorciéon de las membranas en la zona del rojo (Qy) se corre siete nandémetros hacia el
espectro azul. 3) La fluorescencia del PSI/PSII se ve modificada en condiciones normales
de crecimiento con respecto a las condiciones con estrés por escasez de fierro. 4) Fue
posible detectar la proteina IsiA. Sin embargo, cuando se utilizé una digestion basada en
quimotripsina para el andlisis por espectrometria de masas, tres proteinas de familia
CP43, fueron detectadas ademas de IsiA.

Por otra parte, los tres modelos requirieron ajustes metodologicos a diferentes
niveles como: tipo de ruptura celular, la solubilizacion de las membranas usando
diferentes concentraciones del detergente dodecil maltésido, la deteccién e identificacion
de cromoforos minoritarios (para MIT9313), el uso de diferentes tratamientos de digestion
para la identificacion proteémica (CCM9) y las condiciones de crecimiento para generar
un cambio en el aparato fotosintético.
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| —



Abstract

Life as we know it requires a large amount of free energy to present the diversity
and extension that we can observe on the planet. Photosynthesis is the mechanism that
contributes mostly for it, transforming the energy of sunlight into usable energy for
biochemical reactions. The energy supply through photosynthesis has allowed life to
change in such a way that environmental factors have not stopped it. Photosynthetic
organisms have varied metabolisms to proliferate and light collection systems; however,
they have a basic system of energy transduction that has been generalized in both
bacteria and eukaryotes. The organisms with more diverse photosynthetic capacity are
those that extract electrons from the water and in doing so, they release molecular
oxygen (oxophotrophes). Oxophototrophes use two transducer protein complexes called
photosystems | and Il (PSI and PSII), which are connected in series by a proton pump
(complex of cytochromes bef) and electron carriers in the membranes, cytoplasm and
lumen, in addition to a cytoplasmic oxide-reductase (FNR), to generate equivalents of
oxide-reduction and high energy bonds, both coupled to their metabolic pathways. This
process is called oxygenic photosynthesis. This metabolism of the oxophotrophic
organisms is within genomes of a few million base pairs as in the Cyanobacterium
Prochlorococcus marinus MEDA4, up to scale 150 times in the plant Paris japonica. This
diversification is due to the massive transfer of photosynthetic information (genes) in an
endosymbiotic event between an ancestor of cyanobacteria and an ancestor of
photosynthetic eukaryotes.

For thousands of millions of years, the oxygenic photosynthesis has modeled our
planet and the organisms with the oldest conserved designs (genomes) of this process,
are the Cyanobacteria. With genomes of varied sizes, Cyanobacteria are the only
prokaryotes that present cellular differentiation. Some can change their cellular structure
to use molecular versions of nitrogen (N2) and hydrogen (Hz2) and / or oxidize complex
molecules to obtain them. They can respond to low concentrations of nitrogen without
changing shape and, in addition, as a response to variations in light (intensity and
wavelength) or in trace elements concentrations they can replace and remodel their
photosynthetic machinery. They can change their form to reduce their metabolism in
response to conditions of limiting substrates and accelerate it when in the environment
the concentrations of substrates necessary for their reproduction are adequate. They
can live in extreme environmental conditions, where salt concentrations and high
temperature make survival difficult.

Cyanobacteria membranes contain mostly glycol- and sulpholipids, so they can
survive in ecosystems with low phosphates concentration. They have cellular
associations of macroscopic complexity; some are small and unicellular, but, proliferate
disproportionately on a global scale in the oceans where there is a movement and mix




of very low water and, in addition, the spectrum of sunlight is filtered. Cyanobacteria are
found in virtually any ecological niche where light and liquid water coexist. All these
characteristics make Cyanobacteria a potential model of study from a molecular level to
bioengineering applications.

Recently, the genetic information of several cyanobacteria has make possible
elucidating some mechanisms that allow them to proliferate and spread. In this work, the
photosynthetic apparatus, associated with the thylakoid membranes, of three
cyanobacteria from different niches and with different morphologies was analyzed. The
study models were: the unicellular marine cyanobacterium cataloged as MIT9313,
belonging to the Prochlorococcus genus, which proliferates in high concentrations
(although constant) of nutrients, without an important mechanical mixture, and where the
spectrum of light is filtered (limit of the zone euphotic of the oceans). MIT9313 is
characterized by containing divinyl chlorophyll a and b instead of chlorophyll a in its
photosystems, in addition to not having genes for the formation of a phycobilisome, like
almost all Cyanobacteria studied so far. Instead it uses distal membrane antennas
named Pcb. These hydrophobic proteins have six transmembrane helices and belong to
the CP43 protein superfamily. The other cyanobacteria model was the short filament-
forming Synechococcus PCC 7002, which was isolated from a high nutrient habitat (a
fish pond), which has been shown to be a good model of laboratory studies because of
its relatively rapid growth and its plasticity for molecular analysis and bioengineering.
The last model was the nitrogen-fixing filamentous Cyanobacteria Nodularia sp. which
was isolated from a microbial mat obtained from Cuatro Ciénegas, Coahuila, where the
availability of water varied across the year, and which was cataloged as CCM?9.

The characteristic chromophores of MIT9313 (divinyl chlorophyll a and b,
zeaxanthin and a-carotene) were separated biochemically and their absorption and
emission spectra were measured in two different solvents. Its chemical structure was
corroborated by mass and fragmentation spectra. In our growing conditions,
chromophores have a heterogeneous distribution in the photosystems and their distal
antenna called PcbB. Zeaxanthin and divinyl chlorophyll b are mostly associated with
the distal PcbB antenna and a-carotene and divinyl chlorophyll a are mostly associated
with photosystems.

In MIT9313 the photosystems can be isolated forming supercomplexes
solubilizing the thylakoid membranes with the neutral detergent dodecyl maltoside. The
PSI forms a trimer and the PSII forms supercomplexes with the distal PcbB antenna.
The distribution of divinyl chlorophylls was established in enriched zones for each one
of the components of the photosynthetic apparatus, separated by centrifugation in
gradients of sucrose; finding that, in the zone enriched of FSI, FSIl and PcbB antenna,
the ratios of Chl b/Chl a2 were 1.98 + 0.16, 1.55 + 0.14 and 2.52 £ 0.1, respectively. The
above showed that MIT9313 is the cyanobacterium with the highest concentration of Chl




b so far reported. We reinforce the conclusion obtained in the master's thesis, where
we find that the enzyme oxidase-reductase FNR is a membrane-anchored protein and
possibly forms a supercomplex with the proton pump besf.

Synechococcus PCC 7002 and Nodularia sp. CCM9 are cyanobacteria that use
phycobilisomes as a distal antenna when they grow in complete minimum media.
However, in their genomes there is evidence that they could use substitute antennas of
the IsiA type (proteins of the CP43 superfamily as PcbB), which, in other cyanobacteria,
are expressed under stress by iron depletion in the medium (for CCM9 the genome used
was of the cyanobacterium Nodularia spumigena CY9414 which is phylogenetically
close). IsiA are proteins associated with thylakoids that bind chlorophyll a and carotenes.
It has been found that this protein is associated with PSI.

In our work we found that decreasing iron concentration in the PCC 7002 growth
medium: 1) The absorption of phycobilisome is diminished. 2) The absorption spectrum
of the membranes in the red zone (Qy) is shifted five nanometers towards the blue. 3) It
was possible to detect the IsiA protein co-migrating with the PSI as a trimer and
monomer. 4) We confirmed its identity using mass spectrometry.

For CCM9, genes of the CP43 superfamily were searched using primers designed
based on the CY9414 genome. We found isiA and psbC/psalL genes in CCM9 genome.
Under normal growth conditions the PSI of CCM9 does not present a trimeric
association, but dimeric and tetrameric can be detected. When the concentration of iron
in its growth medium was reduced, we found that: 1) The absorption of phycobilisome is
diminished. 2) The absorption spectrum of the membranes in the red area (Qy) moves
seven nanometers towards the blue spectrum. 3) The fluorescence of the PSI / PSll is
modified under normal conditions of growth with respect to the conditions with stress due
to iron depletion. 4) It was possible to detect the IsiA protein. However, when a
chymotrypsin-based digestion was used for mass spectrometric analysis, three CP43
superfamily proteins were detected in addition to ISiA.

On the other hand, the three models required methodological adjustments at
different levels such as: type of cell rupture, solubilization of the membranes using
different concentrations of the detergent dodecyl maltoside, detection and identification
of minor chromophores (for MIT9313), the use of different treatments of digestion for
proteomic identification (CCM9) and growth conditions to generate a change in the
photosynthetic apparatus.

Vi
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Introduccion

Las cianobacterias.

Las cianobacterias son organismos procariotes fotoautotrofos, gramnegativos, que
han prevalecido en la tierra durante al menos 2,800 millones de afios. Se les atribuye la
generacion de la atmosfera actual y por lo tanto la posibilidad de la generacion controlada
de fuego (O2 como comburente), la proteccion necesaria que requirieron los organismos
para la colonizacion de los continentes (Os) y permitir el desarrollo de sistemas y 6rganos
complejos como el vuelo del colibri y el cerebro humano (fosforilacion oxidativa), ademas
de la formacion de los depdsitos de hierro que hoy explotamos (Fe?* a Fe3*). Son los
Unicos procariotas que presentan diferenciacion celular. Al modificar su estructura celular
pueden preservarse en condiciones de escasez de nutrientes, compartamentalizar la
fijacion de nitrégeno, formar colonias y dispersarse. Contribuyen de manera importante a
los ciclos del carbono y nitrdgeno; contribuyen con el ~50% de la produccion fotosintética
global, y tan solo el género de cianobacterias marinas Trichodesmium fija entre 20 y 40
Tg (x10*2 g) de nitrégeno al afio (Westberry & Siegel, 2006).

Una teoria ampliamente aceptada sugiere que una antigua cianobacteria realizé
una endosimbiosis con un antiguo eucarionte dando origen al ancestro de las algas y
plantas en un evento que ocurrid una sola vez. Este organismo utiliz6 la capacidad
fotosintética de la antigua cianobacteria para obtener energia, transformandola en el
organelo que hoy llamamos cloroplasto en algas verdes, rodoplasto en algas rojas y
cianelas en glaucofitas. En posteriores simbiosis (eucarionte-eucarionte) se heredd a
otros organismos la misma capacidad de las cianobacterias para realizar la fotosintesis
oxigénica como es el caso de los euglénidos (provenientes de algas verdes) y los la
mayoria de los dinoflagelados (provenientes de algas rojas). Existen organismos que
han tenido otros eventos endosimbidticos y han perdido la capacidad fotosintética, pero

conservan vestigios membranales de los organelos fotosintéticos.

Las cianobacterias presentan una gran diversidad morfoldgica, siendo:
unicelulares, flamentosas o ramificadas. Algunas viven en agua dulce, agua salobre o

agua salada; pueden ser termo tolerantes, hiper salinas e incluso mantener una relacion
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simbidtica en liquenes y algunos animales como caracoles marinos. Clasicamente, las
cianobacterias se dividen taxonémicamente en 5 grupos con base en su morfologia y la

forma en que se multiplican (Rippka et al., 1979).

La subdivision | est4 constituida por las Chroococcales, pueden ser células solas
o colonias y su reproduccion es por fision binaria, una a la vez. La subdivision Il son las
Pleurocapsales, estas se reproducen por fusiones multiples en los tres planos, creando

células hijas denominadas baeocitos.

La subdivision Il es denominada Oscillatoriales, son cianobacterias filamentosas
que no presentan diferenciacion celular. La subdivisién IV o Nostocales, comprende
células filamentosas que presentan diferenciacion celular y pueden fijar nitrégeno. La
subdivision V o Stigonematales, presentan todas las caracteristicas de la subdivision IV,

pero, ademas, pueden ser ramificadas debido a que pueden dividirse en mas de un plano.

Otra forma de relacionar la diversidad filogenética de las cianobacterias consiste
en alinear la secuencia de bases del RNA ribosomal 16S (rRNA16S) y/o secuencia de
aminoacidos de proteinas constitutivas (house-keeping). Un ejemplo de arbol filogenético
derivado de un alineamiento de proteinas house-keeping se presenta en la Fig. 1. Puede
observarse que la clasificacion morfolégica clasica de Rippka et al., (1979), se
sobreponen en algunos casos al estudio genético de Shih et al., (2013) el cual alinea 31
secuencias de proteinas muy conservadas, ademas del rRNA 16S, de las 126 especies
de cianobacterias que cuentan con su genoma completamente secuenciado. Para las
cianobacterias unicelulares, por ejemplo, se demuestra que no son monofiléticas y que
la caracteristica de uni- o multicelular no aparecié una sola vez en la diversificacion de

las cianobacterias (triangulos numerados del 1 al 8, Fig. 1).
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(1) Unicellular

(Il) Baeocystous

(I} Filamentous

(IV) Heterocystous
(V) Ramified

Fig. 1. Arbol filogenético de cianobacterias. El color de la rama indica el tipo de morfologia segiin
la clasificacion clasica de Rippka. Las especies en rojo y triangulos numerados del uno al ocho
indican las especies secuenciadas por el grupo de trabajo de Kerfeld y las transiciones de
morfologia, respectivamente (Shih, et al., 2012). Las flechas indican la posicion de las especies
gue se utilizaron para este estudio, negra MIT9313, verde PCC 7002 y en rosa la cianobacteria

mas cercana a CCM9, CY9414.




Recientemente se han caracterizado cianobacterias con la capacidad de
remodelar su aparato fotosintético como respuesta a estrés por escasez de nutrientes,
modificaciones de temperatura y tipo de luz disponible en sus ecosistemas. Estas
remodelaciones incluyen la sustitucion de antenas, fotosistemas completos e inclusive
cromoforos, mostrando una gran diversidad de estrategias y recursos para hacer uso de
su capacidad fotosintética en condiciones adversas o ecosistemas distintos.

La fotosintesis oxigénica.

La fotosintesis oxigénica (FO) es el proceso bioquimico mas eficiente de
transduccion de energia solar a energia quimica, la cual es usada para formar y romper
enlaces en el metabolismo de los organismos fotosintéticos y de incontables seres vivos
a través de las cadenas tréficas. Las cianobacterias y sus descendientes simbi6ticos la
realizan (oxofototrofos). A lo largo de miles de afios han desarrollado distintos
mecanismos de captacion de luz, sin embargo, el sistema bésico de escision del agua, el
centro de reaccion y los aceptores en el flujo del electrén se encuentran muy conservados
en todos estos organismos. Una y otra vez se ha puesto de manifiesto la plasticidad del
proceso completo de la fotosintesis oxigénica por organismos que se han adaptado a
practicamente todos los climas y condiciones en la tierra donde hay agua y luz
(Blankenship, 2010).

La FO requiere de dos fotosistemas trabajando en serie, donde un flujo de
electrones impulsado por la luz se encuentra conectado por el complejo de citocromos
bef (cit bef), la fuente de electrones es el agua y dichos electrones son acumulados en
moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, las cuales son muy estables y
son denominadas equivalentes de oxido-reduccion. Los complejos proteicos que

participan en la FO en cianobacteria se ilustran en la Figura 2.
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El primer paso de la FO consiste en la captacién de la energia luminosa y su
posterior trasferencia a los fotosistemas. Las cianobacterias poseen pigmentos (proteinas
gue unen cromoéforos) cuyo espectro de absorcion y de emision especifico les permite
captar y transferir la cantidad exacta de energia hacia los fotosistemas y realizar una

separacion de cargas que propicia un flujo de electrones.

La separacion de cargas se realiza en los llamados “centros de reaccion” en el
interior de los fotosistemas. Consisten en un par especializado de clorofilas finamente
coordinados por las proteinas del centro de reaccion. Cuando un cuanto de energia llega
al par especializado se promueve la transferencia de un electrén a un primer aceptor. La
transferencia de este electron sigue una cuesta de un potencial de oxido-reduccion
negativo a uno positivo. Existe un par especializado para cada fotosistema. El fotosistema
| (FSI) cuenta con un dimero de epimeros de clorofila a cuya diferencia de absorcion
entre sus estados reducido y oxidado se puede identificar a 700 nm y por ello es llamado

P700.

Para el fotosistema Il (FSII) el par especializado estd compuesto por un dimero de
clorofila a y la diferencia de absorcion entres su estado reducido y oxidado se puede
identificar a 680 nm y por ello es denominado P68o. El flujo del electron deja un “hueco”
en el par especial de clorofilas. Esta deficiencia de un electrén es cubierta por la
transferencia de un nuevo electron proveniente de un arreglo de cuatro atomos de
manganesos y uno de calcio (4Mn-Ca) via un residuo de tirosina (Fromme and
Grotjohann, 2008). Este proceso se repite cuatro veces, un electron a la vez,

acumulando cuatro equivalentes de 6xido-reduccion en la molécula de 4Mn-Ca.

Una vez que se llega a este estado de oxidacion el potencial de oxido-reduccion
es capaz de despojar de sus electrones a dos moléculas de agua, liberando oxigeno
molecular y protones en el lumen del tilacoide. Para cubrir el hueco electrénico del FSI,
los electrones son provistos por las proteinas solubles plastocianina (PC) o por el

citocromo cs (Cit Cg).
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Estos electrones provienen del evento fotoquimico que se lleva a cabo en P6so.
Cuando el ultimo aceptor del FSIl, la plastoquinona, se encuentra reducida (por dos
electrones), esta se libera del fotosistema y se acumula en la bicapa lipidica de los
tilacoides. Al ser hidrofobica, esta molécula difunde entre los sulfolipidos hasta que es

oxidada por el citocromo bef (cit bef).

El complejo de cit bef cataliza la oxidacion y reduccion de quinonas para bombear
protones desde el citoplasma al lumen del tilacoide y transfiere los electrones
provenientes de las quinonas hacia los acarreadores proteicos en el lumen. La PC y el
cit ce son los encargados de trasferir los electrones del cit ce hacia P700 (algunas
cianobacterias poseen genes para ambas proteinas y alguna solo uno de los dos).
Previamente el evento fotoquimico en P700 transfirio el electron a través de una serie de
aceptores desde el lado luminal al lado citoplasmatico del tilacoide, donde una proteina
hidrosoluble llamada ferredoxina es reducida. La ferredoxina puede llevar los electrones
como poder reductor a otras rutas metabdlicas, sin embargo, este poder reductor también
es acumulado al reducir la molécula NADP*. Este proceso requiere de una proteina oxido-
reductora que transfiere los electrones de la ferredoxina al NADP* la cual es llamada FNR

(Ferredoxina- NADP* reductasa)

Los electrones que han sido transportados a través de los complejos proteicos y
los acarreadores generan un potencial protébn-motriz entre la cara luminal y la cara
citoplasmatica de los tilacoides. La escision del agua (4 H*), la reduccion de la
plastoquinona en el lado citoplasmético y su oxidacién en el lado luminal por el cit bsf, la
reduccion del NADP*, contribuyen a la generacion de una diferencia de pH la cual es
disipada por la ATP Sintasa generando Adenosina trifosfato (ATP) en el proceso. Estos
equivalentes energéticos se distribuirdn en toda la célula y seran utilizados por rutas

anabdlicas como la fijacion el CO2 en forma de hidratos de carbono.

24

——
| —



FBS

Lado N (-) #

R & S RL s T e
v, 2 SO J (% 173 M S
AN OWY < TR AR L : 9% O Tor agm (o )U R
PN R SRR USRI, : RIS | 50 NN B e i
t-_l. h" },}b' y
A5% Mado P (+) |
Moy
S | 2PQ H*
ooy
=S
3 +
5’:‘— Y | H
Bas
e hv & Fsi
| TR
e%h(-: B & & Bl m‘«‘ Y
Oﬁ«é & v -'

ATP sintasa

Fig. 2. Complejos proteicos que participan en la fotosintesis oxigénica en cianobacterias. Se
esquematiza el flujo de e” impulsado por la luz, los complejos proteicos y moléculas que participan
en este proceso (ver texto). Las abreviaturas significan: FBS, ficobilisoma; hv, energia de la luz;
FSII, fotosistema II; FSI, fotosistema I; e, electrones; PQ, plastoquinonas; bsf, complejo de
citocromos bef; cs, citocromo cs; Fd, ferredoxina; FNR, ferredoxina-NADP™ oxidorreductasa; ATP
y ADP adenosinas trifosfato y difosfato, respectivamente; NADP*y NADPH Nicotinamida adenina

dinucleétido fosfato oxidado y reducido, respectivamente; H*, protones. Modificado de Barrera-
Rojas et al., 2016.

La ecuacion global que describe a la fotosintesis oxigénica simplifica el proceso
de fijacion de carbono. Al CO2 se le adicionan electrones que son arrancados de
moléculas de agua para formar azucares y cuyo producto de desecho es el oxigeno

molecular. La energia de este proceso es proporcionada por la luz solar (Ec. 1).

h
6C0, + 12H,0 — C4Hy,0g + 60, + 6H,0 Ec.1

25

——
| —



La clorofila

La clorofila es un cromoéforo ubicuo entre los oxofototrofos, es una molécula
tetrapirrdlica, de 5 estructuras ciclicas y un &tomo de magnesio coordinado por cuatro
nitrégenos cuyos espectros de absorcion varian dependiendo de los tipos de
sustituyentes y su estado de oxidacion (Fig. 3). Tiene la capacidad de absorber la energia
contenida en la luz y transferirla hacia los centros de reaccion de los fotosistemas donde
un par especial de clorofilas realizan la separacion de cargas he inician el flujo de
electrones a través de la membrana tilacoidal. Los cambios en los sustituyentes del
macrociclo de la clorofila modifican sus caracteristicas absortivas. En la figura 3 se
muestran los cambios en los sustituyentes y la modificacion de su probabilidad de
absorcién; la clorofila a (Chl a), por ejemplo, tiene un maximo de absorcién a 665 nm, si
el grupo metilo en el carbono 7 (R7) se intercambia por un formilo, se obtiene clorofila b

(Chl b) y la absorcion maxima se modifica en 13 nm (652 nm).

Los primeros organismos fotosintéticos utilizaban un tipo de clorofila denominada
bacterioclorofila la cual absorbe luz de menor energia (mayor longitud de onda) que la
clorofila de los oxofot6trofos. La Chl a puede alcanzar un potencial de oxido-reduccion
que es capaz de sustraer electrones del agua via la molécula de 4Mn-Ca en el FSII. El
sistema de electrones 11 deslocalizados en la estructura de la Chl a, le confiere la cualidad
de absorber luz en dos regiones del espectro visible: la regién de Soret entre 410 y 435
nm y la regién del rojo entre 660 y 665 nm (la absorcién varia dependiendo del solvente
en el que se mida). La Chl a tiene altos coeficientes de extincion molar ( ~10°M~tcm™1) lo
gue le permite absorber eficientemente la luz en estas longitudes de onda generando un
estado excitado de larga duracién. Todas estas caracteristicas son esenciales para poder
utilizar la energia del sol presente en la biosfera y llevar a cabo una reaccion fotoquimica
(Green, 2003; Hoober, 2012).

Las clorofilas no estan libres en las membranas tilacoidales, su foto-reactividad es
muy alta y pueden causar dafio oxidativo, por lo que se encuentran embebidas en

proteinas que las mantienen fijas dentro de las membranas de los tilacoides.
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A lo largo de ~2, 800 millones de afios, la evolucién ha seleccionado secuencias
de aminoacidos que mantienen en una posicion rigurosa a las clorofilas y cofactores de
los centros de reaccion, cualquier cambio modifica las longitudes de onda de absorcion
y la transferencia de energia y de electrones en los fotosistemas, por lo que algunos
autores mencionan que los cofactores de la fotosintesis en los fotosistemas se
encuentran finamente sintonizados. Cambios mindsculos en la secuencia de las
proteinas provocan la perdida de una capacidad fotosintética eficiente, por lo que los
centros de reaccidn se encuentran muy conservados en todos los organismos que

realizan fotosintesis, desde las cianobacterias hasta las plantas superiores.
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Fig. 3 Tipos de clorofilas y sus sustituyentes. a) Tipo de clorinas, tiene una cadena hidrocarbonada
o fitol en el anillo D y los sustituyentes que corresponden para cada clorofila. Qy es la longitud de
onda de maxima absorcion en la orientacion espacial “y” de la nube electrénica. b) Tipo porfirina,
no tienen fitol y tienen un doble enlace entre C17 y C18, correspondiente a las clorofilas tipo c.
*Mediciones hechas en metanol al 100%, # Mediciones hechas en una mezcla de metanol-acetona,
& Soret en acetona 80% (modificado de Chen et al., 2014).
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Cada cromoforo involucrado en la fotosintesis (clorofilas, carotenos y bilinas)
posee un espectro de absorcidn caracteristico. En la figura 4 se muestran los maximos
de absorcion de los pigmentos fotosintéticos basados en sus espectros de absorcion. Los
espectros de absorcion nos dicen que probabilidad hay de que una molécula absorba un
fotén a determinada longitud de onda, lo cual es debido a las caracteristicas estructurales
de dicha molécula y el medio en que se encuentra. Por ejemplo, si esté libre y disuelta
en una sustancia en particular o si esta unida a otras moléculas como es el caso de las
proteinas asociadas a la fotosintesis.
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Fig. 4 Radla(:lon electromagnética presente en la biosfera y distribucién de los pigmentos

fotosintéticos. La gréfica representa la intensidad de la luz que llega a la biosfera expresada en
fotones por unidad de area y de tiempo, en funcion de la longitud de onda expresada en handémetros.
La linea azul fue calculada cada 10 nm y la linea roja cada 50 nm (modificada de
http://rredc.nrel.gov/solar/spectra/am1.5/). Las barras horizontales a color denotan el rango
maximo de absorcién de los diferentes tipos de pigmentos que existen en los organismos
fotosintéticos. Las barras negras representan el rango de absorcion de los centros de reaccion cuyo
maximo estd indicado por el niimero. Abreviaturas: AF a®, subunidad alfa b de la aloficocianina;
Lewm, polipéptido de union del nucleo del ficobilisoma a la membrana; FE I, ficoeritrina con
urobilina y eritrobilina; FE, ficoeritrina con ficoeritrobilina Unicamente; FC, ficocianina; AF,
aloficocianina. BClor, bacterioclorofila; Clor, clorofila; FS, fotosistema; CR, centro de reaccion;
CCL, complejo cosechador de luz de las plantas; Pch, proteina unidora de clorofila en
cianobacterias; Peos, maximo de absorcion del par especializado del FSII; P7oo méximo de
absorcion del par especializado del FSI; Ps4o, maximo de absorcion del par especializado de
Rhodobacter spheroides; Ps7o, maximo de absorcion del par especializado de Chlorobium tepidum;
Pgeo, méximo de absorcion del par especializado de Blastochloris viridis. Figura y texto modificado
de Barrera-Rojas et al., 2016.
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Una forma de clasificar a los procariotas oxofototrofos es por el tipo de croméforos
que contienen sus holoproteinas (proteinas que unen cromoforos). Hasta antes de 1977
las cianobacterias eran bacterias que contenian Chl a vy ficobiliproteinas, (estos dos
pigmentos y su fluorescencia les confieren el tono cian con el que eran comdanmente
asociadas) y el grupo de los Prochlorales contenia los demas organismos procariotas que
realizaban fotosintesis oxigénica y que ademés de clorofila a contenian clorofila b en
lugar de ficobiliproteinas. Dos organismos son representativos de este grupo taxonomico;
Prochloron (Lewin, 1975), un simbionte del invertebrado Ascidias y Prochlorotrix

(Burger-Wiersma et. al. 1986), una bacteria filamentosa de vida libre.

En 1988 la Dra. Penny Chisholm aislé un organismo marino muy pequefio que
contenia de igual manera un tipo de clorofila b (divinil clorofila b é Chl b2) ademas de
divinil clorofila a (Chl a2). Descubrié diversas especies del género ahora denominado
Prochlorococcus, que, por contener estos tipos de clorofilas, pueden vivir desde la
superficie marina hasta el limite de la zona fotica (-200 m), donde predominan y por lo
que ahora se sabe, son los organismos mas abundantes del picoplanton marino y
contribuye de manera importante a la produccién de oxigeno y biomasa a escala global
(Chisholm et al., 1988). Ninguno de estos tres organismos contiene las ficobiliproteinas
necesarias para formar un ficobilisoma, lo cual sugiri6 que podrian ser descendientes
directos del primer cloroplasto debido a que contiene clorofila b y las proteinas antena
son parte integral del tilacoide igual que en eucariontes oxofotétrofos. Sin embargo,
estudios posteriores del rRNA 16S sita a estos organismos muy adelante en el arbol
genealdgico del super reino cianobacteria, descartando la teoria del ancestro del
cloroplasto. La especie de cianobacteria viva que tiene mas semejanza con el cloroplasto
es Gloeobacter violaceus, vive en agua dulce y no tiene membrana tilacoidal, por lo que
sus maquinaria fotosintética esta embebida en la membrana citoplasmatica, conteniendo
ademas un enorme ficobilisoma de aproximadamente 10 MDa y carece de clorofila b.
Estudios recientes sobre las secuencias de la subunidad Psal del FSIy sus asociaciones
en supercomplejos sugieren que el cloroplasto podria descender de una antigua

cianobacteria filamentosa (Li et al., 2014).
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Transiciones en el espectro de absorcién de las clorofilas

Las clorofilas presentan dos bandas de absorcion en las regiones azul (400-470
nm) y roja del espectro visible (600-700 nm), lo cual esta definido por su estructura
quimica, es decir, las caracteristicas de los espectros de absorcién de cada tipo de
clorofila estan relacionadas con las distintas modificaciones quimicas en la periferia del
macrociclo y su estado de oxidacion (Fig. 3). El espectro de absorcion nos da informacion
de la estructura quimica de la molécula y muestra la probabilidad de que a fotones de
cierta longitud de onda (energia) sean absorbidos por la nube de electrones de dicha
molécula (Fig. 5). Cuando una molécula de clorofila absorbe un foton, la energia eleva
un electron a un orbital exterior (mas energético) y se denomina estado excitado del
electron, a cada espacio entre orbitales le corresponde una cantidad de energia puntual.
Es necesario que el foton incidente tenga dicho valor de energia para elevar un electron
desde su orbital en estado basal (HOMO) hasta un orbital vacio energéticamente superior
(LUMO). El arreglo de los dobles enlaces alternados en la molécula de clorofila (lamado
via de resonancia), le confieren los valores energéticos de absorcion en el lado del
espectro azul y rojo los cuales corresponde a la energia precisa que pueden llevar a sus
electrones a un estado excitado. Para las bacterioclorofilas, clorofilas, carotenos y bilinas
cuyos colores percibimos, las longitudes de onda de estos fotones estan entre los 400 y

820 nm (espectro visible y cercano infrarrojo).

Cuando un electron salta a un nivel energético superior se dice que la molécula se
encuentra en un estado excitado designado como singulete. En un tiempo muy corto (del
orden de los 10 ns) la energia absorbida puede ser reemitida al medio por dos diferentes
procesos: la fluorescencia y, los procesos no radiativos; o puede ser utilizada en el
proceso fotoquimico. La fluorescencia es un fenomeno de relajacién en el cual se emite
un cuanto de luz de menor energia que el absorbido, permitiendo que el electron excitado
regrese a su estado basal. Este fenOmeno puede ser seguido por el espectro de emision
de la molécula que absorbe y el cual dara informacién sobre el entorno cercano de la

molécula y las caracteristicas de la energia emitida.
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Los fendmenos no radiativos consisten en la liberacién de la energia absorbida por
medio de la disipacion calorifica. Este proceso se favorece sobre el de fluorescencia
cuando la molécula posee una superposicion de subestados entre el estado excitado y el
estado fundamental, es decir, la energia se emitira en pequefios incrementos los cuales
no generan calor. Finalmente, el proceso fotoquimico es aquel donde la energia
absorbida es utilizada para generar un flujo de electrones, este fendmeno requiere de un

par especializado de clorofilas (Chen, 2014).

La banda de absorciéon en la zona roja del espectro que va de los 640 a los 690
nm es llamada transicion de momento permitida Qy. Esta es la zona de absorcion de
menor energia y de la cual, la energia es liberada por la clorofila en forma de
fluorescencia. Esta banda esta correlacionada con las modificaciones estructurales de la
molécula sobre el eje y de la molécula de clorofila (Fig. 3a). Asi mismo, las modificaciones
sobre el eje x (Fig. 3a), se ven reflejadas en el tamafio y forma de la zona del espectro
de absorcion Qx (Fig. 5).
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Fig. 5 Espectros de absorcion de divinil clorofila a y b. Se indican las transiciones de momento
permitidas Qy y Qx para Chl a; (negro) y Chl b, (azul). Los croméforos fueron separados por HPLC,
el solvente de elucion fue evaporado y las muestras fueron resuspendidas en acetona 80%.
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Los espectros de absorcion de la Chl a2y Chl b2 mostrados en la figura 5, son
ejemplos de modificaciones en el espectro de absorcién debidas a modificaciones
estructurales. En los picos entre 630 y 690 nm, los cuales corresponden al eje y de las
Chlz, el cual transecta la molécula del carbono C17 al C7 (Fig. 3a). La oxidacion del grupo
metilo del C7 (R7 en Fig. 3a) de la Chl a2 para formar la Chl b2, disminuye la probabilidad
de absorcién en la zona de rojo Qy debido a la modificacion de la nube electrénica por la
electronegatividad del atomo de oxigeno (Hoober, 2012). Estas modificaciones tienen
relevancia en la absorcién y transferencia de energia de los fotosistemas; ademas, estan
relacionadas con los ligandos con los que se coordinan cada tipo de clorofila y el
ensamblaje de las antenas (ver mas adelante, Holoproteinas antena).

Biosintesis de las clorofilas

Las clorofilas tienen como precursor la protoporfirina IX, al igual que los hemos y
la cobalamina (vitamina B12), este se forma de la condensacion de glutamato en plantas,
ACRhaea y Cyanobacteria (Fig. 6, flecha 1a), o succinil-coenzima A y glicina en Fungi,

a-proteobacterias y animales (Fig. 6, flecha 1b).

El primer paso en la sintesis de la clorofila es la uniéon de un 4tomo de magnesio
a la estructura de la protoporfirina X, esta reaccion es muy costosa, requiere de 15 ATP’s
por atomo de magnesio (Fig. 6, flecha 4), y es realizada por una enzima guelatasa. La
estructura proteica de esta enzima se encuentra muy conservada desde las

cianobacterias hasta las plantas superiores.

El siguiente paso consiste en la metilacion del propionato que se encuentra unido
al carbono C13 (Fig. 3a, Fig. 6, flecha 6). Esta reaccion es realizada por la enzima S-
adenosil-L-methionina transferasa (SAM), la cual es una de las denominadas donadoras
universales de metilos, debido a que realiza esta misma funcién en diferentes rutas

metabodlicas.
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El siguiente paso es la ciclacion del quinto anillo (o anillo E) a través de una
reaccion de oxidacion y la adiccion de un oxigeno, la cual formaré la 8-vinil protoclorofilida
(Fig. 6, flecha 7), justo este iso-ciclo es lo que distingue a la clorofila de otros tetrapirroles.
La enzima encargada de esta reaccion es llamada Mg-Protoporfirina IX monometil éster

ciclasa y en cianobacterias es dependiente de oxigeno.

Los siguientes dos pasos consisten en la reduccion de enlaces insaturados. El
primero de ellos es llevado a cabo por una reductasa dependiente de NADPH la cual
reduce el doble enlace del vinilo del carbono 8. Esta enzima no esta presente en el
genoma del género Prochlorococcus, asi que la 8-vinil protoclorofilida continua en el

proceso biosintético hacia la Chl a.

En el caso de las otras cianobacterias la protoclorofilida a (metabolito con el vinilo
reducido) y la 8-vinil protoclorofilida, en Prochlorococcus, son reducida en el anillo D,
entre el carbono C17 y C18 (Fig. 6, flecha 9) por una reductasa dependiente de luz. Esta
enzima es muy peculiar ya que puede reducir ambos sustratos con la misma velocidad,
es decir, tiene la misma afinidad por ambos y es de las pocas enzimas que se sabe son

activadas al absorber luz.

El dltimo paso es la esterificacion de la cadena hidrocarbonada o fitol al metabolito
clorofilida para formar la Chl a2z o la Chl a (Fig. 6, 10). Esta reaccion es realizada por la
Sintasa de clorofila a. Existen otras cuatro clorofilas: b, ¢, d y f, las cuales se encuentran

en el aparato fotosintético de algunos oxofototrofos (Fig. 3).

Para la sintesis de clorofila b se parte de la clorofilida a, a la cual se le agrega un
formilo en el carbono C7 por la enzima clorofilida a oxigenasa (CAO) usando NADPH y
una deshidratacion que no requiere enzima (Fig. 6b). CAO es una enzima de Rieske,
qgue se encuentra conservada en todos los organismos oxofotétrofos, sin embargo, esta
similitud no es muy clara para el género Prochlorococcus (Rocap et al., 2003). La Sintasa
de Chl d, no se ha identificado, sin embargo, se sabe por experimentos con oxigeno

maCRado (O*®) que esta se obtiene a partir de Chl a.

El reciente descubrimiento de la Sintasa de la Chl f, en la cianobacteria

Leptolyngbya JSC-1, mostro que un paralogo de la subunidad D1 o PsbA (parte del centro
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de reaccion del FSIl) es la responsable de tal reaccidon. Esta enzima une clorofilas y por

lo tanto lleva a cabo una reaccién dependiente de la luz, o fotooxidaciéon (Ho, et al., 2016).

Las bacterioclorofilas (BChl) que son utilizadas en la maquinaria fotosintética de
las bacterias que no producen oxigeno (anoxigénicas), requieren pasos extra para su
sintesis partiendo de la clorofiida a. Aunque biosintéticamente la Chl a podria
considerarse mas antigua que las BChl’s, la primera es exclusiva de los oxofototrofos,
que son los organismos con las proteinas de los fotosistemas mas modernas (mas
derivadas en los analisis filogenéticos), lo cual despierta interrogantes en la evolucion de
los pigmentos y las proteinas que los unen en el proceso de la fotosintesis (Hohmann-
Marriott & Blankenship, 2011).
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Fig. 6 Biosintesis de la clorofilaay b. a. La protoporfirina X es el precursor de todas las clorofilas
y los hemos. Esta se puede obtener por dos vias: la condensacién del glutamato y por la unién de
Se pueden describir 10 pasos desde la formacion de 5
aminolevulinato hasta la clorofila a (flechas verdes). En este proceso estan involucradas variadas
enzimas que en general se encentran muy conservadas en todos los oxofototrofos. b. La sintesis de
la Chl b parte de la clorofilida a (Chlide a) en dos pasos sucesivos de oxidacion La enzima
oxigenasa CAO sustituye el metilo del anillo Il por un formilo. Posteriormente es esterificada con

succinil coenzima A y glicina.

el fitol. Modificado de Chen (2014).

35

——
| —



Carotenoides

La trasferencia de energia en los fotosistemas y antenas de los oxofotétrofos,
ademas de las clorofilas involucra a otros cromoforos llamados carotenoides. Estas
moléculas estan formadas por una estructura isoprenoide de enlaces alternados que les
permite absorber energia entre los 400 y 550 nm. Presentan una cadena lineal de 22
carbonos y pueden ser ciclicos o aciclicos en los extremos (Fig. 7). Se pueden clasificar
en dos tipos: carotenos, los cuales solo contiene moléculas de carbono e hidrogeno y las

xantofilas, que ademas contiene oxigeno (hidroxi, epoxi y ceto carotenos).
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Fig. 7 Biosintesis de los principales carotenos en cianobacteria. Las flechas de colores representan
las rutas metabdlicas en las cianobacterias: Anabaena y Nostoc (roja), Synechocystis (morada),
Thermosynechococcus (verde) y Synechococcus (azul). Modificado de Takachi & Mochimaru,
2007.

Los carotenoides no solo funcionan como cromoforos que absorben y transfieren
energia a la Chl, ademas, evitan los estados excitados de la clorofila (Chl®) y el estado
singulete del oxigeno (disipando su energia en forma de calor) y estan involucrados en

el ensamble y estabilidad de los fotosistemas (Frank et al., 1999).
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Estas moléculas son sintetizadas por una amplia gama de organismos en los tres
dominios de la vida, las cianobacterias se caracterizan por sintetizar carotenos como el
B-caroteno, sus derivados hidroxilados: zeaxantina y nostoxantina, los cetocarotenos:
equinenona y canthaxantina y los gluco-carotenos: myxol-glucésido y oscillol diglicésido
(Takaichi & Mochimaru, 2007).

Biosintesis de carotenoides en cianobacteria

La biosintesis de los carotenos inicia con el isoprenoide de cinco atomos de
carbono, isopentenil pirofosfato (IPP), el cual es el precursor, ademas, de los terpenos,
quinonas y esteroles. El IPP se puede sintetizar por dos rutas metabdlicas diferentes: la
ruta clasica del mevalonato y la ruta de la deoxi-xilulosa fosfato (DOXP). En cianobacteria
solo se encuentran las enzimas para la ruta DOXP. Ocho moléculas de IPP en total, se
condensan: primero tres moléculas y posteriormente una molécula més para tener el
isoprenoide de 20 carbonos llamado geranil pirofosfato (GPP). Posteriormente dos
moléculas de GPP son condensadas para formar el primer caroteno llamado fitoeno. Se

requieren cuatro desaturaciones para la formacién de licopeno (Fig. 7).

Las enzimas relacionadas con la sintesis de otros carotenos como el 3-caroteno,
son llamadas ciclasas, en MIT9313 existen dos proteinas que realizan la ciclacion del
licopeno en uno de los extremos: CrtL-b y CrtL-e. CrtL-e es la enzima que cicla la inona
en posicion alfa para el a-caroteno a partir de licopeno (Stickforth et al., 2003). De
manera interesante, CtrL-e puede formar también B-caroteno a partir de y-caroteno (Fig.
8). Los carotenos presentes en Prochlorococcus marinus MED4 muestran que existen
hidroxicarotenos (criptoxantina y zeaxantina) pero no cetocarotenos ni glucocarotenos
(Takachi & Mochimaru, 2007). Sin embargo, se ha demostrado que la composicién de
carotenos en el aparato fotosintético depende de las condiciones de crecimiento, como

la intensidad de la luz y la disponibilidad de nitrégeno (Olaizola & Duerr, 1990).
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La produccion de cetocarotenos y mixol-glucésidos, se ha reportado para algunas
cianobacterias (Takaichi et al., 2005). Estas moléculas son de gran interés y solo apenas
se estan determinado sus estructuras quimicas y su funcion en el aparato fotosintético

de cianobacterias, algas y plantas.
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Fig. 8 Sintesis de carotenoides en Prochlorococcus marinus MEDA4. Los nombres de las enzimas
ciclasas se encuentran indicadas entre paréntesis (Takachi & Mochimaru, 2007).
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Fotosistemas

Los fotosistemas son arreglos de proteinas asociadas a los tilacoides que
coordinan diversos cofactores y se encuentran asociados como multimeros cuyas masas
moleculares pueden ser del orden de los mega Daltones (MDa.). Los fotosistemas se
pueden dividir en dos secciones fisicas: el centro de reaccion (CR) y las antenas

proximales.

El los CRs hay un par especializado de clorofilas, donde la energia luminosa es
transformada en un flujo de electrones. Los electrones fluyen a través de otras clorofilas
o feofitinas (primer aceptor) hasta llegar a una quinona, si el siguiente cofactor es otra
quinona se trata de un CR del tipo Q o tipo Il, si el CR tiene un ndcleo de atomos de fierro-
azufre (Fe-S) se trata de un CR del tipo Fe-S o tipo I. Solo los organismos oxofototrofos
cuentan con ambos tipos de CR, el tipo Q en el FSIl y el tipo Fe-S en el FSI trabajando
en serie (Fig. 9).

El centro de reaccion del FSI en cianobacterias produce un reductor muy fuerte (-
1V) que es capaz de reducir al NADP*. El centro de reaccion del PSII produce un oxidante
muy fuerte (+1.2 V) que es capaz de arrancar electrones del agua, la cual es un donador
muy débil de electrones. Se ha hipotetizado que estos dos centros tienen un antepasado
comun del cual evolucionaron debido a que la topologia de sus hélices transmembranales
y arreglo de los cofactores es muy parecida, aunque las secuencias de aminoacidos de

ambos centros de reaccion no presentan una relacion importante (Blankenship, 1992).

Los cofactores de los centros de reaccion se encuentran coordinados entre dos
subunidades de cinco a-hélices transmembranales cada una. Estas proteinas no son
idénticas, por lo que, a esta asociacion se le denomina heterodimero (Fig. 10). En otras
bacterias anoxigénicas, los cofactores del centro de reaccion estan coordinados por

proteinas idénticas u homodimeros.
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Fig. 9 Cofactores de los centros de reaccion tipo | y 1. I1zquierda. Cofactores del CR tipo | o Fe-S
presentes en el FSI. Se muestra el par especializado de clorofilas o P7oo (rojo y azul), las clorofilas
0 aceptores primarios (verde), las filoquinonas (esferas blancas y rojas) y los centros Fe-S (esferas
amarillas y ocres). Derecha. Cofactores del CR tipo Il 0 Q presentes en el FSII. Se muestra el
complejo productor de oxigeno (esferas grises y rojas), la tirosina activa o Z (bastones blancos), el
par especializado de clorofilas o Peso (bastones blancos), las feofitinas o primeros aceptores
(esferas blancas), las quinonas (bastones y esferas pequefias blancas) y el atomo de fierro
(amarillo). Modificado de Barrera-Rojas et al., 2016.

La mayor parte de las clorofilas y carotenos (Car) en los fotosistemas, se
encuentran coordinadas por seis a-hélices transmembranales y son denominadas
antenas proximales. En el FSI los genes de las antenas proximales se encuentran
fusionados con los genes del CR, por lo que, los productos génicos son proteinas de 11
a-hélices transmembranales (PsaA y PsaB), en total estas dos proteinas pueden
contener hasta 79 Chl y 13 Car (Fig. 10a). En el FSII las antenas proximales son las
proteinas CP43 y CP47, las cuales coordinan 13 Chl, 4 Car y 16 Chl, 5 Car,

respectivamente (Fig. 10b).
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Fig. 10 Centros de reaccion y antenas proximales de los fotosistemas en cianobacteria. a. CR y
antenas proximales del FSI. Se muestran en cilindros las a-hélices de las subunidades PsaA (gris)
y PsaB (cian), estas subunidades contienen las clorofilas de las antenas proximales. b. CR y antenas
proximales del FSII. Se muestran en cilindros las a-hélices de las subunidades del CR PsbA (rojo)
y PsbD (café) y las antenas proximales CP43 (morado) y CP47 (azul). Las clorofilas se muestran
en bastones verde y los carotenos en esferas naranjas. Se usaron los cristales del PDB 2AXT (Loll
et al., 2005) y 1JBO (Fromme et al., 2001) para modelar el FSII y FSI, respectivamente.




Fotosistemal |

El cristal del FSI de Thermosynechococcus elongatus (Fromme et al., 2001) esta
compuesto por 12 subunidades. Las subunidades PsaA y PsaB, constituyen el 64 por
ciento de la masa molecular total de un mondémero del FSI (Fig. 11, superficie
translucida). Las subunidades PsaC, PsaD y PsaE se encuentran unidas PsaA y PsaB
por el lado del citoplasma. Estas subunidades coordinan los centros Fe-S y permiten el
anclaje de la proteina ferredoxina (Fig. 11, tonos rojos). Siete subunidades pequefas
rodean el heterodimero PsaA-B. Las subunidades Psal, Psal y PsaM se encuentran
préximas a Chl y Car. Se encuentras dispuestas en la parte interna del trimero del PSI
(Fig. 11, tonos azules) y se ha descrito que participan en la transferencia de energia entre
mondmeros. Psal tiene tres pases transmembranales, coordina tres Chl, un &tomo de
calcio y dos carotenos. Esta subunidad es el area de contacto entre los monémeros del
FSI. En el lado contrario de la zona de trimerizacion del PSI se localizan las subunidades
hidrofébicas PsaF, PsaJ y PsaX, a estas subunidades se encuentran proximas algunas
Chly Car (Fig. 11, tonos violetas). PsaF es una proteina que presenta tres dominios, uno
de cada lado de la membrana y una hélice hidrofobica. Esta subunidad esta involucrada
en el anclaje del acarreador de electrones soluble plastocianina en el lumen del tilacoide.

La subunidad PsaK se encuentra a un lado de PsaA y coordina una molécula de Chl.

En total 127 cofactores de los cuales 96 son Chly 22 son carotenos, se encuentran
unidos a proteinas hidrofobicas en el FSI. Al comparar el cristal de cloroplasto de plantas
(PDB 2001) con el de cianobacterias (PDB 1JB0), 80 Chl se encuentran en la misma
posicion, es decir, durante los miles de millones de afios que separan el evento
endosimbiético de los actuales organismos fotosintéticos (plantas y cianobacterias) la

topologia de la mayoria de las Chl del FSI se han conservado (Amunts et al., 2007).
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Fig. 11 Subunidades del fotosistema I. En colores translucidos se muestra las subunidades del
centro de reaccion de la figura 9a. Arriba. Vista citoplasmatica. Abajo. Vista lateral de la zona de
trimerizacion. Los nombres de cada subunidad que rodean el centro de reaccion se indican (Psa).
Los cofactores que se encuentran cerca de cada subunidad se encuentran indicados de la siguiente
manera: clorofilas bastones verdes; carotenos esferas naranja; nucleos Fe-S rojo y amarillo.
Figura realizada usando el cristal del PDB 1JBO (Fromme, et al., 2001).




Fotosistema ll

El cristal del FSII de Thermosynechococcus vulcanus (Tanaka, et al., 2017)
muestra 19 subunidades de las 22 asignadas a su estructura. El centro de reaccion
formado por las subunidades PsbA y PsbD, junto con las antenas proximales CP47
(PsbB) y CP43 (PsbC), constituyen el 46 % de la masa molecular total de un monémero
del FSII (Fig. 12, superficie translucida). ElI FSII al contrario del FSI no presenta
subunidades que sobresalgan en el lado citoplasmético, solo en el lado luminal del
tilacoide. Las subunidades PsbO, PsbU y PsbV son proteinas hidrosolubles y las dos
Gltimas son caracteristicas de cianobacterias (Fig. 12, tonos azules). Solo PsbO, se
encuentra también en plantas. Estas tres proteinas estan involucradas en la
estabilizacion del sistema productor de oxigeno, formado por cuatro atomos de
manganeso y uno de calcio (Fig. 12, esferas 4Mn-Ca). De manera interesante, PsbV
coordina un grupo hemo y su estructura es muy parecida al acarreador de electrones
luminal, citocromo cs. Las subunidades intrinsecas de membrana que rodean el centro
de reaccién son PsbE, PsbF, PsbH, PsbJ, PsbK y PsbZ. Dos de ellas, PsbE y PsbF,
coordinan un grupo hemo. Su funcién ain no ha sido dilucidada, sin embargo, su delecion
resulta en la perdida de funcion del FSII (Pakrasi et al., 1988). En la zona de dimerizacion
se encuentran las subunidades PsbL, PsbM y PsbT, las cuales forman contactos

hidrofébicos con lipidos y permiten la formacion del dimero del FSII.

El FSII coordina 35 Chl y 11 Car. A diferencia de la antena proximal del FSI, a la
del FSII le faltan las 50 clorofilas de la zona central. Se ha sugerido que la falta de estas
Chl esta relacionada con la diferencia de eficiencia entre el FSI (99.5%) y el FSII (80%),
ademas, de la notoria dominancia de la fluorescencia de este Ultimo en los espectros de
emisién de organismos fotosintéticos (Fromme & Grotjohann, 2008). Los carotenos en
este cristal fueron modelados utilizando el B-caroteno debido a la falta de resolucién, sin
embargo, en analisis del FSII de plantas, utilizando crio-microscopia y que alcanzan mas
resolucién, se puede distinguir una distribucién heterogénea de estos pigmentos. Los [3-
carotenos se encuentran en zonas cercanas al centro de reaccion, mientras que las

xantofilas se encuentran en las antenas distales (PDB 3JCU).
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Fig. 12 Subunidades del fotosistema Il. En colores translucidos se muestra las subunidades del
centro de reaccion de la figura 9b. Arriba. Vista citoplasmatica. Abajo. Vista lateral de la zona de
dimerizacién. Los nombres de cada subunidad que rodean el centro de reaccion se indican (Psb).
Los cofactores que se encuentran cerca de cada subunidad se encuentran indicados de la siguiente
manera: clorofilas bastones verdes; carotenos esferas naranja; nucleos Fe-S rojo y amarillo.
Figura realizada usando el cristal del PDB 5B66 (Tanaka, et al., 2017).




Antenas fotosintéticas

Las antenas fotosintéticas (antenas) son una asociacion de croméforos unidos o
coordinados por los residuos de aminoacidos de una proteina, y, cuya funcién primordial
es la de aumentar la cantidad de luz absorbida y transferir su energia a los CR de los
fotosistemas. Las antenas que se han descrito hasta el momento pueden utilizar tres tipos
de cromoforos: las clorofilas (incluyendo la bacterioclorofila y clorofilas c-like), las
ficobilinas y los carotenoides. En cianobacterias existen familias de proteinas que unen

especificamente a cada croméforo.

Todas las antenas fotosintéticas de cianobacterias comparten ciertas
caracteristicas. Absorben luz de longitudes de onda en los espectros visible e infrarrojo
cercano. Al absorber la luz se genera un estado excitado, el cual debe tener una vida
media suficientemente larga y el arreglo de los cromoéforos debe ofrecer una ruta de

transferencia de la energia hacia los centros de reaccion.

Las ficobilinas son estructuras tetrapirrélicas no ciclicas que se encuentran, en su
mayoria, unidas covalentemente a residuos de cisteina en proteinas hidrofilicas llamadas
ficobiliproteinas. Estas forman estructuras hexaméricas en forma de anillos que a su vez
se agrupan para formar estructuras cilindricas o rods. Los rods pueden ser de ficoeritrina
o ficocianina. La ficoeritrina (FE) tiene un maximo de absorcion a ~575 nm y usa como
cromoforos la ficoeritrobilina y en menor medida la ficourobilina. La ficocianina (FC) se
encuentra en todas las cianobacterias (excepto en Prochlorofitas), tiene un pico maximo
de absorcibn a ~620 nm y usa la ficocianobilina como cromoéforo. Los brazos se
acomodan siguiendo un patrén termodinamico que permite la transferencia de energia
hacia un core de aloficocianina (~650 nm). Este tipo de proteina une al croméforo
ficianobilina. Estos tres tipos de holoproteinas se encuentran ensambladas por proteinas
linkers formando el ficobilisoma (FBS). Este complejo macromolecular se encuentra
asociado a los tilacoides por el lado citoplasmatico, donde puede transferir la energia
captada a los fotosistemas (Fig. 13). Complementan la absorcion de la luz debida a las
antenas de clorofila, absorbiendo la zona de espectro electromagnético correspondiente

al color verde.

46

——
| —



seamitie mtm z

!
\\ *§\ ‘-.‘ ~r ( \\ N \\ x)

Fig. 13 Modelo del ficobilisoma hemidiscoidal de Synechococcus PCC 7335. Se muestra su nicleo
tricilindrico de aloficocianina (aqua) y brazos compuestos de ficocianina (azul) y ficoeritrina
(morado). En dorado se encuentra el dimero del fotosistema Il, principal aceptor de la energia
captada por el ficobilisoma. Modificado de Barrera-Rojas et al., 2016.

Las clorofilas y los carotenoides se encuentran coordinados o unidos a proteinas
de la superfamilia CP43-like. Esta superfamilia de proteinas son hidrofébicas de seis a-
hélices transmembranales que coordinan Chl’s en residuos de histidina y glutamina, los
cuales se encuentran conservados en cianobacterias (Fig. 14, circulos rojos). Cerca del
67% de los genomas de cianobacterias actualmente secuenciados, contiene genes que
codifican para proteinas CP43-like (Shih et al., 2013). Dentro de esta familia se
encuentran las proteinas del CR del FSI, PsaA y PsaB (solo las ultimas seis a-hélices del
N-terminal); las proteinas antena del PSII, CP43 y CP47 (Fig. 14c); las proteinas antenas
de Prochlorofitas que unen Chl a/b o Pcb (Fig. 14a); las proteinas antena de estrés
inducidas por escasez de fierro en el medio o Isi (Fig. 14b); y algunas proteinas
hipotéticas cuya secuencia de aminoacidos sugiere que unen Chl’'s y Car’s (Shih et al.,
2013), pero cuya expresion e inclusion en el aparato fotosintético solo se ha probado para
la cianobacteria Leptolyngbya sp. cepa JSC-1 (Shen et al., 2016).
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El ficobilisoma y los fotosistemas con Chl a son el sello caracteristico de las
cianobacterias. Sin embargo, existen géneros de cianobacterias bien definidos que no
usan ficobilisoma y ademéas de Chl a, usan Chl b en sus antenas membranales
(anteriormente descritos en la seccion: La clorofila). Prochloron sp. y Prochlorothrix
contienen Chl a'y Chl by, Prochlorococcus marinus contienen Chl a2 y Chl b2. Estos dos
tipos de Chl b se encuentran asociados a proteinas denominadas Pcb (Protein a/b
chlorophyll-binding). Estas proteinas pertenecen a la superfamilia CP43-like, poseen 6 a-
hélices transmembranales, pero difieren de CP43 por la ausencia de ~100 aminoacidos
en el loop entre la a-hélice 5 y la 6 (C-Terminal). Esta caracteristica es compartida con
las proteinas inducibles por estrés de fierro, ISiA (Fig. 14).

i
!

Limen

PcbA IsiA CP43 e

Fig. 14 Topologia de las proteinas de la superfamilia CP43-like. a Proteina que une Chl a/b en
Prochlorofitas (351 aa; 38.36 kDa). b Proteina inducida por escasez de fierro (342 aa; 37.22 kDa).
¢ Antena proximal del FSII, CP43 (472 aa; 51.76 kDa). La diferencia en el nimero de aminoacidos
es atribuida principalmente a la cantidad de ellos en el loop E (amarillo). Los sitios conservados
de unidn a clorofila se indica en ciCR ulos rojos (modificada de Chen & Bibby, 2005).
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Transferencia de energia por resonancia en las antenas fotosintéticas:
Teoria de Forster

En la fotosintesis, decenas de croméforos cercanos (no mas de 5 nm) anclados a
proteinas tiene la capacidad de absorber y transferir la energia en un proceso
denominado transferencia de energia por resonancia de Forster (1948). Este fendmeno
no-radiativo ocurre en el orden de los nanosegundos y es muy sensible a la variacion de
distancia entre el aceptor y el donador (Ec. 2). La descripcion matematica de este
fenémeno lo define como, un proceso de transferencia de energia derivada de una
interaccidn de resonancia inductiva por la transferencia de momento dipolar entre dos
moléculas. Este proceso es llamado interaccion de Coulomb dipolo-dipolo, la cual varia
inversamente a la sexta potencia de la distancia entre una molécula donadora y otra
aceptora segun la ecuacion de Forster para la transferencia de energia entre un fluoréforo

y un cromoforo (Ec. 2).

Un ejemplo clasico de un fendmeno resonante donde hay transferencia de energia,
es el que ocurre entre dos diapasones finamente sintonizados. Cuando un diapasén
vibra, puede transferir su energia mecénica por medio del aire al otro diapason. En las
antenas la energia transferida entre cromoforos no es mecénica sino definida por la
longitud de onda y la frecuencia, que puede ser definida por un campo vectorial eléctrico
y un magnético, es decir, electromagnética. Cuando la luz es absorbida por un cromoforo
(molécula donadora), su estado excitado esta definido por una funcién de onda, la cual
se debe traslapar con la funcién de onda del estado basal de otro croméforo (molécula

aceptora). Este proceso se ve modificado, por la orientacion de las moléculas (k), el
sobrelapamiento del espectro de emision del donador con el espectro de absorcion del
aceptor (/) y el tipo de solvente donde se realicen las mediciones (n). Aunque lo anterior

sugiere que existe transferencia de energia radiativa, no es asi. La fluorescencia no esta
involucrada directamente en el proceso de transferencia de energia de Forster, aunque

es una funcion para poder calcularla.
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Donde:

kr = Energia de transferencia
tp = Tiempo de vida del donador (estado exitado)

¢p = Eficiencia cuantica de la fluorecencia del donador

K = Factor de orientacién de las moleculas donadora y aceptora
N4 = Namero de Avogadro

Jr = Sobrelapamiento del espectro de fluorescencia del donador y
el espectro de absorcion del acceptor

R = Distancia entre la molécula donadora y la aceptora

n = Indice refractivo promedio de el medio en la region de sobrelapamiento
de los espectros

Aungue la teoria de la transferencia de la energia de excitacion de Forster es un
modelo que describe la transferencia de energia de la ficocianina hacia la Chl a en
cianobacterias, existen casos donde no es aplicable. Para distancias entre croméforos
menores a 5 A las interacciones entre los orbitales moleculares ganan relevancia,
actualmente se conocen algunas aproximaciones a estos casos llamados: acoplamiento
electrénico y sobrelapamiento de orbitales moleculares. Estos modelos se basan en el
hecho de que los electrones no estan asociados con una molécula en particular cuando

los orbitales se encuentran tan cerca que se sobrelapan (Braslavsky et al., 2008).
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Funcion de los carotenoides en las antenas fotosintéticas

Como se ha mencionado con anterioridad los carotenoides estan involucrados en
varios procesos dentro del fendmeno fotosintético. Ayudan al plegamiento y estabilidad
de los fotosistemas y antenas, protegen a los organismos contra el dafio oxidativo debido
a especies reactivas del oxigeno, tienen la capacidad de desactivar (quenching) el estado
triplete de la Chl (Chl®) y tienen la capacidad de absorber energia, la cual, dependiendo
de su intensidad, puede ser disipada o transferida a la Chl. Los carotenoides aumentan
la absorcion de los organismos fotosintéticos en la region del color azul y verde,

complementando el uso del espectro caracteristico de la biosfera (Fig. 4).

El estudio de la transferencia de energia de los carotenoides a las clorofilas es
complicado, debido a que no puede ser descrita satisfactoriamente por la teoria de
Forster, debido a la cercania de ambos cromoforos en los fotosistemas y antenas.
Ademas, los carotenoides presentan la peculiaridad de no absorber luz en su primer
estado de excitacion (S,), sino, en su segundo estado de excitacion (S,). A partir de S, los
carotenoides pueden trasferir energia al nivel energético de la banda Q,., o previamente,
presentar un proceso de relajacion energética vibracional hacia S; para después transferir
la energia al nivel energético de la banda Qy (Fig. 15) de la Chl. Después de la absorcion
de la energia de la luz, la relajacion puede estabilizarse en orden de los 5 x 107 1¢ s en el
nivel S;. Este estado solo esta permitido para la disipacion o transferencia de energia por
eso se le llama dark state. En estos niveles de energia la polaridad del carotenoide es
relevante para definirlos, logrando tener estados mas energéticos que Si (Fig. 15, lineas
punteadas). La energia de S22y S1 se transfiere a los estados permitidos de las bandas
Qx Y Qy, con una variacion de tres ordenes de magnitud, aunque la mas probable es la
mas lenta; de S1 a Qy, 63%, con respecto Sza Qx, 25 % (Fig. 15, linea continua y linea
ancha). La transicion energética de vida mas larga es la fluorescencia de la Chl a, con

los 3.7 x 102 s de vida media (Zigmantas et al., 2002).
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Fig. 15 Esquema de niveles y transferencia de energia entre la peridinina y la clorofila a. So denota
los estados basales de ambas moléculas. La xantofila peridinina absorbe energia de magnitud igual
a su segundo estado excitado (Sz). En este fendbmeno existen procesos de relajacion entre 50 fs y
0.7 ps hacia el primer estado de excitacién S; 0 a un estado de transferencia intermolecular de
carga o ICT (lineas de puntos). La transferencia de energia a la Chl a se da entre los 200 fs y los
3 ps hacia las bandas Qxy Qy, respectivamente. La probabilidad de que la transferencia de energia
se realice de Si/ICT a Qy es mas alta (flecha ancha). El retorno al estado basal de la clorofila So
se da en el orden de los 3.7 ns (linea discontinua). Modificado de Zigmantas et al., 2002.

Coordinacion de clorofilas

Las modificaciones estructurales de las clorofilas no solo les dan las
caracteristicas absortivas sobre las que funciona el aparato fotosintético. Ademas,
establecen el tipo de asociacion con las proteinas antena. La Chl a es considerada un
acido de Lewis, es decir, posee orbitales vacios que pueden aceptar un par de electrones
para formar un enlace coordinado. La Chl a puede encontrarse coordinada por el grupo
rico en electrones, imidazol, del aminoacido histidina, por cadenas laterales amidas y por

moléculas de agua.
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Cuando es introducido un atomo de oxigeno en la Chl b la nube electrénica sufre
un reacomodo. Los electrones son atraidos a la zona periférica del tetrapirrol en direccion
del eje X (Fig. 3a). Esta redistribucion debilita la absorcion en la banda Qy con respecto
ala Chl a (Fig. 5).

La carga positiva del atomo de magnesio se encuentra ahora menos apantallada
por los electrones 1T, por lo que se coordina con grupos que contienen un dipolo fijo, como

el agua, el grupo carbonilo del esqueleto peptidico o grupos que contengan oxigeno.

El oxigeno del grupo formilo del carbono 7 forma puentes de hidrogeno,
proporcionando estabilidad adicional a la coordinacién de la Chl by la estructura de las

antenas cosechadoras de luz en plantas (Hoober et al., 2007).

Un ejemplo directo de la coordinacion selectiva de las clorofilas se puede observar
en el cristal de FSII de espinaca que fue cristalizado unido a su antena distal LHCII (PDB
3JCU). El grupo lateral de la histidina nimero 198 de la cadena A (PsbA) coordina el
atomo de magnesio de la Chl a en la posicién 405 (Fig. 16a). En esta unién el atomo de
magnesio se comporta como un acido de Lewis (aceptor de electrones) y el imidazol del
residuo de histidina como una base de Lewis (donadora de electrones). El oxigeno del
carbonilo del residuo de tirosina nimero 24 de la cadena G (subunidad del trimero del

LHCII) coordina el atomo de magnesio de la Chl b en la posicion 231 (Fig. 16b).

La nube electronica del tetrapirrol de la Chl b es redistribuida debido al oxigeno del
formilo del C7, el atomo de magnesio reduce el valor de su pK por la reduccion de la
densidad electrénica en su entorno. La carga positiva del magnesio se expresa con mayor
intensidad e interactia preferentemente con ligandos con caracter negativo e incluso con

el extremo negativo de moléculas dipolares (Hoober et al., 2007; Hoober, 2012)
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Fig. 16 Interacciones de la clorofila a y b con proteinas antena en plantas. a. Clorofila a
coordinada por el grupo imidazol de un residuo de histidina (H198: subunidad A). b. Clorofila b
coordinada por el grupo carbonilo (esqueleto peptidico) de un residuo de tirosina (Y24: subunidad
G). En gris se muestran las a-hélice. Los residuos de aminoéacidos se muestran en bastones. Los
atomos de magnesio de las clorofilas se muestran en esferas verdes; los &tomos siguen el siguiente
codigo: oxigeno, rojo; nitrégeno, azul; azufre amarillo. Los &tomos de carbono de los residuos que
coordinan el atomo de magnesio de las clorofilas se resaltan en verde. Se utilizo el cristal del FSlI
de espinaca con PDB 3JCU.

Flujo de electrones impulsado por laluz

Como ya se ha mencionado, los fotosistemas son parte de una compleja
magquinaria que produce ATP y NADPH en el llamado flujo no ciclico de electrones.
Acoplan su funcién por medio del citocromo bef, un complejo hetero-oligomérico que
cataliza la oxidacion del plastoquinol proveniente del FS Il y reduce al citocromo cs 0 a la
plastocianina (PC), los cuales trasportaran los electrones al FS |, para finalmente ser
transferidos de la ferredoxina (Fd) al NADP* por medio de la FNR. En este flujo se
bombean protones del citoplasma al lumen generando un gradiente que es utilizado por
la ATP Sintasa para generar ATP (Fig. 17a). Existe un proceso donde los electrones son

ciclados a través del FSI, la Fd, el bef y la PC 0 el ce.
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Este flujo ciclico se inicia por el desacoplamiento del FSII en el flujo de electrones.
El FSI se oxida cediendo un electron del lado citoplasmatico, el cual retornara por el lado
luminal, para regresarlo a su estado basal (Fig. 17b). El flujo ciclico no es productivo en
si mismo a menos que la energia del fotdbn sea acumulada. Esto sucede porque el flujo
de electrones se encuentra acoplado a la generacion de un gradiente de protones a travées
de la membrana de los tilacoides por el bef. Al existir un gradiente de protones o fuerza
protébn-motriz, el complejo proteico ATP Sintasa puede utilizarlo para generar enlaces
entre el ADP y el fosfato inorganico (Pi) para formar ATP.

a Ferredoxin-NADP' reductasa

ATP  ADP+P

Ferredoxina
\

Plastoquinona

~
i

FSii Citbf  plastocianina ATP Sintasa
Estroma ATP  ADPeF,
hv —
H 9
- NG 57
+
§ H

H*  Lumen

Fig. 17 Flujo de electrones impulsado por la luz. a) Flujo no ciclico de electrones. En este
mecanismo participa el FS Iy el FS I acoplados por el complejo del citocromo bsf, en él se produce
NADPH a partir de los electrones cedidos por el H,O y ATP usando el gradiente de protones via
la ATP Sintasa. b) Flujo ciclico de electrones. Este mecanismo funciona para obtener un balance
entre ATP y NADPH. Al ciclar los electrones se genera el gradiente protomotriz, pero no se reduce
NADPH. El esquema se muestra a la enzima ferredoxin-NADPH oxido reductasa unida a la

membrana tilacoidal por un dominio hidrofébico en Prochlorococcus marinus MIT9313 (Tesis de
maestria, Barrera, 2013)
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El Fe2* como nutriente

Se ha demostrado que la concentracion de Fe?* limita el crecimiento del
fitoplancton en vastas regiones del océano. Debido a las condiciones oxidantes que
prevalecen en los nichos de las cianobacterias la forma de fierro que se puede encontrar
es Fe3* y cuya concentracion aproximada a pH 7 es de 102 iones (mL™?), debido a que en
esta forma es insoluble y normalmente se encuentra formando hidroxidos (Martin et al.,
1994). Este elemento es esencial en todos los procesos metabdlicos donde hay
transporte de electrones. Las enzimas que participan en el flujo de electrones impulsado
por la luz requieren 57 atomos de Fe para que su forma funcional tenga los cofactores

necesarios para transportar dichos electrones (Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad de atomos de Fe?* en cada enzima o acarreador en el flujo de electrones impulsado por
luz en cianobacterias. No se menciona ninguna relacion estequiometria, el pool de ferredoxina es el
componente que mayor cantidad de Fe** contiene en proporcion debido al nimero de estas proteinas.

Enzima o acarreador Cofactor N. de atomos de Fe?*
Dimero Fotosistema |1 Hemps_del Cit b-552 4
Fe no hémico entre Qay Qp

Hemo by, hemo bny hemo x en el Cit bs

Dimero del Complejo del

. Hemo del Cit f 12
citocromo bef 2Fe-2S en la proteina de Rieske
Cit cs 0 Cit c-553 Hemo del citocromo 1
4Fe-4S de Fx
Trimero del Fotosistema | 4Fe-4S de Fa 36
4Fe-4S de Fg
Ferredoxina 2Fe-2S 2

Las cianobacterias han desarrollado dos sistemas para hacer frente la baja
concentracion de este elemento: usando sideréforos y reduciendo la cantidad de enzimas

que usan Fe?* como cofactor o en sus sintesis.

La ferredoxina transporta electrones a varias rutas metabdlicas, muy
probablemente la mayor concentraciéon de Fe?* usada en la fotosintesis y fijacion de
nitrdgeno se encuentra en el pool de ferredoxina. Quiza es por lo que, un mecanismo de
adaptacion a la escasez de Fe?* es la sustitucion de la ferredoxina por una proteina que

no requiere ese elemento para acarrear los electrones.

56

——
| —



La flavodoxina es una proteina que usa como cofactor flavina mononucleétido, la
cual se puede reducir y oxidar para transportar los electrones. En cianobacteria el gen
isiB codifica para la flavodoxina, la cual es regulada por la proteina Fur, la cual tiene un
atomo de Fe?* como cofactor. En condiciones normales de Fe?*, Fur es un represor
(Havaux et. al. 2005). Generalmente el gen de la flavodoxina se transcribe junto con el
gen isiA, el cual codifica para una holoproteinas de seis pases transmembranales de la
superfamilia CP43-like (IsiA), la cual se ha demostrado se asocia al FS | en condiciones
de bajo Fe en el medio de crecimiento (Bibby et al., 2001; Bibby et al., 2003).

Prochlorococcus marinus MIT9313

Prochlorococcus es un género diverso de cianobacterias marinas con relevancia
ambiental, tréfica y de productividad fotosintética (Chisholm et al., 1988; Goericke &
Repeta, 1993; Goericke & Welschmeyer, 1993). Las células de Prochlorococcus son
abundantes en amplias areas de ecosistemas oligotréficos en el océano (Bouman et al.,
2006, Johnson et al., 2006; Partensky et al., 1999). Diferentes ecotipos (ver cuadro 2
en Coleman & Chisholm, 2007) de este género se distribuyen a través de una columna
de agua en la zona fética del océano con una correlacion fisiologica y genética (Hess et
al., 2001). La seleccion natural de ecotipos de Prochlorococcus ha sido estudiada en
relacion con la presion evolutiva ejeCRida por el ambiente oligotréfico y la disponibilidad

de luz.

Se ha sugerido que la reduccién de tamafos y la informacién genémica en el
género Prochlorococcus son una modificacién para mejorar la absorcién de nutrientes,
luz y economizar las funciones celulares por la retencién exclusiva de los genes
necesarios para proliferar bajo las condiciones ambientales y las necesidades del
metabolismo. Aunque, las interacciones de Prochlorococcus con otros organismos
(ciandfagos y heterotrofos), ademas del entorno fisico han ido ganando relevancia en el
estudio evolutivo de este género (Biller et al., 2014; Coleman & Chisholm, 2007,
Partensky & GaCRzarek, 2010; Sullivan et al., 2005).
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Prochlorococcus marinus MIT9313 (MIT9313) es una cianobacteria de forma oval
muy pequefia entre 0.6 y 1.0 ym de diametro. Su genoma de 2.4 Mpb se encuentra
totalmente secuenciado y anotado. Tiene un contenido de GC del 50.7% y no presenta
motilidad. Es un mesofilo autéctono de ambientes marinos oligotroficos y fue aislado por
la Dra. Penny Chisholm de la corriente del golfo (Rocap et al., 2003). MIT9313 no
contiene genes para producir un ficobilisoma funcional, sin embargo, utiliza antenas
integrales de membrana como antenas distales llamadas Pcb (Protein a/b chlorophyli
binding). En el genoma de MIT9313 existen dos genes que codifican para dos proteinas,
pcbAy pcbB. Se ha demostrado que pcbA es inducible por escasez de Fe?* y su producto
génico es una antena distal del FSI; pcbB por su parte es una antena distal del FSll y es
constitutiva (Bibby et. al. 2003). MIT9313 posee una peculiaridad mas. No solo no usa
el ficobilisoma como antena distal, sino ademas utiliza divinil clorofila a (Chl a2) y b (Chl
b2) en su aparato fotosintético. El uso de Chl bz en sus antenas distales les permite utilizar

la luz azul del fondo marino (Fig. 18).

Esta cianobacteria es un modelo de estudio que permitir4 caracterizar un aparato
fotosintético que utiliza antenas distales membranales de manera constitutiva supliendo
la funcidn del ficobilisoma. Incorpora a sus holoproteinas un tipo de clorofila b, atipica en
Cyanobacteria. Mas aun, el tipo de clorofila a y b que utiliza para realizar la fotosintesis
no es usada por ningun otro organismo fotosintético fuera de su género. La distribucion
de estas clorofilas en los fotosistemas y antena, ademas de las asociaciones que se

formen entre ellos es de nuestro interés.
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Fig. 18 Espectros de absorcion de divinil clorofilas (negra) y la clorofila a (azul). Los maximos de
absorcion corresponden a la longitud de onda del color azul. La luz solar es absorbida a lo largo
del espectro en el agua oceénica, a profundidades de hasta 200 metros la luz azul es la Gnica
disponible, justo donde la divinil clorofila b tiene mayor coeficiente de extincién molar. (Johnson
etal., 1999).

Nodularia sp. CCM9

La cianobacteria Nodularia sp. CCM9 fue aislada por el Dr. Carlos Gomez Lojero
de un tapete microbiano proveniente de Cuatro Ciénegas, Coahuila, una zona que
emergi6 del mar hace aproximadamente 90 millones de afios (McDowell and Clabaugh,
1979) y en la que prevalece un clima seco semicalido, la precipitacion media anual se
encuentra en el rango de los 100 a 345 milimetros (INEGI). La M. en C. Lourdes E. Leyva
aislé el ADN de CCM9 y amplifico las secuencias del 16S rARN y la zona ITS encontrando
un 97% y 87% de identidad, respectivamente, con la cianobacteria Nodularia spumigena
CY9414 (Fig. 19). Esta cianobacteria fue aislada de las aguas salobres del mar Baltico,
es filamentosa, capaz de diferenciarse celularmente formando heterocistos para la
fijacion de nitrdgeno; aquinetos para sobrevivir largo tiempo en forma latente hasta que
las condiciones ambientales sean adecuadas para su crecimiento y hormogonias,

estructuras celulares que les permiten dispersarse e iniciar nuevas colonias.
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Cy9414 posee un cromosoma circular de 5.486 Mpb, de las cuales se han anotado
5294 proteinas (Vo et al., 2013). Realizando un anlisis in silico en el genoma de
Nodularia spumigena CY9414, se puede dar cuenta de la presencia de 2 genes que
codifican para proteinas que responden a estrés por disminucién de Fe?* (isi), ademas

de 3 genes que posiblemente codifiquen para holoproteinas.

La cianobacteria CCM9 ha tenido, posiblemente, 90 millones de afios para
evolucionar de manera aislada de la especie mas cercana, en un medio ambiente
diferente, lo cual presenta innumerables preguntas sobre sus caracteristicas. La cercania
filogenética con una cianobacteria (CY9414) cuyo genoma se encuentra totalmente
secuenciado permite la busqueda de genes que codifican para proteinas que formar parte
del aparato fotosintético. Este modelo de estudio nos permitira estudiar los fotosistemas
y Su asociacion con distintas antenas distales. Los tres genes putativos de antenas
podrian tener o no una regulacion dependiente de la concentracion de fierro en el medio
de crecimiento y en caso de hacerlo podriamos estudiar su asociacién con los

fotosistemas.

Fig. 19 Micrografia de Nodularia sp. CCM9. Se utiliz6 una alicuota del cultivo celular de CCM9,
BG11 con 0.1 M NaCl y se tomé una fotografia con el objetivo de inmersién 100x.
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Synechococcus PCC 7002

Synechococcus sp. PCC 7002 fue aislada en 1961 por Chase Van Baalen de
corrales de peces en la Isla Maguyes en Puerto Rico. El organismo crece en agua
salobre, es unicelular, pero tiende a formar filamentos cortos de entre dos y cuatro células
durante el crecimiento exponencial, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 38 °C.
Las células miden entre 1.5 y 2.5 um de longitud y carecen de ficoeritrina y
ficoeritrocianina. Puede crecer heterotréficamente usando glicerol como sustrato,
requiere vitamina Bi2 para crecer. La duplicacion de esta cianobacteria es una de la mas
rapida conocida, con un tiempo aproximado de 3.5 horas en condiciones Optimas
(intensidad de la luz ~250 fotones pmol*m-2*s; urea como fuente de nitrégenoy 2 % (v/v)

de COz). Es extremadamente tolerante a altas intensidades de luz y es transformable.

El genoma de PCC 7002 se encuentra totalmente secuenciado, contiene 3 Mpb
en un cromosoma circular y se han anotado 3187 proteinas (Genbank ID: CP000951.1).
Cuenta con un operon donde se encuentran juntos los genes isiA e isiB los cuales se ha
mostrado son expresados bajo estrés por disminucién de Fe?*, cuyos productos génicos
son una antena accesoria integral de membrana (IsiA) y una proteina acarreadora de
electrones soluble (flavodoxina), respectivamente (Leonhard and Straus, 1992). Este
modelo de estudios es ampliamente utilizado por la facilidad con que se puede modificar
genéticamente. Aunque se han demostrado los incrementos del nivel del mensajero para
los genes isi, no se ha descrito los productos génicos cuando existe escasez de fierro en
el medio de cultivo. Este modelo de facil crecimiento en el laboratorio nos permitira
caracterizar una antena inducible IsiA y su asociacion con los fotosistemas, posiblemente

de manera exclusiva con el FSI.
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Antecedentes

Cuando un nutriente se encuentra disminuido se presentan cambios en la
expresion génica y remodelacion del aparato fotosintético. Por ejemplo, cuando la
concentracion de fierro se encuentra disminuida, Synechosystis PCC 6803 disminuye la
cantidad de ficobiliproteinas y expresa proteinas intrinsecas de membrana que unen
clorofila, denominadas, Iron Estrés Inducible o Isi (Laudenbach et. al, 1988; Bibby et
al., 2001). Estas proteinas comparten un antepasado comun con PsbC o CP43 (antena
proximal del FS Il) de plantas y cianobacterias, los aminoacidos involucrados en la union

de clorofila son muy conservados (Fig. 20).

Andlisis in silico muestran que en la teCRera parte de los genomas de
cianobacterias (hasta ahora secuenciados) contienen genes para proteinas hidrofébicas
gue unen clorofila (Shih et al., 2013). Estas proteinas de 6 pases transmembranales
corresponden a una superfamilia de proteinas denominadas CP43-like. Los genes de
esta superfamilia se encuentran dispersos en todos los géneros de cianobacteria y
muchos se encuentran regulados por distintos factores ambientales como estrés
oxidativo (Yousef et al., 2003), intensidad de la luz (Havaux et al., 2005) y nutrientes
(Geip et al., 2003).

Se ha demostrado que algunas de las proteinas CP43-like forman supercomplejos
con los fotosistemas y funcionan como antenas distales para dispersar el exceso de luz
0 aumentar el area de captacion. Dentro de esta superfamilia destacan las proteinas
inducibles por escasez de fierro IsiA, las proteinas distales constitutivas que unen Chl
a/b, Pcb.

Para P. marinus existen micrografias (Fig. 21) que muestran la formacion de super
complejos tanto entre las antenas inducibles PcbA y el FSI, y constitutivamente entre
PcbB y el FSII (Fig. 20, dCBP). La posible funcion de estas proteinas es hacer eficiente
la captura de luz para cada fotosistema, sin embargo, no existe una descripcion

bioquimica de estas estructuras.
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Para PCC 7002 existe evidencia que posee un gen correspondiente a una proteina
de membrana que une clorofila (Fig. 20, CBPIIl) y cuya expresion se encuentra
aumentada en condiciones de bajo fierro en el medio de crecimiento (Leonhard &
Straus, 1992). Debido a que Nodularia sp. CCM9 es una especie recién aislada, no existe
ninguna evidencia de la presencia de genes pertenecientes a la superfamilia CP43. Sin
embargo, existen reportes de analisis gendmico de que la especie mas cercana
filogenéticamente, Nodularia spumigena CY9414, posee genes del tipo CP43-like (Fig.
20, CBPIV-VI).

El estudio bioquimico de las proteinas de membrana es un reto formidable;
sustituir el ambiente lipidico sin alterar la estructura y funcion de éstas es el primer paso.
Un punto a nuestro favor es que las proteinas fotosintéticas son las mas abundantes de
la membrana tilacoidal, sin embargo, las estructuras son muy grandes y labiles. El uso
de detergentes para solubilizar las proteinas membranales es uno del método mas
utilizados, sin embargo, los resultados que se obtienen varian entre estructuras y

organismos, no existe un método infalible que funcione siempre.

CBPVI
CBPII CBPII

dCBP

CP43/
PsbC

CBPV

Fig. 20 Arbol filogenético de proteinas que une clorofila (CBPs). En rojo se encuentran proteinas
del estudio realizado por Kerfeld et al.,, en 2012, en el que se secuenciaron 54 genomas
cianobacteriales. En negro se encuentran las proteinas con que se contaba antes de este estudio.
Las proteinas homologas a PsbC/CP43 tienen un origen evolutivo en comun con el gen psbC. Los
grupos CBPI1V, -V y —VI contienen histidinas y glutaminas conservadas donde se une clorofila en
otras holoproteinas, aunque experimentalmente no se ha comprobado del todo. Las proteinas IsiA
(holoproteinas inducibles) pertenecen al grupo CBPII1 'y Pcb (antenas del género Prochlorococcus)
a los grupos dCBP, CBPI1 y CBPII. Es de notar que al grupo —V pertenecen los genes con fusion
psbC/psaL.
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Durante el proyecto de maestria (Tesis de maestria de Barrera, 2013) trabajamos
con el detergente n-Dodecil B-D Maltopiranésido (DDM), el cual es denominado un
detergente suave. Solubilizando membranas tilacoidales de MIT9313, este detergente
nos permitié separar el FSI como trimero y mondémero, ademas del monémero del FSII.
Por otro lado, nos dio indicios de un posible supercomplejo formado por el complejo del

citocromo bef y la enzima ferredoxina-NADP* reductasa (FNR).

Fig. 21 Micrografias de fotosistemas asociados a proteinas antenas distales en Prochlorococcus
marinus MIT9313. Particulas aisladas de células crecidas en presencia (a, c, €, g) 0 ausencia (i)
de fierro. Se muestra las estructuras en rayos X del trimero del fotosistema | (verde b, j) o el
fotosistema Il (verde d, f, h). Las proteinas antenas distales se muestran en rojo o naranja. Barra
de escala 100 A (Bibby, et al., 2003).




Justificacion

Diversos sistemas de captacion de luz han sido descritos y caracterizados a lo
largo de varios linajes de bacterias, algas y plantas. Las soluciones para hacer mas
eficiente la captacion de luz son diversas y en cianobacterias se han reportado estudios
que muestran la remodelacién del aparato fotosintético como respuesta a cambios
medioambientales, principalmente la concentracion de nutrientes y la intensidad y tipo de
luz (Bibby, et al., 2001; Bibby, et al., 2003; Shen et al., 2016; Gan et al., 2014).

Para poder estudiar sistemas de captacion de luz que funcionan enteramente por
proteinas antena membranales es apropiado utilizar organismos de nichos diferentes y
que presentan informacion genética de proteinas CP43-like como MIT9313, CCM9 y
7002. La caracterizacion de estos organismos fotosintéticos a nivel molecular dara
informacion comparativa sobre sistemas de captacién eficientes de luz solar
seleccionadas evolutivamente. La informacion que se genera en este tipo de estudios
impacta directamente sobre la bioingenieria de organismos fotosintéticos. Ultilizar la
energia del sol para generar productos de interés (como biocombustibles, moléculas para
la industria farmacéutica, etc.) es un area de investigacion que requiere informacion de
las caracteristicas y funcionamiento de la maquinaria fotosintética para después emularla
sintéticamente o transferila a organismos modificados genéticamente con fines

especificos.

Por otra parte, es poca la informacién disponible sobre las especies de
cianobacterias presentes en nichos ecoldgicos de nuestro pais. La oportunidad de
caracterizar un organismo aislado de un ecosistema con las caracteristicas de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, reforzara la necesidad de dar la importancia y cuidar estos recursos
naturales, siendo las cianobacterias solo una parte de extensas cadenas troficas que han

prevalecido durante incontables afos en estos nichos ecoldgicos.
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Hipotesis

En Prochlorococcus marinus MIT9313 la relacion de Chl b2/Chl a2 es mayor
en las antenas distales que en los fotosistemas 1y Il

La proteina PcbB es la antena distal del fotosistema Il en Prochlorococcus
marinus MIT9313, por lo que esta debe estar formando un supercomplejo con
dicho fotosistema en condiciones normales de crecimiento.

Aungue se ha reportado el aumento en el MRNA del gen isiA en la cianobacteria
Synechococcus PCC 7002 al reducir la concentracion de Fe?* en el medio de
crecimiento (Leonhard & Straus, 1992), no se ha estudiado el producto génico y
su participacion en el aparato fotosintético. El producto génico del gen isiA es
una antena distal que se asocia al FSI en la cianobacteria Synechococcus
PCC 7002.

Considerando que: 1) que la secuencia de la subunidad 16S rRNA, la
cianobacteria mas cercana a CCM9 es Nodularia spumigena CY9414 con un 97%
de identidad y, 2) cuando realizamos un analisis in silico en el genoma de CY9414,
encontramos los genes correspondientes a proteinas homologas a ISiA e IsiB,
ademas, en el mismo grupo otros 3 genes de la superfamilia de antenas CP43-like
(nsp_37450, nsp_37500 y nsp_35710). Al reducir la concentraciéon de Fe?* en
el medio de crecimiento de CCM9 se expresara el gen isiA, cuyo producto
génico participara en la captacién de luz y su transferencia formando
complejos con los fotosistemas (isiA u homélogos de CP43). Ademas, se
espera detectar la expresion de alguno de los genes nsp_37450, nsp_37500

y nsp_35710, como respuesta a la escasez de fierro.
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Objetivos generales

I.  Aislar el supercomplejo formado por el FSII con su antena distal (PcbB) en
la cianobacteria Prochlorococcus marinus MIT9313.

II.  Encontrar la distribucion de pigmentos Chl az y Chl b2 en los complejos
fotosintéticos de la cianobacteria MIT9313.

lll.  Comparar bioquimicamente el proteoma fotosintético constitutivo con el
inducible, (disminuyendo la concentracién de Fe?* en el medio de
crecimiento) de las cianobacterias CCC9 y Synechococcus PCC 7002
utiizando métodos de electroforesis en geles de poliacrilamida y

espectrometria de masas.

Objetivos particulares |

v

Encontrar un método de ruptura celular que permita preservar el supercomplejo
FSII-PcbB en la cianobacteria Prochlorococcus marinus MIT9313.

Encontrar la concentracion de detergente DDM necesaria para solubilizar el
supercomplejo FSII-Pcb de las membranas de los tilacoides.

Separar por gradiente de sacarosa y electroforesis nativa los supercomplejos
solubilizados de membranas tilacoidales.

Identificar los componentes del supercomplejo utilizando electroforesis en geles
de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE y 2-D SDS-PAGE).

Confirmar la identidad del supercomplejo utilizando MS.
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Objetivos particulares Il

v

Extraer el total de las divinil clorofilas en el solvente en el que se conoceran los

coeficientes de extincion molar de cada una de las divinil clorofilas. Evitar la

feofitinizacion de la muestra debido a la sustitucién del atomo de Mg por H*. En todos

los pasos conducentes a su extraccion se cuidard de tener una base como el

hidroxido de amonio para evitar la acidificacion. Ademas de prevenir la foto

degradacion de dichos cromoforos.

Obtener los valores del coeficiente de extincion para Chl a2 y Chl bz en el solvente

gue se utilizé para extraerlas.

a) Separar los pigmentos extraidos por HPLC y confirmar su identidad por MS.

b) Obtener los espectros de absorcion de Chl a2 y Chl b2 en acetona al 80% para
obtener sus coeficientes de extinciébn molar.

Utilizando gradientes de sacarosa obtener fracciones enriquecidas del FSI, la antena

distal (PcbB) y el FSII.

Extraer los pigmentos de cada uno de los complejos con el solvente en el que se

obtuvieron los coeficientes de extincion molar y medir los espectros de absorcion.

Obtener la estequiometria de Chl a2 y Chl bz utilizando un sistema de ecuaciones

simultdneas que relacionen los parametros obtenidos (Arnon, 1949).

Objetivos particulares Ill

v

Obtener las membranas de los tilacoides utilizando un medio de ruptura celular
adecuado para preservar la estructura nativa de los complejos fotosintéticos.
Identificar la presencia del gen isiA en la cianobacteria CCM9 utilizando PCR.
Encontrar la concentracién de Fe?* necesaria para que se induzca la expresion de
iSiA en las cianobacterias CCM9 y Synechococcus PCC 7002.

Solubilizar las antenas constitutivas e inducibles utilizando el detergente neutro
dodecil maltésido, asegurandose de preservar los complejos proteicos.

Separar las holoproteinas constitutivas e inducibles solubilizadas, por una técnica

electroforética (CN-PAGE como primera dimensién y SDS-PAGE como segunda
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dimensién) e identificar los componentes por peso molecular aparente y por
espectrometria de masas.
v Identificar en SDS-PAGE las subunidades de las holoproteinas por su peso molecular

aparente y por espectrometria de masas.

69

——
| —



Materiales y métodos

Algunas técnicas se transcriben de la tesis de maestria Barrera-Rojas J., 2013 y las

modificaciones realizadas se indican.

Cultivos celulares

Prochlorococcus marinus MIT9313

Se utiliz6 agua de mar basada en el medio minimo AMP1l como en
chisholmlab.mit.edu/protocols/ampl.doc. Las células mantuvieron a una concentracion
de 1.18 uM de cloruro férrico. Las células fueron crecidas en un volumen de 18 L
alcanzando hasta 6 g de células en dos meses con una intensidad de luz blanca continua
de 1.2 ymol - m? - s1. La temperatura fue mantenida a 19 °C. El cultivo se burbujeo

moderadamente con aire.

Nota: El inoculo resulto ser muy sensible a cambios bruscos de temperatura
(comunicacion personal con Jorge ZaCRo Mendoza).

Synechococcus PCC 7002

Se siguieron las condiciones de crecimiento como en Gémez et. al. 2003. Se
utilizé medio minimo A* suplementado con 4 pg/L de vitamina B12. Se usé luz blanca con
una intensidad de 250 pmol - m?2 - s1, El cultivo se inici6 inoculando 15 mL de medio
suplementado con cloruro férrico 14.4 uM por 48 h a 38 °C y burbujeo constante (5%
CO2). El cultivo se escalé hasta poder contar con 300 mL con D.O.7s0 = 2.0. Para la
escasez de fierro se utilizaron 3 diluciones sucesivas de 300 mL en 1.8 L. Las
temporalidades de crecimiento fueron 2, 4 y 6 dias para cada cultivo hasta alcanzar una

concentracion final de 66.6 nm de cloruro férrico.

Nota: Las células mostraron clorosis bastante maCRada en la ultima dilucién y la cantidad

de biomasa fue baja con respecto a células crecidas con sus medios minimos completos.
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Nodularia sp. CCM9
Las células aisladas por Lourdes E. Leyva Castillo identificadas como CCM9

fueron obtenidas de un consoCRio microbiano de color verde (tapete microbiano) de
suelo con estiaje e hidroperiodos correspondientes a un desierto (pero con presencia de
cuerpos de agua) proveniente de Cuatro Ciénegas en el Estado de Coahuila.

Las células se crecieron en medio minimo BG11 con 0.2 M de NaCl con 22 uM de
citrato férrico amoniacal. Se usé luz blanca con una intensidad de 250 ymol - m? - s, La
temperatura fue de 22° C y los cultivos recibieron burbujeo de aire con COz al 2%. La
remocion del fierro se efectu6 siguiendo las diluciones seriadas de la misma manera que
para Synechococcus PCC 7002. La densidad 6ptica de biomasa no se determiné por la
forma de crecimiento filamentoso de CCM9. Las temporalidades de crecimiento fueron 4,
6 y 8 dias para cada cultivo hasta alcanzar una concentracion final de 101.8 nM de citrato

férrico amoniacal.

Ruptura celular

Todos los pasos se realizaron buscando mantener 4 °C. Todas las células se
lavaron con buffer de ruptura (Tris 50 mM pH 7.4, azida de sodio 0.1%, EDTA 10 mM y
PMSF 1 mM) con una relacién 1:9 (w/v). Las células en buffer de ruptura se centrifugaron
a 16, 000 RPM por 20 min. Las células se mezclaron con arena de mar (libre de materia
organica) en una relacién 1 a 3 (w/w). Para la ruptura celular se utiliz6 un mortero como
en Lerma & Gomez-Lojero (1987). Se removieron las estructuras celulares intactas a 5,
000 RPM por 10 min. Del sobrenadante, se aislaron las membranas tilacoidales a 27, 000
RPM por 15 min.

Las membranas se resuspendieron en buffer de muestra (acido 6-aminocaproico
750 mM, Bis-Tris-HCI 50 mM pH 7.0) y se alicuotaron a una concentracion 1 mg de Chl *
mL-1. Las alicuotas se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido y se preservaron a

-70 °C por hasta seis meses.
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Solubilizacién de membranas

Para solubilizar las membranas de los tilacoides se utilizé el detergente suave y
neutro n Dodecyl B-D maltopyranoside (DDM), isomero 3 > 99% de Affimetrix o Sigma.
Se tomaron alicuotas de un stock al 20% (w/v) en agua, se guardd 4 °C. Se usaron
concentraciones distintas de DDM para solubilizar los tilacoides de Nodularia sp. CCM9.
Para Prochlorococcus marinus MIT9313 y Synechococcus PCC 7002 se us6 1% (w/v) de
detergente para solubilizar los tilacoides. Para la solubilizacién se utiliz6 un agitador
magnético durante 30 min a minima velocidad. Las membranas no solubilizadas se
separaron de los complejos por ultracentrifugaciéon en el rotor 755Ti a 27, 000 RPM por
15 min. Las muestras se protegieron de la luz y se mantuvieron todo el tiempo a 4°C. Se
midio la clorofila de cada solubilizado para cargar en el gradiente de sacarosa o los geles
de poliacrilamida.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Geles Nativos claros (CN-PAGE)

Los geles no-desnaturalizantes clear native (CN-PAGE) se realizaron en placas
de vidrio de 14 x 16 cm con peines de 5 pozos para cargar un maximo de 500 pL de
muestra. Para formar los geles con un gradiente de poliacrilamida del 4 al 13% se usaron
dos conos invertidos con soluciones del 4 y 13% respectivamente. Se utilizaron los
Marcadores de peso molecular que se muestran en la tabla 2. El procedimiento se baso6

en lo reportado por Wittig & Schéagger (2007).

Para el gel de separacion se agregaron los volimenes necesarios de los stocks
que se muestran en la tabla 3 para obtener 12 mL de poliacrilamida al 4% y 12 ml de
poliacrilamida al 13%.
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a) El gradiente de poliacrilamida se realiz6 usando unos conos invertidos

formadores de gradiente con agitacion moderada.

b) Para el gel de condensacién se agregaron los volumenes necesarios de los
stocks que muestra la tabla 3 para obtener 5 mL de poliacrilamida al 4%.
Este se colocé en las placas inmediatamente después de formar el

gradiente de poliacrilamida para asegurar una corrida constante.

Todos los pasos siguientes se realizaron a 4 °C

c) Por cada 100 pL de muestra se adicionaron 3 yL de rojo de Ponceau al
0.3% como frente de color. Se cargé un minimo de 50 pg de clorofila de
muestra y 200 pg de Marcadores para la tincion con Coomassie y un minimo
de 500 ug de clorofila para realizar el 2-D SDS-PAGE.

d) La electroforesis se corri6 a 5 mA constantes por cada placa de gel,
limitando el voltaje a no mas de 500V, aproximadamente por 6 horas. En la

tabla 4 se muestran los buffers de catodo y &nodo para CN-PAGE.

Tabla 2. Marcadores de peso molecular usados en CN-PAGE.

Marcador Peso molecular (kDa)
Tiroglobulina 660
Ferritina 440
Aldolasa 232
Catalasa 157
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Tabla 3. Concentraciones finales para gradientes de poliacrilamida.

Stock

Concentracion final

para gel de separacion

Concentracién final

para gel de separacion

Concentracion final
para gel de

al 4% al 13% condensacion al 4%
(12 mL) (12 mL) (5mL)

Acrilamida 48.5% - Bis

acrilamida 1.5% 4% 13% 4%

Buffer 3X (acido 6-

aminocaproico 1.5 M, Bis-

Tris-HCI 150 mM pH 7.0) X X X

i 0,
Glicerol 79.5% 20% 506 i

H.O

Persulfato de amonio

TEMED

Cantidad necesaria
para aforar a 12mL

0.27%
0.027%

Cantidad necesaria
para aforar a 12mL

0.27%
0.027%

Cantidad necesaria
para aforar a 5 mL

0.27%
0.027%

Tabla 4. Composicion de buffers para electroforesis clear native (CN-PAGE).

Reactivo Catodo Anodo
Tricina
50 mM
Bis Tris 50 mM
15 mM
pH 7.0
Dodecil
. 0.01%
Maltésido

——
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Geles desnaturalizantes 2-D SDS-PAGE

Los geles desnaturalizantes de segunda dimension (2-D SDS-PAGE) se realizaron
en placas de 14 x 18 cm. Se utilizdé una camara de electroforesis CBS Scientific modelo
DASGH-250 y una fuente Bio Rad Power PAC-1000.

El procedimiento esta basado en articulo de Schagger and von Jagow (1987). A

continuacion, se describe.

a) Se cortaron los geles CN-PAGE en tiras de 2 cm de ancho (un poco menos del
ancho del pozo).

b) Las tiras se colocaron en buffer de digestion para geles 2D (DTT 20 mM, SDS
2.5%, Glicerol al 10%, Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8) durante 2 horas en agitacién
constante.

c) Se acomodaron en la parte superior de las placas antes de armarlas, se dejé
espacio en uno de los lados para colocar un Unico pozo para los Marcadores de

peso molecular (tabla 5).

Tabla 5. Marcadores de peso molecular para 2-D SDS-PAGE y SDS-PAGE.

Marcador Peso molecular (kDa)
Albumina Sérica Bovina 65
Ovoalbumina 45
Quimiotripsinbgeno 25
Lisozima de huevo 14.3
Citocromo C de caballo 125

d) Se colocaron las concentraciones necesarias para tener un gel de separacion al
14% (tabla 6). Se coloc6 hasta alcanzar un centimetro por debajo del gel cortado
del CN-PAGE.
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Tabla 6. Volumenes finales para geles SDS-PAGE. El volumen final es suficiente para formar 1 gel en
placas de vidrio de 14 x 18 cm.

Volumenes finales Volimenes finales

para gel de para gel de
Stock _ _
separacion al 14%  condensacion al 4%

(36 mL) (6 mL)
Acrilamida 30% -
Bis acrilamida

16.8 mL 0.8 mL
0.938%
Tris 3 M-HCI 1M,
SDS 0.3% 12 mL 1.5 mL
Glicerol 79.5%

4.8 mL -
H.O

2.4 mL 3.7mL
Persulfato de
amonio 150 pL 40 pL
TEMED 15 pL 8 L

e) Se colocaron las concentraciones necesarias para tener un gel de condensacion
al 4% (tabla 6), teniendo cuidado de no cubrir la tira del gel del CN-PAGE o BN-
PAGE.

f) Se corrio la electroforesis durante 35 horas con las siguientes variables: 3 horas
35 volts constantes, 30 horas a 95 volts constantes y 2 horas a 125 volts
constantes.

g) Dependiendo de la concentracion de clorofila cargada en la primera dimension se
procede a tefiir el gel con azul de Coomassie (mas de 450 ug de Chl) o Plata
(menos de 450 pg de Chl).
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Se usaron geles SDS-PAGE para resolver las proteinas separadas por gradiente de
sacarosa. Previamente se precipitd la proteina usando el método de &cido
tricloroacético. Se formaron los geles en placas de vidrio de 14 x 18 cm. Se utilizé una
camara de electroforesis CBS Scientific modelo DASGH-250 y una fuente Bio Rad

Power PAC-1000. La técnica completa se describe a continuacion.

a) Se armaron las placas con los voliumenes mostrados en la tabla 6, para formar un
gel de separacion al 14% y en la parte superior un gel de condensacion al 4%. Se
utilizaron peines de 16 pozos a los cuales se les puede colocar hasta 150 pL de
muestra aproximadamente. El gel de separacion se encuentra un centimetro por
debajo del limite inferior de los pozos.

b) La proteina precipitada de las fracciones del gradiente de sacarosa se resuspendié
con solucién digestora 1X (tabla 7), se incubo durante 20 min en bafio de agua a
60 °C.

Tabla 7. Solucién digestora 2X para proteinas. A partir de esta solucidn se obtiene la solucion digestora
1X, tomando una relacién 1:1 con agua bidestilada.

Reactivo Concentracién (2X)
TrispH 8 100 mM

SDS 10%

DTT 4%

Glicerol 30%

Azul de Bromofenol 0.02%

c) De igual manera se incubaron Marcadores de peso molecular (tabla 7) con
solucion digestora 2X durante 20 min en bafio de agua a 60 °C.

d) Las muestras se cargaron a los pozos y se inicio la electroforesis a 35 volts
constantes durante tres horas, 95 volts constantes durante 30 horas y 125 volts
constantes durante 2 horas.

e) Dependiendo de la concentracion de clorofila cargada por pozo se procedi6 a tefiir

el gel con azul de Coomassie o con Plata.
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Gradiente de sacarosa

Primer gradiente
Se realizaron gradientes de sacarosa continuos desde 0.25 M a 2M. La sacarosa

fue disuelta en buffer con 100 mM de NaCl, 50 mM de Bis Tris pH 7, 1 mM de PMSF,
0.01% de dodecil maltésido y 10 mM de EDTA. Los gradientes se ultracentrifugaron a 50,
000 RPM por 3 h a 4 °C. Los gradientes colectaron en alicuotas de 1 mL en tubos
Eppendorf por medio de una bomba peristaltica de Pharmacia Biotech P-1y se guardaron

a 4 °C protegidos de la luz.

Segundo gradiente

Fracciones de interés provenientes del primer gradiente se dializaron utilizando
membranas de dialisis (Spectrapor, M.W cut off 12-14 kDa, Spectrum medical industries Inc., LA,
USA). Se dializaron toda la noche en un buffer con 100 mM de NaCl, 50 mM de Bis Tris pH
7, 1 mM de PMSF, 0.01% de dodecil maltésido y 10 mM de EDTA. A continuacion, las
fracciones fueron concentradas en centricones (YM10, 10 kDa, Millipore, Bredford, MA,
USA) utilizando el rotor JA-20 a 4, 500 RPM, a 4 °C. El tiempo utilizado dependio de la
cantidad de clorofila. Las fracciones dializadas y concentradas se cargaron en gradientes
formados de la misma manera y ultracentrifugados de la misma manera que en la seccién

anterior. Las fracciones fueron alicuotadas para procesarlas 1 mL por fraccion.

Ensayos espectrofotométricos

De las fracciones obtenidas del gradiente de sacarosa se realizaron varias
mediciones para generar los perfiles de separacion de los complejos membranales. Entre
ellas se encuentran la refractometria usando el refractometro de Abbe para corroborar la
linealidad del gradiente y los espectros de absorcion para ver los maximos de absorcion
de los complejos proteicos separados y la actividad de diaforasa de la FNR usando un

espectrofotometro Hitachi U-3310.
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Refractometria

Se utilizd un refractometro de Abbé Bausch & Lomb para medir la concentracion
de sacarosa y verificar que el gradiente es lineal. Tomando una alicuota (3 pL aprox.) se
midio la refraccion de cada una de las 18 fracciones. El refractometro se ajusto a cero
con agua. Los valores fueron graficados y se ajustaron a la ecuacion de una recta para

calcular su correlacion.
UV-Vis

Las fracciones de los gradientes de sacarosa fueron colocadas en celdas de
cuarzo de 1 cm de paso de luz para medir sus espectros de absorcién. Se usé el
espectrofotometro Hitachi U-3310 acoplado al software Hitachi UV Solution 2.1, se midio

la absorcion desde 740 a 340 nm.

Fluorescencia a baja temperatura

Las muestras con absorcion mayor o igual a 2 se mezclaron con glicerol para
obtener 50% de concentracion final. Las muestras se colocaron en celdas de poliestireno
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) y se congelaron en nitrogeno liquido por 5 min.

Rapidamente se colocaron en el fluorometro (DW2) y se obtuvieron los espectros.
Actividad enzimatica de diaforasa para la ferredoxina-NADP* reductasa.

Aprovechando la actividad de deshidrogenasa de la enzima FNR se puede medir
el cambio de color del 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), un reactivo de Hill que cambia su
espectro de absorcion cuando se reduce. Se siguieron los pasos que a continuacion se

describen:

a) Se tomaron alicuotas de 200 pL de cada muestra y se adicionaron: 1 175 pL
de agua, 75 pL de Tris 1 M pH 8, 45 pyL de DCPIP 5 mM, 18 uL de NADPH 10
mg/mL Tris 50 mM, pH 8.

b) Se agitaron por inversion rapidamente y se midio el cambio de absorcion

durante un minuto a 600 nm.
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HPLC

Para la determinacion de los espectros de absorcion y separacion de los
pigmentos de Prochlorococcus marinus MIT9313 se sigui6 el protocolo de Moore et. al.
1995. Se utilizé6 un HPLC Waters con bombas de gradiente para solventes automaticas
de 5 entradas. Los espectros fueron leidos con un detector con arreglo de diodos (PDA)
Waters 966 de 340 a 740 nm en un intervalo de 2 s. Se utilizé una columna 100-5-C18
Kromasil (AkzoNobel, Amsterdam, Netherlands), 4.6 x 250 mm, 5 pm de tamafo de
particula y 100 A de tamafio de poro. Se corrié un gradiente de solventes de la siguiente
composicién: A, metanol:10 mM acetato de amonio (85:15); B, metanol; C, acetona. El
gradiente consistié en un flujo de 1.5 mL min con las siguientes variaciones: 0 min, 0%
B, 0%C; 5 min, 92%B, 2%C; 12 min, 100%B, 0%C; 15 min, 90%B, 10%C; 18 min, 40%B,
60%C; 20-24min, 20%B, 80%C; 26-35 min, 0%B, 0%C. Los datos fueron analizados con

el software Millenium 3.2.

Determinacion de clorofilas.

A partir de los espectros de absorcidon de las muestras con clorofila (CCM9 y 7002)
se utilizaron los valores del coeficiente de extincion molar a 663 nm reportados para la
clorofila a en acetona al 80%, en mg/mL. Para las divinil clorofilas se determinaron los
coeficientes de extincibn molar. Se utilizaron croméforos extraidos y separados por HPLC
correspondientes a Chl az y bz. El solvente de elucion fue evaporado y los cromoforos
fueron resuspendidos en acetona al 80%. Los espectros de absorciéon fueron interpolados

utilizando los datos reportados por Shedbalkar & Rebeiz en 1992.

Para la determinacion de las concentraciones de divinil clorofila en los gradientes
de absorcion, los cromoéforos fueron extraidos utilizando acetona al 80% y las siguientes

ecuaciones fueron usadas:
[Chl a,] = [(2.18 * A%%) — (4%5%)] /112.99

[Chl b,] = [(1.98 * A®>*) — (4°%%)] / 51.56
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Busqueda y secuenciaciéon de los genes PsaA, PsaB, IsiA y PsbC/PsalL de
Nodularia sp. CCM9.

La extraccién de DNA de CCCS9 se realiz6 con fenol, usando lisozima y SDS para
la ruptura celular. El disefio de primers se realizé alineando la secuencia de aminoacidos
de las proteinas de Nodularia spumigena CY9414 usando la herramienta Blastp del NCBI
y se eligieron las zonas mas conservadas. Los primers se comprobaron in silico con el
software online Oligo analizer para comprobar su estructura secundaria (hairpin) y la
formacién de dimeros y la Tm optima de PCR. Para el gen psbC/psaL se disefiaron los
primers forward 5’catccagcattaaactcactccaagactta3’ y el reverse

5°ggcgctcatgttgctcatgcgggtttaatt3’.

Para el gen isiA: forward 5’ataccacccaaagagtaagaaagaatcgct3’ y el reverse
5'ttggcgaagcgggcattaccagcccaccaa3’. Para psaA se utilizaron dos pares de primers para
permitir una buena secuenciacion: forward N.1 5’attagtcctccggagcgagaggaaaagaa3’,
reverse N.1 b5’aaaccaaagctgtggaagcctaagaaaatal’ y forward N.2
5’caattgtgtatattcacccaccatatgtg3’, reverse N.2 5’agatcctggctaaattttggaaatttcgtt3’. Para
psaB de la misma manera se utilizaron dos pares de primers para cubrir la totalidad del
gen: forward N. 1 5S'cattcttccacgcacacatcctttcagta3d’, reverse N. 1 &
actacgaccccgaacaaaacaaaggcaacg3’ y forward N. 2 S'tatattgctggcttcttgatggttggtgct3’,

reverse N. 2 5’ataattcctaatactataggaggtaatatt3’.
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Espectrometria de masas

LC-MALDI MS-MS para proteémica

Las proteinas que se analizaron por espectrometria de masas (MS) fueron
obtenidas de geles CN-PAGE y 2-D SDS-PAGE. Los fragmentos de gel fueron lavados y
centrifugados de la siguiente manera: se lavaron con agua; se lavaron con 50% (v/v) de
acetonitrilo en agua; se lavaron con acetonitrilo mezclado con bicarbonato de amonio 100

mM (01:01); se lavaron con 100% de acetonitrilo.

Las soluciones de lavado se retiraron con micropipeta después de una breve
centrifugacion de las muestras. Las proteinas en los fragmentos de gel se
carbamidometilaron y se digirieron con tripsina. Los péptidos resultantes fueron tratados
como se ha descrito en Shevchenko et. al, (1996). Estos péptidos se purificaron y se

concentraron utilizando Zip tip de resina cargada (Zip Tip, Millipore, Billerica, MA, USA).

Los péptidos tripsinizados se concentraron a un volumen aproximado de 10 pL.
Nueve L fueron separados por LC utilizando: precolumna ChromXP Trap Column C18-
CL (Eksigent, Redwood City CA), 350 um X 0.5 mm, 120 A tamafio de poro, 3 ym tamafio
de particula. Las muestras fueron desaladas con 0.1% TFA en agua a un flujo de 5 yL
min-1 durante 10 min. Los péptidos fueron separados en una columna Waters BEH130
C18; 75 um X 150 mm, 130 A tamario de poro, 1.7 ym tamafio de particula, usando un
HPLC Ekspert nanoLC 425 (Eksigent, Redwood City CA). Como fase mdvil se usaron los
siguientes solventes: A, 0.1% TFA en agua; B 0.1% TFA en acetonitrilo. Las variaciones
del gradiente se realizaron de la siguiente manera: 0-3 min 10% B (90% A), 35 min 60%
B (40% A), 36-45 min 90 % B (10% A), 46 a 120 min 10% B (90% A). Se uso un flujo de
300 nL min-1. Las fracciones eluidas se mezclaron automaticamente con una solucién de
2 mg mL* de la matriz acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
en 0.1%TFA y 50% de acetonitrilo. La mezcla de péptidos y matriz fueron depositados en
una placa Opti-TOF con 384 sitos usando un MALDI Ekspot (Eksigent, Redwood City CA)
con una velocidad de 30 s por sitio y un flujo de la matriz de 1.6 pL/min.

Estas muestras se analizaron en un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF
4800 Plus (ABSciex, Framingham MA). Cada espectro MS fue adquirido por la
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acumulacién en un rango de masas de 850-4000 Da por la acumulacion de informacién
proveniente de 1, 000 disparos. La intensidad del laser fue de 3,100. Los 100 iones mas
intensos con una sefial de ruido minima fueron seleccionados para su fragmentacion. Los
iones seleccionados se fragmentaron por Collision Induced Dissociation (CID) y
adquiridos de 3,000 disparos con una intensidad de laser de 3,800. Los espectros de
fragmentacion fueron comparados contra la informacion del genoma de las
cianobacterias MIT9313, CCM9y 7002 usando el software Protein Pilot v. 2.0.1 (ABSciex,
Framingham MA). Se uso un algoritmo Paragon. La deteccion (threshold) fue limitada a
un valor de 2 para obtener un porcentaje de confidencialidad del 99%. Ademas, la
identificacion de las proteinas se ajust6 a un FDR menor de 5%. Las proteinas
identificadas fueron agrupadas usando ProGroup algorithm ajustado para minimizar la

redundancia.

ESI-QTOF para cromoforos

Los croméforos separados por HPLC se inyectaron directamente en un
espectrometro de masas 3200 Qtrap con fuente ESI (ABSciex, Framingham, MA) a una
velocidad de flujo de 10 uL min. Los iones se analizaron en modo positivo. Todos los
espectros se generaron usando Enhanced MS (EMS) como modo de escaneo bajo los
siguientes parametros en la fuente de ionizacion: Curtain Gas (CUR) = 10; lon Spray
Voltage (IS) = 5,500; Temperatura (TEM) = 100 ° C; lon Source Gas 1 (GS1) = 10; lon
Source Gas 2 (GS2) = 0; Declustering Potential (DP) = 70; Entrance Potential (EP) = 10.
Todos los espectros de fragmentacion (MS/MS) fueron generados del ion precursor
usando high collision gas (CAD) y Product lon como modo de escaneo. La rampa de
energia de colisibn fue de 5 a 130 V por 3 min. Los espectros obtenidos fueron
interpretados manualmente para determinar la estructura molecular. A las muestras
conteniendo carotenoides, se les afadieron 0.2% de acido tricloroacético y 0.2% de
hexafluor-isopropanol (HFIP) para mejorar la ionizacion.

83

——
| —



Resultados

Parte I. Aislar el supercomplejo formado por el fotosistema Il y la antena
distal PcbB en la cianobacteria Prochlorococcus marinus MIT9313.

Complejos y supercomplejos en Prochlorococcus marinus MIT9313.

Para poder separar los complejos del aparato fotosintético de MIT9313 usando un
enfoque bioquimico se utilizo la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes con un gradiente de 4 al 13% (CN-PAGE). Las membranas
solubilizadas con DDM fueron aplicadas en el gel y la electroforesis fue realizada a
valores bajos de corriente eléctrica. Cuando la electroforesis concluy6 se pudo distinguir
un patrén definido de 11 bandas verdes (B1-B11, Fig. 22a). Al tediir el gel con azul de
Coomassie, ademas de las bandas correspondientes a las proteinas que unen DVChls
se pudo apreciar una banda delgada extra (Fig. 22b, B*).

Como primera aproximacion para conocer las identidades de los complejos
proteicos en las bandas, se realizé una digestién (reduccion y solubilizacion de las
proteinas) y las subunidades fueron separadas en una segunda dimension
desnaturalizante basada en SDS-PAGE (Fig. 22c).

La segunda dimension mostré un patrén electroforético cuyas proteinas mostraron
pesos moleculares aparentes cercanos a las subunidades de los fotosistemas. El patrén
electroforético de la banda B1 (Fig. 22a) se resolvié en varias subunidades (manchas),
las de mas alto peso molecular alrededor de los 50 kDa, las cuales corresponderia a las
antenas proximales CP47 y CP43; las de 35 kDa corresponderian a las subunidades del
centro de reaccién (CR) D1y D2 del FSII, este patron electroforético es caracteristico del
FSIl. Ademas, en los 35 kDa es posible notar que existe un spot de mayor intensidad
relativa. Dado que la proteina antena PchB tiene un peso molecular tedrico de 38.54 kDa,
muy probablemente corresponda a una co-migracion de una de la subunidad del centro
de reaccion del FSIl, D2 (~39 kDa) y dicha antena.

La banda B2, mostro manchas por encima de los 65 kDa, los cuales
corresponderian a las subunidades Al y A2 del centro de reaccion y la antena proximal

(core) del FSI. Se asignaron las identidades de algunas manchas, cuya migracion
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corresponde a un peso molecular tedrico muy cercano a las subunidades de bajo peso
molecular del FSI: PsaL (20 kDa), PsaF (18.4 kDa), PsaD (15.7 kDa), PsaK (8.9 kDa) y
PsaE/PsaC (~8 kDa) (Fig. 22c). Este es el patron electroforético del FSI de MIT9313.
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Fig. 22 Clear Native PAGE y su resolucion en una segunda dimension SDS-PAGE de complejos
solubilizados de Prochlorococcus marinus MIT9313. a. Clear Native del aparato fotosintético de
MIT9313. b. Tincion de Coomassie. c. 2-D SDS PAGE del aparato fotosintéticos separado por CN-
PAGE. Las etiquetas son descritas en el texto.

La masa molecular aparente de la banda B*, que se detectd solo en la tincion con
azul de Coomassie Blue, sugiere la presencia de un complejo proteico que no une
DVChls, probablemente la ATP sintasa. Sin embargo, el patron electroforético no fue
intenso ni completamente atribuible a dicho complejo.
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De manera interesante, las siguientes bandas verdes (B6 a B10) no se resolvieron
en patrones electroforéticos complejos. A lo largo del gel de segunda dimension se puede
observar una banda continua en un peso molecular aparente cercano al esperado para
la antena distal PcbB (38.5 kDa).

Los pesos moleculares aparentes de las bandas verdes en el gel CN-PAGE fueron
calculados utilizando los complejos proteicos de la cadena respiratoria de mitocondria en
corazon de rata como Marcadores de peso molecular (Fig. 23). El tejido cardiaco de rata
se homogenizo y se centrifugd. El sobrenadante se guardo, en alicuotas a -70 °C hasta
su utilizaciéon (ver materiales y métodos). La fraccion homogenizada fue solubilizada con
1% de DDM y cargada a un gel CN-PAGE (MCR, Fig. 23a), junto con membranas de
MIT9313 y Marcadores solubles de alto peso molecular (MS, Fig. 23a) para realizar una

comparacion.

Para comprobar la identidad y asignar el peso molecular de las bandas
correspondientes a los complejos de la cadena respiratoria, se realizO una segunda
dimensién desnaturalizante (Fig. 23b). Comparando el patron electroforético con lo
reportado en la literatura se asigné la identidad y peso molecular de los complejos de la
cadena respiratoria 1 al V (Meyer et al., 2007; Wittig et al., 2010). Resulto f4cil reconocer
el patron electroforético del Complejo V debido a las subunidades a y B y el del Complejo

I, por sus abundantes subunidades (Fig. 23b).

Posteriormente, el peso molecular aparente de las bandas verdes fue calculado
utilizando el software Image Lab (Bio-Rad) (Fig. 22a). Con la finalidad de determinar la
identidad y estequiometrias de los complejos presentes en cada una de las bandas del
gel CN-PAGE, se cortaron las once bandas y se procesaron para realizar un andlisis por

espectrometria de masas (Fig. 22a, B1-B11).
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Fig. 23. Marcadores de peso molecular para la determinacion de masas moleculares grandes. Las
mitocondrias de corazon de rata se solubilizaron y los complejos de la cadena de transporte de
electrones se separaron utilizando CN-PAGE. a. Se separaron en el mismo gel, membranas
solubilizadas de MIT9313 (MIT9313), Complejos de la cadena de transporte de electrones de
mitocondria (MCR) y proteinas solubles (MS) para comparar su migracién en el gel. b. Para
determinar la identidad de las bandas del gel CN-PAGE se realizd una segunda dimension
desnaturalizante. La identidad de los complejos se determiné por el patron electroforético de las
subunidades. Los ndmeros romanos indican el nimero del complejo. Las bandas del gel de
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MIT9313 fueron enumeradas como en el gel de la Fig. 22.

En la Tabla 8, se muestran las proteinas identificadas por MS en B1 a B10. La

Tabla 9 contiene las proteinas identificadas por MS de B*y B11.

En los resultados de MS para la banda B1 (1,045 kDa), se identificaron
subunidades del FSII, las cuales tuvieron los valores de confiabilidad mas altos de todas
las identificaciones. Se identificd el CR (D1, D2) y las antenas proximales (CP47, CP43),
ademas, una de las subunidades del citocromo bssg (PsbF). Solo la subunidad PsaL (XI)

de FSI fue identificada. En esta banda, la antena proximal PcbB fue identificada con su

valor mas alto de confiabilidad (Tabla 8).
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En B2 y B3 (919 y 829 kDa, respectivamente) se identificaron el CR y las antenas
proximales del FSIl. Para el FSI, el core (Aly A2) y las subunidades que rodean el centro
de reaccién embebidas en la membrana (PsaF, PsaK y Psal). Ademas, la proteina que
transfiere los electrones por el lado citoplasmatico del FSI a la ferredoxina, PsaD (Tabla
8).

En B4 y B5 (394-351 kDa) se detectaron pocas subunidades. La subunidad del
CR, D1 del FSIl y sus antenas proximales CP47 y CP43. En estas bandas, la proteina
antena PcbB fue identificada con su valor de confiabilidad més bajo (Tabla 8).

En B* (~500 kDa) se identificé solo la subunidad a de la ATP sintasa. Ademas, el
CRy las antenas proximales del FSII. Parte del core del FSI, A2 y la subunidad PsaL. De
manera interesante se identificé un regulador de nitrégeno (Q7V5R4), la deshidrogenasa
de gliceraldehido 3-fostato y una porina putativa. La antena distal PcbB fue identificada
con valores bajos de confiabilidad (Tabla 9).

En B6 (268 kDa) se identificaron las dos subunidades del CR, y la antena proximal
CP47 del FSII. Ademas, se identificd el citocromo f del complejo de citocromos bef.

En la B7 (229 kDa) se identifico otra de las subunidades del bef, la proteina fierro
azufre de Rieske. De manera interesante, en esta banda y por primera vez en este

experimento, se encontro la proteina ferredoxina-NADP* reductasa.

Por otro lado, a partir de B8 a B11, fueron identificadas las subunidades de la ATP
Sintasa. En B8 fueron identificadas a, B, y, by b’. En B9 se identificaron B, a,a,byd. Y
en B10 solo las subunidades a y . Ningun péptido de la proteina reguladora €, ni de la
subunidad hidrofébica c, fueron detectados es estas bandas, sin embargo, en B11 La

subunidad a fue detectada en B*

Un mayor nimero de subunidades del bef fueron identificadas en B8 y B9. En B8
(192 kDa) se identificaron el citocromo bs y el citocromo f. En B9 (152 kDa), ademas de

los dos anteriores, también fue identificada la proteina fierro azufre de Rieske. (Tabla 9).

Para el FSIl en B8 fueron detectadas las antenas proximales CP43 y CP47,
ademas de las subunidades PsbL, PsbhJ, PsbO y la subunidad del CR, D2. De manera
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interesante se identifico la proteina Psb27, involucrada en el ensamblaje del FSIl. En B9
se identificaron las subunidades del FSIl: PsbU, PsbL, PshJ, PsbF, ademéas de las
antenas proximales CP47 y CP43. En B10 se identificaron pocas proteinas
correspondientes a la antena proximal CP43, la subunidad 3 de la ATP Sintasa, y la

antena distal PcbB.

En B11 se identificaron las subunidades B, 9, €, y, b y b’ de la ATP Sintasa; las
subunidades el CR del PSIl y sus antenas proximales CP47 y CP43, ademas de la
subunidad PsbO. De manera interesante se identificé por primera vez la subunidad PsbY
(asociada al CR) y la proteina de ensamble Ycf48 (PMT_1895). Por otra parte, se
identificaron sorpresivamente, péptidos de la subunidad B del pigmento ficoeritrina.
Previamente en la banda 9 se identificaron péptidos para la subunidad a-ficoeritrina,
siendo MIT9313 una cianobacteria sin ficobilisoma funcional, es interesante encontrar los
vestigios de su antepasado fotosintético que si poseia ficobilisomas. La funcién y el por
gué se mantiene aun la maquinaria de sintesis de estos pigmentos en el genoma del

género Prochlorococcus no esté del todo clara (Tabla 9).

Tabla 8. Identificacion proteémica de las bandas B1 a B10 del gel CN-PAGE (Fig. 22a) utilizando
espectrometria de masas.

Banda? | UniProt ID? | Coverage | Coverage Gen® Masa tedrica (kDa)® | Funciond
total > 95%
Bl Q7TTH6 57.8 18.1 psbA 39.41 D1

Q7V5A7 70.1 27 psbB 56.16 CP47
Q7V6H9 68.8 17.8 psbC 50.9 CP43
Q7Ve6I0 61.2 18.8 psbD 39.32 D2
Q7V4Q1 69.3 44.8 psbF 5.44 VI (Cit bsso)
Q7V4P9 73.8 24.6 psbJ 6.88 PsbJ
Q7veu4 59.1 27.4 pchB 38.54 PcbB
Q7V512 60.9 16.5 psaL 20.07 IX (PSI)

B2y B3 Q7TTH6 65 11.7 psbA 39.41 D1
Q7V5A7 64.3 22.9 psbB 56.16 CP47
Q7V6H9 55.9 14.4 psbC 50.9 CP43
Q7Ve6I0 35.8 3.7 psbD 39.32 D2
Q7VvV8Y4 97 67.6 psaE 7.64 IV (PSI)
Q7veu4 42 9.7 pcbB 38.54 PcbhB
Q7V510 46 3.7 psaA 84.98 Al
Q7V511 33.7 4.5 psaB 83.23 A2
Q7V564 66.1 21.1 psaD 15.75 PsaD
Q7V659 62.9 17.6 psaF 18.43 I (PSI)
Q7V7Q1 59.3 18.6 psaK 8.99 X (PS))
Q7V512 35.2 16.5 psaL 20.07 IX (PSI)

B4y B5 Q7TTH6 37.7 145 psbA 84.98 D1
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Q7V5A7 23.7 20.9 psbB 56.16 CP47
Q7V6H9 20.2 9.2 psbC 50.90 CP43
Q7veU4 26.2 9.7 pchB 38.54 PcbB
B6 Q7V5A7 79.8 24.9 psbB 56.16 CP47
Q7veU4 73.1 17.1 pchB 38.54 PcbB
Q7TTH6 64.5 14.5 psbA 39.41 D1
Q7VveI0 69.8 9.1 psbD 39.32 D2
Q7V653 69.3 8.3 petA 33.33 Citf
B7 Q7TTH6 70.6 15.3 psbA 39.41 D1
Q7veU4 44.2 14.5 pchB 38.54 PcbB
Q7V5A7 59 12.3 psbB 56.16 CP47
Q7V6H9 63 6.2 psbC 50.90 CP43
Q7TUW1 65.8 7.9 petH 40.89 FNR
Q7VveI0 37.3 3.7 psbD 39.32 D2
Q7V654 34.8 8.4 petC 18.86 Rieske prot.
B8 Q7veU4 58.2 43.1 pchB 38.54 PcbB
Q7V4Q0 41 41 psbL 4.46 PshL
Q7V6H9 38.7 31.3 psbC 50.90 CP43
Q7V5A7 41.9 254 psbB 56.16 CP47
Q7Vv4P9 43 24.6 psbJ 6.88 PsbJ
Q7V653 28 22.9 petA 33.33 Citf
Q7V6I0 25 18.8 psbD 39.32 D2
Q7V4aY4 27.9 12.5 psbO 29.06 PsbO
Q7V5B9 25.2 9.6 petB 24.57 Cit bs
Q7V554 33.1 9.2 atpG 16.72 b' - Fo
Q7TUW1 50 9 petH 40.89 FNR
Q7V511 22.4 8.5 psaB 83.23 A2
Q7V5S5 63.3 6.9 atpF 18.72 b-Fo
Q7TUU3 19.1 6.1 psb27 16.19 Psb27
Q7V5S7 23.7 5.7 atpA 54.04 o-Fi1
Q7V5S8 33.8 5.6 atpC 35 y -F1
Q7TTH6 26.2 5.3 psaA 84.98 Al
B9 Q7V653 83.8 58.3 petA 38.54 Citf
Q7TV66 74.1 45 psbuU 13.10 PsbuU
Q7V4Q0 76.9 41 psbL 4.46 PshL
Q7Vv5U2 74.1 40.9 atpD 52.13 B-F1
Q7VveU4 50.2 34 pcbB 38.54 PcbB
Q7V5A7 49.8 31.1 psbB 56.16 CP47
Q7V6H9 52 30.9 psbC 50.90 CP43
Q7Vv4P9 73.8 24.6 psbJ 6.88 PsbJ
Q7VeI0 46.1 16.8 psbD 39.32 D2
Q7V512 32 16.5 psalL 20.07 Xl
Q7Vv4Q1 73.4 16.3 psbF 5.44 Cit bsso
Q7V5S7 54.2 16 atpA 54.04 o-F
Q7V5B9 394 155 petB 24.74 Cit bs
Q7V5S2 53.5 12.4 atpB 27.17 a—Fo
Q7TTH6 335 11.7 psaA 84.98 Al PSI
Q7Vv590 56.1 10.9 cpeA 16.97 o Ficoeritrina
Q7V654 29.2 8.4 petC 18.86 Rieske prot.
Q7V5S6 63.1 8.2 atpH 19.70 d-Fu1
Q7V5S5 70.3 6.9 atpF 18.72 B-Fo
Q7V511 26.4 6.2 psaB 83.23 A2 (FSI)
Q7V9A0 69.5 5.3 PMT_0054 20.52 Ycf37
Q7TUW1 40.1 4 petH 40.89 FNR
( ]
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B10 Q7VvV6U4 55.1 33.7 pcbB 38.54 PcbB
Q7V5U2 57.5 18.2 atpD 52.13 B-Fu
Q7V6H9 47.7 6.2 psbC 50.90 CP43
@ Andlisis de las bandas, B1 (1046 kDa), B2 (920 kDa), B3 (830 kDa), B4 (394 kDa), B5 (351 kDa), B6 (268 kDa), B7
(229 kDa), 8 (1046 kDa), 9 (920 kDa) y 10 (830 kDa).

® ID de proteinas y masa molecular predicha de la base de datos UniProt.

¢ Datos obtenidos del genoma de Prochlorococcus marinus MIT9313 Gen Bank ID: BX548175.1.

d La funcion de las proteinas fue correlacionada por los ortdlogos del cristal con PDB 1JB0 para el FSI, PDB 1VFS
para Cit b6f, ATP Sintasa 5DN6 y 3WU2 para el FSII.

Tabla 9. Identificacién protedmica de las bandas B* y B11 del gel CN-PAGE (Fig. 34a) utilizando
espectrometria de masas.

Banda? | UniProt ID® | Coverage | Coverage Gen® Masa tedrica (kDa)® | Funcion®
total > 95%

B* Q7V5A7 61.0 14.5 psbB 39.41 CP47
Q7TTH6 37.7 11.7 psbA 56.16 D1
Q7V6H9 39.1 4.5 psbC 50.9 CP43
Q7Vv511 31.1 2.5 psaA 84.98 Al
Q7velo 43.9 6.6 psbD 39.32 D2
Q7veu4 30.0 9.7 pcbB 38.54 PcbB
Q7V512 56.1 16.6 psaL 20.07 IX (FSI)
Q7V5S7 44.6 2.6 atpA 54.04 a

B11 Q7veu4 55.4 254 pcbB 56.16 PcbB
Q7V5U2 68.9 14.5 atpD 50.9 B
Q7V5S6 48.9 17.0 atpH 39.32 0
Q7Vvel0 32.2 5.4 psbD 7.64 D2
Q7V6H9 29.2 5.4 psbC CP43
Q7TTH6 26.8 5.0 psbA D1
Q7v4Q3 37.9 7.2 psaB 83.23 A2
Q7v4aP9 64.6 24.6 PMT_1895 15.75 Ycf48
Q7TUS2 30.8 11.3 atpC 14.04 €
Q7V5A7 29.0 3.9 psbB 20.07 CP47
Q7vaY4 34.1 6.5 psbO 84.98 PsbO
Q7Vv589 48.6 7.2 cpeB 56.16 B-ficoeritrina
Q7vell 27.7 9.9 ycfd 50.90 Ycfa
Q7V653 17.4 5.8 petA 38.54 Citf
Q7V5S8 57.9 3.2 atpG 56.16 y
Q7V5S5 50.0 7.0 atpF 38.54 b
Q7V564 54.9 8.5 psaD 39.41 PsaD
Q7V554 64.2 53 atpG’ 39.32 b’
Q7Vv654 21.9 11.8 petC 33.33 Rieske
P59909 42.1 23.7 psbY 39.41 PsbY
Q7V512 18.7 11.2 psaL 38.54 PsalL

@ Andlisis de las bandas, B* (~500kDa), B11 (~50 kDa).
b.¢.d Como en la tabla 8.
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Separacion de los complejos fotosintéticos de Prochlorococcus marinus
MIT9313 utilizando gradientes de sacarosa.

Las membranas de los tilacoides de MIT9313 se solubilizaron con 1% de DDM. La
fraccion solubilizada se cargd en un gradiente lineal de sacarosa (SG) y los complejos
proteicos se separaron en bandas verdes visibles (Fig. 24). Una primera suposicion
basada en los pesos moleculares y la estabilidad de los complejos fotosintéticos podemos
suponer que la banda mas densa podria corresponder al trimero del FSI (1,090 kDa,
Fromme et. al. 2001), la segunda a mondmeros del FSI y FSII (350 kDa, Umena et. al.
2011), lateCReray la cuarta a subestructuras de los fotosistemas y la antena distal PcbB
(de ~350-200 kDa).

4 w—
3 —>
2 —

1 —

Fig. 24 Gradiente de sacarosa de membranas solubilizadas de Prochlorococcus marinus MIT9313.
Se formaron gradientes lineales con concentraciones de 0.25 M a 2 M de sacarosa. Las flechas de
la izquierda indican las cuatro bandas caracteristicas encontradas en los gradientes y que
corresponden a las holoproteinas.
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Los gradientes fueron colectados en 18 fracciones de 1 mL cada una para realizar
las mediciones de los espectros de absorcién y generar el perfil del SG. En la figura 25
se muestran los espectros caracteristicos (F3, F7, F10 y F14) correspondientes a las
bandas verdes de la figura 24. La relacién Soret/Qy (S/Qy) de los espectros de absorcion
muestran variaciones en las cuatro fracciones. Sabiendo que la relacion S/Qy de la Chl
az es menor que la de la Chl bz (ver Fig. 5) podriamos inferir que la distribucién de Chl a>
y Chl bz es heterogénea a lo largo del gradiente debido a que las distintas estructuras del

aparato fotosintético coordinan de manera no homogénea las divinil clorofilas (Fig. 25).

—F3(1) | 18
—F7{2) | 16
—F10(3)
——F13(4)

UA.
IS
1

0 T T T
340 440 540 640 740

Longitud de onda (nm)
Fig. 25 Espectros de absorcién de fracciones del gradiente de sacarosa de membranas
solubilizadas de Prochlorococcus marinus MIT9313. El nimero de cada fraccién estd acompafiada
de la letra F. Las fracciones fueron colectadas del fondo a la parte superior del gradiente de
sacarosa y los nimeros entre paréntesis corresponden a las bandas verdes del SG (Fig. 24).

Tomando en cuenta que la relacion de Chl b2/Chl a2 en los complejos fotosintéticos
debe ser tal que asegure la transferencia de la energia desde las antenas distales a los
centros de reaccion, es decir, desde una mayor energia (<650 nm) a una menor (680 nm
para FSIl y 700 nm para FSI). Segun la relacion de los picos en los espectros de
absorcién, parece ser que la cantidad de Chl b2 es mayor en la fraccion ligera del
gradiente (F14) y la concentracion de Chl az es mayor en las fracciones mas densas (F3
y F7).
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Los espectros de absorcion de todas las fracciones fueron graficados a 681 y 651
nm, debido a que las caracteristicas absortivas para la Chl a2 muestran una mayor

probabilidad de absorber luz a 681 nm que la Chl b2y, viceversa a 651 nm.

Con lo anterior se generd un perfil el cual nos permite un primer acercamiento
cualitativo de la distribucion de las DVChls (Fig. 26). Las fracciones ligeras del gradiente
de sacarosa (F12 a F17), muestran mayor absorcidén en la zona de alta probabilidad de
absorcion de la Chl bz a 651 nm. Las fracciones mas densas de la fraccion F2 a F7,
muestran de la misma manera mayor absorcion a 651 nm, sin embargo, la relacion Chl
b/ Chl a2 parece constante. Las fracciones intermedias F8 a F11 muestran una relacion
Chl b2/ Chl a2 cercana a uno. Como rutina, la actividad de FNR fue determinada por el
cambio de absorcion a 600 nm por la reduccién del 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP),
debido a la transferencia de electrones del NADPH via la FNR (Fig. 26, linea roja).

1.6 - 1.2
- - 681
" --':-- Activ':dnaddo FNR ,"\
| ~—#— 651 nm f o\
t
| Rl
0.8 £
x
=
e
’n
©
04 s
0.0 ¢4 ¢ 0.0

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Numero de fraccion

Fig. 26 Andlisis del gradiente de sacarosa de membranas solubilizadas de Prochlorococcus
marinus MIT9313. Las absoCRiones a 681 y 651 de las 18 fracciones son mostradas en negro y
azul, respectivamente. Se pueden notar los tres picos correspondientes a las tres bandas mas
intensas del gradiente de sacarosa de la fig. 23. La actividad de diaforasa de FNR es mostrada en
rojo. Estos experimentos se han realizado refinando la técnica mostrada para gradientes de
sacarosa en la tesis de maestria de Barrera-Rojas J, 2013.

94

——
| —



Estos experimentos muestran reproducibilidad y se han realizado con algunas
variantes desde la tesis de maestria (Barrera-Rojas J, 2013). De manera interesante se
nota un pico sutil, de actividad en la fraccion 10 y cuya densidad se explicaria por la
asociacion de FNR con otras proteinas (o con ella misma). Como se concluyd en la tesis
de maestria, la FNR presenta un dominio cuya secuencia de aminoacidos tiene un indice
de hidropatia negativo, el cual predice una a-hélice y es posible encontrarla asociada a

la membrana tilacoidal en MIT9313.

Identificacion protedmica de los complejos proteicos separados por
gradientes de sacarosa Yy resueltos por SDS-PAGE mediante
espectrometrias de masas

Los SG mostraron reproducibilidad y las tres bandas verdes mas intensas fueron
una constante. En todos los casos se genero el perfil para localizar los picos de absorcion
y notar si se presentaba una diferencia en la distribucion de Chl a2y Chl by, lo cual no fue
positivo (Fig. 27a). Los espectros fueron medidos y graficados, para la Chl a2, a 681 nm
y para la Chl b2, a651 nm. Para conocer la identidad de las bandas verdes en el SG, las
proteinas en cada una de las fracciones fueron precipitadas, reducidas y solubilizadas
con SDS para disociar los complejos y separar sus subunidades utilizando un gel
desnaturalizante SDS-PAGE (Fig. 27b).

Como primera aproximacion, el patron electroforético de los fotosistemas resolvié
tentativamente la identidad y distribucién de los complejos a lo largo del gradiente. De la
fraccion 1 a la 7 se pueden observar las subunidades pesadas caracteristicas del FSI por
encima de los 65 kDa (PsaA y PsaB), mostrando mayor intensidad aparente en la tincion
con azul de Coomassie en las fracciones 2y 6. A partir de la fraccion 6 se puede observar
un bandeo que puede ser atribuido a las antenas proximales CP47 y CP43 del FSlI
alrededor de los 50 kDa y para el centro de reaccion D1y D2 alrededor de los 35 kDa La
mayor intensidad de estas bandas se encuentra en las fracciones 10 y 11. Para
corroborar las identidades de las proteinas en las fracciones las bandas indicadas en la

figura 27b fueron cortadas y tratadas para su analisis por espectrometria de masas.
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Fig. 27 Anélisis de subunidades de los complejos del aparato fotosintético de Prochlorococcus
marinus MI1T9313 separados por gradientes de sacarosa y SDS-PAGE. a. Perfil del gradiente de
sacarosa y la distribucion caracteristica de divinil clorofilas. b. SDS-PAGE de proteinas
precipitadas de las fracciones del gradiente de sacarosa. Las bandas indicadas fueron cortadas y

procesadas para su andlisis por espectrometria de masas.

Los resultados mostraron que subunidades correspondientes al FSI estan
presentes en las fracciones 2, 6, 9, 10 y 11. Las subunidades del core A1y A2 (PsaAy
PsaB, respectivamente) fueron identificadas en las bandas 2, 6, 9y 10y, en la banda 11
solo A2 fue identificada. Las subunidades Psal, PsaF y PsaD también fueron
identificadas en las fracciones densas 2, 6 e incluso en la 9. Sin embargo, la deteccién

de péptidos con mayor confiabilidad correspondio a la fraccion 6 del SG (Tabla 10).
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Tabla 10. Identificacion proteémica de subunidades del FSI en las fracciones del gradiente de sacarosa
separadas por SDS-PAGE.

Nimero ID Gen® Masa Namero de Péptidos Coverage Subunidadd
de UniProt® predicha veces Unicos (%)
fraccion? (KDa)?  detectadas

2 Q7V659 psaA 84.9 4 9 12 PSI-Al
Q7V511 psaB 83.2 3 11 14.7 PSI-A2
Q7V564 psaD 15.7 4 5 43 PSI-II
Q7V511 psaF 18.4 2 3 21 PSI-IlI
Q7V511 psal 20.1 2 4 26 PSI-XI

6 Q7V659 psaA 84.9 5 8 10.8 PSI-Al
Q7V511 psaB 83.2 5 11 14.6 PSI-A2
Q7V564 psaD 15.7 6 28 90 PSI-II
Q7V511 psaF 18.4 4 10 51 PSI-IlI
Q7V511 psaL 20.1 6 23 52 PSI-XI
Q7ve6ll  PMT_1178 20.7 1 3 20.9 Ycfd

9 Q7V659 psaA 84.9 6 11 13.9 PSI-A1
Q7V511 psaB 83.2 7 13 17.5 PSI-A2
Q7V564 psaD 15.7 5 10 57 PSI-lI
Q7V511 psaF 18.4 2 21 53 PSI-IlI
Q7V511 psaL 20.1 5 3 15 PSI-XI

10 Q7V659 psaA 84.9 1 8 10.6 PSI-Al
Q7V511 psaB 83.2 2 7 10.3 PSI-A2
Q7V564 psaD 15.7 1 3 26 PSI-II
Q7V511 psaL 20.1 1 3 21 PSI-XI

11 Q7V511 psaB 83.2 2 5 9.7 PS-1-A2
Q7V9A0 PMT_0054 20.5 1 3 22 Ycf37

2 Numeros correspondientes a las fracciones del gradiente de sacarosa cargadas en el gel SDS-PAGE (Fig. 27b).
b.¢.d pardmetros como en tabla 8.

Las subunidades detectadas para el FSII se encontraron en las fracciones 2, 6, 9,
10, 11y 14. Fueron detectadas las subunidades del centro de reaccion D1y D2, ademas
de las antenas proximales CP43 y CP47 en todas las fracciones, excepto en las dos
primeras fracciones, donde D1 no fue detectada. La antena distal PcbB fue detectada en
todas las fracciones. La zona del gradiente donde se detectaron las subunidades del FSII
con mayor cobertura corresponde a las fracciones 10y 11 (Tabla 11). Para los complejos
citocromo bef y ATP Sintasa, solo se detectaron péptidos de sus subunidades en la
fraccion 14. Para el citocromo bsf solo dos de sus siete subunidades fueron detectadas;
cit be y cit f. Para la ATP Sintasa se identificaron tres subunidades del dominio Fi; las
subunidades q, B, y 8. Para el dominio hidrofébico Fo solo se identificd la subunidad b.
Confirmando la reproducibilidad, se detectaron seis péptidos Unicos para la enzima FNR
en la fraccion 14 (PetH, Tabla 12).
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Tabla 11. Identificacion protedmica de subunidades del FSII en las fracciones del gradiente de sacarosa
separadas por SDS-PAGE.

Numero D Masa Numero de Péptidos  Coverage
de UniProt® Gen® predicha veces inicos (%) Subunidadd
fraccion? (KDa)? detectadas

2 Q7V5B9 psbB 56.16 2 9 21 PSII-CP47
Q7V6H9 psbhC 50.9 3 6 13 PSII-CP43
Q7Vv6I0  psbD 39.32 3 3 9 PSII-D2
Q7v6U4 pchB 38.54 4 12 25 Antena-PcbB

6 Q7V5B9 psbB 56.16 5 15 33 PSII-CP47
Q7V6H9 pshC 50.9 3 5 13 PSII-CP43
Q7V6I0  pshD 39.32 4 4 14 PSII-D2
Q7Vv6U4  pchB 38.54 9 12 29 Antena-PcbB

9 Q7TTH6 psbA 39.41 5 4 15 PSII-D1
Q7V5B9 psbB 56.16 9 25 38 PSII-CP47
Q7V6H9 psbC 50.9 6 6 15 PSII-CP43
Q7Vv6I0  psbD 39.32 9 5 20 PSII-D2
Q7Vv6U4 pcbB 38.54 7 11 29 Antena-PcbB

10 Q7TTH6 psbA 39.41 1 5 18.4 PSII-D1
Q7V5B9 psbB 56.16 2 24 36.7 PSII-CP47
Q7V6H9 psbC 50.9 2 5 11.4 PSII-CP43
Q7V6I0  psbD 39.32 2 8 23.4 PSII-D2
Q7V6U4  pchB 38.54 2 8 15.4 Antena-PcbB

11 Q7TTH6  psbA 3941 4 5 18.4 PSII-D1
Q7V5B9 psbB 56.16 11 21 39.0 PSII-CP47
Q7V6H9 psbhC 50.9 6 4 11.4 PSII-CP43
Q7V6I0  psbD 39.32 8 6 19.1 PSII-D2
Q7V6U4  pchB 38.54 9 10 28 Antena-PchB

14 Q7TTH6 psbA 39.41 3 4 12.3 PSII-D1
Q7V5B9 psbB 56.16 12 8 14.7 PSII-CP47
Q7V6H9 psbhC 50.9 13 8 15.1 PSII-CP43
Q7V6I0  psbD 39.32 10 4 9.7 PSII-D2
Q7V6U4  pchB 38.54 17 16 27.1 Antena-PcbB

2 Nameros correspondientes a las fracciones del gradiente de sacarosa cargadas en el gel SDS-PAGE (Fig. 27hb).
b.¢.d parametros como en tabla 8.

Tabla 12. Identificacion proteémica de subunidades del citocromo bef, FNR y FiFq ATP Sintasa en las
fracciones del gradiente de sacarosa separadas por SDS-PAGE.

NuUmero ID Gen® Masa Numero de Péptidos Coverage Subunidad?
de UniProt® predicha veces Unicos (%)
fraccion? (KDa)® detectadas
14 Q7V653 petA 33.3 2 4 22.9 Citf
Q7V5B9 petB 24.5 3 4 27 Cit bs
Q7TUW1 petH 40.8 5 6 20 FNR
14 Q7V5S7  atpA 54.0 1 3 7.3 o subunit F1
Q7Vv5U2 atpD 52.1 1 4 9.2 B subunit F1
Q7V5S5 atpF 18.7 1 6 37 b subunit Fo
Q7V5S6 atpH 19.7 1 5 24 d subunit F1

2 Numeros correspondientes a las fracciones del gradiente de sacarosa cargadas en el gel SDS-PAGE (Fig. 27b).
b.¢.d parametros como en tabla 8.
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Parte Il. Encontrar la distribucion de pigmentos Chl azy Chl b2 en los
complejos fotosintéticos de la cianobacteria Prochlorococcus marinus
MIT9313

Extraccién, separacion e identificacion de cromo6foros de membranas de
Prochlorococcus marinus MIT9313.

Conociendo la identidad de los complejos en las bandas verdes del SG y sabiendo
que el coeficiente de extincion molar (€) de cada DVChl, a lo largo del espectro visible,
puede relacionarse con su concentracion cuando la dispersion es baja, se procedio a
iniciar los experimentos para determinar sus valores y encontrar la estequiometria en las

fracciones del SG de manera cuantitativa.

La literatura muestra algunos valores para ambas DVChls y sus feofitinas disueltas
en éter y acetona al 80% (Shedbalkar & Rebeiz, 1992). Se procedid a extraer y separar
las DVChls para correlacionar su espectro de absorcién con los valores de su €
reportados para acetona al 80%. Para comparar nuestros espectros y separacion de las
DVChls con los reportados en la literatura, se realizd una extraccion de cromoéforos de
las membranas tilacoidales de MIT9313. Los cromoforos se extrajeron con metanol al
90% y 0.1 N de NH4OH para evitar la acidificacion del solvente y con ello la feofitinizacion
de las DVChlI (sustitucion de magnesio por protdn). La extraccion metandlica se inyect6
en un HPLC fase reversa en una columna C18 para separar sus componentes. La fase
movil consistio en un gradiente con disminucion de hidropatia con respecto al tiempo. Los
cromoforos eluyeron después del minuto 5 (Fig. 28). En algunos casos, la identificacion
de los cromdéforos fue posible por las caracteristicas absortivas de su estructura quimica

y lo reportado en la literatura (Goericke & Repeta 1992; Goericke & Repeta 1993).

El primer croméforo eluyd a los 5. 77 min y presentd el espectro de absorcion
caracteristico de las clorofilas tipo ¢ (Zapata et al., 2006, Fig. 28a). Se identifico el
espectro de absorcion y tiempo de retencion de la zeaxantina y el a-caroteno a los 8.91
y 22 min, respectivamente (Fig. 29b). Se detectaron, ademas, tres distintos carotenos a
los 11.03, 11.62 y 17.83 min (Fig. 29c).
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Los espectros de absorcién son caracteristicos de cada molécula, sin embargo,

en el caso de los carotenoides suelen ser muy parecidos y es dificil identificarlos solo con

esta caracterizacion.
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Fig. 28 Cromatograma de cromoforos separados por HPLC extraidos de membranas de
Prochlorococcus marinus MIT9313. La identidad asignada se baso en los espectros de absorcién
de cada picoy fueron: c, Clorofila c-like; z, Zeaxantina; b, Chl b; a, Chl az; a, a-caroteno. Algunos
picos mostraron los mismos espectros de absorcion que algunos de los croméforos identificados,
posiblemente por la formacion de aductos con las sales presentes en el gradiente de solventes (dato
no mostrado). La absorcion fue tomada a 465 nm.
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Fig. 29 Espectros de absorcion de croméforos de Prochlorococcus marinus MIT9313 separados
por HPLC. a. Espectro de absorcién de una clorofila tipo c, elucién 5.77 min. b. Espectros de
absorcion de a-caroteno (a), tiempo de elucion 22 min y zeaxantina (z), tiempo de elucion 8.91 min.
c. Espectros de absorcion de tres carotenos no identificados, los tiempos de elucion son: Car 1,
11.03; Car 2, 11.62; Car 3, 17.83. Ver figura 28.
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La Chl a2z y Chl b2 eluyeron a los 18.27 y 13.73 min respectivamente (Fig. 28). El
DAD (diode array detector) del equipo de HPLC mostr6 espectros caracteristicos de
cromoforos ya reportados. La Figura 30 muestra los espectros de absorcion de la Chl a2
y Chl b2 a los tiempos de elucion descritos. A partir de estos espectros no se pueden
calcular los € dado que los cromoforos se encuentran disueltos en una mezcla de
solventes del gradiente del HPLC. Para Chl a2, 85% de buffer B y 15% de buffer C; Chl
b2, 95.5% de buffer By 4.5% de buffer C (ver materiales y métodos).
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Fig. 30 Espectros de absorcion de divinil clorofilaay b. Los espectros se obtuvieron de la medicién
tomada por el sistema de arreglo de diodos del HPLC. Las divinil clorofilas se encuentran disueltas
en las siguientes mezclas de solventes: Chl az, 85% de metano y 15% de acetona; Chl b, 95.5% de
metanol y 4.5% de acetona.
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Identificacion de los cromoforos del aparato fotosintético de
Prochlorococcus marinus MIT9313 usando espectrometria de masas

Los cromoforos separados por HPLC fueron analizados por espectrometria de
masas para descartar una posible contaminacion que afecte la absorcion y por ende la
determinacion del coeficiente de extincibn molar. Las fracciones de cromoforos
separados por HPLC fueron inyectadas directamente en un espectrometro de masas con

una fuente de ionizacion basada en electrospray (ESI).

Para la fraccion cuyo espectro de absorcion corresponde a la Chl a2 se detectd un
ion de masa 890.4 m/z, correspondiente al ion [M*]* de la Chl a2 (CssH7o0MgN4Os), cuya
masa monoisotoépica calculada es de 890.520 Da. (Fig. 31a, inserto). El ion 890.4 m/z fue
fragmentado y los iones identificados se muestran en la figura 31a. El ion de masa 613
m/z corresponde a la perdida de la cadena hidrocarbonada o fitol [M+H-278]*. Otros iones
fueron detectados y calculados manualmente para asignar las pérdidas de masa. El ion
[M+H-278-32]* corresponderia a la perdida de metanol y el ion [M+H-278-60]+
corresponderia a la pérdida de un grupo carboximetilo, ambos posteriores a la pérdida
del fitol (Juin et al., 2015). El ion correspondiente a la masa 948.4 m/z detectado en la
fraccion correspondiente a la Chl a; (Fig. 31a, inserto), fue fragmentado encontrando el

mismo patréon que para el ion 890.4 m/z (dato no mostrado).

Para la fraccion cuyo espectro de absorcién corresponde a la Chl bz, se detect6 un
ion de masa 905.4 m/z el cual corresponde al ion [M+1]* de la Chl bz (CssHesMgN4Os),
cuya masa monoisotopica calculada es de 904.4 Da. De la misma manera que para la
Chl a2, en el espectro de fragmentacion, fue posible detectar un ion con la pérdida de
masa correspondiente a la pérdida del fitol (626.7 m/z), metanol (595.2 m/z) y el grupo
carboximetilo (567 m/z, Fig. 31b).
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Fig. 31 Espectros de masa y fragmentacion de las divinil clorofilas. a. Espectro de fragmentacion

del ion (inserto) ion [M*]* de la Chl a, (890.4). b. Espectro de fragmentacién del ion (inserto) ion
[M+1]" de la Chl b, (905.4).
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Otros cromoforos fueron analizados de la misma manera. Los carotenoides
zeaxantina y a-caroteno mostraron iones con las masas esperadas de 568.5 m/z y 536.4
m/z, respectivamente. Los espectros de fragmentacion mostraron iones de baja masa
que corresponderian a la fragmentacion de la cadena isoprenoide que es idéntica en
ambos carotenoides (Fig. 32). Los tres carotenoides no identificados fueron procesados

de la misma manera. Sus espectros de fragmentacion se muestran en la figura S4.

o1z, 1083 : 3 Zeaxantina 568:5 [M]*- ESI modo positivo - 3
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Fig. 32 Espectros de fragmentacion de espectrometria de masas de la zeaxantina y a-caroteno,
extraidos de tilacoides de Prochlorococcus marinus MIT9313.
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Célculo de los coeficientes de extincion molar de la divinil clorofila ay divinil
clorofila b.

Teniendo en cuenta que las fracciones de las DVChls separadas por HPLC
mostraron una pureza aceptable en el analisis de espectrometria de masas se procedio
con los experimentos para obtener un espectro de absorcion en el solvente indicado
(acetona 80%) y poder calcular los €. Para ello, los solventes en las fracciones fueron
evaporados y las muestras fueron resuspendidas en acetona al 80% para obtener los
espectros de absorcion. Se generd una relacion lineal con el valor del € a 663 nm,
publicado por Shedbalkar & Rebeiz, (1992) y los demés valores de absorciéon fueron
correlacionados uno a uno para obtener los € a lo largo de todo el espectro de absorcion
(Fig. 33). Se puede observar que el valor del € en la zona del Soret es mayor para la Chl

b> que para la Chl ax.

Cuando los valores de los € fueron graficados se detectd que la forma de la curva
no se ajustaba del todo a los reportados por Shedbalkar & Rebeiz, (1992). La relacion

S/Qy de nuestros espectros fue de 2.88 para la Chl b2 y el valor reportado fue de 2.45.

Para el caso de la Chl a2 no hubo una diferencia importante. Goericke & Repeta
(1992) reportan una discrepancia parecida y atribuyen la diferencia a una contaminacion

por lipidos cuando la determinacién del € fue realizada por Shedbalkar & Rebeiz, (1992).

Se utilizaron los valores del € en la zona del rojo para determinar las
concentraciones de DVChl en las fracciones del SG. Aunque se trata de una mezcla
compuesta en esa zona del espectro la absorcion de los carotenos es nula y permite
diferenciar las DVChl de otros posibles croméforos. Los cromoforos en las fracciones del
gradiente de sacarosa fueron extraidos con acetona (volumen final 80%), se
centrifugaron para eliminar la dispersion y los espectros de absorcion fueron leidos de
340 a 740 nm.
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Fig. 33 Coeficientes de extincién molar de divinil clorofila ay b en acetona al 80%. Los espectros
de absorcion fueron interpolados y correlacionados con los valores reportados a 663 nm por

Shedbalkar & Rebeiz, (1992). Los valores del coeficiente de extinciéon molar corresponden a
valores del croméforo en acetona al 80%.

Determinacion de la distribucion de divinil clorofila a y divinil clorofila b en
los gradientes de sacarosa

Considerando que los resultados de espectrometria de masas mostraron que las
fracciones densas (2 y 6) tienen mejores determinaciones y mostraron mayor nimero de
subunidades para el FSI (Tabla 10), ademas de que el patrén electroforético corresponde
de manera dominante a dicho fotosistema (Fig. 27b), asumimos que las fracciones 3-8
se encuentran enriquecidas en FSI. Por otra parte, las fracciones intermedias (9-11)
mostraron mejores determinaciones y mayor nimero de subunidades para el FSIl (Tabla
11) y de la misma manera el patron electroforético corresponde a las subunidades de
dicho fotosistema (Fig. 27b), asumimos que las fracciones 9-12 se encuentran

enriquecidas en FSII.
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Para la antena distal PcbB el patrén electroforético mas intenso se encuentra en
las fracciones 13 a la 17, asumimos que dichas fracciones corresponden a zonas

enriquecidas de la antena distal PcbB.

Las concentraciones de Chl a2 y b2 fueron determinadas a lo largo del gradiente
utilizando un sistema de ecuaciones lineales y los valores del € a 664 y 654 nm para
ambas DVChls (ver materiales y métodos, Fig. 33). EIl cociente Chl by/Chl az fue

calculado y mostré valores mayores a 1 en todas las fracciones del SG (Fig. 34).

Para la zona enriquecida del FSI se encontré una relacion aproximada de 1 Chl a2
por cada 2 Chl bz. Para la zona enriquecida del FSII se encontré la relacion mas pequefia,
teniendo 2 Chl az por cada 3 Chl bz. Finalmente, en la zona correspondiente a la antena

PcbB se encontré la relacion mas alta, teniendo 2 Chl a, por cada 5 Chl ba.
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Fig. 34 Relacion de concentraciones de divinil clorofila ay b. Las zonas del gradiente fueron
promediadas. Para 3-8, n=30; 9-12, n=20; 13-17, n= 25.
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Por otro lado, se observd que existe co-migracion de la antena distal PcbB a lo
largo de todo el gradiente de sacarosa. Para probar su contribucién al célculo de la
relacion Chl b2/Chl a2 en la zona enriquecida del PSI, se concentraron y dializaron
fracciones correspondientes a esta zona y se cargaron en un segundo gradiente con las

mismas condiciones y densidades de sacarosa (Fig. 35).

Los segundos gradientes de fracciones densas (P1) mostraron una distribucion de
bandas verdes parecida al primer gradiente (Fig. 35). Al caracterizar
espectroscopicamente las fracciones del segundo gradiente, la curva correspondiente a
la Chl a2 (681 nm) mostré una mayor absorcién que la Chl b2 (651 nm) en las fracciones
3 y 8, sin embargo, la diferencia en todas las demas fracciones no parece tener una
contribucion significativa que modifique el calculo obtenido en el primer gradiente de

sacarosa (Fig. 36).

P1

F13
F11 =

F3 =

Fig. 35 Analisis de complejos por segundos gradiente. La banda verde en el fondo del gradiente se
dializo y se cargé en un segundo gradiente (2nd).
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Fig. 36 Perfil de las fracciones del segundo gradiente de sacarosa. La curva roja muestra la
absorcién preferente de la Chl b, y la curva negra muestra la absorcion preferente de la Chl a..

Por otra parte, sabiendo que la técnica CN-PAGE mostré una buena resolucién
para los complejos fotosintéticos de MIT9313 (Fig. 22) y con el fin de comprobar la
riqueza de complejos en los gradientes de sacarosa (lero y 2do, Fig. 35), algunas
fracciones se dializaron y se cargaron en geles CN-PAGE buscando preservar la
estabilidad de los complejos y se compararon con membrana solubilizadas de MIT9313
(Fig. 37). Las fracciones F4 y F5 del primer gradiente mostraron cierto grado de mezcla
de FSI (trimero, banda 2; mondémero, banda 4) y FSIl (mondmero, banda 5). Sin embargo,
se puede notar que estas fracciones estan enriquecidas con FSI, dado que la intensidad
de la banda del mondmero del FSII es baja con respecto a las dos bandas del FSI (Fig.
37a). Para la fraccién F8 se puede notar que se encuentra enriquecida en FSI. Para la
fraccion 10 fue posible notar subestructuras de complejos que migraron en el peso
molecular aparente de la antena PcbB (Fig. 37a, 10). Las bandas de las fracciones F4 y
F6 del segundo gradiente mostraron un enriquecimiento mayor de FSI. Sin embargo, la
cantidad de proteina que se obtiene para las fracciones 10 y 12 no permiten que se
distingan bandas intensas en el gel. Se utilizaron membranas solubilizadas como
referencia y se comprob¢ la identidad de cada banda por su ya conocido patron

electroforético (Fig. 37b).
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Fig 37. Geles nativos claros de fracciones de los gradientes de sacarosa (ler y 2do). a. En el primer
carril se cargaron membranas solubilizadas como referencia. Las fracciones se dializaron y se
cargaron en el gel agregando 0.02% de detergente dodecil maltosido. Se cargaron las fracciones
indicadas de los dos gradientes de sacrosa. b. Se comprobo la identidad de las bandas de las
membranas solubilizadas usando una segunda dimension desnaturalizante.




Parte Ill. Caracterizacion bioquimica del proteoma fotosintético constitutivo
e inducible, (por estrés de escasez de Fe?" en el medio de crecimiento) de
Synechococcus PCC 7002 y Nodularia sp. CCMO9.

Caracterizacién del aparato fotosintético constitutivo de Synechococcus
PCC.7002.

De la misma manera que se realiz6 para MIT9313, las células de Synechococcus
PCC 7002 (PCC 7002) fueron cosechadas y mezcladas con arena de mar para la ruptura
celular. Los tilacoides fueron separados y solubilizados con 1% de DDM (w/v) y cargados
en un gel CN-PAGE para separar sus complejos fotosintéticos. La figura 38 muestra un
gel representativo de complejos del aparato fotosintético de PCC 7002 separados por
CN-PAGE. En este experimento se cargaron ademas membranas de MIT9313 para
comparar la migracion de los complejos que ya identificamos en la seccién anterior. Se
pudieron detectar algunas bandas verdes con el mismo patrén de migracién en ambas
cianobacterias. Las bandas 2y 3; 4 y 5 de MIT9313 presentan una contraparte de peso

molecular muy parecido en PCC 7002.
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Fig. 38. CN-PAGE de membranas de Synechococcus PCC 7002 solubilizadas con dodecil
maltdsido en condiciones normales de crecimiento. En el primer carril se cargaron membranas de
MIT9313 como referencia para determinar por peso molecular aparente los complejos proteicos
de PCC 7002.
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Los complejos separados en el gel se desnaturalizaron para poder separarlos en
una segunda dimension basada en un gel SDS-PAGE. Geles CN sobrecargados de
proteina se utilizaron para este fin. Por otra parte, geles con menor cantidad de proteina
se utilizaron para ser tefiidos con azul de Coomassie. Se observaron otras bandas
correspondientes a proteinas que no unen clorofila (Fig. 39, parte superior).

£

<o
CN-PAGE 2y3 %~ 4y5 &

Mw (kDa.)

2-D SDS PAGE

25-4

143
125

Fig. 39. 2-D SDS-PAGE de membranas de Synechococcus PCC 7002 en condiciones normales de
crecimiento. El gel de primera dimension se tratd para realizar una segunda dimension
desnaturalizante utilizando un gel al 10% de poliacrilamida. Los nimeros 2 'y 3; 4y 5, son los
numeros de referencia del gel CN-PAGE de MIT9313 (Fig. 35). Debido al patrén electroforético
de las bandas rotulada como FiFo y Fi, sugieren la presencia de la ATP Sintasa y algunas
subestructuras (respectivamente). CR47 es una subestructura del FSII compuesta del centro de
reaccion y la antena CP47.
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La tincion con azul de Coomassie del gel de segunda dimension (Fig. 39, parte
inferior) mostré un patrén electroforético que permitio asignar las identidades de los
complejos en las bandas del gel CN-PAGE. Fue posible reconocer patrones
electroforéticos de la ATP Sintasa por encima de los 350 kDa y de posibles
subestructuras por debajo de los 200 kDa La banda sefialada como 2 y 3 mostro el patron
electroforético del FSI. Una mancha intensa por encima de los 65 kDa correspondiente a
las subunidades grandes del core, A1 y A2. Ademas de subunidades por debajo de los
25 kDa correspondientes a las subunidades ligeras que rodean el core. Las bandas 4y 5
mostraron una mejor separacion en este experimento. Los patrones electroforéticos
corresponden a monomeros del FSI y FSII respectivamente. El FSII no fue encontrado
formando dimeros. Las antenas distales CP47 y CP43 fueron detectadas cerca de los 45
kDa, seguidas de las subunidades del centro de reaccion a los ~35 kDa De manera
interesante, en las bandas 4 y 5, fue posible reconocer el patrén electroforético del FSlI;
sin embargo, la mancha correspondiente a la antena proximal CP43, cercano a los 45
kDa no fue visible.

Induccion de la expresién de genes isiA utilizando medios minimos de
crecimiento con baja concentracion de fierro para Synechococcus PCC 7002

Los patrones electroforéticos obtenido para Prochlorococcus marinus MIT9313,
resultaron utiles para la asignaciéon de las identidades de las bandas en geles de
tilacoides solubilizados de PCC 7002. Se pudo determinar que le FSI es posible
encontrarlo formando trimeros y monémeros; el FSII solo fue detectado como monémero
y la ATP Sintasa fue posible detectarla formando una estructura estable en el peso
molecular que le corresponde (~500 kDa). Una vez determinados los complejos
presentes en la condicién normal de crecimiento se procedio a hacer la induccién de los
genes del aparato fotosintético cuya expresion aumenta en condiciones de escasez de

fierro en el medio de crecimiento (Leonhard and Straus, 1992).

En las resiembras de las células de PCC 7002 se utilizaron diluciones sucesivas

para obtener una concentracién final de fierro de 1:210 en el medio de crecimiento. Se
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tomaron muestras de células crecidas en medio completo (como control, +Fe) y bajo
disminucién de fierro en el medio (-Fe). Se midieron los espectros de absorcion de ambas
condiciones y se compararon (Fig. 40). Fue posible identificar un corrimiento del espectro
de 5 nm hacia el color azul en la condicion -Fe, ademas, de una disminucion en la
absorcién en la zona del ficobilisoma (~630 nm). Este cambio es indicativo de que el
aparato fotosintético se ha modificado (Bibby et al., 2001).

678 nm \ / 683 nm
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Fig. 40. Espectro de absorcion de células completas de Synechococcus PCC 7002 crecidas en
medio completo (curva azul) y con deficiencia de fierro (curva negra). Se utilizé una dilucién 1:210
de Fe®* para inducir la modificacion del aparato fotosintético. La curva azul presenta un maximo
alos 683 nmy la curva negra a los 678 nm.

Caracterizacion del aparato fotosintético inducible por estrés por
insuficiencia de Fe?* de Synechococcus PCC.7002.

Las células crecidas en baja concentracion de fierro fueron cosechadas y se
realiz6 la ruptura celular con arena de mar y mortero. Las membranas fueron
solubilizadas con 1% de DDM (w/v) y los complejos del aparato fotosintético fueron
separados utilizando geles CN-PAGE (Fig. 41). Se utilizaron membranas solubilizadas

de células de PCC 7002 en condiciones +Fe para comparar el patréon electroforético.

Después de la electroforesis CN-PAGE se pudo distinguir que el patrén de bandas
mostré similitudes importantes entre ambas condiciones (+Fe y -Fe), sin embargo, se

pudieron notar otras bandas verdes en la condicién de bajo fierro (Fig. 41, -Fe). Se cargo
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la misma concentracion de clorofila en ambos carriles correspondientes a ambas
condiciones de crecimiento para poder realizar una comparacion mas especifica. Se pudo
distinguir que algunas bandas variaron en intensidad cuando fueron tefiidas con

Coomassie (asterisco y flecha roja superior).

+Fe -Fe
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Fig. 41. Complejos del aparato fotosintético de Synechococcus PCC 7002 en dos condiciones de
crecimiento separadas por CN-PAGE. Del lado izquierdo de la zona de flechas se muestran un gel
representativo con y sin tincion de Coomassie para complejos obtenido de células crecidas en
medio completo (+Fe) y del lado derecho se muestran un gel representativo con y sin tincion (con
azul de Coomassie) para complejos obtenidos de células crecidas en medio con una dilucion 1:210
de fierro (-Fe). Las flechas negras indican las bandas verdes en comin de ambas condiciones. Las
flechas rojas indican las nuevas bandas verdes que aparecen en la condicion -Fe. En ambos geles
se cargd la misma concentracion de clorofila. Note que la banda maCRada con un asterisco
presenta una intensidad de tincion diferente.

De manera interesante nuevas bandas verdes aparecieron con mayor intensidad

en la zona de alto peso molecular, sugiriendo la presencia de supercomplejos en la
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condicion de -Fe. Ademas, otras bandas verdes fueron detectadas en la zona de bajo
peso molecular (flechas rojas).

Los complejos en los geles CN-PAGE se desnaturalizaron y se procedi6 a realizar
una segunda dimension desnaturalizante basada en SDS-PAGE (Fig. 42). La condicion
donde las células fueron crecidas con el medio completo (Fig. 42, +Fe) se resolvieron
patrones electroforéticos muy parecidos a los resultados previamente mostrados en la

Figura 39 para el FSI (trimero y monémero), FSII (monémero) y la ATP Sintasa (F1Fo).

Cuando las células fueron crecidas a una dilucion 1:210 de fierro, fueron
detectadas manchas de proteinas que no aparecen en la condicién de +Fe (Fig. 42,
flechas rojas). Los complejos proteicos que aparecieron en la condicién -Fe y no se
encuentran en la condicion +Fe se indican en la figura 41, en flechas rojas. A partir de
su patrén electroforético, en la segunda dimension, los manchas con el peso molecular
aparente por encima de los 25 kDa posiblemente podrian corresponder a la proteina
inducible por estrés por bajo fierro, IsiA (37.59 kDa). Analizando el patrén electroforético
de los demas complejos fue posible asignarles una identidad. Las bandas por encima de
los 500 kDa, corresponden al trimero del FSI. La siguiente banda corresponde a la ATP
Sintasa, la cual presenta dos manchas por encima de los 50 kDa correspondientes a las
subunidades a y B del domino Fi. Las siguientes bandas muestran el patron
electroforético del FSI, el FSIl y la su subestructura CR47. Las ultimas bandas
corresponden a las ficobiliproteinas que se precipitaron junto con las membranas y que
en la condicién de -Fe aparecen en menor cantidad. En el gel CN-PAGE se puede notar

su color cian correspondiente a las ficobiliproteinas (Fig. 41).

En otras especies de cianobacterias, se ha reportado que, en condiciones de
estrés por insuficiencia de fierro en el medio de crecimiento, la proteina antena ISiA se
expresa y puede encontrase formando supercomplejos con el FSI. Para identificar la
presencia de IsiA en nuestras condiciones de crecimiento, se cortaron bandas de los

geles CN-PAGE en la zona de peso molecular donde el trimero del FSI deberia de
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encontrarse. Se tomo una rebanada de gel de ambas condiciones, al mismo peso
molecular para su andlisis por espectrometria de masas, buscando comparar la presencia

de componentes proteicos expresados diferencialmente (Fig. 42, rectangulos rojos).
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Fig. 42. 2-D SDS-PAGE de complejos del aparato fotosintético de Synechococcus PCC 7002 en
dos condiciones de crecimiento. La condicion +Fe (izquierda) es un gel representativo de las
subunidades correspondientes a los complejos del aparato fotosintético presentes en condiciones
normales de crecimiento. Se pueden identificar manchas analizadas anteriormente (Fig. 39). La
condicion -Fe (derecha) muestra un gel representativo de las subunidades correspondientes a los
complejos del aparato fotosintético presentes en condiciones de bajo fierro en el medio de
crecimiento. Las flechas negras indican las manchas correspondientes a proteinas inducidas por
esta condicion y que probablemente correspondan a la antena distal IsiA (37.5 kDa). En la parte
superior de cada gel se indica el complejo del aparato fotosintético al que corresponde el patrén
electroforético de la segunda dimensién (ver texto). Los recuadros rojos indican la zona del gel que
se tratd para su analisis por espectrometria de masas.
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El analisis por espectrometria de masas de la banda de gel de la condicion +Fe
identifico cinco subunidades del FSI (Tabla 13). El centro de reaccion formado por PsaA
(Al) y PsaB (A2); las subunidades de tres pases transmembranales PsaF y PsalL; y la
subunidad citoplasmatica PsaC. De manera interesante se encontraron subunidades del
ficobilisoma; ApcE, linker que organiza el core de aloficocianinas; CpcG, el linker que une
las aloficocianinas con las ficocianinas; ademas el Rod-linker, el cual une los hexameros
de ficocianina en los brazos del ficobilisoma. Otras proteinas fueron detectadas; B1XLZ8,
un tipo de estomatina de 36.8 kDa; una proteina prohibitina, involucrada en el
mantenimiento del aparato fotosintético; B1XJA7, una proteina de membrana no
caracterizada de 14.2 kDa; y PsbB, una de las subunidades que forman el centro de
reaccion del FSII (Tabla 13).

Tabla 13. Identificacion protedmica de la banda del gel CN-PAGE correspondiente a la condicién de
crecimiento con medio completo de Synechococcus PCC 7002 (+Fe)?.

Subunidad® Unused Coverage Coverage ID Péptidos
Score® total (%) (>95%) UniProt® (>95%)°

Rod-linker ~ 10.08 54.83 24.48 Q05237 5
B1XLZ8 8.05 34.34 14.76 B1XLZ8 5
Prohibitina 6 27.14 15.36 B1XL96 3
PsaF 6 39.05 18.93 B1XJF1 3
PsaB 4.06 5.457 3.547 P17155 2
PsaL 4 23.68 17.76 Q54753 2
PsaC 2.93 44.44 321 P31087 4
CpcG 2.05 47.58 4.032 Q05238 1
ApcE 2.03 7.449 1.693 068973 1
PsaA 2 4.195 1.488 P17154 1
PsbB 2 7.692 2.564 B1XPN4 1
B1XJA7 2 8.8 8.8 B1XJA7 1

2 Condicion de crecimiento con medio minimo suplementado con 14.4 uM de Fe?*.

b|_a funcion de las proteinas fue correlacionada por los ortdlogos del cristal con PDB 1JB0 para el FSI, PDB.

¢Valor que relaciona la confiabilidad de la proteina identificada basado en un score asignado para el porcentaje de
cobertura de cada uno de los péptidos. Un péptido con una cobertura del 99% le corresponde un valor de unused score
de 2, dado por la formula Unused score = -log (1-(%confidencialidad/100)). El valor es la suma de todas las
aportaciones de los péptidos detectados.

41D de proteinas en la base de datos UniProt.

¢ Numero de péptidos detectados para cada proteina.
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El andlisis por espectrometria de masas de la banda de gel de la condicién -Fe
identifico también cinco subunidades del FSI (Tabla 14). Las mismas subunidades del
FSI que fueron detectadas en la condicion anterior, PsaA (Al), PsaB (A2), PsaF, PsalL y
PsaC. Los scores y numero de péptidos detectados fueron muy parecidos. Se detecto
nuevamente la proteina prohibitina (B1XL96), ademas de otras dos proteinas no
caracterizadas B1XR65 y B1XR78. De manera interesante no se detectaron péptidos de
las proteinas, ni los linkers que conforman el ficobilisoma. Ademas, se encontréun péptido
con una confiabilidad mayor al 99% (unused score 2.13) correspondiente a la proteina

antena inducible IsiA (Tabla 14, negritas).

Tabla 14. Identificacion protedmica de la banda del gel CN-PAGE correspondiente a la condicién de
crecimiento con disminucion de fierro en el medio de crecimiento de Synechococcus PCC 7002 (-Fe)®.

- Fe? Unused Coverage Coverage ID Péptidos
Score® total (%)¢ (>95%)% UniProt® (>95%)f

PsaF 6 43.2 30.18 B1XJF1 3
PsaB 5.66 10.23 5.184 P17155 3
IsiA 2.13 12.57 2.632 P31157 1
PsaC 2.02 33.33 16.05 P31087 1
B1XR65 2 5.298 0.508 B1XR65 1
PsalL 2 28.95 6.579 Q54753 1
PsaA 2 4.06 1.488 P17154 1
Prohibitin 2 15.36 6.429 B1XL96 1
B1XR78 2 15.97 2941  B1XR78 1

a Condicién de crecimiento con medio minimo suplementado con 68 nM de Fe?*.
b.c.dye |gual que en tabla 13.
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Caracterizacion del aparato fotosintético constitutivo de Nodularia sp.
CCMo.

De la misma manera que se realizé para MIT9313 y PCC 7002, las células de
Nodularia sp. CCM9 (CCM9) se cosecharon y se mezclaron con arena de mar para
romperlas con un mortero. Los tilacoides fueron separados y solubilizados con 1% DDM
(w/v); la fraccion solubilizada fue separada utilizando un gel CN-PAGE. Después de la
electroforesis a baja corriente (5 mA), se lograron identificar bandas verdes, sin embargo,
no fue posible identificar y asignar la identidad de dichas bandas al compararlas con lo
obtenido para MIT9313 y PCC 7002 (no mostrado). Se procedié a utilizar distintas
concentraciones de DDM (0.5, 1, 2 y 3% wi/v) para solubilizar los tilacoides y de igual
manera, los complejos solubilizados se cargaron en un gel CN-PAGE. En las distintas
concentraciones no se observo disociacion de complejos o un patron de bandeo distinto;
sin embargo, se observo enriquecimiento de las bandas (Fig. 43). Nuevamente, los
complejos del aparato fotosintético de CCM9 en el gel CN-PAGE mostraron un patrén de
bandeo y peso molecular aparente (respecto a los Marcadores hidrosolubles) sin relacion
con los patrones electroforéticos obtenidos para MIT9313 (Fig. 35) y PCC 7002 (Fig.

41a). De manera interesante, se observaron bandas cuyo peso molecular aparente
superaba el peso correspondiente al del trimero del FSI (Fig. 43, * y?). Lo anterior sugiri6

la presencia de supercomplejos distintos a los encontrados para nuestras otras dos

especies de cianobacterias.

Como primer paso en la identificacion de las bandas se realizo6 el calculo del peso
molecular aparente, utilizando Marcadores solubles y Marcadores hidrofébicos
(complejos de la cadena de transporte de electrones de mitocondrias de corazén de rata).

En estos experimentos se utilizé un enfoque diferente al utilizado para MIT9313 (Fig. 36).
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Fig. 43 CN-PAGE de membranas de Nodularia sp. CCM9 solubilizadas con distintas
concentraciones de dodecil maltdsido con tincion de azul de Coomassie. La electroforesis se realizé
en un gradiente del 4 al 13% de poliacrilamida. Se utilizaron las concentraciones de DDM (w/v):
0.5,1,2y 3%. *y”~indican las bandas de alto peso molecular. En cada carril se carg6 el mismo
volumen de la fraccion solubilizada.

En un mismo gel CN-PAGE se cargaron Marcadores solubles (solubles) y
Marcadores hidrofébicos (MCR, Fig. 44a). Las bandas correspondientes a los MCR se
resolvieron en una segunda dimension desnaturalizante (Fig. 44b). Para determinar su
identidad, el patrén electroforético obtenido se comparé con lo reportado en la literatura
para los complejos de la cadena respiratoria (Meyer et al., 2007; Wittig et al., 2010).
Fue posible reproducir el patron electroforético que se obtuvo en los experimentos de
CN-PAGE para los complejos fotosintéticos de Prochlorococcus marinus MIT9313 (Fig.
23b).
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Fig. 44 Migracién comparativa de Marcadores solubles y Marcadores hidrofébicos. a. CN-PAGE
de Marcadores solubles (tiroglobulina, Ferritina y catalasa) e hidrofébicos (complejos de la
cadena de transporte de electrones de la cadena respiratoria de mitocondria de corazon de rata,
MCR). b. 2-D SDS PAGE de MCR. Las identidades de los complejos (nimeros romanos) fueron
determinados por comparacion del patrén electroforético con lo reportado por Witting et al., 2010
y Reifschneider et. al. 2006.

Los valores de movilidad electroforética y peso molecular tedrico de los complejos
de la cadena respiratoria (MCR) se graficaron y se generd una correlacion lineal. El
mismo procedimiento se utiliz6 para encontrar una relacion lineal entre la movilidad
electroforética y el su peso molecular tedrico de los Marcadores solubles (Fig. 45). Las
ecuaciones obtenidas mostraron que, aproximadamente, por cada 790 kDa de los

Marcadores solubles corresponden a 1000 kDa de los complejos hidrofébicos.
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Con este resultado se calcularon los pesos moleculares aparentes de las bandas
del gel CN-PAGE de los complejos proteicos de CCM9. Los valores para las bandas de

alto peso molecular se obtuvieron extrapolando la ecuacion mostrada en la figura 45 para
los Marcadores hidrofébicos (MCR). Para la banda denotada como * se obtuvo un valor

de 1,584 kDa y para la banda denotada como #, 1,258 kDa

+ Solubles
* (3.2)
3 ~
N » MRC
“a A (3.1)
\'\\
2 N
= \\\ y =-0.1075x + 3.2872
D 35 NN
) N
- N
y =-0,1154x + 3.2072 e M
-
2 {
0 2 B 6 8 10 12

Movilidad {cm)

Fig. 45 Comparacion de la movilidad electroforética de complejos de la cadena respiratoria (MCR)
de mitocondria y Marcadores de peso molecular solubles (solubles) en geles CN-PAGE. Se graficd
la movilidad relativa de las bandas correspondientes a los Marcadores solubles (rombos azules) y
los complejos hidrofébicos (cuadros anaranjados). Se generd una aproximacion lineal de su
movilidad y los valores para * y ” se extrapolaron de la ecuacion de complejos hidrofébicos.

Para asignar una posible identidad de estos supercomplejos y demas bandas en
el gel CN-PAGE, se realiz6 una segunda dimension desnaturalizante basada en SDS-
PAGE (Fig. 46). El patron electroforético del gel de segunda dimension mostré que las
bandas de alto peso molecular * y  corresponden a asociaciones del FSI. El patrén
electroforético del FSI fue resuelto para varias bandas del gel CN-PAGE (Fig. 46,
recuadro morado).
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Ademas, fue posible determinar el patron electroforético de la ATP Sintasa (Fig.
46, recuadro rojo) y las ficobiliproteinas (Fig. 46, recuadro cian). Se probo, ademas, que
las bandas en el gel CN-PAGE, donde se utilizaron distintas concentraciones de DDM
para solubilizar los complejos fotosintéticos de CCM9 (Fig. 43), presentaran el mismo
patron electroforético variando solo en la intensidad de la tincion con azul de Coomassie
(Fig. 46).
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Fig. 46 2-D SDS-PAGE de los complejos del aparato fotosintetico Nodularia sp. CCM9. Se
utilizaron dos geles CN-PAGE con diferentes concentraciones de DDM, la figura de la izquierda
corresponde al uso de 0.5% de DDM vy la figura de la derecha a 3% DDM (Fig. 43). Las bandas
en el gel CN-PAGE se desnaturalizaron en un un gel desnaturalizante al 10%. El recuadro azul
muestra los caracteristicos manchas de las subunidades del centro de reaccion del FSI (~80 kDa).
El recuadro rojo muestra los caracteristicos manchas de las subunidades o y 8 de la ATP Sintasa
(~50 kDa). El recuadro cian muestra los caracteristicos manchas de las ficobiliproteinas.
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Identificacion protedmica de los complejos del aparato fotosintético de
Nodularia sp. CCM9.

Se realizaron distintos experimentos para validar la reproducibilidad del patrén
electroforético de complejos membranales solubilizados de CCM9 en geles CN-PAGE
(n=7). Uno de los geles representativos fue cortado en 13 bandas, las cuales fueron
procesadas para su analisis usando espectrometria de masas (Fig. 47). Para estos
experimentos, con la ayuda de Emmanuel Rios Castro y Omar Bernal N. se propuso
utilizar dos enfoques de digestion para la obtencién de péptidos ionizables. Por un lado,
se aplico el enfoque tradicional utilizando tripsina para la digestion de las proteinas en las
bandas del gel, y cuya especificidad de corte en los aminoécidos polares lisina y arginina
es alta. Por otro lado, sabiendo que la mayor parte de las proteinas del aparato
fotosintético se encuentran embebidas dentro de la membrana tilacoidal (por su caracter
hidrofébico), se decidid utilizar quimotripsina (corte no tan especifico en aminoécidos
voluminosos, triptéfano, tirosina, fenilalanina y metionina) como enzima de corte y

comparar los resultados con el enfoque tradicional.

Los resultados confirmaron las identidades tentativas para los patrones
electroforéticos correspondientes a cada complejo del aparato fotosintético en el gel CN-
PAGE. Ademas, se obtuvieron identificaciones de proteinas involucradas en otras rutas
metabdlicas como, sintesis de clorofilas y carotenos, proteinas de la cadena respiratoria,
porinas y transporte, elongacién de acil-CoAs, etc. Las tablas que a continuacién se
describen fueron procesadas para quimotripsina y tripsina (se indica cada caso). Se
utilizé como convencion de buena identificacion para las proteinas los valores
correspondientes para al menos un péptido con una cobertura mayor a 99%, que equivale
a un valor de unused score de 2, dado por la férmula Unused score = -log (1-
(%confidencialidad / 100)). Se utilizo el software Protein Pilot de Sciex para analizar los
datos. A continuacion, se describen las subunidades identificadas en las tres primeras
bandas correspondientes a los supercomplejos del gel CN-PAGE (Tablas 15-20), las
identificaciones de las otras bandas se encuentran en el material suplementario (Tablas
Supp. 1-22).

125

——
| —



CN-PAGE 450 3 567 91011 13

Mw (kDa
o)
L4 & 6
F2 8
F3 < &
-4
L8
»-
- 7 25 |
Fs :
Fo v
F 10 143 e
F o1 125 [ .
|F 12 4.“
L 13

Fig. 47 Clear Native PAGE y su resolucion en una segunda dimensién SDS-PAGE de complejos
solubilizados de Nodularia sp. CCM9. a. El gel CN-PAGE fue cortado en 13 bandas para su
andlisis usando espectrometria de masas. b. Segunda dimension desnaturalizante para la
comprobacién y reproducibilidad del patrén electroforético. La banda 1y 2 correspondena *y
de la figura 46, respectivamente.

La identificacion protedmica de la banda mas pesada utilizando quimotripsina (Q)
mostro siete subunidades del FSI (PsalL, PsakE, PsaD, PsaF, A2, Al y PsaC) y tres
subunidades del FSIlI (D2, CP47 y PsbE; Tabla 15). Se detectaron, ademas, péptidos
para dos porinas putativas (A0ZKC9 y W6FXQ8), una desacetilasa (A0ZKK4), una
proteina con motivos repetidos (AOZHL1l) y una proteina de ocho pases
transmembranales de la familia UPF0182.
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Tabla 15. Identificacion protedmica de banda 1 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.

Bandal Quimotripsina
UNUSED %Cov(95) UniProtID Descripcion

2.1 0.0 W6G9X4  UPF0182 protein NSP_50390

26.3 18.4 A0ZKC9 Putative porin

4.1 10.6 WG6FXQ8 Putative porin

5.2 6.8 A0ZKS1 Photosystem Il D2 protein

4.1 5.3 WG6FKG6 Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

20.0 32.4 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center subunit XI (PsaL)
12.0 77.1 A0ZB92  Photosystem I reaction center subunit IV (PsaE)
33.7 77.0 AOZLE1 Photosystem I reaction center subunit Il (PsaD)
13.3 42.1 A0ZBQ3 Photosystem I reaction center subunit 111 (PsaF)
49.9 24.5 AO0ZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
26.8 17.7 AOZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
4.0 61.1 WG6FPY2  Photosystem I iron-sulfur subunit V1l (PsaC)
2.6 4.4 AOZHL1 Pentapeptide repeat family protein

2.3 2.3 A0ZKK4  N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase
2.2 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha

2Numeros correspondientes a la banda del gel CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 (Fig. 47a).

b Valor que relaciona la confiabilidad de la proteina identificada basado en un score asignado para el porcentaje de
cobertura de cada uno de los péptidos. Un péptido con una cobertura del 99% le corresponde un valor de unused score
de 2, dado por la férmula Unused score = -log (1-(%confidencialidad/100)). El valor es la suma de todas las
aportaciones de los peptidos detectados.

¢ ID de proteinas de la base de datos UniProt.

d Datos obtenidos del genoma de Nodularia spumigena CY9414. Gen Bank ID: CP007203.1. La funcion de las
proteinas fue correlacionada por los ort6logos del cristal con PDB 1JBO0 para el FSI, PDB 1VFS para Cit b6f, ATP
Sintasa 5DN6 (Morales-Rios, et al., 2015) y 3WU2 para el FSII.

En el enfoque utilizando tripsina (T) se identificaron seis subunidades del FSI
(PsaL, PsaD, PsaF, A2, A1y PsaC) y cuatro del FSIl con una cobertura menor que para
el caso de Q (PsbO, D2, PsbC y PsbE), sin embargo, cinco proteinas del ficobilisoma
(FBS), dos de la ATP Sintasa y una del Citocromo bsf (bsf), fueron detectadas utilizando
T (Tabla 16). Se detectaron, ademas, péptidos para dos porinas putativas (las mismas
detectadas con Q), una ligasa de Valina-tRNA (AOZF68) y una proteasa putativa
(AOZIQ4).
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Tabla 16. Identificacién proteémica de banda 1 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Bandal Tripsina
Unused %Cov (95) UniProt ID Descripcion

2.2 1.3 A0ZF68  Valine--tRNA ligase

34 6.3 A0ZIQ4  Putative stomatin/prohibitin-family membrane protease
11.8 111 AOZKC9  Putative porin

7.5 12.1 WG6FXQ8  Putative porin

6.0 25.8 W6FS94  Phycocyanin alpha chain

2.7 3.8 A0ZN82  Phycobilisome rod linker, phycocyanin-associated
2.0 3.2 A0ZKM3  Phycobilisome linker polypeptide

14.6 4.8 AO0ZF10  Phycobilisome core-membrane linker polypeptide
12.1 40.0 WG6FL66  Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
8.1 12.2 A0ZKS1  Photosystem Il D2 protein

16.4 31.2 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center subunit XI (PsalL)
20.8 64.7 AOZLE1  Photosystem I reaction center subunit Il (PsaD)
10.0 28.7 A0ZBQ3  Photosystem I reaction center subunit 111 (PsaF)
12.8 9.3 AO0ZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
21.8 11.8 AOZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
5.2 40.7 WG6FPY2  Photosystem I iron-sulfur center subunit VII (PsaC)
6.0 9.5 A0ZKSO  Photosynthetic Il protein PsbC

4.2 2.7 AO0ZMEG6  Outer membrane protein

2.0 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha (PsbE)

3.3 3.5 AO0ZEZ4  ATP synthase gamma chain

4.3 17.2 AOZEZ8  ATP synthase B' chain

8.0 17.4 A0ZJ62  Apocytochrome f

4.0 9.9 AOZF13  Allophycocyanin beta chain

ab.c.d Como en tabla 15.

Para la banda 2 utilizando Q se detectaron ocho subunidades del FSI (PsaM, PsaL,
PsaE, PsaD, PsaF, A2, Al y PsaC), cuatro del FSII (D2, CP47, PsbC y PsbE), una de la
ATP Sintasa (b’), dos del bef (PetC) y solo una del FBS (linker AOZF10, Tabla 17). Se
detectaron nuevamente las proteinas no fotosintéticas de la banda 1, ademas, una
fosfatasa alcalina (A0Z9Z8), una metaloproteasa (A0ZDV4) y un transportador de
multidrogas (AOZEG67).
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Tabla 17. ldentificacién proteébmica de banda 2 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.

a,b,cd
Banda2 Quimotripsina

Unused %Cov(95) UniProt ID Descripcion g: me
55.0 35.9 AO0ZKC9 Putative porin tabla
7.9 174 W6FXQ8 Putative porin 15
6.2 1.8 A0ZF10  Phycobilisome core-membrane linker

polypeptide
6.2 6.8 A0ZKS1 Photosystem Il D2 protein
9.8 9.9 WG6FKG6  Photosystem Il CP47 protein (PshB)
2.1 16.0 WG6FLG3  Photosystem I reaction center XII (PsaM)
22.1 31.8 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center XI (PsaL)
18.1 77.1 A0ZB92 Photosystem I reaction center IV (PsaE)
40.0 79.1 AOZLE1 Photosystem I reaction center 1l (PsaD)
15.7 40.9 A0ZBQ3 Photosystem I reaction center Il (PsaF)
88.8 40.6 AOZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
47.2 30.9 AO0ZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
51 46.3 WG6EFPY2  Photosystem I iron-sulfur subunit VI (PsaC)
5.4 5.4 A0ZKSO  Photosynthetic Il protein PsbC
2.0 4.4 AOZHL1 Pentapeptide repeat family protein
2.0 2.3 A0ZKK4  N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase
4.1 1.8 AOZE67  Multidrug efflux transporter MexF
6.0 23.5 A0zZJ61  Cytochrome b6-f complex iron-sulfur (PetC)
6.0 341 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha (PsbE)
2.5 2.3 A0ZDV4  ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
2.1 7.4 AOZEZ8  ATP synthase B' chain
4.1 135 A0ZJ62  Apocytochrome f
2.3 0.6 A0z9z8  Alkaline phosphatase

Para la banda 2 usando T, se detectaron seis subunidades del FSI (PsaL, PsaD,
PsaF, A2, Al y PsaC), siete del FSII (PsbH, D1, PsbO, D2, CP47, CP43 y PsbE), cuatro
de la ATP Sintasa (b, a, y y b’), siete del FBS (ficocianina a y [, cuatro linkers y
aloficocianina B) y dos del bef (PetC y PetA), una de las cuales es la subunidad 1V, una
subunidad muy hidrofébica (Tabla 18). Ademas, la cadena larga de la RuBisCo
(AOZ9KS8), proteinas de la membrana externa (A0ZG92, AOZMEG6), una deshidrogenasa
de lactato (AOZAMG6), una chaperona (W6FV44), una proteina con motivos PKD
(AOZFU®B), una proteina con una hélice transmembranal conservada (A0ZCT1) y las dos

porinas putativas anteriores (AOZKC9 y W6FXQ8).
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En esta banda de se detectan numeros parecidos de subunidades de los
fotosistemas, pero de igual manera que en la banda uno, la cobertura es mayor para las
subunidades mas grandes e hidrofobicas como Al y A2 del core del FSI, sin embargo, al

utilizar T se detectan hasta siete subunidades del FBS, un complejo hidrofilico.

Tabla 18. Identificacion protedmica de la banda 2 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda2 Tripsina
Unused %Cov(95) UniProt ID Descripcion

34 2.7 A0Z9K8  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain

2.3 5.2 AO0ZCI5  Ribosomal subunit interface protein

2.1 0.0 AQZFE9  Putative type I restriction-modification system (HsdR)
30.4 29.8 AO0ZKC9  Putative porin

104 20.4 W6FXQ8 Putative porin

2.0 1.6 AOZFU6  PKD repeat protein

2.0 9.8 W6G1Z1  Phycocyanin beta chain

7.7 30.1 W6FS94  Phycocyanin alpha chain

2.3 5.9 A0ZKM1 Phycobilisome rod-core linker, phycocyanin-associated
10.4 20.3 A0ZN82  Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-associated
20.6 6.2 AO0ZF10  Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

6.1 41.2 AO0ZF14  Phycobilisome 7.8 kDa linker, allophycocyanin-associated, core
2.0 20.9 A0ZIN8  Photosystem Il reaction center protein H

14.0 23.1 AO0ZF30  Photosystem Il protein D1

10.2 30.2 WG6FL66  Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
10.0 15.3 AO0ZKS1  Photosystem Il D2 protein

13.6 14.2 W6FKG6  Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

12.9 31.2 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center subunit X1 (PsaL)

25.9 65.5 AOZLE1  Photosystem | reaction center subunit Il (PsaD)

10.0 28.7 A0ZBQ3  Photosystem I reaction center subunit 111 (PsaF)

19.6 12.2 AO0ZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2

30.2 18.6 AOZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al

6.0 42.6 WG6FPY2  Photosystem | iron-sulfur center subunit VII (PsaC)
12.0 15.2 A0ZKSO  Photosynthetic 11 protein PsbC

3.2 1.7 A0ZG92  Outer membrane protein/protective antigen OMA87
6.1 6.4 AOZME6  Outer membrane protein

2.1 5.6 A0ZMQ2 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit |

3.1 5.3 AO0ZEJ7  Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517
2.0 5.3 AO0ZAM6  D-lactate dehydrogenase

3.2 6.3 A0ZKG9  Cytochrome b6-f complex subunit 4

2.1 9.5 A0ZJ)61  Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit (PetC)
5.0 22.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha (PsaE)

4.0 4.0 AQ0ZCT1  Conserved TM helix
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2.0
6.5
2.0
6.6
4.0
6.0
4.2
2.0

2.4
18.9
2.6
111
17.8
12.6
9.9
2.1

abed Como en tabla 15.

Para la banda 3 utilizando Q se detectaron siete subunidades del FSI (PsaL, PsaE,
PsaD, PsaF, A2, Al y PsaC); Al y A2 con una cobertura mayor al 34%. Se detectaron
ademas cuatro subunidades del FSIlI (D1, D2, CP47 y PsaE), una de la ATP Sintasa (b’),
un linker del FBS (AOZF10) y una del bef (PetA, Tabla 19). Ademas, se identifico una
subunidad del complejo | de la cadena respiratoria (W6FTC7), dos ligasas Coa-acido
graso (W6FPV4 y AOZLL9), una proteina de adenilacién de aminoacidos (A0ZF81), una
proteina que une fosfato (W6FIN6), una trans-acilasa (AOZEC?2), una fosfatasa alcalina

W6FV44  Chaperone protein DnaK
W6FQB1  ATP synthase subunit b

AQZEZ5  ATP synthase subunit alpha

AOZEZ4  ATP synthase gamma chain

AQZEZ8  ATP synthase B' chain

A0ZJ62  Apocytochrome f (PetA)

AO0ZF13  Allophycocyanin beta chain

AOZE63  2-octaprenyl-6-methoxyphenol hydroxylase

(A0Z9Z8) y las dos porinas putativas antes detectadas (AOZKC9 y W6FXQ8).

Tabla 19. Identificacién proteémica de banda 3 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.

Banda3 Quimotripsina

Unused
46.1
14.6
9.7

6.5
16.8
12.6
40.3
18.1
56.6
23.6
113.8
67.1
21
2.0
2.0
5.0

%Cov(95) Uniprot ID
325 A0ZKC9
29.4 W6FXQ8
1.8 AO0ZF10
13.6 A0ZF30
19.6 A0ZKS1
13.8 W6FKG6
445 A0ZBQ1
77.1 A0ZB92
86.3 AOZLE1
57.9 A0ZBQ3
42.0 AO0ZAN9
34.4 AO0ZAPO
24.1 W6FPY?2
5.8 W6FING
8.8 W6FTC7
0.3 AO0ZEC2

Descripcion

Putative porin

Putative porin

Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

Photosystem 1l protein D1

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Photosystem | reaction center subunit X1 (PsalL.)
Photosystem | reaction center subunit IV (PsaE)
Photosystem | reaction center subunit Il (PsaD)
Photosystem | reaction center subunit 111 (PsaF)
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
Photosystem | iron-sulfur center subunit VII (PsaC)
Phosphate-binding protein

NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain J
Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase
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2.7 1.9 W6FPV4  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

2.3 0.3 A0ZLL9 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
3.8 39.0 A0Z139 Cytochrome b559 subunit alpha
2.3 135 AOZEZ8 ATP synthase B' chain

8.7 20.4 A0ZJ62 Apocytochrome f (PetA)

2.7 0.8 A0ZF81 Amino acid adenylation protein
3.2 1.0 A0Z9Z8 Alkaline phosphatase

abcd Compo en tabla 15

Utilizando la técnica con tripsina, se detectaron siete subunidades del FSI (PsaL,
Psal, PsaD, PsaF, A2, Aly PsaC), 3 del FSII (D1, D2 y PsbE), dos de la ATP Sintasa (a
y b’), dos linkers del FBS (A0ZKM3 y A0ZF10) y una del bef (PetA, Tabla 20). Ademas,
una aril-esterasa (W6G7X4), dos proteinas ribosomales (W6FL55 y WG6FLIO), una
peptidasa (AOZES2), la reductasa e hidrogenasa de geranilgeranil (AOZFY8 y AOZKHO0),
dos proteinas no caracterizadas (A0OZA96 y W6FKW4), la cadena larga de la RuBisCo
(AOZ9K8), una proteina de la biosintesis de la ubiquinona (A0ZBV9) y las dos porinas
putativas que fueron detectadas en todas las bandas anteriores (W6FXQ8 y A0ZKC9).
Como en las bandas anteriores, usando tripsina se identific6 un mayor niamero de

proteinas; sin embargo, su cobertura fue menor que cuando se utilizé quimotripsina.

Tabla 20. Identificacion protedmica de banda 3 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda3  Tripsina
Unused  %Cov(95) Uniprot ID Descripcion

2.1 4.1 A0ZA96  Uncharacterized protein

2.0 7.5 WG6FKW4  Uncharacterized protein

4.2 4.2 A0Z9K8  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain

21.2 24.9 W6FXQ8 Putative porin

10.1 17.9 A0ZKC9 Putative porin

2.2 3.2 A0ZKM3  Phycobilisome linker polypeptide

14.3 7.3 AO0ZF10  Phycobilisome core-membrane linker
polypeptide

6.0 8.9 A0ZF30  Photosystem Il protein D1

10.0 12.2 A0ZKS1  Photosystem Il D2 protein

24.0 41.6 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center subunit XI (PsalL)

2.0 22.0 A0ZBQ2 Photosystem I reaction center subunit IX (PsaJ)

42.7 71.2 AOZLE1l Photosystem I reaction center subunit Il (PsaD)

16.8 23.2 A0ZBQ3 Photosystem I reaction center subunit I11 (PsaF)

32.0 20.5 AO0ZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2

24.6 15.0 AO0ZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
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6.0 42.6 WG6FPY2  Photosystem I iron-sulfur subunit VII (PsaC)

2.0 55 A0ZE52  Peptidase S49, SppA

2.0 2.5 A0ZFY8  Geranylgeranyl hydrogenase BchP
Geranylgeranyl reductase

2.0 6.0 A0ZKHO  Cytochrome b6

2.0 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha (PsbE)

3.8 5.7 A0ZEZ5  ATP synthase subunit alpha

8.4 27.6 AOZEZ8  ATP synthase B' chain

2.0 6.8 W6G7X4  Arylesterase

10.0 24.0 A0zJ62  Apocytochrome f (PetA)

3.8 3.6 A0ZBV9  Ubiquinone biosynthesis monooxygenase UbiB

2.5 10.8 WG6FL55  50S ribosomal protein L19

2.1 8.3 WG6FLIO  30S ribosomal protein S7

abcd Como en tabla 15

Para las bandas 4 y 5 el patron de subunidades identificadas es muy parecido,
aparecen coberturas mas altas para quimotripsina y el FSI es el complejo dominante
(Tablas supp. 1-4). Parala banda 6 y 7 aparece un cambio de patrones. Las subunidades
del FSIl son m&s abundantes y aparecen otras subunidades de la ATP Sintasa, y el bef.
En estas bandas aparecen proteinas relacionadas con la sintesis de clorofilas y carotenos
(Tablas supp. 5-8).

Para las bandas 8-10 las subunidades dominantes pertenecen al FSII, ATP
Sintasa, y el bef. Se detectaron proteinas no identificadas y proteinas de la membrana

externa, como transportadores de sodio y porinas (Tablas supp. 9-15).

Para las bandas 11-13 se detectan mas proteinas hidrosolubles como las
subunidades del dominio F1 de la ATP Sintasa, proteinas del FBS y algunas subunidades
del FSII. Se encontraron, ademas, subunidades de la NADH deshidrogenasa, proteinas
de la sintesis de lipidos, y relacionadas con la sintesis de carotenos y clorofilas (Tablas
supp. 16-22).

Al analizar los datos de la identificacién proteémica utilizando los dos enfoques de
digestion (Q y T), notamos que para el caso de la tripsina se detectaron mayormente
proteinas hidrosolubles como el FBS y el dominio F1 de la ATP Sintasa, ademas de

subunidades de los FS que se encuentran en la superficie de la membrana o asociada a
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ella. En general, los valores de cobertura para las proteinas hidrofébicas resultaron mas
altos utilizando quimotripsina y para las proteinas hidrofilicas, sus coberturas fueron mas

altas utilizando tripsina.

Comparacion del uso de tripsina y quimotripsina en espectrometria de
masas para la identificacion de proteinas de membrana

El core del FSI estd compuesto de dos subunidades de 11 pases
transmembranales cada una, PsaA y PsaB. Estas dos subunidades coordinan los
cofactores del centro de reaccion (clorofilas y nucleos Fe-S) y de la antena proximal
(clorofilas y carotenoides). Como se ha visto, estas proteinas por su caracter hidrofébico
pueden ser detectadas con bajos scores utilizando el tratamiento clasico para
espectrometria de masas (digestion con tripsina). Cuando se analizaron los péptidos
obtenidos con los tratamientos de T y Q para estas subunidades, se noté mayor cobertura
utilizando Q. Debido a que la base de datos utilizada para analizar los resultados de
espectrometria de masas correspondié a CY9414 y con el fin de tener una idea mas clara
de los péptidos cortados en las condiciones T y Q, procedimos a amplificar y secuenciar
los genes psaA y psaB de CCM9, los cuales corresponden a las subunidades que forman
el core del FSI y cuya extensién e hidrofobicidad podrian darnos una buena perspectiva.
Los primers fueron disefiados alineando las secuencias de los genes psaA y psaB de
CY9414 (nsp_41520 para psaA; nsp_415230 para psaB) y otras cianobacterias cercanas
filogenéticamente para utilizar las zonas méas conservadas (ver materiales y métodos). Al
comparar la secuencia de los genes psaA y psaB de CCM9 con sus ortélogos en CY9414,
se encontrd una identidad del 99% y 98%, respectivamente. La figura 48 muestra una
caricatura de las subunidades PsaA y PsaB del FSI del cristal de Thermosynechococcus
elongatus (PDB 1JB0). Se representaron las 11 hélices transmembranales de las dos

subunidades en color cian.
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Los péptidos detectados para la banda 3 utilizando quimotripsina se encuentran
sobre la superficie del complejo proteico (Fig. 48a), al igual que los péptidos detectados
con tripsina (Fig. 48a). En algunos casos los péptidos fueron detectados en ambas
condiciones, sin la misma cobertura y confiabilidad. Los péptidos compartidos se
muestran en color verde (Fig. 48c). Se puede notar que los péptidos detectados con
quimotripsina se encuentran en partes mas hidrofébicas, dentro de la membrana, donde
los residuos de aminoacidos dificilmente son lisina o arginina, justo los residuos donde la
tripsina puede actuar.

a PsaB PsaA

‘*5'?.\’, | 'i
Fig. 48 Representacion grafica de los péptidos detectados por espectrometria en la banda 3 del
CN-PAGE de Nodularia sp. CY9414. Se utilizo el cristal de Thermosynechococcous elongatus
(PDB 1JB0) para iluminar los péptidos detectados usando a) tripsina (rojo) y b) quimotripsina
(azul), en la subunidad PsaA (verde). El color verde indica superposicion de péptidos detectados

con ambas enzimas (c). Los péptidos detectados para CY9414 se alinearon con la secuencia de T.
elongatus para identificar las zonas de corte.
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Anadlisis in silico de las antenas fotosintéticas de Nodularia spumigena
CY9414.

Cuando la cianobacteria CCM9 fue aislada, el primer paso para su identificacién
fue amplificar los genes de los rRNA 16S y 23S, ademés de su zona intergénica (ITS,
realizado por la M. en C. Lourdes Leyva Castillo). Cuando se obtuvieron las secuencias
de dichos genes, se compararon con las bases de datos de cianobacterias (NCBI). Se
encontr6 que Nodularia spumigena CY9414 era la especie filogenéticamente mas
cercana (identidad del 97% en rRNAy 87% en ITS) y, ademas, su genoma se encuentra

secuenciado y anotado (Vop et al., 2013).

El analisis in silico nos permite utilizar la informacién genética disponible de
CY9414 para identificar las posibles proteinas que forman parte del aparato fotosintético
de CCM9, debido a su cercania filogenética. Por otra parte, Shih et. al. en el 2013,
reportaron 54 secuencias genémicas nuevas de cianobacterias sumando un total de 126.
Con la informacion recabada se construyeron algunos arboles filogenéticos con las
secuencias de las antenas CP43-like (Fig. 20). EI denominado grupo CBPIV, V y VI
constituye un grupo de genes putativos de antenas fotosintéticas (6 pases
transmembranales y residuos conservados de coordinacién de Chl a), es decir, no existe
ningun reporte que demuestre que forman parte del aparato fotosintético de en alguna
cianobacteria. De manera interesante el grupo CBPV posee una secuencia de
nucleotidos que predicen proteinas con dos dominios atipicos (genes psbC/psal). El
extremo amino-terminal pertenece a un homélogo de las proteinas antenas parecidas a
PsbC (antena proximal CP43 del FSIlI) y el carboxilo terminal predice un homadlogo de la
proteina Psal, una subunidad del FSI cuya funcion es estabilizar la formacién de
estructuras trimericas y coordinar tres clorofilas, dos carotenos y un &tomo de calcio (Fig.
49).

De manera interesante, Vo et al., (2013), reportaron la presencia de genes de
varias de las familias CBP en CY9414. Este grupo de genes estan presente en la mayoria
de las cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos como CCM9 (Fig. 50;
Shih et al., 2013).

136

——
| —



- P C——. L T T ——— | — W ) (Y
T b

Fig. 49 Modelo tridimensional de la proteina predicha para el grupo de genes CBPV. Arriba,
prediccion de dominio usando UniProt. Abajo, Prediccion del producto génico del gen psbC/psal.,
usando los PDBs 1JB0 (Fromme et. al. 2001) para el homdlogo a PsaL (amarillo) y 3ACR (Umena
et. al. 2011) para el homologo de PsbC (azul). En verde se muestran las clorofilas.

Fig. 50 Arbol filogenético formado por los genes que predicen la proteina PsbC/psal (grupo
CBPV) en el grupo de cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos. La flecha indica la
prediccion hecha para Nodularia spumigena CY9414. El color amarillo indica las cianobacterias
gue no cuentan con el C-terminal homologo a PsalL. Modificado de Shih et al., 2013.




Los genes de las familias CBP fueron localizados en el genoma de CY9414 (ID
GenBank CP007203.1) en un cluster cerca de las 3,7 x 10° pares de bases (Fig. 51). Se
identificaron los genes inducibles por escasez de fierro isiA (antena distal) e isiB
(flavodoxina) (Fig. 50, cuadros rojos) y, flanqueandolos los genes de las antenas
putativas: nsp37450, nsp37500 y nsp37510 (Fig. 50, cuadros negros). Para efectos de
distinguir los productos génicos usaremos la nomenclatura de Vo et al., (2013). Para
nsp37450, PsbC-lkl (35.07 kDa); nsp37500, PsbC/psaL 6 PsbC-lk2 (51.6 kDa);
nsp37510, PsbC-1k3 (37.5 kDa); y para nsp37460, IsiA (37.66 kDa).

1500 K M 2500 K 3M SI0K P am 4 SO0 K SM 556227
y 2 b i '.-_'" o ! : e T .._’. , ' o -

Fig. 51 Cluaster de genes isiA, isiB y proteinas homologas a CP43 (CBP). En rojo gen isi, en negro
genes homologos a CP43 y en azul homologo a CP43 con C-terminal homologo a psaL. Se usé el
genoma con el namero de identificacion en el NCBI: CP007203.1, correspondiente a la
cianobacteria Nodularia spumigena CY9414.
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Confirmacién de la presencia de los genes isiAy psbC/psaL en Nodularia sp.
CCMo.

Los genes de las proteinas IsiA y de las antenas putativas PsbC/PsalL (PsbC-Ik2)
se alinearon, y se usaron las zonas mas conservadas para disefiar los primers (ver
materiales y métodos). Para el gen psbC/psalL se busc6é amplificar la zona donde las

secuencias de los dominios psalL y psbC se unen.

Para el gen isiA se espero la amplificacion de 617 bases, pero al secuenciar se
obtuvieron 558 bases. Al realizar un alineamiento de la secuencia obtenida (Blastn) se
obtuvo un 95% de identidad con respecto a IsiA de CY9414. Para el gen psbC/psalL se
espero la amplificacién de 1,228 bases y al secuenciar se obtuvieron 1,065 bases. Al
realizar el alineamiento (Blastn) se obtuvo un 89% de identidad. Los productos de PCR
se muestran en la figura 52.

Mw (pb) isiA psal/psbC

1636
1280 pb
1018

617pb
517/506

Fig. 52 Productos de PCR de los genes isiA y psbC/psalL de Nodularia sp. CCM9. Los productos
esperados son 617 pb para isiA y 1280 pb para psbC/psaL. Las bandas fueron purificadas con
QIAquick, Gel Extraction Kit de Qiagen (USA.).
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Induccidon de la expresion de genes CBP con baja concentracién de fierro
para Nodularia sp. CCM9

Una vez confirmada la presencia de al menos dos genes de la familia CBP (isiA 'y
psbC/psal) en el genoma de Nodularia sp. CCM9, procedimos a inducir su expresion. El
procedimiento empleado para inducir la proteina IsiA de Synechococcus PCC 7002 fue
aplicado de la misma manera para CCM9 (dilucion de fierro final 1:210). Se realizaron
cultivos con medios completos BG11 (30 mL). Se inocularon frascos de 1.8 L con células
crecidas durante cuatro dias. Las temporalidades de crecimiento fueron de 6 y 8 dias
para los cultivos consecutivos hasta alcanzar una concentracion final de 101.8 nM de
citrato férrico amoniacal. Se tomaron alicuotas de las células, se homogenizaron y se
midieron los espectros de absorcion para saber si existia una modificacion detectable del
aparato fotosintético (Fig. 53). Las modificaciones del espectro de absorcidon consistieron
en la reduccion de la absorcion en la zona del color verde, debida al ficobilisoma, lo que
sugirié que hubo una reduccién en la expresion y el ensamble de dicha antena distal. El
pico de absorcion Qy se modificé en siete handmetros hacia el azul (679-672 nm, Fig.

53), dos nanémetros mas que en PCC 7002 en condiciones -Fe (Fig. 40).

1.5 A
< _
S 1

0.5 -

0 T T T
550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)
Fig. 53 Espectro de absorcion de células de Nodularia sp. CCM9 en condiciones normales de
crecimiento (azul) y con escasez de fierro (1:210) en el medio de crecimiento (negro). Se encontrd
un pico maximo para la condicién de crecimiento normal a 679 nmy para la escasez de fierro a
672 nm.
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El crecimiento de las células fue lento en condiciones de bajo fierro (-Fe). Después
de ocho dias de crecimiento y después de que se detecto la modificacion en el espectro
de absorcion, las células fueron cosechadas y lavadas. Los tilacoides se obtuvieron
mezclando las células con arena de mar y molidas en mortero, centrifugados,

rapidamente congelado con nitrégeno liquido y guardados a -70 °C hasta su utilizacion.

Analisis espectroscopico del aparato fotosintético de Nodularia sp. CCM9

Las células crecidas en condiciones +Fe y -Fe fueron cosechadas,
homogenizadas y resuspendidas en su respectivo medio de crecimiento con una
densidad éptica de 1y 0.5, respectivamente. Las células se mezclaron con glicerol para
una concentracion final del 50%. Tres mililitros de esta mezcla fueron congelados en
nitrogeno liquido durante 5 min. Se utilizaron la longitud de onda de excitacién 570 nm

para el ficobilisoma y 440 nm para las clorofilas de los fotosistemas.

Cuando se excitd el ficobiisoma de células en condiciones de +Fe,
especificamente la ficocianina a 570 nm, se obtuvieron picos de fluorescencia para cada
uno de los componentes del aparato fotosintético, considerando que esta condicién es la
constitutiva (Fig. 54). Se obtuvo un hombro a los 654 nm correspondiente a la ficocianina
(PC). El pico mas alto de fluorescencia a los 664 nm corresponde a la aloficocianina
(APC). Para los fotosistemas los picos de fluorescencia corresponden a los 694 nm para
FSIl (PSIl) y 729 nm para FSI (PSI). Al utilizar 570 nm como energia de excitacién no
aseguramos que el primer componente en absorber la energia sea el ficobilisoma y no la
clorofila. La fluorescencia detectada de los fotosistemas es debida a que el aparato
fotosintético se encuentra aun acoplado, aunque las células se encontraban a ~ 77 K
(Fig. 54, izquierda). Cuando se excitaron las clorofilas en los fotosistemas utilizando luz
de 440 nm se detectaron dos picos correspondientes a 697 nm para el FSIl y 729 nm
para el FSI. De manera interesante es posible distinguir un hombro a 669 nm (Fig. 54,

derecha).
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Fig. 54 Analisis espectrofotométrico de células de Nodularia sp. CCM9 en condiciones de
crecimiento normal. Las curvas azules muestran el espectro de absorcion y las curvas negras
muestran la fluorescencia a temperatura de 77 K, excitando el ficobilisoma a 570 nm (izquierda) y
los fotosistemas a 440 nm (derecha). Las abreviaturas significan: PC, ficocianina; APC,
aloficocianina; PSII, fotosistema Il; PSI, fotosistema I. Las unidades de fluorescencia son relativas
(no mostradas).

Se analizaron de la misma manera las células en condiciones de -Fe. Se
congelaron células con glicerol al 50% durante 5 min a 77 K utilizando nitrégeno liquido
y se midieron los espectros de emision utilizando la excitacion a 570 nm y 440 nm.
Cuando se excito el ficobilisoma con luz a 570 nm encontramos una intensidad de los
picos diferentes a la condicion +Fe. Se pudo detectar el primer pico correspondiente a la
ficocianina a los 651 nm. De la misma manera que la condicion +Fe el pico mas intenso
corresponde a la aloficocianina a los 668 nm. El siguiente pico corresponde a los 693 nm
corresponde al FSII. De manera interesante no fue posible detectar ninguna sefial para
el FSI (Fig. 55, izquierda).

Cuando se utilizé6 una luz de excitacion de 440 nm para las clorofilas en los
fotosistemas encontramos una distribucion e intensidad de picos diferentes también. El
pico a 701 nm, correspondiente al FSII, mostré un corrimiento de 4 nm hacia el azul (698
nm en la condicion +Fe) y fue relativamente mas intenso que el del FSI a 729 nm. Igual
gue en la condicion +Fe, se pudo detectar un teCRer pico, solo que este tuvo un maximo

a los 668 nm y fue relativamente mas intenso (Fig. 55, derecha).
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Fig. 55 Andlisis espectrofotométrico de células de Nodularia sp. CCM9 en condiciones de bajo
fierro. Las curvas azules muestran el espectro de absorcién y las curvas negras muestran la
fluorescencia a temperatura de 77 K, excitando el ficobilisoma a 570 nm (izquierda) y los
fotosistemas a 440 nm (derecha). Las unidades de fluorescencia son relativas (no mostradas).
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Complejos y supercomplejos en Nodularia sp. CCM9 en condiciones de
escasez de fierro.

Una vez que se detectd la modificacion del aparato fotosintético por medio de
técnicas espectroscopicas (Fig. 53-55) se procedio a solubilizar el aparato fotosintético
membranal de CCM9 y separarlo utilizando geles CN-PAGE. Se utilizaron gradientes del
4 al 13% de acrilamida y los complejos se separaron utilizando una corrida electroforética
a baja corriente. Se colocaron complejos del aparato fotosintético en condiciones -Fe y
+Fe para poder compararlos (Fig. 56)

-Fe +Fe
A 4%

FBP = re_’

Micela o

13%

Fig. 56 Complejos del aparato fotosintético de Nodularia sp. CCM9 en dos condiciones de
crecimiento separadas por CN-PAGE. En el carril izquierdo se muestran un gel representativo sin
tincién para complejos obtenido de células crecidas en medio deficiente de fierro 1:210 (-Fe). En
el carril derecho se muestran un gel representativo para complejos obtenidos de células crecidas
en medio completo (+Fe). Se indica la posicion de la micela de detergente-croméforo y las
ficobiliproteinas (FBP). La linea negra indica la zona donde se redujo la intensidad del color verde.
El rectangulo rojo indica el lugar donde fueron detectadas nuevas bandas verdes. En ambos geles
se cargd la misma concentracion de clorofila.
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Como anteriormente sucedio, los geles sin tincion nos permitieron identificar los
complejos proteicos que unen Chl a. Las bandas correspondientes a los supercomplejos
del FSI en la condicion +Fe, fueron detectados en la zona de alto peso molecular del gel
(Fig. 56, linea negra). Sin embargo, para la condicion -Fe, no se detectd una intensidad
verde significativa en esa misma zona. Por debajo de la zona donde aparecen las
subestructuras de los fotosistemas (~350 kDa) se detectaron nuevas bandas verdes para
la condicion -Fe (Fig. 56, rectangulo rojo). Los geles del CN-PAGE fueron sometidos al
proceso usual de desnaturalizacion de los complejos proteicos para su posterior

separacion en una segunda dimension desnaturalizante en geles SDS-PAGE (Fig. 57).
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Fig. 57 CN-PAGE y 2-D SDS-PAGE del aparato fotosintético de membranas de Nodularia sp.
CCM?9 solubilizadas con 1% dodecil maltésido en dos condiciones de crecimiento. Del lado
izquierdo se muestra un experimento con células crecidas en condiciones normales de crecimiento
(+Fe). Del lado derecho se muestra un experimento con células crecidas en un medio bajo en fierro
1:210 (-Fe). Se coloco el gel de primera dimension sin tincion para denotar las estructuras con
clorofila. Los recuadros rojos muestran las areas del gel que fueron cortadas para su anélisis por
espectrometria de masas. Las flechas negras indican las posibles proteinas que se inducen por
escasez de fierro.
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La segunda dimension desnaturalizante de la condicion +Fe mostro un patron
electroforético (Fig. 57, izquierda) consistente con lo encontrado anteriormente (Fig. 46,
47b). Para la condicidon de -Fe el patron electroforético cambid. Los supercomplejos del
FSI fueron visibles solo al inicio del gel CN-PAGE (4%) y no en toda la primera mitad del
gel (Fig. 56, linea negra; Fig. 57, -Fe). De manera interesante, en la primera mitad del
gel, alrededor de los 65 kDa, se pueden distinguir claramente las subunidades a y 8 de
la ATP Sintasa en dos posiciones del gel. En la tincidn con azul de Coomassie, las
subunidades de alrededor de 45 y 30 kDa fueron visibles, las cuales posiblemente

correspondan a las proteinas de la familia CBP (Fig. 57, flechas).

Dado que la movilidad electroforética de proteinas hidrofébicas como IsiA ha
mostrado ser andbmala (Fig. 42, -Fe), usando como guia el peso molecular aparente y
nuestro resultado para PCC 7002, se infiere que la proteina mas pesada (~45 kDa)
corresponde a la proteina inducible mas pesada, PsbL/PsaC (51.6 kDa) y la mas ligera
(~25 kDa) podria tratarse de una o varias de las otras tres antenas putativas, PsbC-lk1,
PsbC-l1k3 e IsiA (35.07, 37.5 y 37.66 kDa, respectivamente).

Para corroborar la identidad de dichas proteinas, las bandas 1 a 3 (Fig. 57,
rectangulos rojos) fueron cortadas de los geles tefiidos con azul de Coomassie y digeridas

con T y Q para su andlisis usando espectrometria de masas.

Para la banda 1 en la condicién Q se identificaron 19 proteinas (Tabla 21). Se
identificaron 4 subunidades del FSIl (A2, Al, PsaD, PsaF y PsaE) y 4 del FSI. Se
identificaron péptidos para proteinas solubles del FBS y del dominio F1 de la ATP Sintasa
De manera interesante se detectaron péptidos para la proteina IsiA (AOZCF9) y, ademas,
para las otras 3 proteinas hipotéticas de la familia CBP: PsbC-1k3 (W6FVUG6), PsbC/PsalL
(AOZCF6), PsbC-lIk1 (AOZCGO).

Para la banda 1 en la condicion T se identificaron 27 proteinas con el valor de corte
mayor a 2 (unused), sin embargo, en la Tabla 22 se muestran 3 proteinas mas, dos de
ellas corresponden a las antenas hipotéticas de la familia CBP, PsbC-1k3 (W6FVUG6) y
PsbC/PsalL (A0ZCF6), ademas de una proteina unidora de fierro (A0OZH52), todas ellas
esperadas en la condicidn de estrés a la que se someti6 CCM9, pero que no entran dentro

de nuestro corte de confiabilidad de deteccion.
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Tabla 21. Identificacién protedmica de la banda 1 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando quimotripsina.

Unused®  %Cov(95)  UniProt ID®  Funcidn®

37.5 36.8 A0ZKS0 Photosynthetic Il protein PshC

34.3 52.0 A0ZCF9¢ Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43
protein (PsbC)-like protein

32.3 15.9 AO0ZAN9 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2

16.0 24.2 W6FVUGY Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem Il CP43
protein (PsbC)-like protein

12.4 9.9 A0ZKC9 Putative porin

11.3 16.1 A0ZCF6¢ Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem Il CP43
protein (PsbC)-like protein

10.1 11.6 A0ZCG7 ATP synthase subunit beta

10.0 9.2 AO0ZAPO Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al

10.0 13.0 AO0ZEZ5 ATP synthase subunit Alpha

8.2 194 A0ZCGO¢ Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem Il CP43
protein (PsbC)-like protein

54 32.5 A0ZBS1 Microcompartments protein

4.1 94 AOZLE1 Photosystem | reaction center subunit Il (PsaD)

4.1 16.2 AO0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

4.0 54 W6FKG6 Photosystem 11 CP47 protein (PsbB)

4.0 14.6 A0ZBQ3 Photosystem | reaction center subunit |11 (PsaE)

2.8 6.8 A0ZKS1 Photosystem 11 D2 protein

2.3 1.1 A0ZF10 Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

2.1 11.0 A0ZI39 Cytochrome b559 subunit alpha (PsbE)

2.0 6.4 W6FXQ8 Putative porin

2 Valor que relaciona la confiabilidad de la proteina identificada basado en un score asignado para el porcentaje de
cobertura de cada uno de los péptidos. Un péptido con una cobertura del 99% le corresponde un valor de unused score
de 2, dado por la formula Unused score = -log (1-(%confidencialidad/100)). El valor es la suma de todas las
aportaciones de los péptidos detectados.

® ID de proteinas en la base de datos UniProt.

¢ Datos obtenidos del genoma de Nodularia spumigena CY9414. Gen Bank ID: CP007203.1. La funcién de las
proteinas fue correlacionada por los ortélogos del cristal con PDB 1JBO para el FSI, PDB 1VFS para Cyt b6f, ATP
Sintasa 5DN6 y 3WU2 para el FSII.

dProteinas de la familia CBP. Los ID de UniProt corresponden a la nomenclatura utilizada por Vop et al., (2013) de
la siguiente forma: AOZCF9, IsiA; W6FVUBG, PshC-1k3; AOZCF6, PshC-lk2 (PshC/PsalL); AOZCGO, PsbC-Ik1.

Para la banda 2 con el tratamiento de Q se identificaron 8 proteinas de las cuales
IsiA (AOZCF9) es una de las proteinas esperadas en esta zona que corresponde a las
subestructuras y antenas libre, es decir, no asociadas a los fotosistemas (Tabla 23). Para
la banda 2 con el tratamiento con T se identificaron 25 proteinas, la mayoria hidrosolubles
(Tabla 24). En esta banda se pudieron identificar la antena IsiA y la proteina unidora de
fiero, AOZH52, esta ultima con buenos valores de unused. De manera interesante se

identifico un transportador del tipo ABC (A0ZA59) relacionado al transporte de fierro.
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Tabla 22. Identificacién protedmica de la banda 1 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando tripsina.

Unused® %Cov(95)  UniProt ID® Funcion®

16.08 5.194 A0ZF10 Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

14.47 11.04 A0ZAPQ Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al

10.98 58.99 AO0ZLE1 Photosystem | reaction center subunit 11

9.97 10.2 A0ZKC9 Putative porin

9.11 15.15 A0ZKS0 Photosynthetic Il protein PsbC

8.24 11.92 A0ZCF9 Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11
CP43 protein (PsbC)-like protein

6.98 5.787 AO0ZAN9 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2

6.79 1141 A0ZCG7 ATP synthase subunit beta

6.6 26.09 AO0ZF13 Allophycocyanin beta chain

5 7.674 WG6EFING Phosphate-binding protein

4,12 6.993 A0ZN82 Phycaobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-
associated

4 17.79 AOZEZ8 ATP synthase B' chain

3.93 26.47 A0ZF14 Phycaobilisome 7.8 kDa linker polypeptide,
allophycocyanin-associated, core

3.76 25.77 WG6FS94 Phycocyanin alpha chain

3.64 10.87 AO0ZEZ5 ATP synthase subunit alpha

3.28 3.125 A0ZKS1 Photosystem Il D2 protein

3.01 15.53 AO0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

2.79 9.444 A0ZF30 Photosystem Il protein D1

2.46 12.24 W6FQB1 ATP synthase subunit b

2.45 3.971 A0ZCT1 Conserved TM helix

2.4 8.302 W6FXQ8 Putative porin

2.22 5.144 W6FKG6 Photosystem 1| CP47 protein (PsbB)

2.15 11.76 A0ZBS0 Microcompartments protein

2 17.68 A0ZBQ3 Photosystem | reaction center protein PsaF, subunit 111

2 40.74 WG6FPY?2 Photosystem I iron-sulfur center subunit V11 (PsaC)

2 3.448 A0ZCG0® Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem II
CP43 protein (PsbC)-like protein

2 10.98 A0Z139 Cytochrome b559 subunit alpha

1.33 8.163 W6FVUG Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem |1
CP43 protein (PsbC)-like protein

0.45 0 AO0ZCF6 Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem |1
CP43 protein (PsbC)-like protein

0.29 3.438 A0ZH52 Ferric iron ABC transporter, iron-binding protein

ab.c.dComo en tabla 21.
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Tabla 23. Identificacién protedmica de la banda 2 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando quimotripsina.

Unused? %Cov(95)  UniProt ID® Funcién®

27.27 36.15 A0ZKS0 Photosynthetic Il protein PshC

13.04 195 AQZCG7 ATP synthase subunit beta

12.15 24.13 A0ZCF9¢ Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem |1 CP43 protein
(PsbC)-like protein

10.95 13.64 AQZEZ5 ATP synthase subunit alpha

9.11 13.58 W6FKG6 Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

8.4 50.31 A0ZF13 Allophycocyanin beta chain

7.43 26.09 AO0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

6.52 32.46 A0ZBS1 Microcompartments protein

ab.c.dComo en tabla 21.

Tabla 24. ldentificacién protedmica de la banda 2 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando tripsina.
Unused®  %Cov(95) UniProt ID®  Funcidn®

18.65 31.12 AQZCG7 ATP synthase subunit beta

16.54 23.59 A0ZKSO0 Photosynthetic Il protein PshC

16.31 74.56 A0ZBS1 Microcompartments protein

16.15 52.8 AOZF13 Allophycocyanin beta chain

12 46.58 AO0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

10.25 16.6 AQZEZ5 ATP synthase subunit alpha

10.12 36.6 WG6FL66 Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)

10.09 10.08 W6FKG6 Photosystem 1l CP47 protein (PsbB)

10 45.4 WG6FS94 Phycocyanin alpha chain

8 70.59 A0ZBS0 Microcompartments protein

6.02 27.75 W6G171 Phycocyanin beta chain

6 9.012 A0ZCF9 Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem Il CP43
protein (PsbC)-like protein

4 17.79 AO0ZEZ8 ATP synthase B' chain

2.39 0.6162 A0ZF10 Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

21 4.011 A0ZH52 Ferric iron ABC transporter, iron-binding protein

2.08 5.645 A0ZF00 ATP synthase subunit a

2.07 6.993 A0ZA49 Transcriptional regulator AbrB

2.02 3.912 A0ZFC1 Elongation factor Tu

2.01 1.996 A0ZA59 Oligopeptide ABC transporter, periplasmic substrate-binding

2 1.949 WG6FTHG6 Lycopene cyclase, CruP type

2 4.805 A0ZJ62 Apocytochrome f

2 13.24 A0ZF14 Phycobilisome 7.8 kDa linker, allophycocyanin-associated, core

2 27.18 A0ZB13 10 kDa chaperonin

2 3.125 A0ZKS1 Photosystem 11 D2 protein

2 17.14 A0ZBH1 Putative regulator

a.b.c.d Como en tabla 21.
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Para la banda 3 usando el tratamiento con Q se identificaron 11 proteinas: la
subunidad A2 del FSI, la antena proximal PsbC del FSII, 3 proteinas del ficobilisoma, una
deshidrogenasa de NADH, la subunidad 8 de la ATP Sintasa y una proteina involucrada
en la concentracion de CO:2 (Tabla 25). Ademas, en esta banda se detectaron péptidos
para la antena inducible IsiA (AOZCF9) y la antena hipotética PsbC-1k3 (W6FVUG).

Para la banda 3 con el tratamiento de T se identificaron 19 proteinas con valores
de unused mayor o igual a 2 (Tabla 26). Se identificaron 5 subunidades de la ATP Sintasa
y del ficobilisoma, 3 subunidades del FSII. En esta banda, de la misma manera que en la
condicion de Q, se identificaron péptidos para la antena inducible IsiA (AOZCF9) y las
antenas hipotéticas PsbC-Ik3(W6FVU6) y PsbC-lk1l (A0ZCGO0), aunque los péptidos de
las dos ultimas no presentaron valores aceptables de unused. Ademas, se identifico la
proteina unidora de fierro AOZH52 con buenos valores de unused y un transportador del

tipo ABC con valores no aceptables de unused.

Tabla 25. Identificacién protedmica de la banda 3 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando quimotripsina.

Unused® %Cov(95 UniProt Funcion®

) IDP
58.5 49.35 A0ZKSO  Photosynthetic Il protein PsbC
30.16 38.08 A0ZCF9?  Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43
protein (PsbC)-like protein

10.09 11.41 A0ZCG7  ATP synthase subunit beta

8.1 22.98 A0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

8.07 29.19 AO0ZF13 Allophycocyanin beta chain

6.47 7.312 AQZEZ5 ATP synthase subunit alpha

6.05 21.05 A0ZBS1 Microcompartments protein

3.92 7.289 W6FVU6  Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43
d protein (PsbC)-like protein

3.37 3.23 AOZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2

2 2.778 A0ZFZ6 NADH dehydrogenase

2 7.514 W6G1Z1  Phycocyanin beta chain

a.b.c.d Como en tabla 21.
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Tabla 26. Identificacién protedmica de la banda 3 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 -Fe (Fig. 57)
utilizando tripsina.

Unused® %Cov(95) UniProt ID®  Funcion®

17.37 28.42 A0ZCG7  ATP synthase subunit beta

13.55 27.71 A0ZKSO  Photosynthetic Il protein PsbC

7.17 11.92 A0ZCF9¢ Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43
protein (PsbC)-like protein

6.64 35.09 A0ZBS1 Microcompartments protein

6 9.049 A0ZCY8  Periplasmic sugar-binding protein of ABC transporter

5.74 15.76 A0ZH52 Ferric iron ABC transporter, iron-binding protein

5.28 25.77 WG6FS94  Phycocyanin alpha chain

4.73 38.3 WG6FL66  Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)

4.42 24.22 A0ZF13 Allophycocyanin beta chain

4.03 10.87 AOZEZ5  ATP synthase subunit alpha

3.92 17.79 A0ZEZ8  ATP synthase B' chain

3.67 3.961 A0ZF10 Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

3.13 10.81 A0ZEZ6  ATP synthase subunit delta

2.67 5.645 A0ZF00 ATP synthase subunit a

241 21.12 A0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

2.02 35.29 A0ZBSO  Microcompartments protein

2.01 19.65 W6G1Z1  Phycocyanin beta chain

2 2.377 A0ZHX5  Beta-1g-H3/fasciclin

2 3.125 A0ZKS1  Photosystem Il D2 protein

1.26 2.041 W6FVU6GY Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43
protein (PsbC)-like protein

0.56 1.996 A0ZA59  Oligopeptide ABC transporter, periplasmic substrate-binding
component

0.13 0 A0ZCGO0Y Chlorophyll a(B) binding protein, photosystem 11 CP43

protein (PsbC)-like protein

a.b.c.d Como en tabla 21.
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Discusion

Complejos y supercomplejos del aparato fotosintético de Prochlorococcus
marinus MIT9313.

Prochlorococcus marinus MIT9313 (MIT9313) es una cianobacteria dificil de
crecer en el laboratorio. Presenta una alta sensibilidad a los cambios de temperatura y la
intensidad de luz que se requiere para su crecimiento es baja (<1.2 umol*m?*s). El medio
minimo que se utiliza para su crecimiento emula las concentraciones de nutrientes
presentes en el limite de la zona eufética del océano. En estas condiciones esperamos
que el aparato fotosintético de MIT9313 se encuentre en condiciones normales de
crecimiento, es decir, que las proteinas y croméforos se encuentren expresandose de
manera constitutiva. Para caracterizar bioguimicamente los complejos proteicos de
MIT9313 involucrados en el primer evento de la fotosintesis oxigénica se utilizd un
meétodo de ruptura mecénico y se utilizaron dos enfoques de separacion, electroforesis
en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (CN-PAGE) y ultracentrifugacion en

gradientes de sacarosa (SG).

El primer enfoque de separacion de los componentes del aparato fotosintético fue
la electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (CN-PAGE) y una
segunda dimensién desnaturalizante (2D-SDS-PAGE). Se ha reportado ampliamente que
las técnicas electroforéticas de geles no desnaturalizantes pueden ser utilizada para
separar complejos y super complejos de membrana (Schagger & von Jagow, 1992;
Dudkina et al., 2006; Meyer et al., 2007; Wittig & Schagger, 2008). Especificamente la
técnica CN-PAGE han mostrado ventajas y desventajas (Wittig & Schagger, 2005), sin
embargo, para el estudio de proteinas de membrana fotosintéticas resulta lo
suficientemente util debido a que se logra mantener intactos complejos e incluso
supercomplejos proteicos. En el presente trabajo, ha resultado bastante util la versién de

alta resolucion reportada como hCRN-PAGE por Ladig et al., 2011.
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Utilizando 1% de DDM para solubilizar los tilacoides de MIT9313, se obtuvo una
eficiencia > 50% en todos los experimentos y utilizando un minimo de 0.01% de DDM en
el gel y en el buffer superior se obtuvo reproducibilidad del patron de bandeo de los
complejos proteicos en la técnica CN-PAGE. La separacion y definicion de las bandas
verdes mejora cuando se utilizan corridas electroforéticas a baja corriente (5 mA por gel
de 14x16 cm). El patron electroforético de MIT9313 mostro 11 bandas verdes intensas
(Fig. 22a). La estimacion de las masas aparentes de dichas bandas requirié el uso de
Marcadores de caracter hidrofébico e hidrofilico, para tener una comparativa mas fiable
(comunicacion personal con el Dr. Luis E. Gonzélez de la Vara). Los Marcadores
hidrofobicos (complejos de la cadena respiratoria) fueron facilmente obtenidos de tejido
cardiaco de ratas Wistar (Rattus norvegicus), solubilizando una fraccién celular rica en
membranas mitocondriales (Fig. 23 y 44). Las masas moleculares calculadas para los
supercomplejos, complejos y subestructuras de MIT9313 estuvieron en el rango de entre
1045 y 117 kDa. La literatura muestra que en cianobacterias los supercomplejos y
complejos més comunes son el trimero del FSI, con una masa molecular teérica 1,090
kDa, y el dimero del FSII con una masa teérica de 800 kDa; ademas de los complejos
monomeéricos de ambos fotosistemas (Fromme et al., 2001, Fromme & Grotjohann,
2008). De manera particular, Bibby et al., (2003) utilizando microscopia electrénica y
analisis de imagenes, mostraron que es posible detectar un supercomplejo formado por
el dimero del FSIl flanqueado por 8 antenas PcbB en particulas solubilizadas del aparato
fotosintético de MIT9313. Si asumimos que la antena PcbB contiene 16 Chl y 4
carotenoides, este supercomplejo tendria una masa molecular de ~1, 270 kDa La banda
1, del gel CN-PAGE (Fig. 22), con una masa molecular aparente de 1045 kDa, presenta
un patron electroforético correspondiente a la presencia del FSII, lo cual se confirmé por
espectrometria de masas al presentar una dominancia de identificaciones
correspondientes a dicho fotosistema (Tablas 8-9). Tomando en cuenta que la masa
molecular aparente de la banda 1 (1045 kDa), y ademas que, su segunda dimension
presenta el patron electroforético del FSIl y la antena PcbB se puede concluir que esta
formada esta formada por un dimero del FSIl y de 4 a 5 antenas PcbB (55 kDa, tomando

16 Chly 4 carotenoides).
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Para las bandas 2 y 3 (919-829), se puede observar la superposicién del patrén
electroforético del FSI y FSII. El supercomplejo cuya masa es la mas cercana a estas
bandas corresponderia al homotrimero del FSI y al dimero del FSII con 1 a 2 antenas
PcbB. Encontrar la existencia de este tipo de asociaciones sugiere que se estan
perdiendo asociaciones de fotosistema-antena y entre fotosistema-subunidades en algun
punto de nuestras técnicas. Sin embargo, pone de manifiesto que los fotosistemas estan

conformando supercomplejos en MIT9313 (Bibby et al., 2003).

Es posible identificar al patrén electroforético del FSII nuevamente en las bandas
4 (394 kDa) y 5 (351 kDa), con valores de peso molecular aparente correspondientes a

complejos monoméricos (~400 kDa).

Las siguientes bandas verdes muestran un patron electroforético cuya segunda
dimension muestra una banda continua a los 35 kDa, correspondiente a PcbB. En este
caso se trataria de asociaciones de antena libre. En ninguno de nuestros experimentos
fue posible identificar el patron electroforético de la ATP Sintasa de manera significativa.
Aunque en la tincién con azul de Coomassie, se pudo notar una banda que no es verde
(Fig. 35b), no presentd un patrén contundente en la segunda dimension que nos

permitiera asignar a la ATP sintasa.

Las 11 bandas del CN-PAGE fueron procesadas para su analisis por
espectrometria de masas. Pudimos confirmar, con valores de score altos, que las
primeras tres bandas corresponden a supercomplejos del FSIl con su antena PchB y del
FSI. Ademas, las bandas 4 y 5 contienen monomeros del FSI y Il. A partir de la banda
seis se detectaron proteinas del cyt bsf y la ferredoxina-NADP* reductasa (FNR),
apoyando nuestra hipotesis de que la FNR es una proteina asociada a la membrana
tilacoidal en MIT9313.

De manera interesante fueron identificadas todas las proteinas de la ATP sintasa
(excepto las subunidades c) en las bandas de la 8 a la 10. Lo anterior muestra que
solubilizamos el complejo ATP sintasa, sin que fuese posible mantenerla asociada y
resolverla como complejo (FiFo). Posiblemente, la estructura se pierde en el proceso de
la solubilizacion y/o la electroforesis. Pero sin duda es menos robusta que las ATP

sintasas de Arthrospira maxima, Synechocystis sp. PCC6803, Synechococcus PCC 7002
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y Nodularia sp. CCM9, las cuales se han podido detectar en experimentos electroforéticos
realizados durante el desarrollo de la presente tesis (dato no mostrado, excepto para
CCM9 y PCC 7002, ver mas adelante). Es importante mencionar que péptidos de la
antena PcbB fueron detectados con altas intensidades a lo largo de las 11 bandas, lo que
explicaria el cociente bz/az que se calculd para las fracciones enriquecidas del SG (ver
mas adelante).

Caracterizacion  espectroscopica del aparato  fotosintético de
Prochlorococcus marinus MIT9313.

Utilizando gradientes de sacarosa (SG), se pudieron separar bandas verdes de
diferentes pesos moleculares (Fig. 24). Las intensidades de dichas bandas variaron en
intensidad, lo que sugiere que la proporcion de complejos fotosintéticos es heterogénea.
Los complejos fotosintéticos, en particular los fotosistemas y antenas pudieron ser
caracterizados espectrofotométricamente debido a que esta técnica de separacion los
mantiene en solucidén. Los gradientes se colectaron y se midieron los espectros de
absorcion de cada fraccion. Se detectaron diferencias en los picos de absorcion a lo largo
del gradiente, lo cual demuestra que cada fraccién corresponde a un complejo proteico
cuya proporcién de croméforos es distinta (Fig. 25). Las fracciones mas densas (F2-F6)
presentaron una relacion Soret/Qy mas parecida a la correspondiente a la Chl a2, por lo
gue en estos complejos proteicos se puede suponer que la Chl az es el pigmento
dominante. Po el contrario, en las fracciones ligeras los espectros de absorcién mostraron
relaciones Soret/Qy mas altas, sugiriendo una preponderancia de Chl b,. Los complejos
proteicos mas pesados tedricamente corresponden a los fotosistemas, por otra parte, la
proteina antena PcbB es la estructura con cromoforos mas ligera. Esta distribucion es la

esperada en los SG.

Por otro lado, la teoria de resonancia de Forster, muestra que es necesario que el
espectro de fluorescencia del donador se sobreponga con el espectro de absorcion del
aceptor. En el caso de las divinil clorofilas (DV Chl) la transferencia de energia solo se
podria realizar de Chl b, a Chl a2, es decir, la antena fotosintética PcbB tendria que
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contener una mayor cantidad de Chl bz y los fotosistemas una mayor cantidad de Chl a.
Lo anterior explica las diferencias en los espectros de absorcidén correspondientes a las
distintas bandas (fracciones) en el gradiente de sacarosa cuando se graficaron utilizando
longitudes de onda correspondientes a la Chl az (681 nm) y Chl b2 (651 nm), lo cual da
una primera aproximacioén a la distribucion de dichas DVChl a lo largo de gradiente (Fig.
26).

Por otro lado, y como se concluyo en el trabajo de maestria (Barrera Rojas, 2013),
nuestros experimentos siguen mostrando que la enzima FNR se encuentra asociada a la
membrana tilacoidal. Al seguir la actividad de esta enzima (diaforasa) en cada fraccion
del SG se puede notar que tiene un maximo en las fracciones 14-16 (Fig. 26). Dado que
estas fracciones presentan densidades correspondientes a moléculas de ~200 kDa, se
sugiere que la FNR se encuentra formando asociaciones con otros componentes del
aparato fotosintético en la membrana de los tilacoides muy probablemente con el
complejo de citocromos bef, debido a que es muy recurrente encontrar por espectrometria
de masas, péptidos de ambos en las mismas bandas de geles y fracciones de SG.
Ademas, estos primeros experimentos nos mostraron un indicio de la distribucién de
pigmentos en los diferentes complejos del aparato fotosintético, siendo las bandas mas
pesadas correspondientes a los fotosistemas las que tienen una relacion by/a, cercana a
1, mientras que en las bandas ligeras correspondientes a la antena PcbB ésta es mayor
al.

Respecto a la fluorescencia del aparato fotosintético de MIT9313, se realizaron
algunos experimentos con dos equipos diferentes. Se utilizo un fluorometro convencional
congelando la muestra por 5 min con nitrégeno liquido y se midieron los espectros
inmediatamente. Por otra parte, se utilizé un fluorometro con sistema de congelamiento
gue preserva la muestra a 77 K durante toda la medicién (Fluoromax). En ambos casos
las muestras de tilacoides solubilizados con DDM mostraron un espectro de emision muy
parecido (Fig. S1). Al excitar los complejos a 440 y 460 nm no se notd ningun cambio
significativo, en ambos casos se obtuvo un pico de fluorescencia de emision que inicia
en 660 nm tiene un maximo en 680 nm y termina en 700 nm, y el cual se puede atribuir
al FSII.
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Utilizando una muestra de tilacoides no solubilizados de MIT9313 excitados a 440
nm se comparo su fluorescencia de emision con la de tilacoides no solubilizados de
Synechocystis sp. PCC 6803 (6803) excitando a 435 nm (Fig. S2). Para 6803 se
resolvieron los dos picos caracteristicos del FSIl a 683 y 693 nm, ademas del pico a 720
nm del FSI. De manera interesante, para MIT9313 se resolvieron dos picos, uno
relativamente pequefio a 633 nm y uno mas intenso a 683 nm (Fig. S2a).

Utilizado el equipo que mantenia la temperatura a 77 K durante la medicion del
espectro de emisién (Fluoromax), los complejos solubilizados se separaron en un
gradiente de sacarosa (no mostrado). La fraccion pesada F3, donde usualmente
encontramos el trimero del FSI, se compar6 con una muestra del supercomplejo FSI-IsiA
purificado, proveniente de células de 6803 crecidas en condiciones de bajo Fierro
(muestra proporcionada por Hui-Yuan Chen, Washington University in St. Louis MO,
USA). Cuando se excito la muestra del supercomplejo FSI-IsiA a 435 nm se resolvieron
dos picos: el primero a 682 nm y el segundo a 720 nm. Cuando F3 fue excitada a 440 nm
se resolvieron dos picos intensos a 653 y 681 nm, ademas, un pico relativamente
pequefio a 720 nm (Fig. S2b). A partir de lo obtenido usando como referencia las células
de 6803 y el supercomplejo FSI-IsiA (ambos con Chl a, tnicamente) podemos deducir
gue la antena PcbB tiene un maximo de emisién a 653 nm, el FSIl a 681 nm y el FSl a
720 nm en MIT9313. Es necesario mencionar que estos datos se obtuvieron en la
Universidad de Washington en St. Louis MO, USA vy fueron realizados con membranas
de un solo cultivo, las cuales fueron liofilizadas para poder transportarlas. Con ellas se

realizaron 5 experimentos de SG.

Zonas en el gradiente de sacarosa enriquecidas con los componentes del
aparato fotosintético.

Para conocer la identidad de las bandas verdes en el gradiente de sacarosa, las
proteinas en cada fraccion fueron precipitadas, solubilizadas y cargadas en un gel SDS-
PAGE (Fig. 27). Al analizar el patron electroforético de dicho gel se detecto al FSl en las
primeras fracciones (F2-F8), mostrando mayor abundancia en las fracciones 2 y 6 (Fig.
27b). Las subunidades pesadas del FSII (CP47 y CP43), ademas de D1 y D2 se muestran

visibles a partir de las fracciones 9-12, mostrando mayor abundancia en las fracciones
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10 y 11 (Fig. 27b). Respecto a la antena PcbB se puede identificar una banda intensa
por debajo de los 35 kDa en las fracciones 12-16, la cual le puede ser atribuida. Para
confirmar dichas suposiciones, las bandas indicadas con asteriscos en la figura 27b
fueron cortadas y procesadas para su analisis por MS. Los resultados obtenidos por MS
para las fracciones 2-6 muestran una mayor identificacion de subunidades
correspondientes al FSI (Tabla 10). Para el FSIl las mejores identificaciones
corresponden a las fracciones 9y 10 (Tabla 11). De manera interesante en la fraccion 14
se identificaron el mayor nimero de subunidades de la ATP Sintasa, lo cual reafirma que
dicho complejo es sensible a la solubilizacién con DDM y no es posible obtenerla como
complejo en las técnicas CN-PAGE ni SG. De la misma manera que en el CN-PAGE, la
FNR, fue detectada en la misma fraccion (F14) que el citocromo bef (Tabla 12). Lo anterior
nos sugiere que, existen zonas del gradiente enriquecidas en cada uno de los
fotosistemas. Para el FSI las fracciones mas densas (F2-F6) y para el FSlI las fracciones
intermedias (F9-F10). Las fracciones ligeras contienen mayor abundancia de la antena
PcbB, teniendo un maximo en las fracciones 13y 14.

Cromoéforos del aparato fotosintético de Prochlorococcus marinus MIT9313.

El siguiente paso de nuestro disefio experimental requiri6 determinar
cuantitativamente la distribucion de las DVChl en cada una de las zonas enriquecidas
con los complejos fotosintéticos separados con el SG. Para ello, se comenz6 por
caracterizar cada una de las DVChl’s. Los distintos croméforos presentes en los tilacoides
de MIT9313 (células crecidas a 1.2 umol m? s) fueron extraidos y separados utilizando
HPLC. Sabiendo que las clorofilas son sensibles a los pH acidos (feofitinizacion) se
alcalinizo el solvente de extraccion (metanol 90%) y todas las muestras de los extractos
se protegieron de la luz.

Los resultados obtenidos del HPLC mostraron 3 picos correspondientes a
moléculas de clorofila y 5 picos correspondientes a carotenoides. Nuestros resultados

mostraron congruencia con lo reportado por Goericke y Repeta (1992).

La primera clorofila (la mas polar) mostro el espectro de absorcién caracteristico

de un tipo de clorofila c. La deteccion de este tipo de clorofila podria sugerir la presencia
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de un metabolito de la sintesis de las Chl a2 y no propiamente un croméforo que participe
en la fotosintesis, sin embargo, Moore et al., (1995) comprobaron que las
concentraciones de esta clorofila tipo ¢, en Prochlorococcus varian con respecto a la
intensidad de la luz, es decir que participa en la fotosintesis y su concentracion en el
aparato fotosintético aumenta cuando dichos cultivos se crecen en intensidades bajas de

luz.

El hidroxicaroteno zeaxantina (mas polar) y el a-caroteno (menos polar) son los
carotenoides mas abundantes en nuestras condiciones de crecimiento y eluyeron al
principio (minuto 8.91) y al final del gradiente de solventes (minuto 22); lo anterior
corresponde a su grado de hidrofobicidad. Estos carotenos fueron aislados y
concentrados para su posterior analisis por espectrometria de masas (MS). Se confirmo
su identidad al detectar iones de masas (m/z) 568.5 y 536.4 los cuales corresponderian
a los iones [M]*, de la zeaxantina y el a-caroteno, respectivamente (Fig. 32).

En pequefia cantidad se detectaron otros tres carotenos, para dos de ellos no
existe reporte alguno en la literatura; los tres carotenoides fueron concentrados y
analizados por MS (Fig. S3). El denominado caroteno 3 (Car 3, tiempo de elucion 17.83
min, Fig. 29c¢), mostré una masa de 583.5 (m/z), lo cual contradice lo reportado por
Stickforth et al., (2003), el cual utiliza estandares de carotenoides para inferir su
identidad por su tiempo de elucién en HPLC (Fig. S3c). El caroteno antes mencionado
es referido como ¢-caroteno el cual tiene una masa de 536, dato que no es soportado por
nuestra identificacion de MS. Buscando en la literatura (Takaichi & Mochimaru, 2007)
la masa podria corresponder al hidroxicaroteno caloxantina (584.871). Por otra parte, es
mencionado que en los géneros de Synechococcus y Prochlorococcus no existen
cetocarotenos, pero si Nostoxantina y el gen que la produce (CrtG-like). De manera
interesante el caroteno denominado Car 1 (Fig. S3a), mostré6 una masa de 599.4 (m/z),
muy cercana a la esperada para la nostoxantina (600.87). Respecto al caroteno
denominado como Car 2 (Fig. S3b), su masa fue de 567.4, muy cercano a la zeaxantina,
pero, su espectro de fragmentacion resulto ser diferente (Fig. S3).

Las DV Chl identificadas por su espectro de absorcion (Fig. 30) fueron analizadas

por MS para corroborar su identidad y la pureza de la muestra. Los patrones de
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fragmentacién mostraron el caracteristico ion correspondiente a la molécula tetrapirrélica
sin el fitol [M-278]*, el cual es caracteristico en la fragmentacion de muchas clorofilas
(Fig. 31). Para la muestra conteniendo Chl a2 (890.5197) se detecto6 la masa 890.4 (m/z),
la cual corresponderia al ion [M*]* (Fig. 31a) y para la Chl b2 (904.4989) se detect6 la
masa 905.4 (m/z), la cual corresponderia al ion [M+1]* (Fig. 31b; Juin et al., 2015).

Por otra parte, en la muestra que contenia la Chl az se pudo detectar otra masa de
948.4; al realizar la fragmentacion de dicho ion, se pudo identificar un espectro de
fragmentacion idéntico al de la Chl a2 (dato no mostrado), lo cual sugirié la formacién de
un aducto debido a la técnica de ionizacién en el equipo de espectrometria de masas,
muy probablemente proveniente del acetato de amonio utilizado como ion pairing en la
técnica de HPLC (Kruve & Kaupmees, 2017).

Distribucién de cromé6foros en fracciones enriquecidas de los complejos y
antena del aparato fotosintético de Prochlorococcus marinus MIT9313

Teniendo las DV Chl separadas por HPLC e identificadas por MS, se procedio a
concentrarlas y evaporar el solvente de elucién. Las divinil clorofilas se resuspendieron
en acetona al 80% y los espectros de absorcién se midieron de 340 a 740 nm. Se
utilizaron los valores reportados por Shedbalkar & Rebeiz (1992) para calcular la
concentracion de Chl a2 y Chl bz debida a su absorcion a 664 nm y se utilizo esta medicion
para calcular los coeficientes de extincion molar (€) a lo largo del espectro (Fig. 28). Al
comparar el cociente Soret/Qy de los €, con lo reportado, se noté que para la Chl b2 el
valor no era el mismo. La revision bibliografia mostro que Goericke & Repeta (1993),
habian notado esta discrepancia y explican que es debida a contaminacién por lipidos en
el procesamiento de la muestra de Shedbalkar & Rebeiz (1992).

Los valores del coeficiente de extincion molar fueron utilizados para calcular la
distribucion de las DV Chl a lo largo del SG (Fig. 33). Los cromoforos en las fracciones
fueron extraidos utilizando acetona al 80% y los espectros de absorcion fueron leidos de
340 a 740 nm. Las concentraciones de Chl a2y Chl bz fueron calculadas a 681 y 651 nm,

respectivamente. Se calculé el cociente de las concentraciones de Chl b2y Chl az (b2/ay),
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el cual resulto ser mayor a 1 en todas las fracciones. Es decir, que todas las fracciones
presentan mayor concentracion de Chl b, que Chl a> (Fig. 34). Para valorar el
enriquecimiento de los fotosistemas en las fracciones del gradiente de sacarosa, los
complejos proteicos en las fracciones 4, 5, 8 y 10 se dializaron y se cargaron en un gel
CN-PAGE (Fig. 37a). Se puede observar que para las fracciones pesadas se resuelven
bandas muy nitidas que corresponde al trimero y al mondmero del FSI, y aunque se
puede distinguir una banda correspondiente al FSII esta representa relativamente menos
abundancia de dicho fotosistema. Utilizando el enfoque del SG, la fraccion pesada (Fig.
35, P1), se dializ6 y se carg6 en un segundo gradiente (Fig. 35, 2nd). En esta ocasion el
tratamiento de didlisis y ultracentrifugacion disoci6 los posibles supercomplejos presentes
en el P1, donde esperamos encontrar trimeros del FSI y supercomplejos del FSIl y su
antena PcbB. El patron de bandas verdes obtenidas en el segundo gradiente, confirmo
la presencia de mas de un tipo de complejo presente en el P1 (Fig. 35, 2nd). Al realizar
la caracterizacion del gradiente encontramos las bandas verdes por encima de la fraccion
3 (F3) contribuyen, relativamente poco, a la absorcién de dicha fraccion. F3 modifico su

relacion by/az siendo menor que 1 (Fig. 36).

Basandonos en las estructuras de alta resolucién de plantas del FSI y su antena
(Qin et. a., 2015), y del FSIlI (Wei et al., 2016), podemos observar que la Chl b se
encuentra exclusivamente en las antenas distales (LCH), y que los fotosistemas
coordinan exclusivamente Chl a. Considerando que la transferencia de energia se debe
realizar de Chl b, hacia Chl a2, esperariamos tener una mayor concentracion de Chl b
en las antenas PcbB, tal y como lo indica la relacion ba/a; =2.52 £ 0.17 para las fracciones
enriquecidas (13-17). Para el FSII, esperamos tener un contenido mayoritario de Chl a

en las fracciones enriguecidas (7-12), sin embargo, la relacién by/a; es de 1.55 + 0.14.

Probablemente, la antena PcbB se encuentra en esta fraccion y contribuye a
modificar la relacion bo/a,. Para el caso de las fracciones enriquecidas del FSI, no es tan
claro por qué la relacion bo/az es tan alta, siendo que, en plantas el FSI no posee Chl b
en su antena proximal. Una hipoétesis podria ser que existe contaminacion de la antena
PcbB, como explica el segundo gradiente, sin embargo, la relaciébn bz/az, no se ve

modificada drasticamente al retirar ese componente (Fig. 36).
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Otra hipotesis seria que el FSI de MIT9313 coordina Chl bz en su antena proximal
0 que usa, también, a PcbB como antena distal. Lo anterior tiene apoyo en los
experimentos de fluorescencia realizados a 77 K para la fraccion pesada (F3) del
gradiente de sacarosa (Fig. S4). Cuando se us6 luz a 440 nm para excitar de manera
particular a la Chl a; se observé la fluorescencia del FSIl cerca de los 680 nm y un
pequefio pico en 720. Cuando se us6 luz a 480 nm para excitar de manera particular a la
Chl b2 se observo fluorescencia de la antena PcbB a 653 nm y del FSIl a 683 nm,
mostrando la presencia y la transferencia de energia en el supercomplejo FSII-PcbB en
esta fracciobn. De manera interesante, un pico a 720 nm caracteristico del FSI fue
detectado, lo cual implica transferencia de la Chl b, (segin nuestra hipétesis puede estar
en la antena proximal del FSI 6 PcbB es también antena distal del FSI) a la Chl a; del FSI.
Por otra parte, es importante mencionar que péptidos de la antena PcbB fueron
detectados con altos scores a lo largo de las 11 bandas del gel CN-PAGE, lo cual resulta
por la disociacion de dicha antena. Este evento es denotado por la linea que cruza todo
el gel 2D SDS-PAGE aproximadamente a los 35 kDa Todo lo anterior nos indica que la
antena PcbB esta presente a lo largo de los geles CN- PAGE, asi como, en los SG, sin
embargo, el alto contenido de Chl bz en la fraccion enriquecida del FSI no puede ser

explicada solo por este hecho (Fig. 35-37).

El aparato fotosintético constitutivo e inducible de Synechococcus
PCC.7002

Synechococcus PCC 7002 es una cianobacteria de facil crecimiento en el
laboratorio. Es un modelo ampliamente utilizado para biologia molecular y para nuestros
experimentos, existen reportes de que en condiciones de estrés por escasez de fierro en
el medio, el nivel de mRNA del gen isiA aumenta (Leonhard and Straus, 1992). Si el
MRNA de este gen es traducido a proteina (IsiA) podriamos identificar si dicha antena se
asocia con el FSI, tal y como se ha demostrado para algunas cianobacterias (Bibby et,
al, 2001; Kouril et al., 2005).
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Como primer acercamiento, se aislaron y solubilizaron con 1% de DDM
membranas tilacoidales de PCC 7002 crecida en condiciones normales de crecimiento.
Los complejos solubilizados fueron separados en un gel CN-PAGE y comparados con el
patrén electroforético de los complejos de MIT9313 (Fig. 38). Habiendo ya caracterizado
e identificado las bandas de MIT9313, por peso molecular aparente asignamos que el
aparato fotosintético de PCC 7002 se compone de trimeros del FSI y mondémeros del FSI
y Il. Para corroborarlo lo anterior, realizamos una segunda dimension desnaturalizante la
cual presentd los patrones electroforéticos esperados (Fig. 39). Se constaté que el
trimero y el monémero del FSI estaban presentes. El FSIl solo se encontraba como
monomero. Para esta cianobacteria el tratamiento para obtener los geles CN-PAGE no

comprometio la integridad de la ATP sintasa.

De manera interesante, se logro identificar una banda, por debajo de los
mondmeros del FSI 'y FSII que ha sido reportada como una subestructura del FSll, la cual
solo consta del centro de reaccion (CR), la antena proximal CP47 y 10 subunidades mas
(PsbE, PsbF, Psbl, PsbH, PsbL, PsbM y Psb28), y es denominada CR47. Se ha
demostrado que esta subestructura es un estadio del FSII cuando se remplaza la
subunidad D1 por dafio (Herranen et al., 2004; Weisz et al., 2016).

Para descartar la presencia de la proteina ISiA en nuestras condiciones de
crecimiento +Fe, esto debido a la identificacién de posibles supercomplejos del FSl en la
zona de alto peso molecular del gel CN-PAGE, se cortdé una banda en la zona de alto
peso molecular del gel y se analizé por MS (Fig. 42, rectangulo rojo +Fe). Cuando los
supercomplejos se resolvieron en un gel 2D-SDS-PAGE se pueden ver manchas entre
los 45 y 25 kDa que podrian atribuirse a la antena IsiA (Fig. 42, +Fe). Sin embargo, los
resultados de MS no detectaron ningun péptido de la antena IsiA (Tabla 13). De manera
interesante se detectaron 5 péptidos con scores altos para la proteina B1XLZ8, la cual
esta anotada como una proteina de la superfamilia de estomatinas. Por otro lado,
Herranen et al., 2004 reportaron la presencia de un ortélogo de la proteina B1XLZ8 de
PCC7002 (en la misma zona del gel) para la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803.

La interaccion de dicha proteina con el FSI no estd documentada.
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En condiciones normales de crecimiento, el aparato fotosintético de PCC 7002
contiene los complejos y supercomplejos caracteristicos de la mayoria de las
cianobacterias: el FSI formando trimeros y mondmeros, y el FSII como monémero,
ademas, de la ausencia de antenas distales de membrana. Por su facil manipulacion es
atil para usarse como referencia en el analisis del aparato fotosintético de otras
cianobacterias.

Dado que los espectros de absorcion pueden dar cuenta de los componentes del
aparato fotosintético, cuando una cianobacteria se somete a algun tipo de estrés que
modifique la composicion de dicho aparato, una forma facil de constatarlo es medir el
espectro de absorcion a lo largo del tiempo en el que se mantiene la condicion de estrés.
Cuando crecimos PCC 7002 en una dilucion 1:210 de fierro, su espectro tuvo un
corrimiento de cinco nanémetros (de 683 a 678 nm), lo cual es indicativo de que existe
una modificacion en el aparato fotosintético (Fig. 40). Esta fue la sefial de que el aparato
fotosintético de PCC 7002 estaba en proceso de modificacion y se aislaron los tilacoides
para caracterizarlos. Para identificar dicha modificacion, en un mismo gel CN-PAGE se
cargd la misma concentracion de Chl a de complejos solubilizados con 1% de DDM de
las condiciones +Fe y -Fe (Fig. 41). Las primeras diferencias que se notaron en el gel
CN-PAGE sin tefiir para la condicién -Fe, fue la aparicion de nuevas bandas verdes y la

atenuacion de algunas otras con respecto a la condicion +Fe.

Se pudo notar una disminucién de trimero del FSI y un aumento de la intensidad
de las bandas verdes por encima de este. Para identificar tentativamente dichas proteinas
se realizé una segunda dimension desnaturalizante. En el gel 2-D SDS-PAGE de la
condiciéon de -Fe se pudieron identificar manchas por encima de los 25 kDa que se
encuentran en la linea que corresponde a las subunidades del FSI, lo cual podria implicar
la asociacion del FSI con esta proteina y mas adn, por el peso molecular aparente (~28

kDa) podria tratarse de la antena IsiA (Fig. 42, flechas -Fe).

Para corroborar la identidad de esta proteina se cortdo una banda del CN-PAGE
por encima del trimero del FSI donde el spot de la putativa proteina ISiA es mas intenso
(Fig. 42, - Fe, rectangulo rojo) y se proceso para su analisis por MS. Fue posible detectar

péptidos de la proteina IsiA, lo cual corrobora la hipotesis de que ISiA se expresa y se
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asocia con el FSI en Synechococcus PCC 7002 cuando es crecida en condiciones de
bajo fierro (Tabla 14). Fue posible observar que existen diferentes supercomplejos con
distintas cantidades de antenas IsiA, en la literatura es posible encontrar 18 antenas ISiA
por trimero del FSI (Bibby et al., 2001) e incluso un segundo anillo con hasta 25 antenas
IsiA (Yeremenko et al., 2004). Por otra parte, es posible encontrar supercomplejos FSI-
IsiA que se encuentran formados por mondmeros del FSI (Koukil et al., 2005), lo anterior
podria explicar la presencia del patron electroforético del FSI-ISiA que aparece
inmediatamente por debajo del trimero del FSI (Fig. 41, - Fe). De manera interesante, en
la zona de bajo peso molecular del gel CN-PAGE es posible identificar la presencia de
IsiA, muy posiblemente formando agregados, lo cual es parecido a lo encontrado para la
antena PcbB en MIT9313 (Fig. 22a). Se ha demostrado que los agregados de ISiA en los
tilacoides estan relacionados con la foto-proteccion del aparato fotosintético al disipar el

exceso de energia (Ihalainen et al., 2005).

El aparato fotosintético constitutivo e inducible de Nodularia sp. CCM9

Nodularia sp. CCM9 es una cianobacteria aislada de un tapete microbiano de
Cuatro Ciénegas, Coahuila, México. En el laboratorio, crece rdpidamente en medio BG11
suplementado con 0.2 M de NaCl. Vista al microscopio es una cianobacteria filamentosa
qgue presenta diferenciacion celular (heterocistos) cuando se somete a una disminucion
de nitrogeno en el medio de crecimiento (comunicacion personal con Lourdes E. Leyva
Castillo).

Al coexistir en un tapete microbiano con al menos 10 cianobacterias, que también
fueron aisladas, y cuya morfologia es maCRadamente distinta (Gomez-Lojero et al.,
2018), CCM9 como todas ellas, es un buen candidato de estudio para conocer las
adaptaciones gque posee para competir en su medio ambiente.

Cuando se solubilizaron los complejos del aparato fotosintético de CCM9 utilizando
diferentes concentraciones de DDM y se separaron usando (CN-PAGE), fue notorio que
el patron electroforético (Fig. 43) era distinto a los ya descritos para MIT9313 (Fig. 35b)
y PCC 7002 (Fig. 41, +Fe). Al calcular los pesos moleculares aparentes, utilizando como

Marcadores los complejos de la cadena respiratoria de mitocondria de corazén de rata
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(Fig. 44), se identificaron bandas de complejos de alto peso molecular (Fig. 45). Para
proponer una identidad a estos complejos se resolvieron sus subunidades en una
segunda dimension. El patron electroforético sugiri6 que estos complejos eran
asociaciones del FSI de mayor masa que el de los trimeros de FSI (1,090 kDa). En la
mayoria de las cianobacterias se ha reportado que el FSI forma asociaciones trimérica la
cual es facilitada por la subunidad Psal, una subunidad de tres hélices
transmembranales que coordina 3 Chl, 2 carotenos y un atomo de calcio (Fig. S5a). Se
ha sugerido que el supercomplejo homotrimerico transfiere energia entre monémeros,
via Psal, para aumentar la eficiencia de transduccion de la energia (Grotjohann &
Fromme, 2005).

Por otro lado, Watanabe et al., en 2011, reportaron la presencia de una estructura
tetramérica del FSI en la cianobacteria filamentosa (formadora de heterocistos)
Anabaena sp. PCC 7120 y en el 2014, Li et al., reportaron la misma estructura del FSI,
pero en la cianobacteria termdfila Chroococcidiopsis sp. TS-821 (TS-821). De manera
interesante, TS-821, ha sido asignada al grupo Il (baeocitos) por su fisiologia (divisién
celular por fision maltiple, Waterbury & Stenier, 1978). Estudios mas recientes utilizando
el 16S rRNA, sitlan a TS-821 muy cerca de las cianobacterias filamentosas formadoras
de heterocistos (Fewer et al., 2002). Li et al., atribuyen la formacién de dimeros y
tetrdmeros a la inseCRion de aminoacidos en el loop entre la a-hélice 2 y 3 de la
subunidad Psal. Sugieren gue esta inseCRi6n provee un impedimento estérico para la
formacion del trimero. De manera interesante, la subunidad PsaL de CY9414
(cianobacteria filogenéticamente mas cercana a CCM9) posee esta inseCRi6n con un

amino acido extra.

Lo anterior reforzé la idea de que en el aparato fotosintético de CCM9 (una
cianobacteria filamentosa formadora de heterocistos) el FSI formaba supercomplejos de
mayores masas que el trimero y ademas estructuras diméricas y monomeéricas, las cuales
se pudieron observar utilizando CN-PAGE (Fig. 43, 46 y 47).
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Utilizando el mismo criterio para asegurar la identificacion de los complejos vy
supercomplejos en MIT9313 y PCC 7002, el gel CN-PAGE fue cortado en 12 bandas y
analizado usando espectrometria de masas (Fig. 47a). Para estos experimentos,
ademas, se dividieron las bandas en dos. Una parte fue digerida con tripsina (método
usual) y la otra parte fue digerida usando la enzima quimotripsina (sugerencia de
Emmanuel Rios Castro). Al usar tripsina y quimotripsina pudimos comparar la efectividad
de corte e identificacion, utilizando el unused score como indicador (valor de confiabilidad
de la identificacion). Dado que el FSI contienen subunidades muy hidrofobicas (core), fue
posible hacer un seguimiento especifico de las subunidades PsaA, PsaB para el FSI y
PsbA, PsbD para el FSIlI a lo largo del gel y, en pesos moleculares pertinentes.

Usando el tratamiento con quimotripsina para los supercomplejos del FSI (banda
1-3) se obtuvieron valores de unused mas altos que para el tratamiento con tripsina. De
la banda 1 a la 7 se pudieron identificar proteinas del FSI, sin embargo, a partir de esta
banda no fue posible detectar subestructuras. En la banda 7 se obtuvieron los valores de
unused mas altos para subunidades del FSIl y la mayor cantidad de subunidades de la
ATP Sintasa, se identificaron en la banda 8. Sin embargo, fue posible identificar algunas
subunidades desde la banda uno, igual que para el cit bef.

Debido a las identificaciones obtenidas con MS para las bandas de CN-PAGE,
ademas de los pesos moleculares aparentes, podemos concluir que la banda 1y 3 (Fig.
47a) corresponden al tetramero y dimero del FSI, respectivamente y, la banda 7 al
monomero del FSII. De manera interesante, se pudieron identificar mas subunidades de
la ATP Sintasa en las bandas de alto peso molecular usando tripsina mas que con
quimotripsina. A lo largo del gel usando el tratamiento con tripsina se identificaron 144
proteinas con un unused maximo de 42.67 (PsaD, 16 kDa, banda 3) y para el tratamiento
con quimotripsina se identificaron 79 proteinas con unused maximo de 113.77 (A2, 83
kDa, banda 3).

En el conjunto de proteinas identificadas bajo ambos tratamientos se detecto en
total 147 proteinas distintas. Para el tratamiento con tripsina la proteina mas veces
detectada fue la subunidad b’ de la ATP Sintasa (AOZEZ8) y para el tratamiento con

quimotripsina la antena proximal CP47 de FSII (W6FKGB6) fue la proteina méas detectada.
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Por lo anterior, el tratamiento de tripsina ofrece ventajas en el numero de proteinas
identificadas y la quimotripsina ofrece ventajas aumentando la cobertura de proteinas

hidrofébicas.

Habiendo identificado las estructuras presentes en el aparato fotosintético
constitutivo de CCM9, el siguiente paso fue determinar la presencia de los genes isiA 'y
psb-lk2. Antes de iniciar el crecimiento en condiciones de estrés por escasez de fierro, se
disefiaron primers utilizando la secuencia de otras cianobacterias para identificar zonas

altamente conservadas en los genes isiA y psb-lk2-like.

Para el gen de la quimera putativa PsbC/PsalL, se utilizaron regiones internas
conservadas donde se encuentra la union entre Psal y PsbC (Fig. 52). Por otra parte, la
secuenciacion de los productos de PCR mostré una identidad del 100% con los genes
ISiA'y psb-lk2 de Nodularia spumigena CY9414, con lo cual confirmamos la presencia de

ambos genes en CCM9.

Se procedié a crecer CCM9 en condiciones de bajo fierro para caracterizar los
cambios por sustitucion de proteinas antena. Al igual que para PCC 7002, se realizaron
resiembras con diluciones consecutivas para lograr una aclimatacién progresiva. Las
células crecidas a una dilucion 1:210 fueron cosechadas y homogenizadas para poder

medir su espectro de absorcion.

Comparando el espectro de absorcion de las condiciones normales de crecimiento
(+Fe) con las condiciones de bajo fierro (-Fe), se detectd un corrimiento del espectro en
7 nm hacia el azul (Fig. 53), esto implic6 2 nm mas que para células de PCC 7002
crecidas a la misma dilucion de fierro (Fig. 43). Igual que para células de PCC 7002, se
detectd una disminucion en la absorcién debida al ficobilisoma. Al obtener los espectros
de fluorescencia de emisidon excitando al ficobilisoma y a las clorofilas de los fotosistemas
detectamos cambios importantes. En estos experimentos se probd mantener la muestra

a una temperatura aproximada de 77 K para medir la fluorescencia.

En condiciones normales de crecimiento, al excitar la ficocianina a 570 nm se
observo transferencia de energia y picos de fluorescencia debidos a la aloficocianina (664
nm), al FSIl (694 nm) y al FSI (729 nm) (Fig. 54).Al excitar las clorofilas de los

fotosistemas utilizando 440 nm, se detectaron dos picos de fluorescencia para el FSlI
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(697 nm) y FSI (729 nm), como en otras cianobacterias la fluorescencia es mayor para el
FSI que para el FSII (Li et al., 2014; Shen, et al., 2016). Lo anterior implica que existe

transferencia de energia entre la antena distal (FBS) y los fotosistemas (Liu et al., 2013).

Los picos de fluorescencia en condiciones de bajo fierro mostraron una
modificacion importante, utilizando 570 nm para excitar el ficobilisoma y observar la
transferencia de energia observamos fluorescencia de la aloficocianina y el FSII, sin
embargo, no fue posible detectar ningun pico atribuible al FSI. Lo anterior podria
explicarse por la reduccion en el contenido de ficobilisoma y FSI en las condiciones de
bajo fierro. Ademas, cuando se utilizé6 440 nm, el componente con mayor fluorescencia
relativa fue el FSII y no el FSI como en la condicion normal de crecimiento (Fig. 55), un
indicio mas de que la disminucion de la fluorescencia del FSI se debe a la disminucion
en el contenido de este complejo. De manera interesante, se detectd un pico a 668 nm
que podria deberse a las antenas inducibles por las condiciones de crecimiento. Es
notable que la fluorescencia del FSl a 729 nm es inusual incluso tratandose de tetrameros
y monomeros (Li et al., 2014), esta discrepancia podria deberse a una descalibracion del
equipo de fluorescencia y/o nuestro método para mantener la muestra cercana a 77 K,
sin embargo, este estudio requiere un analisis mas detallado utilizando controles como
MIT9313 y PCC6803 (Fig. S1y S2).

La modificacion en la probabilidad de absorcion y la fluorescencia de emisioén nos
permitio identificar que existia una modificacién del aparato fotosintético, por lo tanto, se
procedié a separar los componentes del aparato fotosintético de CCM9 utilizando CN-

PAGE en condiciones de bajo fierro.

Al solubilizar los tilacoides de células en ambas condiciones de crecimiento (+Fe,
-Fe) y separarlas usando CN-PAGE pudimos notar que la resolucion de bandas verdes
fue pobre, lo cual fue atribuido al biopolimero que CCM9 produce en su medio ambiente
natural como respuesta adaptativa y que puede estar interfiriendo en la electroforesis. Es
muy probable que al continuar realizando resiembras de esta cianobacteria podria
alcanzarse un estado de domesticaciéon y por ende una producciébn minima de

biopolimero.
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A primera vista, los geles CN-PAGE mostraron un patron diferente de complejos
del aparato fotosintético (Fig. 56). Las estructuras del dimero del FSI no fueron intensas
en la condicion de bajo fierro, pero se pudieron observar nuevas bandas en el fondo del
gel, por debajo de las ficobiliproteinas, muy probablemente debidas a proteinas antenas
que unen clorofila. La segunda dimensién desnaturalizante mostro manchas en el peso
molecular aparente esperado para algunas de las proteinas antena de CCM9 (Fig. 57,

flechas negras).

Basandonos en los resultados de MIT9313, para los supercomplejos y antenas en
el gel CN-PAGE (Fig. 22), podemos inferir que las bandas verdes, en la parte baja del
gel CN-PAGE de CCM9 (Fig. 56, rectangulo rojo), se deben a proteinas antena inducibles
libres, mientras que las antenas en la parte superior del gel se encuentran formando

supercomplejos con los fotosistemas.

Para identificar los posibles supercomplejos entre las antenas inducibles y los
fotosistemas, se cortd una banda en la parte superior del gel (Fig. 57, rectangulo rojo) y
para identificar las antenas libres se cortaron dos bandas en la parte baja del gel (Fig. 57
rectdngulos rojos), y fueron procesadas para su andlisis por MS. De la misma manera
gue para las bandas del gel CN-PAGE en condiciones de -Fe (Fig. 47a) se analizaron las

tres bandas digiriendo con tripsina (T) y quimotripsina (Q).

Para la banda 1 (Fig. 57) con el tratamiento con Q, se detectaron las tres antenas
putativas PsbC-lk1, PsbC/PsalL y PsbC-lk3 y ademas la antena inducible por estrés de
fierro IsiA. Lo anterior indica que en nuestras condiciones de bajo fierro se pueden inducir
la expresion de IsiA, la cual se asocia con el FSI (Bibby et. al. 2001, Bibby et al., 2003),
pero, ademas se identificaron las proteinas cuyos genes se consideraban antenas
putativas. Dado que se encuentran en la zona de alto peso molecular del gel CN-PAGE,

deben estar formando supercomplejos.

En esa banda se detectaron 4 subunidades del FSI y FSII. Para el FSI se detecto
el core (PsaA y PsaB) y dos subunidades, una involucrada en la transferencia de
electrones a la ferredoxina (PsaD) y la otra involucrada en el docking de la plastocianina
(PsaE). Para el FSIlI se identificaron una subunidad del core (D2), las dos antenas
proximales (CP43 y CP47) y una de las subunidades del cit bssg (PSbE).
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Para la banda 1 con el tratamiento con T, de igual manera se identificaron
subunidades de ambos fotosistemas. Para el FSI se identificaron las mismas
subunidades que en el tratamiento con Q, ademas de la subunidad PsaC, encargada de
dar soporte a los nucleos Fe-S (Fa y Fg). Para el FSII se identificaron las mismas
subunidades que en el tratamiento con Q, ademas, de la otra subunidad que conforma el
core, D1.

Para las antenas fue diferente, solo IsiA (AOZCF9) y PsbC-lk1 (A0ZCGO0), tuvieron
valores aceptables de unused. Por lo anterior es se deduce que las proteinas antena
inducibles se encuentran formando supercomplejos con ambos fotosistemas y que el

tratamiento con Q nos dio mejor informacion en la identificacién de dichas antenas.

De manera interesante y a diferencia de PCC 7002 y MIT9313, se detectaron
subunidades de la ATP Sintasa, en esta banda de alto peso molecular, ademas en el gel
2-D SDS-PAGE se pueden identificar patrones electroforéticos de las subunidades a y B
en varias zonas (Fig. 57). Lo anterior sugiere que la ATP Sintasa en CCM9 podria estar

formando supercomplejos.

Para la banda 2 en la zona de bajo peso molecular (Fig. 57) solo se identifico la
antena inducible por estrés de fierro IsiA (AOZCF9) en ambos tratamientos. De manera
interesante, solo se identificaron subunidades del FSII y ninguna del FSI. Por lo anterior
se infiere que, en esta zona, la presencia de la antena ISiA no es debida a subestructuras
del supercomplejo FSI-IsiA (dado que no se identificaron subunidades del FSI). Se ha
reportado que en Synechocystis PCC 6803 que agregados de IsiA disipan energia
(Havaux et al., 2005; Ihalainen et al., 2005). En esta banda se identificaron mas
proteinas con el tratamiento con T, pero el valor de unused para IsiA fue mayor para el

tratamiento con Q (6 y 12.15, respectivamente).

Para la banda 3 en la zona de bajo peso molecular (Fig. 57) se identificaron las
antenas IsiA (AOZCF9) y PsbC-lk3 (W6FVUG6) en el tratamiento con Q, pero para el
tratamiento con T solo IsiA fue identificada con valores aceptables de unused. En esta

banda se detectaron subunidades de ambos fotosistemas.

Utilizando la inferencia realizada para la banda 2, ISiA se encuentra como

agregados y podria funcionar como disipador de energia. Pero para PsbC-lk3, resulta
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posiblemente asumir que se asocia con el FSI dado que se identificé la subunidad A2
(caso diferente para la banda 2), y ambas estarian formando una subestructura que
provendria de un posible supercomplejo. Esta zona contiene, ademas, las subestructuras

del FSII, ATP Sintasa e incluso el ficobilisoma.

De manera interesante se detectaron proteinas involucradas con la deficiencia de
fierro, una proteina de union a fierro (AOZH52) y un oligopéptido para el transporte

transmembranal del tipo ABC.

Dado que los geles CN-PAGE no tuvieron la suficiente resolucion para definir los
supercomplejos de la misma manera que para MIT9313 y PCC 7002, debido muy
probablemente a su peso molecular muy cercano, se realizdé una revision bibliografica

para obtener mas informacion.

Salvo los anadlisis in silico realizados por Shih et al., (2013) y VoB et al., (2013),
existe solo un reporte de Shen et al., (2016) que refiere una caracterizacion de este tipo
de proteinas. El estudio fue realizado en la cianobacteria siderdfila Leptolyngbya JSC-1
(JSC-1), la cual posee dos grupos para estas proteinas. En el primero se encuentran los
genes para las proteinas extensamente descritas por su induccidon bajo estrés por
escasez de fierro IsiA (llamada IsiAl) y flavodoxina, y en el segundo cluster, se
encuentran 4 genes que codifican putativamente proteinas (hipétesis al principio del
estudio) del tipo CP43-like (0 CBP) y los cuales fueron nombrados como, IsiA2, ISiA3,
IsiA4, ISiA5.

Al analizar filogenéticamente los productos génicos en JSC-1y en CY9414 (y que
ya se ha probado estan presentes en CCM9), encontramos homologia entre ellos (Fig.
S5). Lo ortélogos son los siguientes: ISiA (AOZCF9), IsiAl; PsbC-lkl1 (A0ZCGO0), IsiA5;
PsbC-lk2 (PsbC/PsalL, AOZCF6), IsiA4; y PsbC-lk3 (W6FVUS6), IsiA3. Para la proteina
IsiA2 de JSC-1 no se encontr6 un ortélogo en CCM9, sin embargo, el alineamiento de su
secuencia mostré que tiene alta homologia con IsiA4 y algo menos con PsbC/PsalL.

Lo anterior parece indicar un evento de duplicacion de genes que involucraria a
ancestros de isiA2 e isiA4, (debido a su alta homologia para el dominio psbC el cual
contribuye con mas al score para asignar homologia; dato no mostrado), con la posterior

adicién del dominio psaL-like en el ancestro de IsiA4. Un posterior evento de especiacion
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(remocidn) y/o transferencia horizontal de genes (de un cluster sin el ancestro de isiA2)
dejaria fuera al ancestro de isiA2 en CY9414 y CCM9.

Por otro lado y con el fin de ampliar la informacion filogenética de las proteinas que
estudiaron en el presente trabajo se compararon las secuencias de las proteinas antena
de membrana de PCC 7002 (con solo IsiA), MIT9313 (antena constitutiva PcbB e
inducible PcbA, y que unen divinil clorofila a y b), CCM9 (4 antenas inducibles cuya
secuencia esta basada en CY9414) y JSC-1 (5 antenas inducibles), incluyendo ademas,
las secuencias de Prochlorococcus marinus SS120 (con 8 genes para proteinas que unen
divinil clorofila a y b, tipo pcb) y Prochlorothrix hollandica (3 genes para las proteinas
PcbA, PcbB y PcbC que unen clorofila a y b). Dicha comparacion mostré que las antenas
inducibles de CCM9 y JSC-1 comparten un antepasado comun con la proteina PcbC de
Prochlorothrix hollandica (Fig. S7, linea negra) y estas a su vez comparten un antepasado
comun con las proteinas inducibles IsiA de PCC 7002, JSC-1 y CCM9 (Fig. S7, linea
roja). Este conjunto de proteinas esta relacionado con las proteinas que unen clorofila
a/b de Prochlorothrix hollandica (Fig. S7, linea rosa), las cuales parecen haber divergido
mucho antes, respecto a las proteinas Pcb del género Prochlorococcus (SS120 y
MIT9313; Fig. S7, linea verde). En general este limitado analisis muestra que estas

proteinas tienen una relacion distante y posiblemente un origen evolutivo distinto.

Para la cianobacteria JSC-1, se caracterizaron supercomplejos de los fotosistemas
con las antenas de la familia ISiA (Shen et al., 2016). Las proteinas antena IsiAl, ISiA2,
IsiA3 y IsiA4 se identificaron formando supercomplejos con monoémeros del FSI. La
proteina antena IsiA5 fue detectada en fracciones donde coexistian subunidades del FSI
y FSII, sin embargo, los autores sugieren que al ser una proteina muy cercana a PcbC,
esta podria estar relacionada con la formacion de supercomplejos con el FSII (Fig. S5).

Sabiendo lo anterior y por homologia de secuencias, podriamos inferir que las
antenas IsiA (AOZCF9), PsbC/PsaL (A0ZCF6) y Psbc-lk3 (W6FVU6) forman
supercomplejos con el FSI (Fig. S5, recuadro azul y tipo IsiA). La proteina PsbC-lk1
(A0ZCGO0) forma supercomplejos con el FSII (Fig. S5, tipo Pchb).
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Conclusiones

Sobre el aparato fotosintético de Prochlorococcus marinus MIT9313.

A partir de células crecidas a una intensidad de luz de 1.2 ymol - m2 - s' y una

temperatura constante de 19 °C, fue posible determinar que:

a)

b)

d)

f)

La fluorescencia de emision de células completas y membranas tilacoidales
muestran una maCRada contribucién del fotosistema Il a 680 nm y ninguna
peCReptible debida al fotosistema | cuando se existan las divinil clorofilas a 440
nmy 460 nm.

Utilizando arena de mar y mortero es posible obtener membranas tilacoidales al
moler las células y cuya integridad se conserva a diferencia del método de ruptura
por presion usando la prensa de French (comparacion realizada con los datos de
maestria).

Utilizando el detergente neutro n-dodecil 3-D maltosido (DDM, 98% de isémero [3)
es posible solubilizar las membranas tilacoidales y obtener complejos y
supercomplejos del aparato fotosintético de MIT9313.

Utilizando gradientes de sacarosa continuos (2 M a 0.5 M de sacarosa + 0.01%
DDM), es posible obtener fracciones enriquecidas del trimero del fotosistema |
(con un maximo en la fraccion 3), monémeros del fotosistema | (con un maximo
en la fraccion 6), monomeros del fotosistema Il (con un maximo en la fraccién 10)
y la antena distal PcbB (con un maximo en la fraccion 14). Lo anterior fue
corroborado mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas.

Utilizando metanol al 90% + 0.1 N de NH4OH es posible extraer los cromoforos de
las membranas tilacoidales de MIT9313 y prevenir la feofitinizacién de las divinil
clorofilas.

Utilizando HPLC con un gradiente de solventes (polar a apolar) es posible separar
los cromoéforos de un extracto metandlico de membranas tilacoidales de MIT9313

utilizando acetato de amonio como ion pairing. Basados en los espectros de
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)

h)

)

k)

absorcion medidos por el arreglo de diodos se separaron 5 moléculas de
carotenoides y 2 divinil clorofilas.

Utilizando ESI MS-MS para metabolitos, fue posible identificar el ion [M*]* de la
divinil clorofila a (890.4 m/z) y el ion [M+1] de la divinil clorofila b (905.4 m/z). El
patron de fragmentacion de cada divinil clorofila mostraron la pérdida de masa de
278 u.m.a., correspondiente a la fragmentacion del fitol y que es caracteristica de
las clorofilas.

La separacion de las divinil clorofilas por medio de HPLC y su analisis por
espectrometria de masas nos permitio dar cuenta de la pureza de las muestras
para la determinacién de sus coeficientes de extincion molar, los cuales fueron
obtenidos en acetona al 80%.

Sabiendo los valores del coeficiente de extincion molar en acetona al 80% y la
composicidn de las fracciones en el gradiente de sacarosa fue posible determinar
la relacion de divinil clorofila a/ divinil clorofila b en cada una de ellas. Para las
fracciones enriquecida del fotosistema | (fracciones 3 a 8), 1.98 = 0.16; para las
fracciones enriquecidas del fotosistema Il (fracciones 9-12), 1.55 + 0.14; y para la
antena distal PcbB (fracciones 13 ala 17), 2.52 £ 0.17.

Por lo anterior y por experimentos preliminares de fluorescencia a 77 K se sugiere
que el fotosistema | podria utilizar la antena PcbB como antena distal y/o contener
divinil clorofila b en su antena proximal (A1 y A2).

Utilizando la técnica electroforética no desnaturalizante (CN-PAGE) fue posible
separar los complejos y supercomplejos del aparato fotosintético de MIT9313,
calculando los pesos moleculares aparentes utilizando como Marcadores de peso
molecular los complejos de la cadena respiratoria de mitocondrias de corazén de
rata (Fig. 58).

Por medio del patron electroforético de las subunidades de los fotosistemas |y
fotosistemas Il, ademas de su identificacion utilizando espectrometria de masas,
se encontré que hasta seis antenas PcbB se asocian con el dimero del fotosistema
Il y el fotosistema | se encuentra formando un homotrimero. Se identificaron
ademas monomeros de ambos fotosistemas y subunidades del complejo de
citocromos bef. No fue posible encontrar de manera contundente a la ATP Sintasa

en el peso molecular que le corresponde, sin embargo, todas sus subunidades,
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excepto la subunidad c, fueron identificadas en la parte de bajo peso molecular del
gel, mostrando que este complejo es muy sensible a la solubilizacién con DDM y/o
a la electroforesis en geles CN-PAGE.

m) Utilizando geles CN-PAGE es posible separar complejos proteicos proveniente de
membranas tilacoidales de MIT9313 previamente solubilizados con DDM vy
separados con gradientes de sacarosa.

n) Se confirm@, utilizando actividad de diaforasa, western blot y espectrometria de
masas en geles SDS-PAGE y CN-PAGE que la enzima ferredoxina-NADP*
reductasa es una proteina asociada a las membranas tilacoidales en MIT9313
(Fig. 58).

Sobre el aparato fotosintético de Synechococcus PCC 7002.

A partir de células crecidas a una intensidad de luz de 250 ymol - m2 - s*. ymol -
m2 - s’X, En medios minimo A* suplementados con 14.4 uM de cloruro férrico (condicién

normal de crecimiento), fue posible determinar que:

a) Utilizando geles CN-PAGE fue posible identificar que el fotosistema | de PCC
7002 se encuentra formando mayoritariamente estructuras homotriméricas y
en menor medida estructuras monomeéricas.

b) Utilizando geles CN-PAGE fue posible identificar que el fotosistema Il de PCC
7002 se encuentra formando estructuras monomeéricas. Fue posible detectar la
subestructura del fotosistema Il, CR47, la cual es un estadio previo del
ensamblaje de los monémeros del fotosistema II.

c) Fue posible detectar a la ATP Sintasa en el peso molecular aparente
correspondiente a su masa molecular.

A partir de células crecidas a una intensidad de luz de 250 pymol - m? - s1. umol - m-
2 - 51, En medios minimo A* suplementados con 68 nM de cloruro férrico (condicién de

escasez de fierro), fue posible determinar que:

a) Utilizando una dilucién 1:210 de Fe?* en el medio de crecimiento, fue posible

modificar el aparato fotosintético de PCC 7002 y detectarlo utilizando su
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b)

d)

f)

espectro de absorcién, el cual modificé el pico maximo de absorcion de la
banda Qy en 5 nandmetros hacia el Soret y en la disminucién de la absorcién
del ficobilisoma.

Fue posible identificar una disminucion de la cantidad relativa del fotosistema
| en condiciones de bajo fierro en el medio.

Fue posible identificar estructuras de alto peso molecular cuyo patron
electroforético corresponderian a supercomplejos del fotosistema | con la
antena distal inducible IsiA, muy probablemente homotrimeros rodeados de la
antena IsiA (Fig. 58).

Fue posible identificar supercomplejos de peso molecular aparente por debajo
del homotrimeros del fotosistema |, formados muy probablemente de
monomeros del Fotosistema | rodeados de la antena inducible IsiA (Fig. 58).
Fue posible identificar agregados de la antena distal inducible IsiA en zonas
de bajo peso molecular cuya funcion estaria involucrada en la foto proteccion
como disipadoras de energia luminosa.

Utilizando espectrometria de masas se confirmo la identidad de la antena IsiA

en condiciones de escasez de fierro en el medio de crecimiento de PCC 7002.

Sobre el aparato fotosintético de Nodularia sp. CCM9.

A partir de células crecidas a una intensidad de luz de 250 ymol - m?2 - s, umol -

m2 - s'1. En medios minimo BG11 + 0.2 M NaCl y suplementados con 22 yM de citrato

férrico amoniacal (condicién normal de crecimiento), fue posible determinar que:

a)

b)

Utilizando geles CN-PAGE y Marcadores hidrofébicos (complejos de la cadena
respiratoria en mitocondrias de corazon de rata) fue posible determinar
supercomplejos de alto peso molecular cuyo patron electroforético
corresponderia a tetrameros y dimeros del fotosistema I.

Utilizando espectrometria de masas para los geles CN-PAGE y dos diferentes
enzimas digestoras, la tripsina y la quimotripsina encontramos que: la tripsina
identifica un mayor numero de proteinas y que la gran mayoria son

hidrosolubles, por otra parte, la quimotripsina identifica mayoritariamente
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d)

f)

9)

proteinas hidrofébicas con valores de unused score y coberturas mas altas que
utilizando la tripsina.

Utilizando espectrometria de masas en geles CN-PAGE se confirmo la
identidad de los supercomplejos del fotosistema | correspondiente a
homotetrameros y homodimeros (Fig. 58).

Utilizando espectrometria de masas en geles CN-PAGE se identificaron
proteinas de los 4 complejos del aparato fotosintético del CCM9. Ademas, de
proteinas de transporte, biosintesis de clorofila a y carotenoides,
ficobiliproteinas y linkers del ficobilisoma, entre otros.

Utilizando PCR se amplificaron e identificaron los genes isiA y psbC-l1k2
(psbC/psal) en la cianobacteria CCM9.

La fluorescencia de emision de células completas y membranas tilacoidales
mostraron una contribucion del fotosistema Il a 694 nm y para el fotosistema |
a 729 nm, cuando se excito la clorofila a, a 440 nm. La relacion entre ambos
picos de fluorescencia (FSI/FSII) mostr6 un valor mas alto que para otras
cianobacterias.

Se constaté la transferencia de energia del ficobilisoma a ambos fotosistemas

excitando la ficocianina a 570 nm.

A partir de células crecidas a una intensidad de luz de 250 ymol - m?2 - s, umol -

m2 - s1. En medios minimo BG11 + 0.2 M NaCl y suplementados con 104 nM de citrato

férrico amoniacal (condicion de escasez de fierro), fue posibles determinar que:

a)

b)

Utilizando una dilucién 1:210 de Fe?* en el medio de crecimiento, fue posible
modificar el aparato fotosintético de CCM9 y detectarlo utilizando su espectro
de absorcion, el cual se modificd en el pico maximo de absorcion de la banda
Qy en 7 nanémetros hacia el Soret y en la disminucion de la absorcion del
ficobilisoma.

Se constato la transferencia de energia del ficobilisoma solo al fotosistema Il
cuando se excito la ficocianina a 570 nm.

La fluorescencia de emision de células completas y membranas tilacoidales

mostraron una modificacion de la contribucion del fotosistema Il a 694 nm y
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d)

f)

9)

para el fotosistema | a 729 nm, cuando se excité la clorofila a, a 440 nm. La
relacion entre ambos picos de fluorescencia (FSI/FSIl) mostré un valor mas
bajo que para la condicion normal de crecimiento.

Utilizando geles CN-PAGE se identificd un patrén electroforético diferente a las
condiciones normales de crecimiento. Se detectaron nuevas manchas en los
geles 2-D SDS-PAGE, en pesos moleculares aparentes que corresponderian
a las nuevas antenas distales inducibles de CCM9.

En bandas de alto peso molecular de los geles CN-PAGE se identificaron las
antenas IsiA (AOZCF9), PsbC-lk3 (W6FVU®6), PsbC/PsaL (A0OZCF6), PsbC-lk1
(AOZCGO) utilizando quimotripsina; mostrando que son proteinas inducibles
por estrés de bajo fierro en el medio de crecimiento, en CCM9.

No se obtuvo la suficiente resolucion para proponer que tipo de relaciones
fotosistema-antena se forman. Sin embargo, podemos concluir que ambos
fotosistemas estan involucrados en la formacién de supercomplejos debido a
gue fueron identificadas algunas de sus subunidades.

En la zona de bajo peso molecular del gel CN-PAGE se pudo identificar la
antena IsiA con ambas enzimas digestoras. De la misma manera que para PCC

7002 estos agregados podrian estar funcionando como disipadoras de energia.
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Fig. 58 Modelos de los supercomplejos del aparato fotosintético de tres diferentes cianobacterias
a. Dimero del fotosistema 1. b. Trimero de fotosistema I. c. Tetramero del fotosistema I. d. Trimero
del fotosistema | rodeado de 18 proteinas IsiA. e. Mondmero del fotosistema con 6 antenas IsiA. f.
Dimero del fotosistema Il con 6 antenas PcbB. g. Complejos de citocromo bef y la enzima
ferredoxina-NADP™ reductasa. Los modelos se realizaron utilizando los PDB 1JB0 para FSI, 5B66
parael FSlly las antenas IsiA 'y PcbB (usando solo la cadena correspondiente a CP43), 1VF5 para
bef y 2B50 para la FNR.
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Fig. S1 Espectros de fluorescencia de emisién a 77 K de membranas solubilizadas de Prochlorococcus
marinus MIT9313.
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Fig. S2 Espectros de fluorescencia de emission a 77 K de Prochlorococcus marinus MIT9313 y
Synechocystis sp. PCC 6803.
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Fig. S3. Espectros de fragmentacion de carotenoides no identificados, extraidos de tilacoides de
Prochlorococcus marinus MIT9313.
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Fig. S4 Espectros de fluorescencia a 77 K de la fraccién 3 de gradiente de sacarosa de membranas
solubilizadas de Prochlorococcus marinus MIT9313.
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Fig. S5. Arbol filogenético de las proteinas CBP (CP43-like) de las cianobacterias Leptolyngbya sp. cepa
JSC-1 y Nodularia spumigena CY9414. Se realiz6 este arbol utilizando las secuencias de CY9414 por la
cercania filogenética de CY9414 y CCM9. Se utilizé el software Clustal X para alinear las secuencias,
utilizando un método de distancia por matriz (clustering o métodos algoritmicos). Los nimeros indican la
distancia entre secuencias calculada en cambios por sitio (Larkin et al., 2007). Las secuencias estan
etiquetadas para la cianobacteria a la que pertenecen. Se detectaron tres subfamilias: tipo Pch
(Proclorofitas), tipo PsaC/PsaL (homologia en la parte de la secuencia correspondiente a CP43-like) y tipo
IsiA (inducibles por escasez de fierro).
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Tabla S1. Identificacién protedmica de banda 4 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.

Banda4 Quimotripsina

Unused
6.8
2.2

11.3
8.9
2.2
45

17.8
8.4
4.0

%Cov(95) Uniprot ID

9.2
2.0
9.9
7.8
6.4
40.0
10.5
3.7
22.0

WEFXQ8
A0ZKC9
A0ZKS1
W6FKG6
A0ZBQ1
A0ZB92
AOZAN9
AOZAPO
A0ZI39

Descripcion

Putative porin

Putative porin

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PshbB)
Photosystem | reaction center subunit XI
Photosystem | reaction center subunit IV
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
Cytochrome b559 subunit alpha

@ Numeros correspondientes a la banda del gel CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 (Fig. 47a).

b Valor que relaciona la confiabilidad de la proteina identificada basado en un score asignado para el porcentaje de
cobertura de cada uno de los péptidos. Un péptido con una cobertura del 99% le corresponde un valor de unused score
de 2, dado por la formula Unused score = -log (1-(%confidencialidad/100)). El valor es la suma de todas las aportaciones

de los péptidos detectados.
¢ ID de proteinas de la base de datos UniProt.

d Datos obtenidos del genoma de Nodularia spumigena CY9414. Gen Bank ID: NZ_CP007203.1. La funcién de las
proteinas fue correlacionada por los ortélogos del cristal con PDB 1JBO para el FSI, PDB 1VFS para Cyt b6f, ATP
Sintasa 5DN6 y 3WU2 para el FSII.

Tabla S2. Identificacion protedmica de banda 4 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda 4
Unused
6.1
2.1
2.0
2.0
6.0
18.6
7.9
2.0
8.0
10.1
21.3
4.0

2.0
12.0
12.5
14.3
12.2
21.7

6.0
16.2
19.8

Tripsina
%Cov(95) UniProt ID

4.1
14
5.4
3.7
7.1
19.6
13.6
9.8
36.2
19.6
9.3
26.5

20.9
20.0
15.3
16.3
31.2
69.1
23.2
9.6
13.8

AOZF68
AOZBW7
A0ZC16
W6G081
A0ZIKS
W6FXQ8
A0ZKC9
W6G1Z1
W6FS94
AOZNS2
AOZF10
AOZF14

AOZ9NS8
AOZF30
A0ZKS1

W6FKG6
A0ZBQ1
AOZLE1
A0ZBQ3
AOZANY
AOZAPO

Descripcion

Valine--tRNA ligase

UvrABC system protein A

Uncharacterized protein

RNA polymerase sigma factor

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Putative porin

Putative porin

Phycocyanin beta chain

Phycocyanin alpha chain

Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-associated
Phycobilisome core-membrane linker polypeptide

Phycobilisome 7.8 kDa linker polypeptide, allophycocyanin-
associated, core
Photosystem Il reaction center protein H

Photosystem Il protein D1

Photosystem 11 D2 protein

Photosystem 11 CP47 protein (PsbB)

Photosystem | reaction center subunit XI

Photosystem | reaction center subunit 11

Photosystem | reaction center protein PsaF, subunit 111
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
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4.4
12.0
2.0
5.7
2.4
2.2
2.1
2.0
2.0
2.3
4.2
2.0

3.1
6.0
6.0
9.2
8.0
10.1
4.0
3.1
4.7
4.1
2.0

40.7
15.2
24
6.4
4.5
5.0
2.5
6.3
7.3
11.0
4.7
4.1

2.0
22.4
8.3
17.8
27.6
20.7
9.9
15
5.1
13.6
5.4

abcdComo en tabla S1.

W6FPY2
AO0ZKS0
WG6FING
AOZMEG
A0ZDY8
WG6FX86
AO0ZFY8
A0ZKG9
A0ZJ61
A0Z139
W6FV44
W6FXR8

A0ZKO5
W6FQB1
AOZEZ5
A0ZEZ4
AOZEZ8
A0ZJ62
AOZF13
A0ZBV9
A0ZB11
W6FLIO
A0ZL44

Photosystem | iron-sulfur center subunit VII (PsaC)
Photosynthetic Il protein PshC

Phosphate-binding protein

Outer membrane protein

Magnesium-protoporphyrin 1X monomethy! ester [oxidative] cyclase
Light-dependent protochlorophyllide reductase
Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl reductase
Cytochrome b6-f complex subunit 4

Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit

Cytochrome b559 subunit alpha

Chaperone protein DnaK

CAMP-binding proteins-catabolite gene activator and regulatory
subunit of cCAMP-dependent protein kinase
ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

ATP synthase subunit b
ATP synthase subunit alpha
ATP synthase gamma chain
ATP synthase B' chain
Apocytochrome f
Allophycocyanin beta chain
ABC-1

60 kDa chaperonin

30S ribosomal protein S7
30S ribosomal protein S4

Tabla S3. Identificacion protedmica de banda 5 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
guimotripsina.

Banda5 Quimotripsina

Unused
5.0
12.0
13.2
7.0
2.0
8.0
18.4
16.9
48.4
26.3
3.7

%Cov(95) UniProt ID

6.4
13.4
16.5
14.5
16.0
72.9
43.2
40.2
21.1
17.7
20.9

abcd Como en tabla S1.

A0ZF30
A0ZKS1
W6FKG6
A0ZBQ1
A0ZBQ2
A0ZB92

AO0ZLE1

A0ZBQ3
AOZAN9
AOZAPO
A0ZEZ8

Descripcion

Photosystem Il protein D1

Photosystem |1 D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Photosystem | reaction center subunit XI
Photosystem | reaction center subunit 1X
Photosystem | reaction center subunit IV
Photosystem | reaction center subunit 11
Photosystem | reaction center PsaF, subunit 111
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
ATP synthase B’ chain
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Tabla S4. Identificacion protedmica de banda 5 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda5 Tripsina
Unused %Cov(95) UniProt ID Descripcion

2.1 2.5 A0ZG15  Uncharacterized protein

2.0 20.9 A0Z9N8  Photosystem Il reaction center protein H

10.0 14.2 AO0ZF30  Photosystem Il protein D1

3.9 6.0 WG6FL66  Photosystem Il manganese-stabilizing prot
(PsbO)

2.0 15.9 A0ZJX1  Photosystem Il lipoprotein Psb27

10.0 12.2 AO0ZKS1  Photosystem Il D2 protein

12.0 12.3 WG6FKG6  Photosystem 1l CP47 protein (PsbB)

15.7 41.6 A0ZBQ1 Photosystem I reaction center subunit XI

2.0 22.0 A0ZBQ2  Photosystem | reaction center subunit IX

7.7 48.6 A0ZB92  Photosystem I reaction center subunit IV

24.0 65.5 AOZLE1  Photosystem I reaction center subunit Il

7.0 195 A0ZBQ3  Photosystem I reaction center PsaF, subunit 111

18.1 11.3 AOZAN9  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein
A2

18.1 12.4 AOZAPO  Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein
Al

4.0 40.7 WG6FPY?2  Photosystem | iron-sulfur center subunit VII
(PsaC)

11.7 16.9 A0ZKSO0  Photosynthetic Il protein PsbC

4.8 4.1 AOZMEG6  Outer membrane protein

2.2 3.2 WG6FW28  Outer membrane protein

3.3 9.3 AO0ZEJ7  Hypothetical glycine rich membrane prot
DUF1517

2.0 9.5 A0zJ61  Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit

2.0 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha

7.7 34.7 WG6FQB1  ATP synthase subunit b

4.3 17.8 AOZEZ8  ATP synthase B’ chain

104 20.7 A0zJ62  Apocytochrome f

abcdComo en tabla S1.
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Tabla S5. Identificacién protedmica de banda 6 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.

Banda 6
Unused
2.2

7.4
8.7
21.2
2.8

2.5
2.8
3.4
6.2
8.1
285
39.4
3.1

1.8

12.2
6.8
18.1
4.2

2.4
1.1
7.5
13.0
354
59.5
50.2
3.1

ab.c.d Como en tabla S1.

Quimotripsina
%Cov(95)

UniProt ID  Descripcion

W6FUH4

A0ZF30

A0ZKS1
WG6FKG6
A0ZJS4

AOZME6
A0Z9Q3
A0ZKG9
AOZKHO
A0Z139
A0ZEZ8
A0ZJ62
A0Z191

Response regulator receiver domain prot (CheY-
like)

Photosystem 11 protein D1

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Periplasmic phosphate-binding prot of ABC
transporter

Outer membrane protein
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
Cytochrome b6-f complex subunit 4
Cytochrome b6

Cytochrome b559 subunit alpha

ATP synthase B' chain

Apocytochrome f

Aldehyde dehydrogenase

Tabla S6. Identificacion protedmica de banda 6 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina

Banda 6
Unused

6.1
2.4
2.4
4.1
3.4
4.3

3.0

2.0
14.0
121
12.6

2.3

4.0

4.1

8.4

2.2

3.0

Tripsina
%Cov(95

)
36

5.4
7.0
4.2
6.3
7.3

13.2

20.9
23.1
153
115
5.8
3.4
3.5
8.9
0.0
4.0

UniProt
ID
AO0ZF68
A0ZC16
A0ZA49
W6EFXQ8
A0ZA67
A0ZN82

A0ZF14

A0Z9NS
A0ZF30
A0ZKS1
W6FKG6
A0ZBQ1
A0ZAN9
AOZAPO
A0ZKS0
A0ZG92
AOZEJ7

Descripcion

Valine--tRNA ligase

Uncharacterized protein

Transcriptional regulator AbrB

Putative porin

Putative dioxygenase

Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-
associated

Phycobilisome 7.8 kDa linker polypeptide,
allophycocyanin-associated, core

Photosystem Il reaction center protein H
Photosystem Il protein D1

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

Photosystem | reaction center subunit XI
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2
Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al
Photosynthetic 1l protein PsbC

Outer membrane protein/protective antigen OMA87
Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517
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4.9

3.7
3.4
17.7
2.0
2.0
145
4.0
2.1
16.0
21.9
2.4
4.0

5.7

3.5
8.1
52.0
11.0
5.9
43.4
9.7
3.5
43.6
315
4.3
13.6

abcd Como en tabla S1.

AOZFY8

AOZKKO
A0ZKG9
A0Z61
A0ZI139
A0ZEZ6
W6FQB1
A0ZF00
AOZEZ4
AOZEZ8
A0Z62
AOZF13
W6FLIO

Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl
reductase

FAD dependent oxidoreductase

Cytochrome b6-f complex subunit 4
Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
Cytochrome b559 subunit alpha

ATP synthase subunit delta

ATP synthase subunit b

ATP synthase subunit a

ATP synthase gamma chain

ATP synthase B' chain

Apocytochrome f

Allophycocyanin beta chain

30S ribosomal protein S7

Tabla S7. ldentificacién protedmica de banda 7 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.

Banda 7
Unused

4.1
2.0
2.1

24

25.2
27.2
48.9
2.0
17.5
4.1

1.5
2.1
9.0

0.0

30.8
24.7
35.4
4.4
54.9
20.9

abcdComo en tabla S1.

Quimotripsina
%Cov(95)

UniProt
1D
WG6FS56
AO0ZL55
AO0ZBE3

W6FUO08

A0ZF30
A0ZKS1
WEFKG6
AO0ZHL1

A0Z139
AO0ZEZ8

Descripcion

Two-component hybrid sensor and regulator
Small GTP-binding protein domain

Sensory subunit of low CO2-induced prot complex,
putative

Potassium efflux system KefA protein / Small-
conductance mechanosensitive channel
Photosystem Il protein D1

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Pentapeptide repeat family protein
Cytochrome b559 subunit alpha

ATP synthase B' chain

Tabla S8. Identificacion protedmica de banda 7 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina

Banda 7
Unused

6.1

2.0

2.0

2.0

4.1

6.0

4.0

Tripsina
%Cov(95) UniProt ID

4.1
<Y
6.2
16.7
7.3
47.1

23.9

AO0ZF68
A0ZG03
AQZA87
A0Z9P0
AO0ZN82
A0ZF14

AO0Z9N8

Descripcion

Valine--tRNA ligase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Sec-independent protein translocase protein TatA

Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-associated

Phycobilisome 7.8 kDa linker, allophycocyanin-associated,
core
Photosystem Il reaction center protein H
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16.0
18.0
25.8
2.0
11.7
4.2
2.0

2.4
2.1
3.5
4.0
2.1

9.1
7.8
10.4
4.0
3.6
2.0

25.3
20.7
25.3
9.4
15.2
2.8
2.6

4.0
2.5
1.7
15.9
4.1

28.1
16.8

29.4
9.6
2.8
5.3

abcdComo en tabla S1.

A0ZF30

A0ZKS1
WG6FKG6
W6EFV47
A0ZKS0
A0ZG92

A0ZDB9

AQZEJ7

AOZFY8
AOZETS

A0Z139
WG6EFXRS8

W6FQB1
AOZEZ4
AOZEZS
A0ZJ62
A0ZB11
W6FLIO

Photosystem Il protein D1

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PshbB)

Photosystem Il 12 kDa extrinsic protein

Photosynthetic Il protein PsbC

Outer membrane protein/protective antigen OMA87

Inner membrane protein translocase component YidC, short
form Oxal-like protein

Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517
Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl reductase
DNA helicase

Cytochrome b559 subunit alpha

cAMP-binding proteins-catabolite gene activator and
regulatory subunit of cCAMP-dependent protein kinase

ATP synthase subunit b

ATP synthase gamma chain

ATP synthase B' chain

Apocytochrome f

60 kDa chaperonin

30S ribosomal protein S7

Tabla S9. Identificacion protedmica de banda 8 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.

Banda 8
Unused

2.0
2.0
2.5
6.0
4.4

8.7
8.1
25.1
4.3
2.0
0.0
2.0
6.0
4.2
5.2
2.0
2.0
2.0

Quimotripsina

%Cov(95)

5.7
2.7
1.1
8.3
9.4

6.8
8.2
30.7
5.6
4.4
1.6
1.7
0.9
7.6
3.5
0.0
3.3
7.3

UniProt
1D
AO0ZE06
AOZE68
A0ZF10
AO0ZF30
W6FL66

A0ZKS1
WG6FKG6
A0ZKS0
AOZEF4
AO0ZHL1
AO0ZBN8
A0ZHKS8
AQZEG67
WG6FTH6
AO0ZE40
AO0ZLL9
A0ZLL3
A0ZJ61

Descripcion

Uncharacterized protein

Putative RND efflux membrane fusion protein
Phycobilisome core-membrane linker polypeptide
Photosystem Il protein D1

Photosystem Il manganese-stabilizing protein
(PsbO)

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Photosynthetic 11 protein PsbC
Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
Pentapeptide repeat family protein

Na exchanging protein

Na antiporter

Multidrug efflux transporter MexF

Lycopene cyclase, CruP type
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

HIyD family secretion protein

Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
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5.7
2.2
7.0
6.0
8.3
8.8

34.1 A0ZI39
2.0 A0ZKO05
13.3 A0ZEZ4
217.6 A0ZEZ8
9.9 A0ZJU7
16.5 A0ZAGS

abcd Como en tabla S1.

Cytochrome b559 subunit alpha
ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
ATP synthase gamma chain

ATP synthase B' chain

Ammonium transporter

ABC transporter ATP-binding protein

Tabla S10. Identificacion protedmica de banda 8 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda 8
Unused
2.2
20.9
10.2
10.2
4.3
4.1
4.0
2.7
2.6
2.4
2.0
2.0
2.0
2.0
2.7
2.1
6.1
4.1
6.9
4.6
2.0
8.1
14.6
12.9
4.1

114
18.1
2.1
10.1
145
141
18.7
4.0

Tripsina
%Cov(95) UniProt ID
3.2 A0Z140
13.2 AO0ZF68
13.1 WG6FV48
15.6 A0Z9V9
1.2 A0ZDVO0
19.3 A0ZA87
2.3 A0ZMS6
2.7 A0ZI64
4.5 A0ZA96
3.8 A0ZBI8
59 A0ZMJ1
0.0 W6FXA9
5.4 A0ZC16
8.2 W6FM68
2.7 AOZAG7
7.4 A0ZIH4
8.6 A0Z9K8
55 A0ZG57
9.3 A0ZBR5
2.8 AO0ZGE7
3.9 AO0ZINO
36.2 W6FS94
29.7 AO0ZN82
3.1 AO0ZF10
26.5 AO0ZF14
20.0 AO0ZF30
57.9 W6FL66
15.9 A0ZJX1
12.2 AO0ZKS1
16.3 W6FKG6
17.7 A0ZKS0
11.6 A0ZG92
3.7 AO0ZMEG6

Descripcion

Ycf48-like protein

Valine--tRNA ligase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Transport permease protein

Serine/threonine protein kinase

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Protein translocase subunit SecY

Protein translocase subunit SecD

Protein translocase subunit SecA

PilT protein-like protein

Phycocyanin alpha chain

Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-associated
Phycobilisome core-membrane linker polypeptide
Phycobilisome 7.8 kDa linker, allophycocyanin-associated,
core

Photosystem |1 protein D1

Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
Photosystem |1 lipoprotein Psb27

Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

Photosynthetic 11 protein PsbC

Outer membrane protein/protective antigen OMAS87
Outer membrane protein
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2.0 10.5 A0ZG77  NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit N

4.0 11.7 A0ZMQ2 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit |

2.0 5.9 WG6FTC7 NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain J

2.6 2.6 AO0ZE40  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

6.1 13.3 WG6EFX86  Light-dependent protochlorophyllide reductase

2.3 1.3 WG6EFQO05  Isoleucine--tRNA ligase

4.3 7.9 A0ZDB9 Inner membrane protein translocase component YidC, short
form Oxal-like protein

10.1 23.5 AO0ZEJ7  Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517

4.2 2.5 A0ZK45  HIlyD family secretion protein

4.7 5.7 A0ZFY8  Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl reductase

6.7 13.8 W6FHY4  Gamma-glutamyltransferase

4.4 7.5 AOZET4  DNA segregation ATPase FtsK/SpolllIE

2.0 2.1 AO0ZCH4  DNA helicase (Rad25-like)

54 3.2 AOZET8 DNA helicase

2.3 5.4 WG6FI76  Cytochrome c oxidase subunit 2

2.0 6.3 A0ZKGY9 Cytochrome b6-f complex subunit 4

4.0 19.0 A0zZJ61  Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit

2.0 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha

7.8 6.7 W6FV44  Chaperone protein DnaK

4.8 8.7 WG6FXR8 cAMP-binding proteins-catabolite gene activator and
regulatory subunit of cCAMP-dependent protein kinase

7.3 8.1 WG6FR50  ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

6.7 6.7 A0ZK05  ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

3.9 1.7 A0ZL21  ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit ClpC /
Negative regulator of genetic competence clcC/mecB

2.8 1.0 A0ZB73  ATPase, E1-E2 type

2.0 5.9 AO0ZEZ6  ATP synthase subunit delta

10.0 35.7 W6FQB1  ATP synthase subunit b

4.2 5.7 AOZEZ5  ATP synthase subunit alpha

4.0 9.7 A0ZF00  ATP synthase subunit a

18.5 30.5 A0ZEZ4  ATP synthase gamma chain

2.0 8.8 A0ZCG6  ATP synthase epsilon chain

12.1 35.0 A0ZEZ8  ATP synthase B' chain

13.7 26.7 A0ZJ62  Apocytochrome f

4.1 9.9 A0ZF13  Allophycocyanin beta chain

18.5 32.2 AOZAG8 ABC transporter ATP-binding protein

10.5 13.9 A0ZB11 60 kDa chaperonin

2.4 8.5 A0ZG74  50S ribosomal protein L4

2.3 5.3 WGEFLIO  30S ribosomal protein S7

3.0 105 W6G449  30S ribosomal protein S14

abcdComo en tabla S1.

199

——
| —



Tabla S11. Identificacion proteémica de banda 9 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.
Banda9  Quimotripsina

Unused  %Cov(95) UniProt ID Descripcion

0.0 1.6 WG6FJE5  VCBS repeat domain protein

2.4 0.8 A0ZCFO  Uncharacterized protein

9.5 18.3 WG6FL66  Photosystem Il manganese-stabilizing protein
(PsbO)

7.2 9.9 A0ZKS1 Photosystem Il D2 protein

13.4 13.6 WG6FKG6 Photosystem 1l CP47 protein (PsbB)

54.8 45.9 A0ZKSO Photosynthetic Il protein PsbC

8.2 6.0 A0ZG92  Outer membrane protein/protective antigen OMAS87

2.1 8.8 WG6FTC7 NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain J

5.0 10.0 A0ZDB9 Inner membrane protein translocase component
YidC, short form Oxal-like protein

2.0 3.3 AO0ZLL3 HIlyD family secretion protein

2.3 8.4 AO0ZKHO Cytochrome b6

5.2 22.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha

4.4 7.6 AOZEZ4  ATP synthase gamma chain

6.0 27.6 A0ZEZ8 ATP synthase B' chain

9.8 19.2 A0ZJ62  Apocytochrome f

abcd Como en tabla S1.

Tabla S12. Identificacion proteémica de banda 9 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.
Banda9  Tripsina
Unused  %Cov(95) UniProt  Descripcion

ID

6.2 9.6 W6FV48 Uncharacterized protein

2.7 2.7 A0Z9V9 Uncharacterized protein

3.4 4.9 AOZER7  Trigger factor

2.0 4.0 A0Z9K8 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain

3.1 2.3 AO0ZBR5 Protein translocase subunit SecD

4.0 18.4 W6FS94  Phycocyanin alpha chain

2.9 3.8 A0ZN82 Phycobilisome rod linker polypeptide, phycocyanin-
associated

6.0 9.7 A0ZF30 Photosystem Il protein D1

10.0 38.3 WGEFL66 Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)

8.0 12.2 A0ZKS1 Photosystem Il D2 protein

6.8 5.1 W6FKG6 Photosystem Il CP47 protein (PsbB)

8.0 115 A0ZKSO Photosynthetic Il protein PsbC

14.8 10.6 A0ZG92 Outer membrane protein/protective antigen OMA87

4.5 7.9 A0ZDB9 Inner membrane protein translocase component YidC,
short form Oxal-like protein

2.3 4.0 AO0ZEJ7  Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517

4.1 5.7 AO0ZFY8 Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl
reductase
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2.3 6.3 A0ZKG9 Cytochrome b6-f complex subunit 4

2.0 11.0 A0ZI39 Cytochrome b559 subunit alpha

2.0 3.0 A0ZBM4 Cell division protein Ftsl/penicillin-binding protein 2
4.1 14.8 W6FQB1 ATP synthase subunit b

2.0 5.6 AO0ZF00  ATP synthase subunit a

6.4 7.3 A0ZEZ4  ATP synthase gamma chain

7.2 27.0 AOZEZ8 ATP synthase B' chain

10.8 16.8 A0ZJ62  Apocytochrome f

2.1 4.6 A0ZFM8 Alpha/beta hydrolase fold protein

2.1 2.4 A0ZB11 60 kDa chaperonin

abcd Como en tabla S1.

Tabla S13. Identificacion protedmica de banda 10 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.
Banda 10 Quimotripsina

Unused  %Cov(95) UniProt  Descripcion

ID
22.0 42.8 W6G1Z1 Phycocyanin beta chain
30.8 64.4 WG6FS94  Phycocyanin alpha chain
4.0 4.9 W6FKG6 Photosystem 1l CP47 protein (PsbB)
4.0 4.1 AO0ZKSO Photosynthetic Il protein PsbC
9.3 36.0 A0ZBS1 Microcompartments protein
16.8 46.0 AO0ZF12  Allophycocyanin alpha chain

abcd Como en tabla S1.

Tabla S14. Identificacion protedmica de banda 10 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda 10 Tripsina
Unused  %Cov(95) UniProt  Descripcion

ID
2.2 2.7 A0Z9V9  Uncharacterized protein
2.0 17.1 A0ZBH1 Putative regulator
6.1 5.1 WG6FKG6 Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
10.1 11.9 A0ZKS0 Photosynthetic Il protein PsbhC
4.3 2.5 A0ZG92 Outer membrane protein/protective antigen
OMAS87
4.2 11.7 WG6FQB1 ATP synthase subunit b
3.3 3.5 AOZEZ4  ATP synthase gamma chain
4.0 17.2 A0ZEZ8 ATP synthase B' chain
8.2 15.6 A0ZJ62  Apocytochrome f

abcd Como en tabla S1.
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Tabla S15. Identificacion protedmica de banda 11 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.
Banda 11
Unused

2.7
2.0
58.5
2.2
4.9
4.1

4.2
8.5
2.7
4.2
2.0

Quimotripsina

%Cov(95)

1.5
4.7
49.1
8.8
0.9
10.0

5.3
111
3.8
20.9
8.7

abcd Como en tabla S1.

UniProt
ID
W6G7D7
W6FW56
A0ZKS0
WG6FTC7
A0Z9S3
A0ZDB9

AO0ZHX5
AO0ZEZ5
A0ZEZ4
AO0ZEZ8
A0ZF12

Descripcion

Uncharacterized protein

Superfamily 1l DNA and RNA helicase
Photosynthetic Il protein PsbC
NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain J
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

Inner membrane protein translocase component YidC,
short form Oxal-like protein
Beta-1g-H3/fasciclin

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase gamma chain

ATP synthase B' chain

Allophycocyanin alpha chain

Tabla S16. Identificacién proteémica de banda 11 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.

Banda 11
Unused
4.0
6.4
6.3
2.8
2.2
2.0
2.0
2.0
2.0
2.1
2.0
8.3
8.7
17.4
5.8
2.1
4.0
12.4
3.2
3.9
2.9
3.7
6.1

Tripsina

%Cov(95) UniProt ID

5.4
11.2
22.3
13.1

2.3

4.9

6.9

7.4

3.8

1.9

5.2
31.8
36.2
48.5

6.8

2.7
18.8
18.0

2.5

5.6

0.6

7.3
121

W6FQJ4
A0Z9V9
A0ZC16
A0ZA87
W6FLH7
A0ZBQS
A0ZDCO
A0ZCM3
AOZFHS
A0Z9KS
A0ZCI5
W6G1Z1
W6FS94
W6FL66
A0ZKS1
W6FKG6
W6FV47
A0ZKSO
A0ZFZ6
W6FU17
A0Z9S4
W6FX86
A0ZDB9

Descripcion

Zinc metalloprotease

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Transcriptional regulator

Superoxide dismutase

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Ribosomal subunit interface protein
Phycocyanin beta chain

Phycocyanin alpha chain

Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
Photosystem Il D2 protein

Photosystem Il CP47 protein (PsbB)
Photosystem Il 12 kDa extrinsic protein
Photosynthetic 11 protein PsbC

NADH dehydrogenase

NAD(P) transhydrogenase subunit beta
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
Light-dependent protochlorophyllide reductase
Inner membrane protein translocase component YidC,
short form Oxal-like protein
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4.5 9.0 AO0ZEJ7  Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517

2.0 2.5 A0ZFY8  Geranylgeranyl hydrogenase BchP Geranylgeranyl
reductase

2.1 3.7 A0ZA81  D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

2.0 11.0 A0ZI39  Cytochrome b559 subunit alpha

6.0 8.2 A0ZHX5 Beta-lg-H3/fasciclin

2.8 1.8 A0ZK05  ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

2.0 5.9 AO0ZEZ6  ATP synthase subunit delta

7.2 20.4 WGEFQB1  ATP synthase subunit b

10.1 12.6 AOZEZ5  ATP synthase subunit alpha

2.0 5.6 A0ZF00  ATP synthase subunit a

114 18.4 AOZEZ4  ATP synthase gamma chain

6.9 27.0 A0ZEZ8  ATP synthase B' chain

4.5 7.0 A0ZGZ8  Alpha/beta hydrolase fold protein

2.0 4.6 A0ZFM8  Alpha/beta hydrolase fold protein

3.3 4.3 A0ZF13  Allophycocyanin beta chain

4.8 5.3 A0ZB11 60 kDa chaperonin

abcd Como en tabla S1.

Tabla S17. Identificacion proteémica de banda 12 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando
quimotripsina.
Banda 12 Quimotripsina

Unused  %Cov(95) UniProt  Descripcion

ID
4.1 12.9 A0ZC16 Uncharacterized protein
2.0 15.9 A0ZA87 Uncharacterized protein
2.0 4.7 WG6FW56 Superfamily 11 DNA and RNA helicase
2.0 7.5 W6G1Z1 Phycocyanin beta chain
13.6 315 WG6FL66 Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
3.7 9.4 W6FV47 Photosystem Il 12 kDa extrinsic protein
59 8.2 A0ZA59 Oligopeptide ABC transporter, periplasmic substrate-
binding component
3.3 8.7 A0ZF59 Membrane protein, putative
2.1 0.0 A0Z9Q3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
3.8 7.9 A0ZDB9 Inner membrane protein translocase component YidC,
short form Oxal-like protein
2.0 7.3 A0ZJ61 Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
5.4 34.1 A0ZI39 Cytochrome b559 subunit alpha
2.3 4.5 WG6FLQ5 C-1'-hydroxylase CruF
17.9 24.7 A0ZCG7 ATP synthase subunit beta
6.1 8.1 A0ZEZ5 ATP synthase subunit alpha
2.3 7.4 AOZEZ8 ATP synthase B' chain
6.0 26.1 AO0ZF12  Allophycocyanin alpha chain

abcdComo en tabla S1.
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Tabla S18. Identificacion protedmica de banda 12 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.
Banda 12 Tripsina

Unused

2.0
2.8
10.2

2.0
8.8
2.1
2.0

%Cov(95)

5.4
8.0
36.2

11.0
11.0
2.6
8.0

abcd Como en tabla S1.

UniProt
ID
A0ZC16
W6FS94
W6FL66

A0ZI39
A0ZCG7
A0ZEZ5
AQZEZ8

Descripcion

Uncharacterized protein

Phycocyanin alpha chain

Photosystem Il manganese-stabilizing protein
(PsbO)

Cytochrome b559 subunit alpha

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase B' chain

Tabla S19. Identificacion proteémica de banda 13 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando

quimotripsina.
Banda 13

Unused

2.0
2.0
37.2

5.8

Quimotripsina

9%Cov(95)

6.5
5.1
76.6

11.8

abcdComo en tabla S1.

UniProt
ID
A0ZM86
A0ZC84
W6FL66

WG6FYC7

Descripcion

Uncharacterized protein

Thioredoxin-like protein

Photosystem Il manganese-stabilizing protein
(PsbO)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Tabla S20. Identificacion protedmica de banda 13 en CN-PAGE de Nodularia sp. CCM9 utilizando tripsina.
Banda 13 Tripsina

Unused

4.0
6.0
6.0
2.0
4.0
8.3
6.0
30.4
2.0
4.6
2.0
2.0
4.1
2.0
5.5

%Cov(95

)
6.5

17.3
26.2
5.0
10.7
39.3
25.8
76.2
3.1
9.1
3.1
5.6
7.3
4.0
11.7

UniProt
ID
A0Z140
A0ZC16
A0ZA87
A0Z9Y4
WG6FJJ7
W6G171
W6FS94
W6FL66
A0ZKS1
W6FYC7
W6FYQ5
A0ZMQ2
W6FX86
AO0ZEJ7
A0ZH52

Descripcion

Ycf48-like protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Translation initiation factor 2 (IF-2 GTPase)
Phycocyanin beta chain

Phycocyanin alpha chain

Photosystem Il manganese-stabilizing protein (PsbO)
Photosystem Il D2 protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit |
Light-dependent protochlorophyllide reductase
Hypothetical glycine rich membrane protein DUF1517
Ferric iron ABC transporter, iron-binding protein
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2.0 11.0 A0ZI39 Cytochrome b559 subunit alpha

2.0 18.6 A0ZG33 CABJ/ELIP/HLIP superfamily of proteins

11.5 22.0 AOZEX5 Branched-chain amino acid ABC transporter, amino
acid-binding protein

4.7 18.9 AOZEZ6 ATP synthase subunit delta

4.0 14.8 W6FQB1 ATP synthase subunit b

2.0 5.6 AO0ZF00  ATP synthase subunit a

5.0 17.8 A0ZEZ8 ATP synthase B' chain

2.1 4.8 A0ZJ62  Apocytochrome f

4.6 9.9 AO0ZF13 Allophycocyanin beta chain

2.1 9.9 A0ZF12 Allophycocyanin alpha chain

2.0 34 AO0ZKL4  3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase

abcd Como en tabla S1.
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