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Resumen.

Esta tesis doctoral estd dedicada fundamentalmente a la identificacion y
caracterizacion de transportadores de nitrato/nitrito de la levadura Hansenula
polymorpha. El uso de las herramientas bioinformdaticas nos ha permitido
identificar en el genoma de H. polymorpha sélo dos proteinas denominadas Narl
y Chll que comparten similitud de secuencia con los respectivos transportadores
de nitrito y nitrato descritos en otros organismos. Los resultados del presente
trabajo indican que Narl es una proteina ubicada en la membrana plasmatica que
regula la concentracion intracelular de nitrito mediante su excrecion. De esta
forma, las células toman el nitrato del medio principalmente a través del
transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad, Yntl. Una vez en el citoplasma,
el nitrato se reduce a nitrito, cuyo excedente es devuelto al medio extracelular a
través de Narl, y de otro(s) sistema(s). Pensamos que este mecanismo permite
mantener el nitrito intracelular por debajo de niveles toxicos para la levadura. Por
otra parte, Chll participa en la excrecion de aminodcidos. La acumulacion
intracelular de fuentes reducidas en Achl/l promueven la represion catabdlica por
nitrégeno, que junto con la menor activacion de la via calcineurina, disminuyen
los niveles de expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. En
conjunto, estos resultados nos han permitido conocer nuevos elementos que
participan en la asimilacién de nitrato, si bien ninguno de ellos parece mediar

directamente el transporte de nitrato o nitrito al interior de la célula.
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Introduccion

I. INTRODUCCION.

1. La via de asimilacion de nitrato en los seres vivos.

El nitrogeno es un constituyente fundamental de las proteinas, acidos
nucleicos y otras moléculas fundamentales para la célula. Las formas asimilables
de este macronutriente se encuentran en bajas cantidades en la naturaleza. Por
este motivo el nitrégeno es uno de los factores que controlan la biodiversidad y

dinamica de los ecosistemas.

El nitrogeno existe en la biosfera en varios estados de oxidacion, de N
(V) a N (-III). Las interconversiones de estas especies de nitrogeno constituyen el
ciclo biogeoquimico del nitrogeno, siendo las bacterias las que desempefian el
papel predominante en dichas transformaciones. El nitrégeno es asimilado por
los seres vivos bajo diferentes formas quimicas. Puede ser asimilado en forma de
nitrogeno atmosférico mediante la fijacion del N,; de formas reducidas, tales
como amonio y el presente en las moléculas organicas; y de formas oxidadas,

como el nitrato y, en menor medida, el nitrito.

El ciclo biogeoquimico del nitrogeno estd compuesto por una etapa de
fijacion del N,; mediado por microorganismos procariotas de vida libre, o en
simbiosis con algunas leguminosas, cuyo producto es el amonio. Este compuesto
también puede obtenerse a través de la amonificacion, es decir, a través la
descomposicion de los organismos muertos, proceso mediado por ciertas
bacterias y hongos. Ademads, el amonio es obtenido a través de la reduccion del
nitrato y del nitrito, constituyendo la etapa de asimilacion del nitrégeno. Este es
uno de los procesos biologicos fundamentales que representa mas de 10°
megatones de nitrogeno inorganico transformado cada afio y que supera en dos
ordenes de magnitud la cantidad de nitrégeno fijado (Guerrero et al., 1981). La
reduccién del nitrato se acopla a la oxidacién anaerdbica del carbono orgéanico

rindiendo amonio mediante el proceso de reduccion desasimilatorio de nitrato a



Introduccion

amonio (DRNA, Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium). Algunas
bacterias, como Escherichia coli y Thiosphaera pantotropha emplean el nitrato
como aceptor de electrones durante la respiracion anaerobia (Clegg et al., 2002;
Bell et al., 1993). Por otra parte, el nitrato obtenido a través de la nitrificacion, es
decir, por oxiddacion del amonio a nitrito y luego a nitrato, puede ser
transformado en N, a través de la desnitrificacion. EI N, también se obtiene a
partir del medio marino a través de la oxidacion anaerobica del amonio
(anammox), donde la oxidacién del amonio esta acoplada a la reduccion del
nitrito (Canfield et al., 2010). La desnitrificacion y la anammox cierran el ciclo

del nitrégeno al devolver el N, a la atmosfera (Figura 1).

Anammox

FIJACION BIOLOGICA

N,H,

4,
QQ’I)IO
IS

ASIMILACION -

Figura 1. Ciclo del nitrégeno. Se representan las principales vias biologicas de transformacion
del nitrégeno. (Adaptado de Canfield ef al., 2010).

El nitrato puede ser asimilado por algunas bacterias, ciertos hongos,
algunas especies de levaduras y practicamente todas las algas y plantas
superiores. El equilibrio natural de los ecosistemas se estd viendo afectado por la
desregulacion en el ciclo global del nitrogeno. Se estima que las actividades
humanas derivadas de la fertilizacion incontrolada y la sustitucion de areas de

vegetacion natural por cultivos de leguminosas y plantas forrajeras ha provocado
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que se doble la tasa natural anual de entrada de nitrogeno en el ciclo, originando
serios problemas medioambientales debido a la contaminacion de los acuiferos,

rios y lagos (Crawford y Glass, 1998; Daniel-Vedelle ef al., 1998).

Ademas, la contaminacion de los acuiferos subterraneos con nitratos
genera graves problemas de salud si se consume agua en estas condiciones,
debido a la reduccion del nitrato a nitrito por la participacion de ciertas bacterias
presentes en la boca, el estdbmago y la porcidon distal del intestino delgado y
grueso. Las principales fuentes de nitrito en el organismo son: la reducciéon del
nitrato por las bacterias de la cavidad bucal (Tannenbaum et al., 1976), la ingesta
de alimentos procesados con nitrito y la oxidacion del NO por la 6xido nitrico

sintasa (NOS) (Ignarro et al., 1993).

Los efectos toxicos del nitrito sobre la salud humana desarrollados a
corto plazo son determinantes en la aparicion de patologias como la
metahemoglobinemia (Kohn et al., 2002). Esta patologia surge cuando el nitrito
de la sangre reacciona con la oxihemoblogina produciendo nitrato y
metahemoglobina. Por tanto, la ingesta excesiva de nitrito puede dar lugar a
metahemoglobinemia y cianosis, especialmente en los nifios pequeios cuyo
sistema de metahemoglobina reductasa no esta maduro (McKnight et al, 1999).
Por otra parte, en los glébulos rojos, y bajo condiciones de hipoxia, el nitrito
puede reaccionar con la hemoglobina desoxigenada formando NO vy

metahemoglobina (Doyle et al., 1981).

A largo plazo el nitrito actia como carcindégeno debido a la generacion
de nitrosaminas (Guttenplan, 1987; Hecht, 1997). Existe una relacién directa
entre la ingesta de nitrito, la formacion de nitrosaminas y el riesgo de padecer
cancer gastrico (Tenovuo, 1986; Lee et al., 2006). En condiciones acidas, como
las presentes en el estdbmago, el nitrito se protona rapidamente formando HNO,
que se descompone dando lugar a varios 6xidos de nitrégeno como N,O;, NO, y

NO. Estas especies reactivas de nitrogeno, principalmente el N,Osz y el NO,, se
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oxidan facilmente originando el ion nitrosonio (NO") que reacciona con las
aminas dando lugar a la formaciéon de N-nitrosaminas (Challis y Kyrtopoulos,
1977). Ademas, el NO' promueve la desaminacion oxidativa de las bases
nitrogenadas del ADN provocando la rotura de la hebra y el entrecruzamiento del
ADN (Spencer et al., 2000). Sin embargo, no todos los efectos del nitrito
conllevan efectos nocivos en el ser humano. La produccion géstrica de NO a
partir del nitrito acidificado protege a la mucosa gastrica al incrementar el flujo

sanguineo y el espesor de la mucosidad (Bjorne et al., 2004).

En condiciones 4cidas el nitrito se reduce a 6xido nitrico y éste reacciona
con el radical superoxido (O,) dando lugar a la formacion de peroxinitrito
(ONOO). El ONOO™ oxida a los grupos tiol, genera peroxidacion lipidica,
provoca lesiones en el ADN y afecta a la funcidon mitocondrial. Por todo ello se

considera que el nitrito acttia como un toxico célular.

2. Asimilacion del nitrato en levaduras.

Como ya se ha comentado el nitrato es una de las fuentes de nitrogeno
mas abundantes en la naturaleza, pero los organismos usan mas facilmente el
amonio, ya que su uso supone un menor coste energético. Las levaduras han
desarrollado complejos sistemas de regulacion para adaptar su maquinaria
enzimatica a la utilizacién de las fuentes de nitrégeno disponibles. Los genes que
codifican las proteinas involucradas en la asimilacion del nitrato son inducidos
por éste y estdn sujetos a la represion catabolica por nitrogeno (RCN). Sin
embargo, el uso del nitrato y del nitrito esta restringido a pocas especies de
levaduras pertenecientes a diferentes géneros (Tabla 1). Mientras que otras son
capaces de usar nitrito pero no nitrato (Siverio, 2002). Las levaduras del género
Saccharomyces y Schizosaccharomyces son incapaces de usar nitrato o nitrito
como unica fuente de nitrogeno, lo que ha derivado en la escasa atencidén que se

ha prestado a la asimilacion de nitrato en las levaduras si se comparan con los
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estudios desarrollados en los hongos filamentosos Neurospora crassa y

Aspergillus nidulans (Wong et al., 2008).

Ambrosiozyma Arxula Bensingtonia Bullera'
Candida Citeromyces Cryptococcus Cystofilobasidium
Chionosphaera Debaryomyces’ Dekkera Fellomyces
Fibulobasidium’ Filobasidium Hansenula Geotrichum
Hormoascus Leucosporidium Mrakia Pachysolen
Oosporidium Pichia Protomyces Rhodosporidium
Rhodotorula Saitoella Sporidiobolus Sporobolomyces
Trichosporon' Udeniomyces Wickerhamiella Willopsis

Tabla 1. Géneros de levaduras con especies que utilizan nitrato y nitrito. Modificado de
Siverio, 2002. 'Algunas especies de estos géneros utilizan nitrito pero no nitrato.

2. 1. Via de asimilacion del nitrato en Hansenula polymorpha.

El nitrato es transportado al interior de la célula mediante transportadores
especificos y una vez en el citoplasma es reducido a nitrito por accién de la
enzima nitrato reductasa. La nitrito reductasa reductasa el nitrito a amonio. Estos
dos pasos consecutivos de reduccion precisan de poder reductor, que viene dado

por nucleotidos de piridina reducidos.

En H. polymorpha los genes que codifican el transportador de nitrato
(YNT1I), la nitrato reductasa (YNR1) y la nitrito reductasa (YNII) se encuentran en
un cluster en el genoma de la levadura (Pérez et al., 1997, Avila et al., 1995;
Brito et al., 1996) junto con otros dos genes que codifican los factores
transcripcionales de tipo Zn(II),Cysg, YNAI € YNA2 (Avila et al., 1998; Avila et
al., 2002) (Figura 2). Sin embargo, no se sabe cémo la levadura percibe el nitrato
y trasmite esta sefial al interior célular para su utilizacion. Diversos estudios han
demostrado que S. cerevisiae siente algunos nutrientes del medio a través de tres
tipos de sensores presentes en la membrana plasmatica (Rubio-Texeira et al.,

2010). El primer tipo de sensores estd formado por los receptores clasicos o los
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receptores acoplados a proteina G, que en levaduras detectan la presencia de
glucosa y sacarosa o feromonas. La proteina Gprl es un sensor de glucosa
implicado en la sintesis de AMPc (Kraakman et al., 1999) necesario en la
regulacion de la expresion génica de SUC2 que codifica la invertasa (Belinchon y
Gancedo, 2007). El segundo tipo de sensores esta formado por los transceptores
que no transportan nutrientes, es decir, son homoélogos a los transportadores pero
su funcion es la de sensor y han perdido la capacidad de transportar cualquier
sustrato. En este tipo de sensores se encuentran Snf3 y Rgt2, responsables de la
induccidn de genes que codifican transportadores de glucosa y hexosas (Ozcan et
al., 1998), y el sensor Ssyl, necesario en la desrepresion de los genes inducidos
por aminodcidos que codifican las permeasas especificas de aminoacidos (Didion
et al., 1998). La unién de la glucosa a la proteina Snf3 o a Rgt2 desencadena una
serie de reacciones que resulta en la remocion del represor Rgtl de los
promotores de los genes diana, entre los que se encuentran varios genes HXT
implicados en el transporte de glucosa (Moriya y Johnston, 2004). Los
transportadores de alta afinidad de glucosa, como Hxt4 y Hxt7, se expresan
cuando la concentracién de glucosa en el medio es baja, y su expresion depende
del sensor Snf3 (Ozcan et al, 1996; Lalonde et al., 1999). El sensor Rgt2 es
necesario en la induccidon de la expresion génica en respuesta a altos niveles de
glucosa. Estos sensores de glucosa difieren en la region carboxilo terminal con
los transportadores de glucosa (Ozcan et al., 1998; Van Belle y André, 2001).
Los sensores ambientales de glucosa actlian en paralelo con los sistemas de
deteccion de metabolitos intracelulares, por lo que las levaduras integran las
sefiales nutricionales a partir de los diferentes sistemas de deteccion regulando la
expresion génica (Forsberg y Ljungdahl, 2001). La proteina Ssyl de S. cerevisiae
es necesaria en la induccién de la expresion de genes que codifican permeasas de
aminoacidos y del gen PTR2, el transportador de di y tripéptidos (Didion et al.,
1998; Forsberg et al., 2001; Forsberg y Ljungdahl, 2001). Es la regién amino
terminal de Ssyl la responsable de transmitir las sefales inducidas por los
aminodcidos presentes en el medio (Klasson et al., 1999; Fosberg et al., 2001).

El tercer tipo de sensores son los transceptores transportadores, es decir, son
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transportadores de nutrientes que combinan esta funcion con la de receptor.
Dentro de este grupo se encuentran Gapl, la permeasa general de aminoacidos
(Donaton et al, 2003); Mep2, el transportador de amonio de alta afinidad
implicado en inducir el crecimiento filamentoso de las células en ausencia de este
compuesto (Lorenz y Heitman, 1998; Van Nuland et al., 2006); y Pho84, el
transportador de fosfato (Giots et al., 2003).

YNT1 YNI1 YNA1 YNR1

Ynt1

NAD(P)H NAD(P)" 3NAD(P)H 3 NAD(P)

Figura 2. Esquema del cluster de los genes implicados en la via de asimilacion de nitrato en
H. polymorpha y de las proteinas codificadas.

En muchos organismos asimiladores de nitrato, los genes que codifican
la maquinaria necesaria para metabolizar el nitrato se encuentran agrupados en el
genoma, quizds como estrategia que permite una expresion coordinada y una
regulacion mas eficiente. En la arqueobacteria Haloferax mediterranii los genes
implicados en la asimilaciéon del nitrato estdn en dos operones génicos
consecutivos formados por los genes nasABC y nasD. El gen nasA codifica la
nitrato reductasa, nasB codifica una proteina de membrana con similitud al
transportador NarK, nasC codifica una enzima con similitud a MobA, implicada
en la union de GTP a la molibdopterina, y nasD codifica una nitrito reductasa
dependiente de ferredoxina (Lledd et al., 2005). En los eucariotas, como
Aspergillus nidulans los genes que codifican un transportador de nitrato (nrtA), la
nitrato reductasa (niaD) y la nitrito reductasa (nii4) se encuentran agrupados en
el genoma (Johnstone et al., 1990). En Chlamydomonas reinhardtii estos genes
forman dos agrupamientos génicos diferentes (Quesada et al., 1998). En uno de

los cluster se encuentran los genes implicados en el transporte de nitrato (Nrt2;2)
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y de nitrato/nitrito (Nrt2,1), el gen Nar2, que codifica la proteina estructural
necesaria en la actividad funcional de NRT2;1 y NRT2;2 (Quesada et al., 1994;
Zhou et al., 2000), los genes que codifican la nitrato y nitrito reductasa (Nial y
Niil, respectivamente) y el gen Narl que codifica un transportador de nitrito del
cloroplasto necesario en el crecimiento en presencia de nitrato bajo condiciones
limitantes del mismo, asi como en el uso eficiente de nitrato en condiciones
limitantes de carbono (Rexach et al., 2000; Mariscal et al., 2004). El otro cluster
agrupa a dos genes, uno de ellos codifica un transportador biespecifico de
nitrato/nitrito (Nrt2;3) (Quesada et al., 1998) y un gen de funcion desconocida
(Nar5).

El amonio generado en la reduccidn del nitrato es usado en la sintesis de
dos aminoacidos: el glutamato y la glutamina (Sttit, 1999; TerSchure et al, 2000)
(Figura 3).

NOS-\Q) Prolina €— Arginina
Acetil CoA NO, (2) ¥ ¢
oxalac@
¥ %’%P >-<P + Pi
o— cetogIutarﬁo}_%glutamatwlutamma
NH, + NADH a-cetoglutarato
Aminoacidos AminoécidOS,

purinas, pirimidinas

Figura 3. Via de asimilacion de nitrato. El NO; entra en la célula a través de los
transportadores y se reduce a NO,™ por accion de la nitrato reductasa (1). Este se reduce a NH,"
por la nitrito reductasa (2). El NH," es incorporado al a-cetoglutarato procedente del ciclo de los
acidos tricarboxilicos por la glutamato deshigrogenasa dependiente de NAD(P)H (3) y al
glutamato por la glutamina sintetasa (4). El glutamato se puede obtener desde la glutamina y el
o-cetoglutarato por accion de la glutamato sintasa (5). El glutamato es desaminado por la
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD" (6). A partir del glutamato y de la glutamina se
obtienen los restantes aminoacidos asi como las purinas y pirimidinas. Modificado de
Magasanik y Kaiser, 2002.
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El poder reductor, en forma de NAD(P)H, y los precursores de la
glutamina y el glutamato provienen del metabolismo del carbono. El primero
proviene de la via de las pentosas fosfato; y el acido QO-cetoglutarato es el
precursor que deriva del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos donde actia como
intermediario. El nitrégeno amino del glutamato constituye el 85% de la fuente
de nitrégeno total celular y el grupo amida de la glutamina, el 15% de la fuente

remanente.

2. 2. Regulacion de la via de asimilacion de nitrato.

Las levaduras son capaces de responder y adaptarse rapidamente a los
cambios del ambiente, lo que resulta esencial para su supervivencia. Uno de los
requisitos para generar una respuesta fisiologica adecuada es la capacidad de
sentir y en consecuencia, transducir la informacion de los niveles de metabolitos
presentes en el medio extra e intracelular. Por ejemplo, en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes, las levaduras regulan la expresion y la actividad de
las proteinas implicadas tanto en la asimilacion como en la utilizacion de estos

nutrientes.

La via de asimilacion de nitrato, y por tanto, la utilizaciéon de este
compuesto dependen de la presencia de fuentes de nitrégeno reducidas en el
medio de cultivo. Las diferentes fuentes de nitrégeno se pueden clasificar en base
al efecto que producen sobre el metabolismo del nitrogeno, diferenciando entre
fuentes preferidas (o ricas) y no preferidas (pobres o alternativas). Las fuentes
preferidas, como la glutamina, la asparagina y el amonio, desencadenan la
regulacion negativa del catabolismo de otros compuestos de nitrogeno mientras
que las fuentes no preferidas o alternativas, como el nitrato, la prolina, la urea o
la alantoina, no tienen efecto sobre el catabolismo de otros compuestos de
nitrogeno (Magasanik y Kaiser, 2002). Cuando las células disponen de fuentes de

nitrogeno preferidas todas las vias implicadas en la asimilacion de fuentes de
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nitrogeno alternativas, como la via de asimilacion de nitrato, estan sujetas a un

proceso de regulacion negativa.

2. 2. 1. Regulacion transcripcional: factores GATA, Ure2 y via
de las quinasas TOR.

La induccion de los genes de la via de asimilacion de nitrato tiene lugar
cuando se conjugan dos sefales: una de ellas es la sefial de desrepresion que
afecta a todos los genes relacionados con el metabolismo de fuentes de nitrogeno
alternativas y, la otra es la sefial de induccidon que tiene lugar cuando el nitrato

entra en la célula (Marzluf, 1997; Siverio, 2002; Cooper, 2002).

La sefial de desrepresion esta mediada por el mecanismo de Represion
Catabolica por Nitrogeno (RCN), que evita la transcripcion de los genes
implicados en la asimilacion y uso de fuentes no preferidas, como el nitrato,
cuando en el medio existen fuentes preferidas. Este proceso, presente en hongos
y levaduras, estd mediado por los factores transcripcionales tipo GATA y por
proteinas que interaccionan con estos factores modulando su actividad (Marzluf,

1997; Magasanik y Kaiser, 2002; Siverio, 2002; Wong et al., 2008).

Los factores GATA reciben este nombre porque se unen a la secuencia
de ADN (A/T)GATA(A/G) (Merika y Orkin, 1993). En N. crassa y Aspergillus
nidulans el proceso de represion y desrepresion de los genes implicados en la
asimilacion del nitrato estd mediado por los factores transcripcionales NIT2 y
AREA, respectivamente (Marzluf, 1981). Estos factores son reguladores
positivos que median la sefial de desrepresion, es decir, activan la expresion de
los genes implicados en la utilizacion de fuentes de nitrogeno alternativas (Kudla
et al., 1990; Chiang y Marzluf, 1995; Todd et al., 2005). La expresion y funcidon
de estos factores se encuentra controlada a varios niveles ya que también estdn
sometidos a RCN y en el caso de areA, su promotor presenta sitios GATA que lo
regulan de forma autogena (Langdon et al., 1995). Por otra parte, la estabilidad

del ARNm de areA estd modulada por los niveles intracelulares de glutamina a
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través de la region 3’ del mensajero, conocida como 3 UTR (3’ untranslated
region), de tal forma que en presencia de glutamina (o asparagina) se produce la

degradacion de los transcritos de areA (Morozov et al., 2001).

La presencia de una fuente de nitrogeno preferida en el medio conlleva a
la senal de represion mediada por los represores transcripcionales NmrA de A.

nidulans y Nmrl de N. crassa. (Xiao et al., 1995; Andrianopoulos et al., 1998).

La levadura S. cerevisiae no asimila nitrato aunque si crece a partir de
otras fuentes no preferidas cuya asimilacion esta sujeta a RCN. Esta respuesta
esta mediada por factores transcripcionales positivos y negativos que compiten
entre si por su union a las secuencias GATA de los promotores de los genes que
controlan (Coffman et al, 1997; Magasanik y Kaiser, 2002). Los activadores
transcripcionales son GIn3 y Gatl y los represores transcripcionales son
Dal80/Uga43 y Dehl/Gzf3/Nil2 estando todos ellos interconectados en un
circuito regulador. La desrepresion de los genes sometidos a RCN depende de la
interaccion entre el modulador negativo Ure2 y los activadores GIn3 y Gatl. En
condiciones de disponibilidad de nitrégeno Ure?2 retiene a GIn3, y posiblemente a
Gatl, en el citoplasma impidiendo la activacion de los genes implicados en la
asimilacion de fuentes pobres (Cunningham et al., 2000; Cox et al., 2000).
Cuando hay escasez de nitrogeno o se trata a las células con rapamicina, Ure2
libera a los factores positivos permitiendo la expresion de los genes sujetos a
RCN. El grado de expresion de estos genes estd a su vez modulada por los
factores transcripcionales negativos. Con la excepcion de GIn3, todos los genes

GATA se regulan entre si y a si mismos.

La rapamicina es un macrolido lipofilico con actividad antifingica,
inmunosupresora y anti-cancerigena. Se une a una peptidil-propil isomerasa de
12 kDa, denominada FKBP12, y este complejo inhibe a las quinasas TOR de S.
cerevisiae (Lorenz y Heitman, 1995; Crespo y Hall, 2002). En esta levadura hay
dos quinasas TOR, TOR1 y TOR2 que forman dos complejos diferentes en
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estructura y funcion. Es el complejo TORCI1, formado por TOR1 o por TOR2, el
que se inhibe por rapamicina (Loewith et al, 2002). TORCI1 controla el
crecimiento celular regulando los procesos de transcripcion, traduccion,
asimilacion de nutrientes, biogénesis de ribosomas y la autofagia (Wullschleger
et al., 2006). Las quinasas TOR participan en la RCN de los genes que codifican
proteinas implicadas en la asimilacién de fuentes de nitrogeno pobres. Asi, el
tratamiento con rapamicina genera la inhibicion de la via TOR mimetizando las
condiciones de ayuno de nitrogeno, por tanto, se produce la desrepresion de los
genes sujetos a RCN (Thomas y Hall, 1997). La via TOR impide la expresion de
estos genes, controlando la ubicacién celular del factor GIn3. En presencia de
fuentes de nitrégeno preferidas TORC1 forma un complejo con Tap42 (Tor
associated protein) y la fosfatasa Sit4 que permanece inactiva (Di Como y Arndt,
1996; Jiang y Broach, 1999). En estas condiciones GIn3 (en estado fosforilado)
permanece unido a Ure2 en el citoplasma, por lo que hay represion de los genes
sujetos a RCN. Si el nitrogeno escasea o las células son tratadas con rapamicina,
el complejo Tap42-Sit4 se disocia de TORC1 y se activa. En estas condiciones
GIn3 es desfosforilado y entra en el ntcleo ejerciendo la desrepresion de los
genes diana (Beck y Hall, 1999). Este modelo de regulacion se encuentra en
continua revision tanto por la obtencion de nuevas evidencias asi como por la
identificacion de nuevos componentes, por lo que la regulacion transcripcional
mediada por las quinasas TOR es bastante méas complejo. Contrariamente a lo
observado en S. cerevisiae, el tratamiento de A. mnidulans con rapamicina no
produce una mayor induccion en la expresion de la permeasa general de
aminoacidos, la glutamina sintasa y la permeasa de amonio (Fitzgibbon et al.,

2005).

2. 2. 2. Regulacion transcripcional: La via calcineurina.

La calcineurina es una Ser/Thr fosfotasa regulada por Ca**/calmodulina
(Mendoza et al., 1994). Esta fosfatasa es un heterodimero compuesto por una

subunidad catalitica y una subunidad reguladora. En S. cerevisiae la subunidad
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catalitica esta codificada por dos genes redundantes, CNAI y CNA2, mientras que
la subunidad reguladora estd codificada por un unico gen, CNBI (Cyert et al,

1991; Kuno et al., 1991; Cyert y Thorner, 1992; Cyert, 2003).

La calcineurina es inhibida especificamente por los inmunosupresores
FK506 y ciclosporina A (Nakamura et al., 1993). Las células carentes en los
genes CNBI, CNAI y CNA2 o las células silvestres tratadas con FK506, son
sensibles al ser expuestas a diversas situaciones ambientales como la
alcalinizacion del medio (Arifio, 2011), la exposicion a iones (Mn>" y Na'/Li") o
la incubacién prolongada con la feromona del apareamiento (factor o) (Cyert y
Thorner, 1992; Nakamura et al., 1993; Mendoza et al., 1994; Farcasanu et al.,
1995; Moser et al, 1996; Withee et al, 1997). Ademas la calcineurina es
esencial en mutantes con defectos de pared celular, como fks/ (Eng et al., 1994;
Garret-Engele et al., 1995). Por tanto, la via de sefializacion de la calcineurina se

activa en respuesta a estrés ambiental.

En condiciones de crecimiento normales el nivel de calcio citosolico es
bajo y la calcineurina permanece inactiva. En cambio, en respuesta a estrés, los
niveles de calcio citosdlico aumentan provocando la activacion de la
calcineurina, lo que desencadena una serie de respuestas que permiten a la célula

sobrevivir frente a la condicion de estrés (Figura 4).

El calcio externo entra a la célula a través de un complejo formado por
los canales Cchl y Midl (lida et al., 1994; Paidhungat y Garret, 1997). Estos
canales estan implicados en la entrada de calcio que tiene lugar en respuesta a
feromonas, estrés del reticulo endoplasmatico por el incremento de proteinas no
plegadas, estrés salino y pH alcalino (Bonilla ef al., 2002; Matsumoto et al,
2002; Viladevall et al., 2004). Este flujo de calcio es retroinhibido por la
activacion de la calcineurina (Matheos et al., 1997; Locke et al., 2000; Muller et
al., 2001) al desfosforilar directamente a Cchl in vitro, y probablemente in vivo

(Bonilla y Cunningham, 2003).
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Ademads de impedir la entrada, los niveles de calcio citos6lico son
restablecidos por la accion de bombas de calcio del reticulo endoplasmatico y de
la vacuola. Pmrl es una ATPasa de calcio (y de Mn>") de alta afinidad del
reticulo endoplasmatico. La detoxificaciéon de calcio mediante el secuestro de
este cation en la vacuola se lleva a cabo por la accién de dos transportadores,
Pmcl, que es una ATPasa de Ca®", y Vex1, que es un intercambiador de Ca*/H',
La calcineurina activa la transcripcion de PMRI y PMCI (Stathopoulos y Cyert,
1997; Matheos et al., 1997; Stathopoulos-Gerontides et al., 1999) e inhibe la

actividad de Vcx1 a nivel postranscripcional (Cunningham y Fick, 1996).

La calcineurina controla la expresion de una gran variedad de genes a
través de la activacion del factor transcripcional Crzl (Stathopoulos y Cyert,
1997; Matheos et al, 1997, Mendizabal et al, 1998). Crzl se une
especificamente al elemento de respuesta dependiente de calcineurina (CDRE),
presente en el promotor de los genes regulados por la calcineurina. La activiacion
de la calcineurina conlleva a la desfosforilacion de Crzl, afectando a su
localizacion celular ya que se traslada desde el citosol al nticleo donde activa la
transcripcion génica (Stathopoulos-Gerontides et al., 1999). La fosforilacion de
Crz1 depende de la quinasa activada por AMPc, PKA, por lo esta enzima regula

negativamente la via de sefializacion de la calcineurina (Kafadar y Cyert, 2004).

El mutante cnbI de S. cerevisiae acumula cantidades elevadas de Li'/Na"
(Nakamura et al., 1993), como resultado de la menor expresion del gen ENAI y
una menor actividad del sistema de transporte Trk1-Trk2 (Mendoza ef al., 1994).
El gen ENAI codifica una Na'-ATPasa de tipo P de la membrana plasmatica
implicada en la salida de sodio y litio de la célula (Mendoza et al., 1994). La
calcineurina regula la transcripcion de ENAI a través del factor transcripcional
Crzl. En el promotor de ENAI se han identificado dos elementos CDRE en las
posiciones -813/-821 y -727/-719, aunque el que se localiza en la posicion -727/-

719 es el mas relevante para la respuesta transcripcional bajo condiciones de
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estrés (Mendizabal et al, 2001). Por otra parte, la expresion de ENAI se
encuentra regulada por la via TOR, ya que en su promotor también hay
secuencias reconocidas por los factores GATA, GIn3 y Gatl, estando la mayoria
de ellas dispersas entre las posiciones -950 a -1400 (Crespo et al, 2001).
Ademas, la induccion de la expresion de ENAI en respuesta a pH alcalino
también estd regulada por la activacion de la via de sefializacion de la
calcinuerina. Aproximadamente el 40% de la respuesta transcripcional total a pH
alcalino parece estar mediada por la activacioén de la calcineurina (Serrano et al.,
2002). El estrés por pH alcalino provoca un incremento en la concentracion de
calcio citosolico, activando a la calcineurina y en consecuencia a Crzl
(Viladevall et al., 2004) que entra en el nucleo induciendo la expresion de un
conjunto de genes en respuesta a la alcalinizacion del medio. Otro gen cuya
inducciéon es dependiente de calcineurina y de la presencia de pH alcalino es
PHOS89 (Serrano et al, 2002). La expresion de este gen, que codifica un
cotransportador de Pi/Na', aumenta en respuesta al calcio, al ayuno de fosfato y
al estrés salino (Persson et al., 1999) y es dependiente de la activacion de la
calcineurina, presentando un elemento CDRE en la posicion -515/-504 del
promotor (Yoshimoto et al., 2002). La via de la calcineurina, a través de la
activacion de Crzl, induce la expresion de genes implicados en el metabolismo
de la glucosa por estrés alcalino como HX72 que codifica un transportador de
glucosa de alta afinidad y cuya expresion sucede en condiciones ayuno de
glucosa (Ruiz et al., 2008). La activacién de la calcineurina también induce la
expresion génica de GSC2/FKS2, que codifica una subunidad catalitica de la 1,3-
B-glucano sintasa, esencial en el proceso de esporulacion y en la formacion de

glucano durante el apareamiento (Mazur et al., 1995).

Se ha estudiado como la tolerancia a sales estd relacionada con el
incremento en la tasa de supervivencia de las células expuestas a procesos de
congelacion. Vista la implicacion de la calcineurina-Crz1 en la regulaciéon de la
expresion de genes que confieren resistencia a sales, se ha propuesto que esta via

también podria regular la expresion de dichos genes cuando las células se
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exponen a procesos de congelacion, dado el desequilibrio i6nico causado por la
formacion de cristales de hielo (Wolfe y Bryant, 1999). Asi, el incremento en la
expresion de los genes dianas controlados por calcineurina-Crz1 permitiria a las
células de levaduras mitigar los efectos nocivos del estrés salino durante la
congelacion. De hecho, la sobreexpresion de CRZI en S. cerevisiae aporta mayor
tolerancia a la congelacidn, incrementando la viabilidad celular una 10 veces,
aunque no se han observado fenotipos asociados a la congelacion en ausencia de
Cnbl o de Crzl (Panadero et al., 2007). Por otra parte, se ha descrito un
incremento en la supervivencia de las células de la cepa silvestre y de las
afectadas en CNBI o CRZI sometidas a congelacion al ser tratadas previamente
con NaCl. Este hecho descarta la implicacion de la via de senalizacion de la
calcineurina en la activacion de los mecanismos de proteccion frente a la
congelacion. Por tanto, la tolerancia a la congelacion obtenida al sobreexpresar
CRZI] parece ser debida a un papel inespecifico que adquiere este factor
transcripcional cuando su expresion estd alterada, lo que podria afectar las
caracteristicas generales modificando la expresion de cientos de genes e
influyendo positivamente en la resistencia al estrés (Attfield, 1997; Randez et al.,
1999). Por tanto, en S. cerevisiae la congelacion no activa una respuesta de

proteccion ni a través de calcineurina-Crzl1 ni directamente a través de Crzl.
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Figura 4. Via de seializacion de la calcineurina en S. cerevisiae. Se muestran los principales
transportadores responsables de la regulacion de la homeostasis del calcio: Cch1-Midl (en la
membrana plasmatica), Pmrl (en la membrana del reticulo endoplasmatico) y Yvcl, Vexl y
Pmcl (en la membrana de la vacuola). También se representan algunos sustratos directos de la
calcineurina: los transportadores Cchl y Vex1 y el factor transcripcional Crzl. Las flechas de
color rojo indican los transportadores que estan implicados en el incremento de la concentracion
de calcio citosolico. En verde se simbolizan los transportadores que secuestran el calcio del
citosol.

Estudios recientes desarrollados en nuestro grupo muestran que en H.
polymorpha la induccion de la expresion de los genes implicados en la tolerancia
a sales, como ENAI, y de los genes sujetos a RCN, como los genes de la via de
asimilacion de nitrato, estd bajo el control de la via de sefalizacion de la
calcineurina. Asi, en presencia de sales o de nitrato se produce un incremento en
el contenido de Ca® intracelular procedente del medio. Esta entrada de calcio
estd sujeta a un proceso de retroinhibicion promovido por la acumulacion del
calcio en el reticulo endoplasmatico, proceso mediado por la Ca**-ATPasa de la
membrana reticular Pmrl. La activacion de la calcineurina, tras el aumento en la
concentracion de calcio citosdlico, promueve la desfosforilacion del factor de
transcripcion Crzl que entra en el ntcleo induciendo la expresion de ENAI.

Ademas, la expresion de HpENAI también depende del factor transcripcional
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Gatl, cuya expresion estd bajo el control de la via de sefializacion calcineurina,
mediada por Crzl. Por tanto, la expresion de ENA esta bajo el control dual de la
calcineurina via Crzl y de la calcineurina-Crz1 via Gatl (Figura 5) (Rodriguez et

al., 2010).

Al igual que ENAI, los genes de la via de asimilacion de nitrato también
se encuentran regulados por la calcineurina. El incremento del calcio intracelular
que tiene lugar en ausencia de nitrégeno lo que activa la via calcineurina
incrementando los niveles de expresion de Gatl, necesario en la desrepresion de
los genes de la via de asimilacién de nitrato (Rodriguez et al., 2010). Por otra
parte, Gatl controla la expresion de otro factor GATA positivo, Gat2, que regula
la expresion tanto de PMRI (Rodriguez et al, 2010) como del factor
transcripcional YNA2 (Rodriguez, tesis doctoral, 2011), necesario en la induccion
de la expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. En presencia de
fuentes preferidas Gat2, al igual que los factores Gatl y GIn3, permaneceria en el
citosol unido al modulador negativo Ure2. Sin embargo, en presencia de fuentes
de nitrégeno alternativas, como el nitrato, se produce la disociacion de los
complejos Ure2-GATA. En estas condiciones, Gat2 entra en el ntcleo y activa la
expresion de PMRI, lo que se traduce en incremento del Ca®" reticular y con ello
la inhibicion de la entrada del calcio desde el medio. Por tanto, en estas
condiciones existe baja activacion de la via de sefalizacion calcineurina. Por otra
parte, Gat2 también activa la expresion del factor transcripcional YNA2,
indispensable en la expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato.
Una vez que el nitrato entra en la célula se inicia la obtencion de amonio, siendo
el balance entre la sefial de induccion (nitrato intracelular), y la sefal de represion
(amonio sintetizado) la que determina la formacion de los complejos citosélicos
Ure2-GATA y en consecuencia el grado de expresion de los genes de la via de

asimilacion de nitrato (Rodriguez, tesis doctoral, 2011).
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Figura 5. Via de seiializacion de la calcineurina en H. polymorpha. Ure2 regula el contenido
de Ca®" celular a través de Gat2 el cual regula la transcripcion de PMRI. Pmrl regula los
niveles de Ca" citosélicos al secuestrar el calcio en el reticulo endoplasmatico y en el aparato
de Golgi, modulando de esta forma la activacion de la calcineurina. La activacion de la
calcineurina induce la expresion de ENA/ y de los genes de la via de asimilacion de nitrato a
través de Crzl-Gatl. ENAI también se induce directamente a través de Crzl. La transcripcion
de Gat2 se activa a través de Gatl. El modelo asume que Ure2 retiene a los factores GATA en el
citosol en presencia de fuentes de nitrégeno preferidas. Extraido de Rodriguez et al., 2010.

3. Los transportadores de nitrato y nitrito.

Los organismos procariotas y eucariotas que asimilan nitrato y nitrito
presentan varios sistemas de transporte con caracteristicas estructurales similares
pero totalmente diferentes desde el punto de vista cinético (Omata, 1995; Galvan
et al., 1996; Wu y Stewart, 1998; Machin et al., 2001; Jia y Cole, 2005; Orsel et
al., 2002; Okamoto et al., 2003). Algunos autores han sugerido que varios
transportadores derivan de otro por duplicacion génica y han seguido de un
proceso de diferenciacion cinética proporcionando plasticidad ecologica al
transporte de nitrato, ya que su concentracion en la naturaleza puede cambiar

varios ordenes de magnitud (Unkles ef al., 2001; Wang et al., 2008).
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Los sistemas de transporte de nitrato de eucariotas se han clasificado
atendiendo a los datos fisiologicos, es decir, en funciéon de la afinidad e induccion
por el nitrato, y segun las caracteristicas de las secuencias de los genes que
codifican dichos transportadores. Atendiendo a la afinidad y a la capacidad del
nitrato para inducir su expresion se diferencian cuatro tipos: sistemas de
transporte de nitrato de alta afinidad constitutivos (cHANTS) e inducibles
(IHANTS), y sistemas de transporte de nitrato de baja afinidad constitutivos
(cLANTS) e inducibles (iILANTS) (Aslam et al., 1992; Galvan y Ferndndez,
2001). Desde un punto de vista cinético podemos diferenciar dos grupos de
transportadores de nitrato: 1) los transportadores de alta afinidad, cuya K, estd en
el orden micromolar, presente en levaduras, hongos filamentosos, algas y plantas,
y ii) los transportadores de baja afinidad, cuya K, esta en el orden milimolar,

presente en plantas y algas, y posiblemente también levaduras.

1) cHANTS (constitutive high affinity nitrate transport systems). Estan
presentes en la cebada, Hordeum vulgare (Aslam et al., 1992), y en
Arabidopsis (Wang y Crawford, 1996), aunque aiin no se han identificado
los genes que codifican dichos transportadores. Tienen K, muy baja (5-20
MM) y también baja velocidad maxima, por lo que se les considera de baja

capacidad de transporte.

2) iHANTS (inducible high affinity nitrate transport systems). La K, es
moderadamente baja en plantas (20-200 M), aunque se ha estimado que
puede bajar hasta 2 UM en ciertos eucariotas inferiores (Forde, 2000).
Llevan a cabo casi todo el transporte de nitrato cuando su concentracion
en el medio estd en el rango micromolar. Son inducibles por nitrato o
nitrito y estdn sometidos a represion por amonio y otras fuentes de
nitrogeno reducidas. Dentro de este grupo se encuentran los
transportadores de nitrato codificados por los genes crnd de A. nidulans
(Unkles et al., 1991), BCH de H. vulgare (Vidmar et al., 1999) y nit-10 de
N. crassa (Gao-Rubinelli y Marzluf, 2004).
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3)

4

cLANTS (constitutive low affinity nitrate transport systems). SoOlo
contribuyen al consumo de nitrato de forma significativa cuando su
concentracion esta en el rango milimolar. No parecen estar afectados por
la fuente de nitrogeno. En este grupo se encuentra el transportador de
nitrato codificado por NRT1.2 (NTLI) de A. thaliana (Huang et al., 1999),
el putativo transportador de nitrato NRTI;l/ de tomate, Lycopersicon
esculentum (Lauter et al., 1996) y OsNRTI de arroz, Oryza sativa (Lin et
al., 2000).

iLANTS (inducible low affinity nitrate transport systems). En Arabidopsis
thaliana es el gen CHLI (NRTI.1) el que codifica este transportador
inicialmente caracterizado como un transportador de baja afinidad (Tsay
et al., 1993) aunque posteriormente se caracterizd6 como un transportador
de baja y alta afinidad de nitrato (Liu ef al, 1999). Otros transportadores
de nitrato de este grupo estan codificados por Nrt2;3 de C. reinhardtii
(Navarro et al., 2000), previamente descrito como un iHANT, asociado al
transporte de nitrito (Rexach et al., 1999), y NRT1.2 de Brassica napus
(Zhou et al., 1998).

Atendiendo a la similitud de secuencias de los genes que codifican los

transportadores de nitrato se diferencian dos familias génicas: NTR1 y NTR2
(Crawford y Glass, 1998; Forde, 2000). Los transportadores NRT1 pertenecen a
la familia proteica PTR (Peptide Transport) (Steiner et al., 1995), que incluye a
transportadores de oligopéptidos dependientes de H™ presentes en mamiferos,
plantas, hongos y bacterias (Pao et al., 1998; Paulsen y Skurray, 1994). Aunque
la familia génica NRTI tiene una secuencia similar a varios miembros de la
superfamilia mayor de facilitadores (MFS), contienen segmentos pequefios
similares entre ellos que la diferencia de la familia génica NR72 (Pao et al.,
1998). Las proteinas NRT2 tienen 12 dominios transmembrana, con un largo

loop hidrofilico situado entre el sexto y el séptimo dominio, y con extremos N- y
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C-terminales cortos como en CrnA de A. nidulans e Yntl de H. polymorpha
(Unkles et al., 1991; Tsay et al., 1993; Pérez et al., 1997; Huang et al., 1999).
Sin embargo algunos miembros de esta familia presentan un extremo C-terminal
largo e hidrofilico como ocurre con los transportadores codificados por
CrNRT2;1 (nar3), CrNRT2;2 (nar4) y HvNrt2;1 (BCHI) (Quesada et al., 1994;
Trueman et al., 1996). Las proteinas de la familia NTR2, pertenecientes a la
MFS, presentan la capacidad de transportar nitrato y/o nitrito. Debido a esta
ultima caracteristica, también se conoce a esta familia como NNP (Nitrate Nitrite
Porters). Las proteinas NRT2 comparten el motivo consenso [FYK]-X5-
[ILQRK]-X-[GA]-X-[VASK]-X-[GASN]-[LIVFQ]-X; ,-G-X-G-[NIM]-X-G-

[GVTA], situado en el quinto dominio transmembrana, que constituye la
secuencia firma de la familia NNP (Pao et al., 1998). Parte de esta secuencia esta
presente en las proteinas crnd de A. nidulans, NRT2 de Chlamydomonas y de H.
vulgare, y NarK de E. coli, lo que ha sugerido que este motivo podria estar

implicado en el reconocimiento del sustrato (Trueman et al., 1996).

3.1. Familia NRT1 (PTR).

La capacidad de importar péptidos es una funcion celular que se da en
bacterias, hongos, plantas y animales (Steiner et al., 1995; Payne y Smith, 1994).
Varios de estos organismos poseen pardlogos de la familia POT o PTR. Esta
familia proteica fue descrita por dos laboratorios diferentes. En 1994, Paulsen y
Skurray describieron la secuencia parcial varios miembros de una nueva familia
de transportadores que llamaron familia POT (familia de transportadores de
oligopéptidos dependientes de protones -o de fuerza proton motriz-).
Posteriormente, Steiner ef al., (1995) la denominaron como familia PTR (familia
de transportadores de péptidos). Ninguno de estos grupos observaron similitud de
secuencias entre estos transportadores y las permeasas de la MFS. Sin embargo,
la familia PTR presenta similitud de secuencia con dos de las 17 familias que
constituyen la MFS. Una de ellas es la familia SP (Sugar Porter), implicada en el

transporte de galactosa, lactosa, maltosa y a-glucosidos en levaduras y hongos, y
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la otra es la familia DHA14 (Drug:H' Antiporter 14-spanner Drug Efflux
Family), implicada en la excrecion de drogas (Pao ef al., 1998). Las proteinas de
esta familia tienen de 450 a 600 residuos aminoacidicos, siendo las proteinas
eucarioticas las de mayor tamano. Aunque el valor nutricional que tienen los
péptidos como fuente de aminoacidos, carbono y nitrégeno no esta del todo
claro, pueden presentar ciertas ventajas evolutivas. Por ejemplo, los estudios
realizados en bacterias han mostrado una conexion entre el transporte de péptidos
y la quimiostasis (Manson et al., 1986), la esporulacion (Mathiopoulos et al.,
1991; Perego et al., 1991) y el reciclaje de los péptidos de la pared celular
(Goodell y Higgins, 1987). Sin embargo, los sistemas de transporte de
di/tripéptidos también pueden transportar varios agentes antifingicos y
antimicrobianos que afectan a la viabilidad celular (Georgiev, 2000). Los
transportadores de pequefios péptidos son de gran interés por su aplicaciones

médicas, por ejemplo, en la busqueda de drogas peptidomiméticas.

Uno de los transportadores de nitrato mejor caracterizado perteneciente a
esta familia estd codificado por el gen NRT1.1 (CHLI) de A. thaliana (Tsay et
al., 1993). Este transportador presenta afinidad dual por el nitrato y actia como
un transportador de alta afinidad o baja afinidad en funcidén de su estado de
fosforilacion. La forma fosforilada se obtiene cuando la concentracion externa de
nitrato es baja. Asi, en funcion de los niveles de nitrato en el ambiente radicular
se produce la fosforilacion/defosforilacion del transportador lo que modifica sus
propiedades funcionales (Wang et al., 1998; Lui y Tsay, 2003). Ademas, Chll
tiene un importante papel en las fases tempranas del desarrollo de oOrganos
jovenes como las puntas de las raices, las raices laterales nuevas y hojas
incipientes (Guo et al., 2001) y contribuye a que las plantas sean susceptibles a la
sequia debido a su papel en la apertura estomatica (Guo et al.,, 2003). En 1994,
un afo después de la identificacion de CHLI, se aislaron varios genes de
transportadores de péptidos por clonaje funcional desde conejo, PepT (Fei et al.,
1994), A. thaliana, AtPTR2 (Frommer et al., 1994; Song et al, 1996), S.

cerevisiae, PTR2 (Perry et al., 1994) y la bacteria Gram-positiva Lactococcus

23



Introduccion

lactis, DtpT (Hagting et al., 1994) que comparten similitud de secuencias con
CHLI, lo que ha llevado a su agrupacion en una nueva familia denominada
NRT1 (PTR). Desde entonces CHLI y estos transportadores de péptidos han
servido como prototipos en la busqueda de genes homologos en otros
organismos. El mayor numero de genes de la familia NRT! (PTR) se ha
identificado en plantas, como en 4. thaliana donde se han obtenido 53 genes
putativos, mientras que solo se han hallado 6 miembros en humanos, 4 en el
genoma de Caenorhabditis elegans, 3 en el genoma de Drosophila, y 2 en el
genoma de levaduras (Chiang et al, 2004). La abundancia de estos
transportadores en plantas se ha atribuido al posible uso de hormonas peptidicas
o bien a que los transportadores NRT1 (PTR) de plantas podrian transportar otros

sustratos ademads de péptidos o nitrato (Chiang et al., 2004).

Los analisis filogenéticos de los transportadores de nitrato y de péptidos
de la familia NRT1 (PTR) permiten su clasificacién en 4 grupos (Figura 6). El
grupo I estd formado por transportadores de bacterias, el grupo II esta constituido
por transportadores de animales, el grupo III por transportadores de hongos y en
el grupo IV se agrupan los transportadores de plantas y los transportadores de
histidina/péptidos de mamiferos. Los 4 grupos tienen diferente topologia (Figura
6), aunque todos estdn constituidos por 12 dominios transmembrana. Los
miembros del grupo I son compactos, con loops hidrofilicos cortos entre los
dominios transmembrana, mientras que los miembros de otros grupos contienen
un /oop hidrofilico largo (~ 100 aminoécidos), que aparece entre el dominio 9 y
10 en el grupo II, entre el dominio 7 y 8 en el grupo III y entre el dominio 6 y 7

en el grupo IV (Chiang et al., 2004).
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Figura 6. Clasificacion de los transportadores de la familia NRT1 (PTR). LIDtpT y LhDtpT
son transportadores de péptidos de Lactococcus lactis y L. helveticus, respectivamente; YhiP y
CePTR2 son transportadores de E. coli y Caenorhabditis elegans, respectivamente. HsPepT2,
RnPepT2 y OcPepT?2 son transportadores de péptidos de rifion humano, de rata y de conejo.
RnPHT1 y RnPHT2 son transportadores de péptido/histidina expresados en cerebro y en el
sistema linfatico de rata. DmOPT1 es un transportador de péptido expresado en células de
ovario de Drosophila melanogaster. El transportador fPTR2 de hongos, AfPTR2 de A4. thaliana,
ScPTR2 de S. cerevisiae, y CaPTR2 de Candida albicans, son transportadores de péptidos que
complementan el transporte de péptido en un mutante de levadura. HvPTR1 es un transportador
de péptido de cebada (H. vulgare) aislado mediante el uso de primers degenerados. CHLI
(AINRT1.1) el transportador de nitrato de A. thaliana fue clonado en un mutante resistente a
clorato. BuNRT1;2 de nabo (Brassica napus) y LeNRTI1-1 y LeNRT1-2 de tomate (L.
esculentum) se clonaron a través de hibridacion homodloga usando como sonda el ADNc de
CHLI. AINRT1;2 de A. thaliana y OsNRT1 de arroz (Oriza sativa) se aislaron mediante
busqueda de secuencias homodlogas en la base de datos EST utilizando la secuencia de la
proteina CHL1 de 4. thaliana. LiNODG65 es un gen especifico de noédulo de Lotus japonicus de
funcién desconocida. cc, cara citoplasmatica. Adaptado de Chiang et al., 2004.

Todos los miembros de los grupos I, II y III son transportadores de
péptidos, mientras que el grupo IV engloba a transportadores de péptidos y
nitrato. En base a la similitud de secuencias pueden ser facilmente clasificados en
dos subgrupos. Esto plantea la pregunta de si los transportadores de nitrato de
esta familia pueden transportar péptidos y/o los transportadores de péptidos
también pueden transportar nitrato. Para responder a la primera cuestion se

estudiaron dos transportadores de nitrato de plantas de la familia NRT1 (PTR),
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AtNRTI1:2 y OsNRTI, obteniendo que ninguno de ellos transporta péptidos
(Huang et al, 1999). Para responder a la segunda pregunta se estudiaron dos
transportadores de péptidos, AtPTR2 (perteneciente al grupo IV) y fPTR2 (del
grupo III), determinando que ninguno de ellos realiza el transporte de nitrato
(Chiang et al., 2004). Por tanto, desde un punto de vista funcional, podria
deducirse que la familia de transportadores de péptidos y de nitrato son dos

subtipos de transportadores distintos de la familia NRT1 (PTR).

Sin embargo, existen evidencias de que estos transportadores realizan el
transporte de nitrato y aminoacidos. En B. nrapus se ha identificado un
transportador de nitrato de baja afinidad codificado por el gen BuNRTI;2. La
expresion de este transportador en oocitos de Xenopus resultd en la asimilacion
de nitrato. Ademas de nitrato este transportador asimila diferentes moléculas que
contienen nitrogeno, entre ellas histidina, aunque este transporte tiene lugar
cuando la concentracion del sustrato en el medio es elevada (Zhou et al., 1998).
BnNRTI;2 presenta gran homologia con CHLI tanto a nivel nucleotidico (85 %
de identidad) como de secuencia aminoacidica (91 % de similitud). BnNRTI;2
codifica una proteina de 589 aminoacidos y se clasifica dentro del grupo IV de la
familia NRT1 (PTR). La topologia de esta proteina es casi idéntica a la predicha
para CHL1 (Tsay et al., 1993) y contiene el motivo consenso FY-X,-IN-X-GSL
descrito en la familia PTR (Zhou et al., 1998; Paulsen y Skurray, 1994; Steiner et
al., 1995). Sin embargo, en A. thaliana el transporte de nitrato y de histidina tiene

lugar a través de CHL1 y PTR2, respectivamente (Frommer et al., 1994).

El gen PTR?2 codifica el principal transportador de di/tripéptidos (Cai et
al., 2007) de la familia NRT1 (PTR) en S. cerevisiae cuya expresion depende de
la disponibilidad y calidad de los nutrientes. La expresion de PTR2 es inducida
por ciertos aminoécidos, principalmente leucina y triptéfano, y se reprime por
fuentes de nitrogeno reducidas como el amonio (Island et al., 1987), a través del

represor transcripcional Cup9 (Byrd et al., 1998).
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3.2. Familia NRT2 (NNP).

Las proteinas agrupadas en esta familia estdn presentes en bacterias y en
diferentes eucariotas tales como levaduras (Yntl de H. polymorpha), hongos
(CrnA de A. nidulans), algas (las proteinas Nrt2 de C. reinhardtii) y plantas
superiores (como Bchl y Bch2 de H. vulgare). Sin embargo, y con
independencia del organismo al que hagamos referencia, las permeasas de nitrato
de la familia NNP (Nitrate Nitrite Porter) transportan el nitrato desde el medio
extracelular hacia el citoplasma, mientras que las permeasas de nitrito parecen

estar implicadas principalmente en su excrecion (Tabla 2).

Nombre Descripcion Organismo N® de N® de Base de
P g residuos  entrada datos @
CY04C12 Putativo excretador de NO>~ Mycobacterium 395 281360 GB
tuberculosis
CY3G12 Putativo transportador de Mycobacterium 515 279702 GB
NO2 tuberculosis
MG294 Funcién desconocida Mycoplasma 474 E64232 PIR
genitalium
NarK Excretador de NO>- Bacillus subtilis 395 P46907 SP
NarK Excretador de NO>- Escherichia coli 463 P10903 SP
NarK Putativo excretador de NO>- Salmonella 130 P37593 SP
(fragmento) typhimurium
NarU Excretador de NOy- Escherichia coli 462 P37758 SP
NasA Putativo transportador de Bacillus subtilis 421 P42432 SP
NO>
Ynt1 Transportador de NO3- Hansenula 508 269783 GB
polymorpha
CrnA Transportador de NO3 Aspergillus 507 P22152 SP
nidulans
Bch1 Putativo transportador de Hordeum vulgare 507 U34198 GB
NO3-
Bch2 Putativo transportador de Hordeum vulgare 509 U34290 GB
NO3-
Nrt2;1 Transportador de NO3 Chlamydomonas 547 $S40142 PIR
reinhardtii

Tabla 2. Miembros de la familia NNP. “SP, SwissProt; GB, GenBank; PIR, Protein
Information Resource. Modificado de Pao et al., 1998.

Uno de los miembros de la familia NNP mejor caracterizados en
procariotas es el producto del gen narK de E. coli. Esta bacteria emplea el nitrato
como aceptor de electrones durante la respiracion anaerobia siendo el
transportador NarK uno de los sistemas de transporte de nitrato de alta afinidad,

que ademas es capaz de transportar nitrito (Jia y Cole, 2005) y excretarlo al
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medio extracelular (DeMoss y Hsu, 1991). Por tanto, el transportador NarK
realiza un antiporte de nitrato/nitrito lo que facilita la respiracion anaerdbica del
nitrato al existir un gradiente de concentracion favorable a la entrada de nitrato.
El potencial de membrana, negativo en el interior, es una barrera que impide la
entrada pasiva de nitrato y la sincronizacion de la entrada del nitrato con la
excrecion del nitrito recién formado ayuda a mantener el balance electrogénico
en la célula (DeMoss y Hsu, 1991). Por otra parte, no se ha descartado que en
NarK tenga lugar la entrada de nitrato y la salida de nitrito por mecanismos de
simporte de los respectivos aniones y H' (Clegg et al., 2006). Otro miembro de
esta familia homologo a narK es el transportador de nitrato NarU de E. coli que
también transporta nitrito, aunque a una tasa mucho mas lenta, y estd implicado
en la excrecion de nitrito (Moir y Word, 2001; Jia et al., 2009). La expresion de
narU aumenta cuando el cultivo esta en fase estacionaria, obteniendo la tasa
maxima de excrecion de nitrito. Por tanto, NarU transporta el nitrito intracelular
procedente de la reduccién del nitrato hacia el medio extracelular. Dado que su
expresion tiene lugar en condiciones limitantes de oxigeno algunos autores han
sugerido que este transportador ayuda a la adaptacion de la bacteria desde el
crecimiento aerdbico a la respiracion anaerobica del nitrato (Cole, 1996; Clegg et

al,, 2002).

El primer miembro de esta familia clonado en eucariotas fue el gen crnA
(nrtA) de A. nidulans. Este gen codifica una proteina de membrana agrupada
dentro de la familia de transportadores de nitrato de alta afinidad (Unkles et al.,
1991; Unkles et al., 2001; Forde, 2000). La estructura secundaria deducida de
esta proteina de 57 kDa (507 aminoacidos), predice que esta constituida por doce
dominios transmembrana en conformacion de a-hélice y conectan con loops
hidrofilicos (Unkles et al, 1991). Como caracteristica unica de los
transportadores de nitrato de alta afinidad, CrnA presenta la secuencia consenso
AAG-X-GN-X-GGG presente en el quinto y undécimo segmento
transmembrana, reflejando la posible duplicacion de los primeros seis segmentos

transmembrana. Se cree que esta duplicacion sucedid de forma temprana en la
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evolucion de las proteinas MFS (Pao et al.,, 1998). Otras caracteristicas de estos
transportadores son los residuos con carga conservados dentro de las hélices
hidrofobicas: la arginina 87 (R87, del segundo segmento transmembrana) la
arginina 368 (R368, del octavo segmento transmembrana), y el residuo aromatico
de la fenilalanina 47 (F47, localizado en el primer segmento). Otra caracteristica
mas de CrnA de 4. nidulans (aunque comun entre los transportadores MFS) es su
loop central, de aproximadamente 96 residuos, situados entre los segmentos
sexto y séptimo (Forde, 2000). En plantas el loop esta compuesto por un nimero
menor de residuos aminoacidicos, con una longitud méxima de 32 aminoacidos.
Ademas, CrnA presenta un extremo C-terminal hidrofilico y largo de 69 residuos
necesario para la insercion y estabilidad de la proteina en la membrana

plasmatica (Kinghorn et al., 2005).

En el alga unicelular C. reinhardtii, los sistemas de transporte de nitrato
y nitrito de la familia NRT2 estdn codificados al menos por cuatro genes
denominados NRT2;1, NRT2;2, NRT2;3 y NRT2;4. El transportador NRT2;1 es
un componente del sistema de transporte I que transporta nitrato y nitrito con alta
afinidad. NRT2;2 es un componente del sistema de transporte II especifico en el
transporte de nitrato de alta afinidad. Estos sistemas de transporte estan
constituidos por otra proteina denominada NAR2 que resulta esencial para la
actividad de transporte de Nrt2;1 y Nrt2;2 (Galvan et al, 1996; Zhou et al.,
2000). El sistema III es un sistema biespecifico de alta afinidad de nitrato y baja
afinidad de nitrito codificado por NR72;3 (Quesada et al., 1998; Rexach et al.,
1999; Navarro et al, 2000). El sistema IV corresponde al transportador
biespecifico de nitrato y nitrito de alta afinidad (Rexach et al., 1999; Navarro et
al., 2000). Los sistemas I, II y III son inducidos por nitrato y reprimidos por

amonio mientras que el sistema IV tiene expresion constitutiva.
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3. 3. Familia FNT.

En plantas la asimilacién de nitrato ocurre a través de transportadores
ABC, NRT1 y NRT2, mientras que la asimilacion de nitrito se lleva a cabo por
transportadores de las familias ABC, FNT (Formate Nitrite Transporter) y NRT2
(Crawford y Glass, 1998; Moreno-Vivian et al., 1999; Forde, 2000; Galvan y
Fernandez, 2001; Moir y Wood, 2001).

La familia FNT, estd presente en bacterias, arqueas, hongos y plantas.
Las proteinas procariotas de la familia FNT transportan compuestos
estructuralmente relacionados como el formiato y el nitrito (Suppmann y Sawers,
1994; Clegg et al., 2002) mientras que las proteinas homoélogas de levaduras
podrian estar implicadas en el simporte de compuestos alifaticos de cadena
corta/H" como el formiato, el acetato y el propionato. La familia de
transportadores formato-nitrito agrupa a proteinas integrales de membrana con un
tamafio medio de 256 a 285 residuos aminoacidicos y de 6 a 8 dominios
transmembrana (Suppmann y Sawers, 1994). Las proteinas procariotas mejor
caracterizadas de esta familia son NirC y FocA de E. coli. NirC, homologa a
FocA, es una proteina integral de membrana con seis dominios en O-hélice
implicada en la asimilacion de nitrito (Jia y Cole, 2005). De hecho en ausencia de
NarK, el transporte de nitrito mediado por NirC es suficiente para mantener la
tasa maxima de reduccion del nitrito a amonio (Clegg et al., 2002). Los tltimos
estudios han determinado que NirC también estd implicado en la excrecion de
nitrito (Jia et al., 2009). Las primeras caracterizaciones bioquimicas de FocA ya
apuntaban a que esta proteina era un canal implicado en el movimiento
bidireccional de formiato (Suppmann y Sawers, 1994). Los estudios de
cristalografia han revelado que FocA comparte la misma topologia de membrana
y el mismo tipo de plegamiento que las acuoporinas (Wang et al., 2009), canales
permeables al agua y al glicerol (Stroud et al, 2003; Carbrey y Agre, 2009),
aunque no comparten secuencias homologas. El formiato, al igual que el CO, y el

amonio, es una molécula pequefia clave en la evolucion temprana de la vida.

30



Introduccion

FocA podria representar a un miembro de una antigua familia de canales
responsables de la transferencia de pequefias moléculas a través de las
membranas celulares. La evolucion de las proteinas canal que facilitan la
transferencia de acidos organicos a través de la membrana de la célula sin un
requerimiento de ATP debia ser particularmente ventajosa a aquellos organismos

que viven bajo condiciones fermentativas.

En organismos fotosintéticos un paso clave de la asimilacién de nitrato
ocurre dentro de los cloroplastos, donde el nitrito es reducido a amonio. En el
alga unicelular C. reinhardtii se han descrito seis genes que codifican
transportadores putativos de nitrito pertenecientes a la familia FNT (Rexach et
al., 2000; Galvan y Fernandez, 2001; Galvan et al., 2002; Mariscal et al., 2004).
El gen CrNARI;I codifica una proteina de la membrana del cloroplasto
implicada en el transporte de nitrito (Rexach ef al., 2000). La caracterizacion de
cepas portadoras o carentes de este gen sugiere que NARI1;1 estd involucrado en
el transporte de nitrito en plastidios resultando fundamental en la supervivencia
celular bajo condiciones limitantes de nitrato. Ademas, controla la cantidad de
nitrato incorporado por las células bajo condiciones limitantes de CO, (Rexach et
al., 2000). Por tanto, existe una coordinacion entre la membrana plasmatica y
este transportador de nitrito con el fin de asegurar una asimilacion de nitrato

optima de acuerdo a la disponibilidad de C y N.

El gen CrNARI, I codifica un polipéptido de 355 residuos con un péptido
de transito de cloroplasto (Franzén et al., 1990). La secuencia gendmica esta
interrumpida por 4 intrones, con secuencias de splicing en sus terminales 5’
([(G, T)/GTGNG]) y 3° (CAG/G). La region promotora que podria abarcar 1390
pb, contiene una caja TATA en la posicién -47, dos motivos de transcripcion
dependientes de nitrato correspondientes a secuencias ricas de AT seguidas por
(G,A)G,G)TCA (Hwang et al, 1997) y varias secuencias GATA. La proteina
madura de NARI;1 de 263 aminoicidos presenta similitud con los

transportadores de formiato de E. coli (32%) y Methanobacterium phormicium
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(31%) (Rexach et al, 2000). NARI;1 presenta similitud con las proteinas
integrales de membrana de bacterias FocA (Suppman y Sawers, 1994) y NirC
(Peakman et al., 1990). La proteina FocA ha sido propuesta como un canal de
formiato, y de hecho, los mutantes que carecen de dicha proteina son deficientes
en su transporte (Suppman y Sawers, 1994). Aunque NirC es un transportador de
nitrito, no se han descrito fenotipos asociados a su mutacion (Cole, 1996). Estas
proteinas de bacterias y NARI;1 de C. reinhardtii muestran un perfil de
hidrofobicidad muy similar (Kyte y Doolittle, 1982), con 6 segmentos
transmembrana (Figura 7) dentro de los cuales aparece la mayor conservacion

entre las secuencias, especialmente en los dominios transmembrana 4 y 5.

Al A
cos oo

o 00

& -+

Figura 7. Topologia del transportador de la membrana del cloroplasto NAR1;1 de C.
reinhardtii. Los residuos conservados entre las proteinas CrNAR1 se representan en color verde

y los residuos conservados entre las proteinas CrNARI1 y la familia FNT se representan en color
azul. Modificado de Galvan ef al., 2002.

4. Transporte de nitrato y nitrito en H. polymorpha.

H. polymorpha presenta un transportador de alta afinidad, Yntl
(IHANT), que constituye el principal transportador de nitrato desde un punto de
vista cuantitativo. Ademas, Yntl transporta nitrito con elevada afinidad y por ello
esta englobado dentro de la familia NNP. No obstante, la levadura tiene un
transportador especifico de nitrito de alta afinidad independiente de Yntl
(Machin et al., 2004). Como ya se ha mencionado, los transportadores de esta
familia tienen en comun la presencia de doce hélices que atraviesan la

membrana, y presentan en la region citosolica los dominios amino y carboxilo-
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terminal. El extremo C-terminal es corto y entre el sexto y el séptimo dominio
transmembrana hay un loop central hidrofilico (Pérez et al., 1997; Machin et al.,
2004). Es en este dominio central donde se produce la ubicuitinacién y
fosforilacion del transportador. En presencia de glutamina Yntl es ubicuitinado
en los residuos de Lys-253 y 270 del loop central desencadenando la endocitosis
y degradaciéon vacuolar (Navarro et al., 2006). En condiciones limitantes de
nitrégeno se produce la fosforilacion de la Ser-246 del loop central que implica la
llegada del transportador desde la ruta biosintética a la membrana plasmatica

(Navarro et al., 2008).

Las caracteristicas topoldgicas de Yntl son similares al transportador de
nitrato de A. nidulans, CmA, y difieren de los transportadores de nitrato de
plantas. Son varios los organismos que presentan mas de un transportador de
nitrato de alta afinidad. En A. nidulans se conoce otro transportador de nitrato de
alta afinidad llamado NrtB (Unkles et al., 2001) y en C. reinhardtii se han
descrito cuatro sistemas de transporte de nitrato y nitrito (Navarro et al., 2000;
Galvan et al., 1996; Rexach et al., 1999). Sin embargo, como ya se ha
comentado, Yntl es el unico transportador de nitrato de alta afinidad en H.
polymorpha. Nuestro grupo ha obtenido evidencias sobre el transporte de nitrato
de baja afinidad en esta levadura (Machin et al., 2001). A diferencia de lo
observado en las mutaciones de YNRI e YNAI, la mutacion del gen YNTI no
impide el crecimiento de la levadura en presencia de nitrato. Por tanto, H.
polymorpha transporta nitrato independientemente de Yntl. Las cepas que
carecen de actividad nitrito reductasa (Aynil) excretan nitrito al medio cuya
cuantificacion permite estimar el flujo de entrada de nitrato. En la cepa Ayntl la
cantidad de nitrito excretada depende de la concentracion de nitrato extracelular.
La cinética de excrecion de nitrito mostrada por esta cepa implica la existencia de
un sistema (o sistemas) de transporte de baja afinidad de nitrato, ya que la mayor
excrecion se alcanza cuando la concentracidon de nitrato en el medio extracelular
es alta. Asi en la cepa Aynil, que no esta afectada en el transporte de NOj3', la

excrecion de nitrito es maxima a una concentracion de nitrato de 0,1 mM;
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mientras que en la cepa Afyntl, ynil, ynal, ynrl] Pyox-YNRI la excrecidon es

maxima cuando la concentracion de nitrato es 10 mM (Machin ef al., 2001).

El nitrito es menos abundante que el nitrato y resulta més toxico para las
plantas. Sin embargo, podria ser un componente importante en los ecosistemas
donde viven las levaduras y otros microorganismos. Hasta el momento no se ha
clonado ningun transportador de nitrito de alta afinidad en H. polymorpha. Aun
asi, los estudios desarrollados en nuestro grupo indican que el transporte de
nitrito podria ser llevado a cabo por el transportador de baja afinidad de nitrato, o
bien por otro transportador independiente del transporte de nitrato. Aun asi, se

desconoce cudl es la entidad molecular responsable de dicho transporte.

Los experimentos realizados por Machin et al., (2001) muestran que la
cepa Ayntl excreta nitrito al afiadir nitrato al medio. Sin embargo, esta excrecion
disminuye cuando la concentracion de nitrato es elevada. Una posible
explicacion para este comportamiento es que el propio nitrito inhibe o inactiva
alglin paso de la ruta, desde la toma de nitrato hasta la propia excrecion del
nitrito. Los resultados obtenidos mostraron que podria existir una inhibicién por
parte del nitrito sobre el transporte de nitrato independiente de Yntl (Figura 8A).
Otra posible explicacion para la disminucioén de la excrecion del nitrito en esta
cepa es que éste es transportado al interior celular una vez que es excretado. En
resumen, en H. polymorpha existe transporte de nitrito independiente de Yntl.
Este transporte puede ser llevado a cabo por algin transportador especifico de
nitrito, o bien por el transportador (o transportadores) de baja afinidad de nitrato,

comportandose en este caso como un sistema biespecifico (Figura 8B).
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Figura 8. Modelos propuestos para el transporte de nitrato de baja afinidad y de nitrito de
alta afinidad en H. polymorpha. A. El transporte de baja afinidad de nitrato y la excrecion de
nitrito se realizan por sistemas independientes, siendo el nitrito excretado el que inhibe al
transportador de NO;" de baja afinidad. B. El transporte de nitrato de baja afinidad y la excrecion
de nitrito ocurren a través del mismo sistema. La excrecion es el componente de flujo hacia el
exterior de un transportador de alta afinidad de nitrito.
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II. OBJETIVOS.

Crecientes evidencias sugieren que el transporte neto de nitrato/nitrito
depende de la entrada y de la salida de NO;/NO,™ de la célula. En la levadura H.
polymorpha el flujo de entrada de estos aniones tiene lugar principalmente a
través de Yntl, aunque se ha observado transporte de nitrato de baja afinidad y
de nitrito de alta afinidad independientemente de Yntl, si bien desconocemos los
transportadores implicados (Machin et al., 2004). Por otro lado, los sistemas de
excrecion de nitrato y de nitrito han recibido escasa atencion, o bien han sido
completamente ignorados. La disponibilidad y el acceso al genoma de H.
polymorpha nos ha permitido buscar nuevos transportadores de nitrato y nitrito
mediante un enfoque bioinformatico. La identificacion de dichos sistemas es
necesaria para conocer los flujos netos de transporte de estas fuentes
nitrogenadas y con ello su asimilacién neta. Por este motivo los objetivos

especificos del presente trabajo son:
1. Rastreo en el genoma de H. polymorpha de genes con similitud de
secuencia a los transportadores de nitrato y nitrito de diferentes

organismos.

2. Caracterizacion de la funcion de las proteinas que codifican NAR]

y CHLI.
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Resultados

III. RESULTADOS

La busqueda de los genes que codifiquen transportadores de nitrato de
baja afinidad y nitrito de alta afinidad en el genoma de H. polymorpha se realizd
usando la secuencia de diferentes transportadores de nitrato y nitrito como
sondas. En la busqueda in silico utilizamos la base de datos de H. polymorpha
propiedad de la empresa privada Reinbiotech (Alemania). El resultado de esta
busqueda aportd dos genes candidatos que denominamos HpCHLI y HpNARI,
cuya secuencia aminoacidica tiene similitud con transportadores de nitrato de

baja afinidad y de nitrito de alta afinidad, respectivamente.

Las funciones Chll y Narl y su importancia en la via de asimilacion de

nitrogeno en H. polymorpha se muestran en los apartados de resultados.
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1. Narl participa en la excrecion de nitrato y de nitrito en H.
polymorpha.

Narl estd implicada en la excrecion de nitrato y nitrito en H.
polymorpha. El flujo de entrada de dichas fuentes alternativas en la levadura es
superior a la capacidad de asimilacion, lo que deriva en la generacion de
intermediarios toxicos, como el nitrito y el amonio. Estos compuestos son
excretados al medio evitando su efecto toxico y, en consecuencia, permite la

supervivencia celular.

1. 1. El genoma de H. polymorpha codifica la proteina Narl.

El transporte y la reduccion del nitrato en H. polymorpha se lleva a cabo
mediante el transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad (Yntl); la nitrato
reductasa (Ynrl) que cataliza la reduccion del nitrato a nitrito y la nitrito
reductasa (Ynil) que reduce el nitrito a amonio. Los genes que codifican estas
proteinas se encuentran agrupados en el genoma y junto a ellos estan los genes
YNAI e YNA2 que codifican factores transcripcionales implicados en la
induccion de YNTI, YNRI e YNII en nitrato. Por tanto, la entrada de nitrato en la
levadura tiene lugar a través de Yntl cuando este compuesto esta presente en el
medio. Sin embargo, H. polymorpha es capaz de crecer en presencia de nitrato y
de nitrito ain en ausencia de Yntl, por lo que la asimilacion de estos compuestos
tiene lugar a través otros sistemas ajenos a Yntl. Los genes que codifican dichos
sistemas de asimilacion independientes de Yntl no se han identificado, si bien la
asimilacion de nitrato y nitrito obtenida en la cepa Aynt/ determina la presencia
de al menos un sistema de nitrato de baja afinidad y un sistema de transporte de
nitrito de alta afinidad. Por otra parte, una caracteristica de H. polymorpha es la
excrecion de nitrito cuando el nitrato estd presente en el medio a concentraciones
milimolares. Dicha excrecidén tiene lugar a través de sistemas de transporte

desconocidos.
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Para la identificacion in silico de posibles genes que codifiquen proteinas
con similitud a transportadores de nitrato y nitrito de alta afinidad se realizé una
blusqueda en el genoma de H. polymorpha, usando transportadores de algas,
plantas, hongos y bacterias (ver Tabla 3) mediante el programa BLAST con la
matriz BLOSUMSG62. El alineamiento de secuencias divergentes que realiza esta
matriz permite detectar similitudes entre secuencias distantes, que compartan
menos de un 62 % de identidad, por lo que es til en la obtencién de dominios
conservados. Los resultados de estos analisis aportaron una unica proteina que
denominados Narl obtenida a partir de la comparacion de los transportadores de
nitrito CrNARI de C. reinhardtii, FocA y FocB de E. coli y un putativo
transportador de formiato/nitrito de Synechococcus sp, todos ellos pertenecientes
a la familia de transportadores de formiato y nitrito, FNT (de Formate Nitrite
Transporter). Sin embargo, con los transportadores de alta afinidad de nitrato de
plantas y hongos y algunos transportadores de nitrito de bacterias no se
obtuvieron secuencias similares en la base de datos del genoma de H.

polymorpha (Tabla 3).
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Gen Especie Familia Sustrato GeneBank
CrNARI. 1 C. reinhardtii FNT NO, XP_001696698.1
CrNARI.2 C. reinhardtii FNT NO,/HCO;5 XP_001691213.1
CrNARI. 3 C. reinhardtii FNT ? AAT39458.1
CrNARI 4 C. reinhardtii FNT ? AAT39455.1
CrNARI.S C. reinhardtii FNT ? XP_001694067
CrNARI.6 C. reinhardtii FNT Posiblemente NO, AAT39457.1
HvNRT2;1 H. vulgare NRT2 (NNP) NO;y AAC49531.1
HvVNRT2;2 H. vulgare NRT2 (NNP) NO;y AAC49532.1

LiNRT?2 Lotus japonicus NRT?2 ? CAC35729.1
OsNRT2 Oryza sativa NRT?2 NO;y BAA33382.1
BnNRT?2 Brassica napus NRT2 NOy CAC05338.1
ZmNRT2.2 Zea mays NRT2 ? AAT66252.1
NpNRT2  N. plumbaginifolia NRT?2 ? CAA69387.1
crnA A. nidulans NRT2 (NNP) NO;,NO, AAAT6713.1
narkK Escherichia coli NRT2 (NNP) NO;,NOy CAA34126.1
focA L. coli FNT NO;, formiato CAQ31432
focB E. coli FNT ? NP_416987.1
nirC E. coli FNT NO, YP_542831.1

nirC Yersinia pestis FNT ? NP 991562.1

Synce9605  Synechococcus sp. FNT ? ABB36382.1

Tabla 3. Genes usados en la busqueda de transportadores de nitrito de alta afinidad en H.
polymorpha. Algunos de estos genes codifican transportadores de nitrato y/o nitrito de alta
afinidad, mientras que otros codifican putativos transportadores de nitrito.

La secuencia 5’-TTGATGG-3’ con la que se inicia la traduccion del gen
HpNARI se ajusta a la secuencia consenso 5’-(A/G)NNATGG-3" propuesta
como sefal de inicio de la traduccidn en levaduras (Kozak, 1981). El estudio de
la region codificante del gen HpNARI mostré la existencia de una pauta de
lectura abierta de 1428 pb. El andlisis de 800 pb de la region promotora del gen
HpNARI a través de la base de datos SCPD (http:://rulai.cshl.edu/SCPD/) mostrod

varios sitios de unién de diferentes factores transcripcionales, entre ellos Gerl (-
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762/-758; -123/-119 y -49/-53), Gen4 (-338/-333 y -315/-310), Pho2 (-796/-789)
y Scb (-304/-298) (Figura 9). El factor Gerl activa la transcripcion de tres clases
génicas que influyen en el crecimiento y la progresiéon del ciclo celular: las
enzimas glucoliticas, las proteinas ribosdmicas y las ciclinas (Deminoff y
Santangelo, 2001; Willis et al, 2003; Barbara et al, 2007). El factor
transcripcional Gen4 se activa en respuesta al ayuno de aminodcidos,
incrementando la transcripcion de los genes que codifican las enzimas implicadas
en vias biosintéticas de aminoacidos (Arndt y Fink., 1986; Zaman et al., 1999).
Pho2 es necesario para la expresion de genes de diferentes vias como la
biosintesis de purinas y de histidina y la utilizacion de fosfato. Controla la
expresion de diversos genes como PHOS que codifica la principal fosfatasa acida
cuya expresion se induce en condiciones de escasez de fosfato (Oshima, 1997,
Lenburg y O'Shea, 1996); HIS4 que codifica un polipéptido multifuncional con
actividad fosforribosil-ATP pirofosfatasa, fosforibosil-AMP ciclohidrolasa e
histidinol deshidrogenasa cuya carencia causa auxotrofia a histidina (Alifano et
al., 1996); y los genes ADEI, ADE2, ADE 5, 7 y ADES, todos ellos implicados
en la biosintesis de novo de los nucleotidos de purinas (Liu et al., 2000). El factor
Scb, formado por las proteinas Swi4 y Swi6, activa la expresion de genes de
ciclinas que controlan la transicion de la fase G; a la fase S del ciclo celular

(Koch et al., 1993).
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ACATAATTTACATCTATTACGATCACATAAACGAGTACCATCCGCTATTG - 800
TGTAETAAATGTAGATAATGC TAGTGTATTTGCTCATGGTAGGCGATAAC

GCGGGAGCTCTTCTAGGAGCGCAAACGTCATGTCTGGCGCAGTCGTTGAA -750
CGCCCTCGAGAAGATCCTCGCGTTTGCAGTACAGACCGCGTCAGCAACTT

CCAATTTTACCAACGCACAATCAGTCTATCTAAGCATATCAAATTTTATA -700
GGTTAAAATGGTTGCGTGTTAGTCAGATAGATTCGTATAGTTTAAAATAT

TCTACGGAATATTCAACGGAGCAGCTACCACTTTATGGATTAGGTTGCTG - 650
AGATGCCTTATAAGTTGCCTCGTCGATGGTGAAATACCTAATCCAACGAC

GTGTCTAAGGTAGACACCAAAATCATGAGGTTTGTGTACGATCAGACATT -600
CACAGATTCCATCTGTGGTTTTAGTACTCCAAACACATGCTAGTCTGTAA

TGGTGGGCTCATGTTTCAATTCTTGTTCATTTTGTATAACTGTATCTGGG - 550
ACCACCCGAGTACAAAGTTAAGAACAAGTAAAACATATTGACATAGACCC

AACGGCAGGACCTTTACACCCATTTACGAACAACATATATCCAGTCGCTC - 500
TTGCCGTCCTGGAAATGTGOETAAATECTTGTTGTATATAGGTCAGCGAG

AAGTACTACTACATGATGTGGCCGTTGGTGTCGTATCTATGCTTTTTCCA - 450
TTCATGATGATGTACTACACCGGCAACCACAGCATAGATACGAAAAAGGT

TATGCGTGAAGATCTCATATTCCCGCTCAACTGTTTGTCGACCCTCATAT -400
ATACGCACTTCTAGAGTATAAGGGCGAGTTGACAAACAGCTGGGAGTATA

TCACGCTGCTACTGACTCTGATCACGTAAATAGAATGACTTTGTCGCGCG - 350
AGTGCGACGATGACTGAGACTAGTGCATTTATCTTACTGAAACAGCGCGC

AARAATGCATGTTCCTTAATTTATTGCGCCTTTAACGGGAGTTTTGCCTGG -300
TTTTAC GTACAAGGC GCGGAAATTGCCCTCAAAACGGACC
TATATTTTGATTTCGTTACGTAAAACAGTTTATCCGAAAAGCGGCCCCAA - 250

ATATAAAACTAAAGCAATGCATTTTGTCAAATAGGCTTTTCGCCGGGGTT

AAACGTTAAAACTTTCCAGCACAGTATACACACACCTGAGACCCGACACC -200
TTTGCAATTTTGAAAGGTCGTGTCATATGTGTGTGGACTCTGGGCTGTGG

CCTACAGCCACACCTTACACCAGCAAACATCCAATCATGATCACCGGGTA -150
GGATGTCGGTGTGGAATGTGGTCGTTTGTAGGTTAGTACTAGTGGCCCAT

AGACGGACTCAAGCTTGCAAGCGTTCAAAAAGGAGCCACAAGGGGTGGGA -100
TCTGCCTGAGTTCGAACGTTCGCAAGTTTTTCCTCGGTGTTCCCCACCCT

AGCTTGGAATCATTTCCTTTAGATTCTGAAATTTTTCCGCAATACTGTTG -50
TCGAACCTTAGTAAAGGAAATCTAAGACTTTAAAAAGGCGTTATGACAAC

Figura 9. Secuencias de union de los factores transcripcionales identificadas en el
promotor de HpNARI. Se analizan 800 nucleétidos de la region 5" no codificante del gen
HpNARI representando las secuencias de unidén de Gerl en amarillo, Gen4 en verde, Pho2 en
rojo y Scb en azul.
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1. 1. 1. HpNARI codifica el unico transportador de la familia
FNT en H. polymorpha.

El 92 % de los genes de codifican transportadores de la familia FNT
estan presentes en procariotas, y el 8 % restante se ha identificado en hongos,
algas, levaduras y protozoos. En E. coli se han identificado varios de estos genes
(focA, focB y nirC) y en eucariotas es C. reinhardtii, con un total de seis genes, el
organismo que tiene la maxima representacion de este tipo de genes (Mariscal et
al,, 2006). Sin embargo, en la mayoria de los organismos los genes FNT
aparecen en una sola copia o en dos, como en Staphylococcus aureus (Mariscal
et al., 2006). La posibilidad de que existan mas genes FNT en el genoma de H.
polymorpha nos llevd a ampliar su busqueda mediante southern blot, ya que la
base de datos no contenia la secuencia total del genoma. Con el fin de conocer la
posible presencia de mas miembros de la familia FNT en el genoma de H.
polymorpha, se empled la secuencia del gen HpNARI como sonda en la
hibridacion. Se emplearon condiciones permisivas durante la hibridacion y los
lavados de la sonda con el fin de identificar genes homologos de HpNARI. En la
Figura 10 se muestra el resultado del southern blot, a partir del cual podemos
concluir que Narl parece ser el unico gen que codifica miembros de la familia

FNT en esta levadura.
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Figura 10. A. Mapa de restriccion de HpNARI en el genoma de H. polymorpha. Se
muestran las dianas empleadas en la digestion del ADN gendmico de la cepa NCYC495 asi
como la region que es reconocida por la sonda Nc de 1440 pb. Se representan también los
valores de las bandas obtenidas en el reconocimiento de HpNARI en cada caso. B. Resultados
del analisis southern blot con la sonda Nc en el ADN gendémico de la cepa silvestre. E1l ADN
gendmico se sometio a digestion total con las enzimas de restriccion indicadas y los fragmentos
se separaron mediante electroforesis. Las condiciones de hibridacion fueron de 37 °C al 40 % de
formamida; y las de lavado de la sonda fue una vez a temperatura ambiente con SSC 2X; SDS
0,1 % y dos veces a 42 °C en el mismo tampon.

1. 2. Caracterizacion de la proteina Nar1 de H. polymorpha.

La secuencia de aminoacidos codificada por HpNARI se obtuvo a partir
del servidor ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/). Empleando esta
herramienta se determind la presencia de dominios conservados usando la
aplicacion InterProScan (http://www.ebi.ac.uk). Narlp presenta un dominio,
comprendido entre el residuo 11 hasta el 262, con similitud al presente en las

proteinas agrupadas en la familia FNT.
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Los miembros de la familia FNT estdn presentes en la mayoria de los
filos de bacterias, en arqueas y en eucariotas inferiores, tales como el alga
unicelular C. reinhardtii (Rexach et al, 2000), la levadura S. cerevisiae
(Suppman y Sawers, 1994; Jennings y Cui, 2008) y el protista Euglena gracilis
(Delomenie et al., 2007). Las proteinas de procariotas de la familia FNT
intervienen en el transporte de compuestos estructuralmente relacionados con el
formiato (Falke ef al., 2010) y el nitrito (Peakman et al., 1990; Clegg et al., 2002;
Jia y Cole, 2005; Jia ef al., 2009). En S. cerevisiae el gen YHLO0OSc codifica una
proteina homologa a los transportadores de formiato y nitrito bacterianos.
Inicialmente se describié como un H' simporte de acetato (Paulsen et al., 1998).
En estudios posteriores se ha determinado que carece de la funcion de
transportador de monocarboxilatos (Makuc et al, 2001) y ha sido propuesta
como un sensor que, o bien se activa si la concentracion extracelular de CI
disminuye, o transmite la sefial activando finalmente al transportador de CI'

(Jennings y Cui, 2008).

La proteina Narl de H. polymorpha comparte entre el 19 al 29 % de
identidad con los transportadores de formiato y nitrito de bacterias (Suppmann y
Sawers, 1994; Nolling y Reeve, 1997; Peakman et al., 1990) y entre el 12 al 23
% con las seis proteinas NAR1 de C. reinhardtii (Mariscal et al., 2006). El
empleo de los alineamientos locales nos ha permitido identificar las regiones que
comparten la mayor similitud entre Narl y las proteinas de bacterias y de C.
reinhardtii, siendo dichas zonas las correspondientes a los respectivos dominios
FNT (Figura 11 A). Ademas, Narl de H. polymorpha tiene una elevada identidad
con el transportador YHLOO8c de S. cerevisiae y un transportador de funciéon
desconocida de Candida albicans. Los alineamientos multiples asi como las

principales caracteristicas de estas proteinas se muestran en la Figura 11 B.
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A
Similitud Identidad N° de residuos Dominio FNT GenBank
HpNarl - - 476 11-262 -
EcNirC 45 % 21 % 268 20-248 ABE09300.1
EcFocA 46 % 20 % 285 12-278 CAQ31432.1
EcFocB 42 % 19 % 282 16-277 AAC75545.1
MtFdhC 52 % 29 % 274 8-271 AAC44819.1
CrNARI1.1 46 % 23 % 355 94-339 EDP00806
CrNAR1.2 44 % 18 % 336 77-322 EDP04946.1
CrNAR1.3 45 % 13 % 561 154-403 AAT39458.1
CrNAR1 .4 46 % 12 % 406 133-388 AAT39455.1
CrNAR1.5 43 % 16 % 343 83-328 AAT39456.1
CrNAR1.6 49 % 14 % 405 43-292 AAT39457.1
HpNarl 71 LLQGSVYSIGLFFVISMGMELFNSNVLFFSVGVMRGAVSVVDLLTSWEVS 120
EcNirC 59 LVMGATFGIALTLVIIAGSELFTGHTMFLTFGVKAGTISHGQMWAILPQT 108
LIRS O LA A A AR A7 R AR R SR AR e A A O A e S B B 6
HpNarl 121 LWVNLGATVEVVYLFCHVSG-ITSSGSYVEESRAIAEDKEAFSFMQTFLK 169
EcNirC 109 WLGNLVGSVFVAMLYSWGGGSLLPVDTSIVHSVALA--KTTAPAMVLFFK 156
A R S S N A S T A LI
HpNarl 170 GVAGNFFVCLAVYLQIMVKPLHVKLIMIYLPIFTFVAMGFTHCVADMFLV 219
EcNirC 157 GALCNWLVCLAIWMALRTEGA-AKFIAIWWCLLAFIASGYEHSIANMTLF 205
LI I S 5 A T e S P R S R IR B R
HpNarl 220 PVGLLNKCSFGWGRY-FWKLFLPATLGNIVGGSFFGVVIPWY 260
EcNirC 206 ALSWFGNHSEAYTLAGIGHNLLWVTLGNTLSGAVFMGLGYWY 247
........ L T A A R S DR S
HpNarl 24 KSRLKPHILVINSIIGAFLFSSGGMLDLMVHALNPGLVHHGFVGVVSLLQ 73
CrNarl. 91 KAGLTPLATFVQGIQAGAYIAFGAFLAISVGGNIPG-VAAANPGLAKLLF 139
LR I I I S S N T L ko, Kk
HpNarl 74 GSVYSIGLFFVISMGMELFNSNVLFFSVGVMRGAVSVVDLLTSWEFVSLWV 123
CrNarl. 140 ALVFPVGLSMVTNCGAELFTGNTMMLTCALIEKKATWGQLLKNWSVSYFG 189
AR S L I B A T T T ST I 2
HpNarl 124 NLGATVFVVYLFCHVSGITSSGSYVEESRAIAEDKEAFSFMQTFLKGVAG 173
CrNarl. 190 NFVGSIAMVAAVVATGCLTTNTLPVQ----MATLKANLGFTEVLSRSILC 235
L R T HE R S T I S S
HpNarl 174 NFFVCLAVYLQIMVKPLHVKLIMIYLPIFTFVAMGFTHCVADMFLVPVGL 223
CrNarl. 236 NWLVCCAVWSASAATSLPGRILALWPCITAFVAIGLEHSVANMFVIPLGM 285
ko kk kk L. L S I T R L L S P L R A S S
HpNarl 224 LNKCSFGWGRYFWKLFLPATLGNIVGG 250
CrNarl. 286 MLGAEVTWSQFFFNNLIPVTLGNTIAG 312
* .k ok kkkk o K
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B Similitud Identidad N°de residuos Dominio FNT GenBank
HpNarl -- - 476 11-262 --
S. cerevisiae | 67 % 43 % 627 24-262 AAS56428.1
C. albicans 71 % 42 % 467 23-261 CAA21934.1
H.polymorpha MADDTYYLTVHEAALAVVATAMKKSRLKPHILVINSIIGAFLFSSGGMLDLMVHALNPGL
S.cerevisiae MVDDSNYLTPHETALAVVATAMKKARLQLDTLLINSILGGVLFSSGSFLLVAVYSEDPDI
C.albicans -MDDNLYLTTYEAALAVVATAMKKARLRIDVLVINSLMGGMLFTTGGMLYDLIRAGFSGI
**‘ * k% :*:***********:**: *:***::*'.**::*_:* . . .
H.polymorpha VHHGFVGVVSLLQGSVYSIGLFFVISMGMELFNSNVLFFSVGVMRGAVSVVDLLTSWEVS
S.cerevisiae VAR-NPGIVNLITGVNFAMGLFYVVMMGADLFNSNILFFSVGVLRKAVTIYDLMISWVVS
C.albicans NET-NPGVISLLQGICYPIGLFYVVILGVDLEFNSNILFFSTALCRGAVSFLDLFISWFEVS
koo ke ks skkkak: sk skkkkkakhkkk . Kk kk:  kk. kk_ Kk
H.polymorpha LWVNLGATVFVVYLFCHVSGITSSGSYVEESRAIAEDKEAFSFMQTFLKGVAGNFFVCLA
S.cerevisiae WLGNIAGSLFVSYLFGHLSGISSQKLWIIGSRQIIEQKVSYSFVQTFLKGIACNFFVCLA
C.albicans WWENLVGNIFVCYIFCYYSDVVRTQLMVVGSVEVAVQKAESTFVETLLKATAGNFYVCLA
*: _':** *:* H *.: B * H :* :*::*:**_ * **:****
H.polymorpha VYLQIMVKPLHVKLIMIYLPIFTFVAMGFTHCVADMFLVPVGLLNKCSFGWGRYFWKLFL
S.cerevisiae IYLQLMAKPIHVKFILMSFPIIDFIGIGFTHVVGDMSASFIAMLNGANVSVGKYIWKLLI
C.albicans IFLQLMAKPLHVKFIMMLLPVFTFVAMGFTHSVADMFLVTMGLINGAPISVGKAAWKVFL
HHLA R A AL A HHE A S R L AL R BB 8855 5o L8RS HE
H.polymorpha PATLGNIVGGSFFGVVIPWYLHLVVIEKDMKQLHLPDYEERDEQPELNMDSRVVRAP——-—
S.cerevisiae PASLGNIVGGLFFSAVVPFYLHLVVVERDRKRLSLPEYEARDEQPELNMDSRVVRIQKNE
C.albicans PGAIGNIIGGSFFGVVITWYLHIYVVERDRAALNLPQYELRDEQPELNQD SRVVRKK-—--
*‘::***:** **..*:_:***: *:*:* * **:** khkkkkkhk hhkkkkhk
H.polymorpha ————————————— e ————— SHSAVTSLNSTINYN
S.cerevisiae CDDDATETGEDLENLTEKGFASIYNTNHDNSSYFTGRSLNSLRSIPSSVITSDNVTMESD
C.albicans  ————————— == - SPRMEDEVVHTNK
* a
H.polymorpha PPDVQAYAP---STTE-—--——————————————————————————— RSPSGVFPVYDMGE
S.cerevisiae LGEPVQFIPKSNSTTRSPHLGLPHNLPHNHSIKSINRHRINKRHSLRSPPGVFPVRGMGE
C.albicans FDDSEESEE-————— === == === o e IQAPEDFYPTPVYDE
: HE SR ¥
H.polymorpha PLERERSIAQATEDGAGLRLSLTRGSWRRRATQADA---EAQSDTGSRSQETTKDR--——
S.cerevisiae PLEREKTIEDATYDPKENELFLRRAETHNSAYVKNK---KKEDDNLLRLVKTEEDREQKE
C.albicans TSIQSYRLTHRKTRDSISSLRSTRRSPKNVFPVYGMGAPLKRERTIAGEVSTPAEP--—-
. . * * . *
H.polymorpha -------- IVRHLSSARSRDDMDAMRKRLSAAGITSKIASHSNDIAGIHEGSIDVSYPGP
S.cerevisiae YEKNGGYNILENKPGTRLEKIITHLAENVSSREVTPPILPRTTQDTFPHNAPASSPAYTD
C.albicans  -—---—---—-—- MDEKLEEEAEYIGTRLRKAISNRSKVSDLEANK-—--—-—-— SPSNHGSRQPTP
. . - %k .
H.polymorpha TASRLRRLPTESVD---——-————-—---—=- PADSP-—————-—-———————————————————
S.cerevisiae DAHSLRKANSTTLGGLFRAVSKEFHSSKDAESPDDLLKKMAAVGINRNARITANNVAGIV
C.albicans RSSFSRRSSNVGIS—-—-—-——-———————— KSSEGP-—-—-—-——=—=——=——————————————————
*3 5 8¢ AR5
H.polymorpha ----EDSSSTDEKRDAN---—-—-—-—--—--——-— 476
S.cerevisiae NLNKEDLDSTTRRQKITEPKNFYNRHTSPQL 627
C.albicans ----DPTDSNIDLADIRE--—-—————————— 467
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Figura 11. A. Alineamientos locales con NirC de E. coli y Narl.2 de C. reinhardtii. Los
alineamientos
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/). B. Alineamiento miiltiple de Narl de H.
polymorpha con proteinas de la familia FNT de levaduras. El alineamiento se realiz6 con el
programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). (¥*) Aminoacidos idénticos; (:)
sustitucion conservativa; (.) sustitucion semiconservativa.
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Todos los miembros de la familia FNT de bacterias tienen entre 256 y
285 residuos, siendo mayores los representantes en eucariotas, y presentan de 6 a
8 dominios transmembranales en conformacion de o-hélice. Narl de H.
polymorpha tiene 476 aminoacidos, con una masa molecular teérica de 52,3 kDa.
El perfil de hidrofobicidad de Narl de H. polymorpha determinado con los
programas OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php) y ExPaSy-TMpred
(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED form.html) predicen que esta
constituida por 6 dominios transmembranales en conformacion a-hélice al igual
que las proteinas FocA y NirC de E. coli, las proteinas NAR1 de C. reinhardtii e
YHLOOSC de S. cerevisiae (Figura 12). En H. polymorpha las regiones amino y
carboxilo terminal de Narl son citosélicas como en los transportadores FocA y
NirC de E. coli y NARI1.1 en C. reinhardtii. Sin embargo, el extremo C-terminal
de HpNarl es mas largo, caracteristica que comparte con el transportador de C.

albicans y de S. cerevisiae.

El punto isoeléctrico tedrico calculado con los programas Compute
pl/Mw tool-ExPASY (http://www.expasy.org/), Gateway to Isoelectric Point
Service de EMBL  (http://www3.embl.de/cgi/pi-wrapper.pl) y ABIM
(http://sites.univ-provence.fr/~wabim/english/logligne.html) fue de 6.06 con los
dos primeros y de 6.43 con el tercero. La proteina NAR1 de C. reinhardtii es una
proteina integral de la membrana del cloroplasto, implicada en el transporte de
nitrito hacia el estroma (Mariscal ef al., 2004). La localizacion celular de Narl de
H. polymorpha, asi como el de las proteinas con dominios FNT de S. cerevisiae y
de C. albicans, se analizé con el programa PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/). Los
resultados obteniendos predicen que esta principalmente en el reticulo
endoplasmatico, con una probabilidad del 55.6 % (34,8 % en S. cerevisiae y 43,5
% en C. albicans) y en un 33.3 % en la membrana plasmatica (26,1 % en S.

cerevisiae 'y 30,4 % en C. albicans).
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extracelular

citoplasma

Figura 12. Predicciéon de la topologia de Narl en la membrana plasmaitica. Ambos
extremos estan orientados hacia la cara citoplasmatica siendo la region C-terminal un dominio
largo formado por 214 de los 476 residuos que constituyen la proteina. El esquema es una
adaptacion del modelo obtenido con la aplicacion informatica TMRPres2D
(http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/).

1. 3. La cepa Anarl presenta baja actividad nitrato reductasa (NR).

Una vez identificado que el producto del gen HpNARI comparte
similitud de secuencia con transportadores de nitrito y, mas especificamente, con
transportadores de nitrito de la familia FNT, decidimos estudiar si estaba
implicado en el transporte de nitrito en H. polymorpha. Como primera
aproximacion determinamos la actividad NR y la tasa de excrecion de nitrito, ya
que acttian como indicadores de posibles modificaciones en el metabolismo del
nitrato. Ambas determinaciones se llevaron a cabo en la cepa mutante, Anarl, y
en la cepa portadora de varias copias del gen HpNARI, nNARI obteniendo que
ambas cepas tienen menor actividad nitrato reductasa respecto de la actividad de

la cepa silvestre (Figura 13).
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Figura 13. Las cepas Anarl y nNARI presentan baja actividad nitrato reductasa. Las
células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se recogieron y se lavaron con agua MilliQ fria. A
continuacion se resuspendieron en medio YG con 5 mM de nitrato. La actividad NR se
determino en 50 mg de células a los tiempos indicados. Los valores de la actividad NR alas 3 h
fueron 18.7 + 4.4 nmoles de nitrito'mg células™-(min)" en la cepa silvestre (barra negra); 8.2 +
1.2 nmoles de nitrito'mg células™-(min)" en la cepa Anar! (barra gris claro) y 9.7 + 2 nmoles de

nitrito-mg células”-(min)" en la cepa nNAR! (barra gris oscuro). Se representa la media * la
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

La menor actividad nitrato reductasa de Anarl se correlaciona con la
baja tasa de excrecion de nitrito (Figura 14 B), independientemente de la
concentracion de nitrato usada (Figura 14 A). Sin embargo, a diferencia de
Anarl, la cepa nNARI presenta una tasa de excrecion de nitrito siempre superior
a la de la cepa silvestre (Figura 14 A y B). La notable disminucion de la actividad
NR en nNARI podria ser el resultado de la inactivacidn que experimenta esta
enzima cuando las concentraciones de nitrito extracelulares son elevadas

(Gonzélez et al., 1994; Brito et al., 1996).
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Figura 14. La excrecion de nitrito disminuye en Anarl. A. Dependencia de la excrecion de
nitrito con la concentracién de nitrato. Las células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml, se
lavaron y se resuspendieron en YG suplementado 0, 1, 5, 10, 20 y 50 mM de nitrato. Los datos
corresponden a las 3 horas de induccion de un experimento representativo. B. Cinética de
excrecion de nitrito. El proceso de crecimiento e induccion es igual al descrito en el apartado A
pero suplementando el medio con 5 mM de nitrato. El nitrito fue determinado en la cepa
silvestre (¢), Anarl (0) y nNARI (V). Se representa el valor medio + la desviacion estandar de
3 experimentos independientes.

La menor actividad NR de la cepa mutante y nNARI, asi como los
diferentes patrones de excrecion de nitrito de estas cepas, indica la existencia de
una relacion entre Narl y la via de asimilacion de nitrato, sugiriendo que Narl

podria actuar como una proteina implicada en la excrecion de nitrito.

1. 4. La cepa Anarl presenta alteraciones en el consumo de nitrato y
nitrito.

Con el fin de determinar si Narl estd implicada en el transporte de nitrato
o nitrito, se realizaron ensayos de consumo de estos aniones en diferentes
condiciones experimentales. Tras el ayuno de nitrégeno, el consumo de nitrato y
nitrito en las cepas silvestre, Anarl y nNARI son similares en su etapa inicial, sin
embargo, Anarl ralentiza el consumo de nitrato a partir de los 120 min (Figura
15A), y de nitrito a partir de los 90 min (Figura 15 B). A diferencia de Anarl, la

cepa nNARI consume el nitrato con mayor velocidad que la cepa silvestre, ya
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que a los 120 min ha consumido el 95 % del nitrato mientras que el silvestre ha
consumido aproximadamente el 55 %. Sin embargo, el consumo de nitrito en
nNARI es menor que en la cepa silvestre. En la cepa nNARI el consumo de
nitrito disminuye a partir de los 60 min (Figura 15 B), conservando una
asimilacion mas lenta respecto del silvestre. Esta menor tasa de consumo por
parte de nNARI se sigue observando a los 180 min, donde ha consumido solo el
85 % del nitrito adicionado al medio, mientras que la cepa silvestre

practicamente ha finalizado.
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Figura 15. Anarl presenta menor consumo de nitrato y nitrito. Las células crecidas en
amonio hasta 10 mg/ml fueron ayunadas de nitrogeno en YG tamponado a pH 5.5 (MES-Tris 25
mM) durante 90 min. Los ensayos de consumo de nitrato (A) o de nitrito (B) se iniciaron con 1
mM o 0.5 mM respectivamente. La disminucion de nitrato o nitrito extracelular fue determinada
en la cepa silvestre (@), Anarl (o) y nNARI (V). Los datos estan expresados como el porcentaje
del nitrato o del nitrito consumido + desviacion estandar de al menos 3 experimentos
independientes.

Para saber si el transporte de nitrato o nitrito también esta alterado en
Anarl y en nNARI se determind el transporte después de incubar las células en
nitrato. Los resultados muestran que el transporte de 100 UM de nitrato es

ligeramente mas lento en la cepa Anarl respecto de las cepas silvestre y nNAR!

(Figura 16 A). Sin embargo el transporte de 200 UM de nitrito resultéd ser igual en
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la cepa silvestre y Anarl (Figura 16 B). Por tanto, la induccion previa en nitrato

modifica levemente el perfil de transporte de nitrato en Anarl.
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Figura 16. Transporte de nitrato y nitrito. A. Transporte de nitrato. Las células crecidas en
medio YGNH hasta 10 mg/ml, se lavaron y se resuspendieron en medio YG suplementado con
5 mM de nitrato durante 2 horas. Tras la induccion las células se resuspendieron en medio YG
tamponado a pH 5,5 (25 mM MES-TRIS). El consumo se inici6 al adicionar 100 uM de nitrato.
Los datos estan expresados como el porcentaje del nitrato consumido + desviacion estandar de
al menos 3 experimentos independientes. B. Transporte de nitrito. Las células crecidas hasta
10 mg/ml en medio YGNH fueron inducidas en medio YG suplementado con 2 mM de nitrato
durante 2 horas. A continuacion se resuspendieron 5 mg/ml de células en medio YG y se
adicion6 al medio 200 uM de nitrito. Los resultados, expresados como el porcentaje de nitrito
consumido, corresponden a un experimento representativo de los dos ensayos realizados. Las
cepas analizadas fueron la cepa silvestre (@), Anarl (o) y nNARI (V).

El transporte de nitrato en las cepas WT, Anarl y nNARI bajo las
condiciones hasta el momento utilizadas tiene lugar a través del transportador de
nitrato y nitrito de alta afinidad Ytnl y de un segundo sistema de transporte de
nitrito, cuya expresion depende del factor transcripcional Ynal (Machin et al.,
2004) necesario en la expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato
(Avila et al., 1998). Por tanto, con el objetivo de conocer si Narl estd implicado
en el transporte de nitrito hacia el interior celular se us6 la cepa AyntiAnari. Las
células se indujeron en 2 mM de nitrato durante 2 h y se inici6 el transporte con
200 pM de nitrito. Como se observa en la Figura 17 tanto Aynt/ como

AyntlAnarl transportan nitrito sin mostrar diferencias entre las cepas. Por tanto,
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el transporte de nitrito en AyntlAnarl tiene lugar a través del sistema de
transporte de nitrito de alta afinidad e independiente de Yntl y de Narl. Por otra
parte estos resultados indican que Narl no parece estar implicado en el transporte

de nitrito hacia el interior celular en H. polymorpha.
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Figura 17. La cepa AyntlAnarl transporta nitrito. Las células crecidas hasta 10 mg/ml en
medio YGNH fueron lavadas e inducidas en medio YG con 2 mM de nitrato durante 2 horas. En
el consumo de nitrito se usaron 5 mg/ml de células resuspendidas en medio YG al que se
adiciond 200 UM de nitrito. El transporte de nitrito se determind en las cepas Ayntl (o) ¢
AyntlAnarl (o). Los datos estan expresados como el porcentaje del nitrito transportado +
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

Por otra parte, en las células ayunadas de nitrégeno o incubadas
previamente en nitrito, no soélo tiene lugar la entrada de nitrito sino que ademas la
cepa AyntlAnarl asimila mas nitrito que Aynt/ (Figura 18). Estos resultados
revelan la existencia de un sistema especifico de nitrito que es independiente de
la induccién por nitrato, ya que el ayuno de nitrogeno previo a la adicion de
nitrito no impide que sea asimilado. Por tanto existe un transportador de nitrito
que estd activo en condiciones de ayuno de nitrégeno independiente de Yntl y
del transportador de alta afinidad de nitrito inducible por nitrato (Machin et al.,
2004). Ademas, al comparar el consumo de nitrito en Ayntl, o en AyntlAnarl, en

condiciones de induccién previa en nitrito con el ayuno de nitrégeno, se observa
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que ambas cepas consumen antes si han sido previamente expuestas al nitrito.

Por tanto, el sistema especifico de nitrito parece inducirse por nitrito.
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Figura 18. Consumo de nitrito de Aynt1 e AyntiAnarl. Las células crecidas en medio YGNH
hasta 10 mg/ml fueron sometidas a ayuno de nitrogeno durante 90 min en medio YG tamponado
apH 5.5 (25 mM de MES-Tris) o bien se indujeron en medio YG con 0.5 mM de nitrito durante
2 horas. Finalizada la induccion, se lavaron y se resuspendieron en medio YG tamponado a pH
5.5 (25 mM de MES-Tris). En ambos casos el consumo se inici6 al afiadir 0.5 mM de nitrito. La
disminucion de nitrito extracelular fue determinada en Aynt/ (ayuno: e; induccion: V) y en
AyntlAnarl (ayuno: o; induccion: A). Los datos estan expresados como el porcentaje del
nitrito consumido + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

El consumo de nitrito también esta anticipado en el doble mutante
AynriQAnarl. Asi en condiciones previas de ayuno de nitrogeno se observa que
tanto la cepa Aynrl como AynriAnarl consumen nitrito. La entrada de nitrito en
estas cepas tiene lugar a través de Yntl, ya que las trazas de nitrato presentes en
el medio de ayuno de nitrégeno ejercen un efecto inductor sobre YNTI, y del
sistema especifico de nitrito de alta afinidad (Navarro et al., 2008). La ausencia
de Narl en el fondo genético Aynrl hace que el consumo de nitrito tenga lugar en
los primeros 30 min, mientras que Aynrl sélo ha consumido el 64% del nitrito
afnadido al medio (Figura 19). Por tanto, la mutacion en HpNARI en el fondo
Aynrl hace que la tasa de consumo de nitrito sea mayor. Una posible explicacion

de este comportamiento es que el nitrito consumido en Aynrl es el resultado del
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nitrito transportado al interior, por Yntl y por el sistema de alta afinidad de
nitrito independiente de Yntl, mas el nitrito que es excretado al medio
extracelular a través de Narl. A diferencia de la hipotesis inicialmente planteada
en la que se consideré que Narl podria ser un transportador implicado en la
entrada de nitrito, los resultados sugieren que Narl estd implicada en la excrecion

de nitrito y no sabemos si también en la excrecion de nitrato.
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Figura 19. El consumo de nitrito es mayor en AynriAnarl. Las células crecidas en YGNH
hasta alcanzar 10 mg/ml, se lavaron y se ayunaron durante 90 min en medio YG tamponado a
pH 5.5 (25 mM MES-Tris). Una vez finalizado el ayuno se adicioné nitrito a una concentracion
final de 0.5 mM y determinando el consumo a los tiempos indicados en las cepas Aynri (®)
AynriQnarl (o). Los datos estan expresados como el porcentaje del nitrito consumido =+
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

1. 5. Anarl acumula nitrito.

Una de las caracteristicas de H. polymorpha es la excrecion del nitrito
obtenido a partir de la reduccion del nitrato cuando éste se usa como fuente de
nitrogeno. Por tanto, parte del nitrito que estd dentro de la célula se reduce a
amonio, por la acciéon de la nitrito reductasa, y parte se excreta al medio
extracelular. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el sistema por el que

el nitrito intracelular es excretado al medio de cultivo. Basandonos en los
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resultados de consumo de nitrito (Figura 15 B), cabe preguntarse si Narl
interviene en la salida de nitrito hacia el medio extracelular. Por tanto, si el nitrito
sale a través de Narl su acumulacion sera elevada en la cepa Anarl mientras que
en nNARI no habria acumulacién. Para determinar si realmente Narl participa en
la salida de nitrito se cuantifico su contenido intracelular en las cepas silvestre,
Anarl y nNARI tras la adicion de 1 mM de nitrito. Los resultados muestran que
Anarl acumula mas nitrito que la cepa silvestre, mientras que no hay
acumulacion en la cepa nNARI (Figura 20), indicando en efecto que Narl

participa en la salida de nitrito.

NO, intracelular
nmoles de NO, /mg de células

Tiempo (min)

Figura 20. Acumulacion de nitrito intracelular. Las células se crecieron en amonio hasta 10
mg/ml, se lavaron y se mantuvieron en ayuno de nitrogeno durante 120 min. A continuacion se
adicion6 1 mM de nitrito al medio de cultivo y se determind el nitrito intracelular en las cepas
silvestre (@), Anarl (o) y nNARI (V). Se representa el valor medio + desviacion estandar de
tres experimentos independientes.

Una vez mostrada la participacion de Narl en la excrecion de nitrito
realizamos ensayos de acumulacién de nitrito en condiciones en las que las
células fueran incapaces de reducir el nitrito a amonio, con el fin de potenciar
aun mas su acumulacién. Para ello usamos la cepa Aynil, a partir de la cual

obtuvimos el doble mutante AynilAnarl.
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Como hemos mencionado anteriormente, H. polymorpha excreta nitrito
en presencia de nitrato ain cuando HpNARI esta delecionado (Figura 14), por lo
que existe al menos otro sistema mas, independiente de Narl, por el que el nitrito
es excretado. Sin embargo, desconocemos tanto la identidad molecular de dicho
sistema como las condiciones bajo las cuales interviene en la salida de nitrito.
Por ello realizamos dos tipos de ensayos: 1) induciendo las células en nitrato
previamente a la adicién de nitrito, y ii) ayunando las células previamente a la

adicion de nitrito.

Los resultados del primer grupo de experimentos muestran que tras de 60
min de induccion en 5 mM de nitrato, y posterior ayuno, la cepa AynilAnarl
acumul6 mas nitrito que Aynil (Figura 21). Sin embargo, en ambas cepas dicha

acumulacion fue puntual, obteniendo un maximo de acumulacién a los 10 min.
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Figura 21. Acumulacion de nitrito intracelular en Aynil y en AynilAnarl. Las células
crecidas hasta 10 mg/ml en presencia de amonio fueron lavadas e incubadas en 5 mM de nitrato
durante 60 min. A continuacion se lavaron y se resuspendieron en YG durante 60 min.
Finalmente se adicion6 al medio 1 mM de nitrito y se determind el nitrito intracelular en las
cepas Aynil (®) e AynillAnarl (o). Los experimentos, de los cuales se representa uno, se
repitieron 3 veces.
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Los resultados obtenidos a partir del segundo grupo de ensayos, es decir,
sin la induccién previa en nitrato, muestran que la cepa AynilAnarl acumula
nuevamente mas nitrito al adicionar 1 mM de nitrito. En estas condiciones la
acumulacion maxima tiene lugar a los 20 min, disminuyendo paulatinamente a
partir de dicho instante (Figura 22). Ademas, en estas condiciones los valores
absolutos muestran que la delecion de HpYNII potencia la acumulacion de nitrito

si se combina con la delecion de HpNARI.
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Figura 22. Nitrito intracelular en Aynil e AynilAnarl. Las células crecidas en amonio hasta
10 mg/ml fueron lavadas y resuspendidas en YG manteniéndolas en agitacion durante 120 min.
Finalmente se adicion¢ nitrito a una concentracion final de 1| mM. La concentracion intracelular
de nitrito se determiné en las cepas Aynil (®) e AynillAnarl (o). Se representa el valor medio *
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

Estos resultados indican nuevamente que Narl media la salida de nitrito
y que el sistema de salida de nitrito independiente de Narl actia cuando las
células han sido previamente incubadas en nitrato. En esta Gltima condicion el
descenso en los niveles intracelulares de nitrito en Aynil/Anarl es mas rapido y
tiene lugar en un intervalo de tiempo corto si lo comparamos con el obtenido
cuando las células no se han preincubado en nitrato. Por tanto, este sistema
independiente de Narl podria inducirse/activarse en presencia de nitrato, aunque

no podemos descartar que también lo haga por el nitrito obtenido a partir de la
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reduccion del nitrato. Por otra parte, la cepa Aynil, incubada previamente en
nitrato, s6lo acumula nitrito durante los primeros 10 min (Figura 21), ya que el
anion sale de la célula a través de Narl y del sistema de salida de nitrito
independiente de Narl. La cepa Aynil también acumula nitrito cuando éste se
anade al medio de cultivo, permaneciendo practicamente constante en el tiempo
(Figura 22). Estos resultados indican que Narl evita la acumulacion intracelular
de nitrito cuando las células estan en presencia de nitrato y/o nitrito, mientras que
el sistema de salida independiente de Narl parece actuar principalmente si las

células se han incubado en nitrato.

Con el fin de conocer si Narl actia desde el momento en el que se
adiciona nitrato, se determind la acumulacion de nitrito en Aynil e AynilAnarl
en presencia de 5 mM de nitrato. La cepa AynilAnarl acumula progresivamente
el nitrito, mientras que en Aynil el nitrito intracelular disminuye tras alcanzar el
maximo a los 10 min (Figura 23 A). Este comportamiento nos lleva a pensar que
posiblemente Narl esté siempre presente en la célula, independientemente de la
fuente de nitrogeno presente en el medio de cultivo, mientras que el sistema de
salida de nitrito independiente de Narl excreta nitrito si previamente las células
han sido inducidas en nitrato (Figura 23 B). Una posible explicacion de esta
mayor excrecion de nitrito es que la mayor acumulacion intracelular de nitrito en
AynilAnarl provoca que la excrecion a través del sistema independiente de Narl
se incremente. Ademas, este sistema saca el nitrito hacia el medio de cultivo
desde los primeros 10 minutos de incubacion en nitrato, lo que indica que esta
presente incluso cuando las células han sido sometidas a ayuno previo de
nitrogeno. No obstante, no podemos descartar que dicho sistema se induzca
durante el periodo de ayuno por las trazas de nitrato (o nitrito) presentes en el

medio.
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Figura 23. Acumulacion y excrecion de nitrito en Aynil e AynilAnarl. Las células fueron
crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml de células. A continuacion se lavaron y se incubaron en YG
durante 120 min. Finalmente se adiciono al cultivo 5 mM de nitrato. La acumulacion (A) y la
excrecion de nitrito (B) se determinaron en las cepas Aynil (®) e AynilAnarl (o). Se muestran
experimentos representativos.

Como hemos visto, la adicion de nitrato incrementa los niveles de nitrito
intracelular (Figuras 21 y 23 A). La mayor acumulacion observada en
AynilAnarl podria explicarse si consideramos el efecto inductor del nitrato sobre
los genes de la via de asimilacion de nitrato y més concretamente sobre Yntlp, lo
que favorece su transporte al interior de la célula (Figura 19). De esta forma, una
vez que el nitrato estd en el citoplasma se reduce a nitrito, acumulandose en
mayor medida en AynilAnarl. Para determinar si la induccion por nitrato es
responsable de la mayor acumulacién de nitrito en aquellas cepas que portan la
interrupcion de Narl, determinamos su acumulacion en Aynrl e AynriQAnarl al
incubarlas en 1 mM de nitrito y en presencia o ausencia de 2 mM de nitrato. Los
resultados muestran que la mayor acumulacion de nitrito se obtiene al incubar
AynriQAnarl en 1 mM de nitrito + 2 mM de nitrato (100 nmoles de nitrito/mg de
células), siendo menor en 1 mM de nitrito (60 nmoles de nitrito/mg de células)
(Figura 24). Por tanto, la presencia de nitrato favorece la acumulacion

intracelular de nitrito independientemente de la actividad NR.
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Figura 24. Acumulacion de nitrito en Aynrl e AynrQAnarl. Se siguié el mismo procedimiento
que el descrito en la Figura 14, excepto que las células se incubaron en 1 mM de nitrito y en
presencia (V¥; A) o ausencia de 2 mM de nitrato (e; o). La concentracion intracelular de nitrito
se determind en las cepas Aynrl (o; V) e AynrilAnarl (o; A). Se muestra un experimento
representativo de 3 ensayos independientes.

Visto lo anterior decidimos determinar las maximas concentraciones de
nitrito que puede acumular una cepa carente de los genes HpNARI y en HpYNII.
La cepa AynilAnarl acumula mas nitrito que Aynil, obteniendo el nivel maximo
de nitrito intracelular a los 30 min tras la incubacidn en presencia de 1 mM de
nitrito + 2 mM de nitrato (Figura 25). En estas condiciones también se obtiene la

maxima acumulacion de nitrito en Aynil (Figura 25) y en Aynrl (Figura 24).

Como hemos mencionado anteriormente, los perfiles de acumulacion de
nitrito obtenidos al incubar las células en nitrato podrian deberse al efecto
inductor que ejerce el nitrato sobre YNT/, asi como sobre el sistema de nitrito de
alta afinidad independiente de Yntl (Machin et al., 2004), aumentando el flujo de
entrada de ambas fuentes nitrogenadas en la célula. Este hecho también puede
explicar la mayor acumulacién de nitrito intracelular observada en AynriAnarl

al adicionar conjuntamente nitrato y nitrito.
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Figura 25. Acumulacién de nitrito combinado con la adicion de nitrato y nitrito. Las
células se crecieron hasta 10 mg/ml, se lavaron y se incubaron en YG durante 120 min. A
continuacion se adicion6 1 mM de nitrito al medio + 2 mM de nitrato. El nivel de nitrito
intracelular se determind en Aynil () e AynillAnarl (0). Se muestra un experimento
representativo.

En resumen, la levadura tiene como minimo dos sistemas por los que el
nitrito abandona la célula, siendo uno de ellos Narl. Esta proteina parece estar
presente en la célula de forma constitutiva, ya que su actividad no se incrementa
por la presencia de nitrato, a diferencia del sistema de salida de nitrito

independiente de Narl que parece responder a la presencia de nitrato.

1. 6. Anarl presenta un reducido crecimiento en nitrito.

Dada la mayor acumulacion de nitrito en las cepas que estan afectadas en
HpNARI, decidimos caracterizar los posibles fenotipos de Anarl/ mediante
goteos sobre medio solido tamponados a diferentes pHs y con varias
concentraciones de nitrato y nitrito. De todas las condiciones ensayadas tan sélo
se obtuvieron diferencias entre la cepa silvestre y Anarl en medio solido con
nitrito tamponado a pH acido, mientras que las diferencias en nitrato no fueron
tan apreciables (Figura 26). Las impurezas del agar del medio s6lido modifican

sustancialmente ciertos fenotipos, por lo que wusamos medios liquidos
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suplementados con nitrato o nitrito con el fin de determinar el comportamiento

de Anarl mediante curvas de crecimiento.

Nitrito 0.5 mM pH 4.5 Nitrito 0.5 mM pH 5.0 Nitrato S mM pH 5.5

Figura 26. Crecimiento en medio s6lido en presencia de nitrito y nitrato. Las cepas
indicadas se crecieron en medio YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ estéril y se
gotearon diluciones seriadas sobre YG tamponado a pH 4.5 y 5 (50 mM 4acido tartarico-TRIS)
con 0.5 mM de nitrito o bien tamponado a pH 5.5 (50 mM MES-TRIS) con 5 mM de nitrato.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 dias.

En medio liquido el crecimiento de Anarl en 5 mM de nitrato es
ligeramente inferior al de la cepa silvestre (Figura 27 A). Sin embargo, en nitrito
Anarl es incapaz de crecer incluso después de 48 h, a diferencia de la cepa
nNARI, que alcanza valores de densidad oOptica proximos a la cepa silvestre
(Figura 27 B). Por tanto, la deleciéon de HpNARI impide que la levadura crezca
con normalidad en nitrito, mientras que su sobreexpresion afecta al crecimiento

en nitrato.

También se analiz6 el crecimiento en 1 mM de nitrito de las cepas Aynt!
e AyntiQAnarl, obteniendo que el crecimiento es ligeramente superior al de la
cepa Ayntl (tabla 5). Estas diferencias de crecimiento apuntan a una mayor
eficiencia en el transporte de nitrito en el doble mutante, de tal forma que todo el
nitrito que entra en la célula se reduce a amonio. Por otra parte, estos resultados
muestran que la ausencia de Yntl no impide que la levadura crezca en nitrito,
sugiriendo nuevamente la existencia de un sistema de transporte especifico que

se induce en nitrito (Figuras 17 y 18).
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Figura 27. Anarl crece en nitrato pero es incapaz de crecer en nitrito. Las células fueron
crecidas en YPD hasta saturacion durante la noche. Posteriormente se lavaron 0.2 vol. del
cultivo con agua estéril y se inocularon los medios de cultivo con 5 mM de nitrato (A) o 1 mM
de nitrito (B) empleando una DOgg inicial de 0.15. El crecimiento se determind en la cepa
silvestre (@), Anarl (o) y nNARI (A). Los valores corresponden al valor medio + desviacion
estandar de tres ensayos independientes.

Condiciones de

crecimiento Densidad optica (660 nm)
Ayntl AyntlAnarl
10h 24 h 10h 24h
pH 5.5 0,72+0,12 2,15+0,10 1,08£0,11 2.81+0,09
pH6 0,64+0,11 1,67+0,13 0,89+0,05 2,18+0,08

Tabla 5. Crecimiento de Ayntl e AyntlAnarl en 1 mM de nitrito. Las células crecidas
previamente en YPD, se inocularon en medios con 1 mM de nitrito a los pHs indicados (50 mM
de MES-Tris). El medio fue inoculado con una DOy inicial de 0.15. Los valores corresponden
al valor medio + desviacion estandar de dos ensayos independientes.

1. 7. Nar1 esta implicado en la excrecion de nitrato.

H. polymorpha transporta mas nitrato del que es capaz de asimilar y el
excedente de nitrato intracelular es excretado a través de la permeasa Ssu2,
implicada en la excrecion de sulfito (Cabrera, tesis doctoral, 2011). Dada la
capacidad de Narl para excretar nitrito nos preguntamos si también era capaz de
excretar nitrato. Un indicio que nos llevo a plantearnos esta posible actividad de

Narl fue el hecho de que Anarl consume menos nitrato que el WT (Figura 15
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A). Asi, el nitrato intracelular, que va en aumento en el interior de la célula,
impide que Anarl consuma mads nitrato, lo que evitaria que el nitrito generado
alcance concentraciones toxicas en el citoplasma. Por tanto, es posible que Narl
comparta junto con Ssu2 la funcioén de excretar nitrato. Con el fin de validar esta
hipotesis se realizo la determinacion del nitrato intracelular en Anarl en
combinacion con la delecion del gen HpYNRI, para evitar la reduccion del
nitrato, favoreciendo la acumulacion intracelular de nitrato. La incubacion de la
cepa AynriAnarl en 1 mM de nitrato provoca mayor acumulacion de nitrato
respecto de la obtenida en Aynrl (Figura 28). Este resultado indica que Narl esté
relacionada con el flujo de nitrato hacia el medio extracelular. Por lo tanto, H.

polymorpha excreta nitrato a través de Ssu2 y también a través de Narl.

La cuantificacion del nitrato intracelular en las cepas AynrilQAnarl e
AynriQAssu2 revela las diferencias entre los niveles de nitrato acumulado por
estos dobles mutantes. Asi, una vez transcurridos 200 min de incubacion en
nitrato, la cepa AynrilAnarl acumula aproximadamente 4 veces mas nitrato (97.5
nmoles de nitrato/mg de células) que Aynrl (20.5 nmoles de nitrato/mg de
células), mientras que la cepa AynriAssu2 acumula 1.5 veces mas nitrato (32.5

nmoles de nitrato/mg células) que Aynri.
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Figura 28. Acumulacion intracelular de nitrato en Aynrl e AynrlQAnarl. Células crecidas en
5 mM de amonio hasta 10 mg/ml y lavadas dos veces con agua MilliQ, se ayunaron de
nitrogeno en medio YG durante 60 min. Al final del ayuno se adicion6 al medio nitrato 1 mM.
El nitrato intracelular se determiné en las cepas Aynrl (@), AynriAnarl (®) e AynriQAssu2 (V).
Se muestra un experimento representativo.

En resumen, aunque ambas permeasas estan implicadas en el flujo de
salida de nitrato parece que la capacidad de Narl de excretar nitrato es mayor a la

de Ssu2.

Dado que Narl y Ssu2 actuan en la excrecion de nitrato de la célula se
determind el contenido intracelular de nitrato combinando las deleciones en
HpNARI1 y HpSSU2 en un fondo Aynrl. Los resultados obtenidos muestran que
el triple mutante acumula mas nitrato, y que las concentraciones intracelulares
obtenidas en esta cepa, a partir de los 80 min de incubacién, se aproximan a la
suma de las concentraciones que alcanza cada doble mutante por separado

(Figura 29).
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Figura 29. Acumulacion de nitrato en AynrlAnariAssu2. Células crecidas en YGNH hasta
10 mg/ml, se lavaron dos veces con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG,
manteniéndolas en ayuno de nitrogeno durante 60 min. Al final del ayuno se adicion6 1 mM de
nitrato y se retiraron muestras a los tiempos indicados. La concentracion intracelular de nitrato
se determind en Aynrl (®), AynriAnarl (o), AynriQAssu2 (V) e AynriDnarlAssu? (A). Se
representa el valor medio + desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Hasta ahora hemos descrito que Narl y Ssu2 tienen funciones similares
en cuanto al flujo de salida de nitrato, pero desconocemos si actiian de forma
simultdnea o secuencial. Para conocer las condiciones en las que operan estas
proteinas determinamos el nitrato intracelular a intervalos de tiempo corto (hasta
los 20 min, Figura 30 A) y largo (a partir de 80 min hasta los 200 min, Figura 30
B). Los resultados muestran que la acumulacién de nitrato sigue siendo maxima
en el triple mutante desde los 2 min de incubacion hasta el final del experimento.
En cuanto a los dobles mutantes se observa que la cepa AynrlAssu2 acumula mas
nitrato durante los primeros 20 minutos, mientras que AynriAnarl se comporta
de forma similar a la cepa Aynrl (Figura 30 A). Estos resultados indican que el
nitrato es excretado inicialmente a través de Ssu2, y tras alcanzar
aproximadamente 60 nmoles de nitrato/mg de células, lo hace a través de Narl.
Por tanto, a corto plazo, cuando hay bajos niveles de nitrato intracelular, es la

proteina Ssu2 la responsable de excretar nitrato, ya que en AynrlAnarl no se
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observa una acumulacion apreciable. Por el contrario, AynriAnariAssu?2
acumula mas nitrato que AynrlAssu2, indicando que la salida de nitrato a través
de Narl se inicia cuando se alcanzan niveles del orden de 60 nmoles de
nitrato/mg de células. Estos resultados sugieren que Ssu2 tiene mayor afinidad
por el nitrato que Narl. Esta conclusion también esta apoyada por el hecho de
que AynrilAnarl acumula nitrato al prolongar la incubacion hasta los 80 min en 1
mM de nitrato. Ademads, que Narl muestre menor afinidad por el nitrato esta de
acuerdo con su pertenencia a la familia de transportadores de formiato/nitrito,
siendo esta la primera vez que se describe que un transportador de esta familia

excreta nitrito y nitrato.
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Figura 30. Acumulacién intracelular de nitrato. Células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml,
se lavaron dos veces con agua MilliQ, y se resuspendieron en medio YG, manteniéndolas en
ayuno de nitrogeno durante 60 min. Al final del ayuno se adicion6 1 mM de nitrato y se
retiraron muestras en intervalos de tiempo corto (A) y a tiempos largos (B). La concentracion
intracelular de nitrato se determind en Aynrl (e), Aynrilnarl (V), DynriQAssu? (o) e
AynriQAnarlAssu2 (A). Se representa el valor medio + desviacion estandar de 3 experimentos
independientes.

1. 8. Nar1 protege de la toxicidad generada por el nitrito.

La adicion de nitrato a los medios de cultivo de H. polymorpha implica

la generacion de nitrito siendo éste uno de los intermediarios toxicos obtenidos
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durante la reduccién del nitrato. El nitrito es un compuesto toéxico para las
células. Se ha descrito que la adicidon de nitrito a medios de cultivo de levaduras
cuyo pH es acido (pH = 5.0) da lugar a la formacion del acido nitroso (pKa =
3.3). El HNO,; es permeable a la membrana plasmatica y entra en la célula por
difusion. Una vez en el interior, el pH neutro del citoplasma provoca su
oxidacion obteniendo NO,". Esta forma anionica es impermeable a la membrana
plasmatica por lo que se acumula dentro de la célula reduciendo los niveles de
ATP al inhibir la actividad de la gliceraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa (Hinze y
Holzer, 1985). En plantas se ha descrito que la principal via de sintesis de 6xido
nitrico tiene lugar a partir del nitrito en una reaccion catalizada por la nitrato
reductasa (Klepper, 1987; Yamasaki et al.,, 1999; Rockel et al., 2002). La enzima
nitrato reductasa que normalmente reduce el NO;™ a NO,, también posee una
actividad intrinseca a través de la cual, en condiciones en que el NO,™ se acumula
es capaz de reducirlo a oOxido nitrico (NO). El o6xido nitrico es un gas
moderadamente soluble en agua que difunde répidamente a través de las
biomembranas. En S. cerevisiae el 6xido nitrito induce rotura de las hebras de
ADN (Sobol et al., 2008). La reaccion entre los radicales de 6xido nitrico (-NO)
y superdxido (-O,") dan lugar a la formacion del peroxinitrito (ONOQO?) que causa
la oxidacion de lipidos, inhibicion de la sintesis de ADN asi como fractura de sus
cadenas por nitracién y desaminacion de bases (especialmente de guanina),
nitracion de residuos de aminoacidos aromaticos y la destruccion de restos tioles
activos (-SH). La nitrosilaciéon de tirosinas puede llevar asimismo a la
inactivacién enzimatica por inhabilitacion del sitio activo, del sitio de
reconocimiento de sustrato o cofactor, o de ambos (Peuchen et al., 1997; Navarro
y Boveris, 2008; Dalle-Donne et al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado que
la adicion de ONOO™ a cultivos de S. cerevisiae provoca inhibicion del
crecimiento como consecuencia del estrés oxidativo (Wu et al., 2011). Como
hemos visto, uno de los mecanismos que tiene H. polymorpha para regular la
concentracion de nitrito intracelular es la excrecion de nitrato y nitrito. Por tanto,
el proceso de asimilacion de nitrato implica que la generacion de nitrito ha de

permanecer en un rango de concentraciones inocuas para la célula. Basandonos
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en los resultados de acumulacion intracelular de nitrato y nitrito de la cepa
Anarl, y principalmente en su incapacidad para crecer en presencia de nitrito
(Figura 27 B), cabe esperar que la ausencia de Narl modifique la homeostasis del

nitrito y en consecuencia afecte a la viabilidad celular.

Como aproximacion inicial observamos el estado de supervivencia de las
células crecidas en 5 mM de nitrato tifiéndolas con azul de tripan, un colorante
vital que tifie a las células muertas, observando mayor proporcion de células

muertas en Anarl (Figura 31).

Figura 31. Tincion de las cepas silvestre y Anarl. Las células, inoculadas a una densidad
optica inicial de 0.15 en medio YG con 5 mM de nitrato, se crecieron durante 72 horas
alcanzando densidades oOpticas de 13.4 en la cepa silvestre y 10.5 en Anarl. A continuacion se
tifieron con azul de tripan y se observaron en el microscopio optico. Las células muertas tienen
el citoplasma tefiido de azul.

En base a estos resultados se llevd a cabo la cuantificacion de la
viabilidad celular al incubar la cepa silvestre, Anarl, nNARI, Assu2, nSSU2 y
AnarlAssu? en nitrato y de la cepa silvestre, Anarl y nNARI en nitrito. En este
contexto la viabilidad celular hace referencia a la capacidad que tienen las cepas
estudiadas para sobrevivir a la incubacion en nitrato o nitrito. La supervivencia se
determind mediante la capacidad de las levaduras para formar colonias en un

medio rico.
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Las incubaciones en nitrato reducen el numero de células viables en
todas las cepas analizadas (Figura 32 A y B). La incubacion de las cepas
silvestre, Anarl y nNARI en 10 mM de nitrato durante 4 h redujo la
supervivencia en un 12 %, 48 % y 82 %, respectivamente. Tras 8 h de incubacion
la reduccion de la viabilidad es similar entre las cepas silvestre (63 %) y Anarl
(54 %) mientras que nNAR! presenta de nuevo la viabilidad mas reducida (92 %)
(Figura 32 A). Las diferencias entre estas cepas radican en su capacidad para
acumular o excretar nitrito. El hecho de que la viabilidad de la cepa Anarl sea
similar a la de la cepa silvestre podria deberse al menor consumo de nitrato que
tiene lugar en Anarl (Figura 15 A). La supervivencia de Anarl disminuye
notablemente al combinarse con la delecion en HpSSU2, que codifica un
transportador implicado en la excrecion de nitrato (Figura 32 B). La cepa
AnarlAssu? tiene una tasa de excrecion de nitrito ligeramente superior a la cepa
silvestre (Figura 32 C). Esta mayor excrecion de nitrito en Anarl se debe a la
mayor acumulaciéon de nitrato intracelular al carecer de Ssu2. De esta forma, la
mayor acumulacion de nitrato induce al sistema de excrecion de nitrito
independiente de Narl, dando cuenta de la mayor tasa de excrecion de nitrito si
lo comparamos con la obtenida en Anar! (Figura 32 C). Por otra parte, Assu?2
reduce su viabilidad en un 88 %, proximo a los valores obtenidos en AnarlAssu?2
(86 %) tras 8 h de incubacidon en nitrato (Figura 32 B). La cepa Assul se
caracteriza por una alta tasa de excrecion (Figura 32 C) y baja acumulacion de
nitrito, mientras que AnarlAssu? excreta menos nitrito y acumula mas nitrato
(nitrito) que Assu?2. La diferencia entre la cepa silvestre y nNAR/ radica en el
numero de copias del gen HpNARI que porta cada una y, por tanto, en la tasa de
excrecion de nitrito (Figura 14). La menor viabilidad de nNAR! la podriamos
atribuir al gasto continuo de poder reductor necesario en la sintesis de nitrito (que
no se asimila), lo que ocasiona un consumo energético constante. Este hecho se
correlaciona con la menor tasa de crecimiento de nNARI en 5 mM de nitrato
(Figura 27 A) asi como con la menor viabilidad de la cepa Assu2, cuya excrecion

de nitrito es similar a la de nNARI. Por otra parte, la menor viabilidad de nNAR!
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no esta afectada por el nitrito intracelular, ya que en esta cepa su acumulacion es
practicamente nula (Figura 20). La cepa nSSU2 apenas presenta excrecion de
nitrito, y al igual que nNARI, no lo acumula (Cabrera, tesis doctoral, 2011). La
menor viabilidad de esta cepa en nitrato podria ser debida al gasto energético
asociado al transporte y excrecion de nitrato. Por tanto, la acumulacion y
excrecion de nitrito (y/o nitrato) parecen ser los procesos responsables de la

menor viabilidad en las diferentes cepas analizadas al ser incubadas en nitrato.
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Figura 32. Viabilidad celular en nitrato. Las células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se
lavaron con agua MilliQ estéril y se resuspendieron en YG suplementado con 10 mM de nitrato.
A los tiempos indicados se retiraron muestras del medio de cultivo y se realizaron las diluciones
para sembrar en medio rico. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 2 dias. La viabilidad
celular de la cepa silvestre, Anarl, nNARI (A), Assu2, nSSU2 y AnarllAssu2 (B) se expresa
como el porcentaje de unidades formadoras de colonias (UFC). Se representa el valor medio *
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desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes. C. Excrecion de nitrito. Las
c€lulas crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en
YG suplementado con 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados se determind el nitrito
excretado en las cepas silvestre (o), Anarl (V), Assu2 (o) y AnarlQssu2 (A). Se muestra un
ensayo representativo.

Con el fin de determinar si es el nitrito del medio extracelular el causante
de la reduccion de la viabilidad celular se realizaron incubaciones en nitrito. Los
resultados muestran que la viabilidad celular de Anarl es inferior en nitrito
(Figura 33) lo que se correlaciona con los resultados obtenidos a partir de la
curvas de crecimiento en nitrito (Figura 27 B). La incubacion de Anarl en 1 mM
de nitrito afecta notablemente a la viabilidad celular, siendo del 30 % a las 4
horas y practicamente nula al cabo de 8 horas. Esta reducida viabilidad de Anarl
parece ser consecuencia de la acumulacion intracelular del nitrito. La
supervivencia de la cepa nNARI también es reducida disminuyendo
aproximadamente hasta el 60 % tras 8 horas de incubacion (Figura 33). Asi, tal y
como hemos propuesto anteriormente, la supervivencia de nNARI podria estar
afectada por el costo energético que supone la excrecion del nitrito transportado

al interior.

En resumen, la viabilidad celular que muestra Anarl en nitrito podria
derivarse de su acumulacion intracelular, de tal forma que Narl es esencial para
mantener la viabilidad de las células en presencia de nitrito, evitando su
acumulacién intracelular. Por otra parte, la menor viabilidad de nNARI parece
estar asociada con el gasto energético que supone el transporte continuado de

nitrito hacia el medio extracelular.
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Figura 33. Viabilidad en nitrito. Cé¢lulas crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se lavaron con
agua MilliQ estéril y se incubaron en YG tamponado a pH 5.5 (MES-Tris 25 mM)
suplementado con 1 mM de nitrito. A los tiempos indicados se retiraron muestras del medio de
cultivo y se realizaron las diluciones para sembrar en medio rico. Las placas fueron incubadas a
37 °C durante 2 dias. La supervivencia de la cepa silvestre (®), Anarl (o) y nNARI (V) se
expresa como el porcentaje de unidades formadoras de colonias (UFC). Se representa el valor
medio + desviacion estandar de al menos 3 experimentos independientes.

1.9. Expresion de HpNARI.

Conocer el grado de expresion del gen HpNARI nos permite saber si esta
sujeto a la induccidn por nitrato y/o nitrito y si responde a la represion catabdlica
por nitrégeno como los genes de la via de asimilacion del nitrato. Para ello se
cuantificd la expresion relativa del gen HpNARI mediante PCR a tiempo real,

siendo 6 veces superior en nitrato respecto de amonio (Figura 34).
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Figura 34. Expresion relativa de HpNARI. Células crecidas en medio con amonio hasta 10
mg/ml, se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG suplementado con 5 mM
de amonio (columna negra) o nitrato (columna blanca). La expresion se determiné a partir de las
células incubadas durante 2 horas. Se representa el valor medio = desviacion estandar de al
menos 3 experimentos independientes.

La expresion del gen HpNARI en nitrito a través de PCR a tiempo real
no aport6 datos consistentes por lo que se determiné la expresion del gen a través
de la actividad [-galactosidasa. Para ello se colocaron en fase las secuencias del
promotor de HpNARI y el gen reportero lacZ. Asi, determinamos la expresion de
la construccion NARI-lacZ en la cepa silvestre al incubar las células en nitrito 1
mM, amonio 5 mM vy nitrato 5 mM. En nitrito la actividad [3-galactosidasa
descendi6 en los 60 min siguientes después de ser adicionado al medio (datos no
mostrados). Pensamos que este descenso en la actividad es consecuencia de la
propia adicion de nitrito ya que la actividad [3-galactosidasa fue nula al incubar la
cepa silvestre o la cepa Aynil, portadoras de YNII-lacZ, en 1 mM de nitrito
durante 150 min (datos no mostrados). Asi, para verificar si era el nitrito el
responsable del descenso en la actividad, analizamos la actividad de la cepa
silvestre portadora de la fusion de ENAI-lacZ. Este gen codifica la principal Na'-
ATPasa implicada en la salida de Na'/Li". E1 Na' y el Li" son inductores de la
expresion de ENAI ya que incrementan los niveles de este gen entre 10 y 13
veces (Rodriguez et al., 2010). Por tanto, determinamos el nivel de expresion de

ENAI-lacZ al inducir las células en 0,7 M de Na' en presencia o ausencia de 1
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mM de nitrito. La incubacion en nitrito redujo los niveles de expresion de ENA [
en un 96 %. Por otra parte la adicion de 100 UM de nitrito a la mezcla de
reaccion no modifico la actividad (Figura 35) por lo que la adicidon de nitrito al

medio de cultivo disminuye la actividad [3-galactosidasa in vivo.
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Figura 35. La actividad B-galactosidasa esta negativamente afectada in vivo por nitrito.
Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se
resuspendieron en YG al que se le adicion6 0.7 M de NaCl y 1 mM de nitrito segun se detalla en
la figura. La actividad [3-galactosidasa corresponde a células inducidas en los respectivos
medios durante 2 horas de incubacion y las concentraciones de 10 y 100 uM de nitrito
corresponden a la concentracion final adicionada a la mezcla de reaccion. Se muestra un
experimento representativo.

Cuando analizamos la expresion de HpNARI en 5 mM de amonio y de
nitrato observamos que apenas se modificoé después de 7 horas de incubacion. Sin
embargo, la expresion en nitrato fue aproximadamente un 23 % superior respecto

de la de amonio a partir de las 2 horas (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de NARI-lacZ. La expresion fue seguida mediante la actividad [3-
galactosidasa en la cepa silvestre portadora de la fusion NARI-lacZ. Las células se crecieron en
YG suplementado con 5 mM de amonio hasta 10 mg/ml. A continuacion se lavaron y se
resuspendieron en YG suplementado con 5 mM de amonio (@) o 5 mM de nitrato (0). Se
representa el valor medio de la actividad [-galactosidasa * desviacion estandar de 3
experimentos independientes.

Los resultados de expresion de HpNARI obtenidos por RT-PCR y
actividad [-galactosidasa fueron poco consistentes. Aun asi, los niveles de
expresion obtenidos en nitrato no alcanzan los observados por el gen HpYNRI
(Rodriguez et al, 2010). Por otra parte, HpNARI se expresa en amonio a
diferencia del resto de los genes de la via de asimilacion de nitrato (Brito et al.,
1999). La aparente expresion constitutiva de esta proteina podria estar
relacionada con su papel en la excrecion de nitrato y nitrito en esta levadura. Por
ello, para incidir sobre este tema decidimos determinar los niveles de la proteina

Narl-HA en diferentes condiciones.

1.10. Regulacion postraduccional de Narl.

1.10.1. Niveles de Nar1 en diferentes fuentes nitrogenadas.
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Como se ha expuesto anteriormente, la expresion de HpNARI es
ligeramente superior en nitrato respecto de la mostrada en amonio, y en ambos
casos las incubaciones durante intervalos prolongados no modifican
significativamente el nivel de expresion (Figura 36). Sin embargo, Narl podria
estar sometida a algun tipo de regulacion postraduccional, como sucede con el
transportador de alta afinidad de nitrato, Yntl (Navarro et al, 2006). La
presencia de compuestos nitrogenados en estado reducido como la glutamina
provoca una rapida pérdida del transporte de nitrato a través de Yntl ya que
promueve su degradacion vacuolar (Navarro et al., 2006). Sin embargo, en
presencia de nitrato se induce la expresion del gen YNTI (Brito et al., 1999), la
sintesis y la llegada del transportador a la membrana plasmatica (Navarro et al.,
2006). Nuestros resultados indican que HpNARI tiene expresion constitutiva,
independientemente de la fuente nitrogenada presente en el medio. Sin embargo,
en presencia de diferentes fuentes de nitrogeno o en ausencia de ellas, Narl
podria estar regulado postraduccionalmente de forma similar a Yntl. Es decir,
podria degradarse en presencia de amonio o glutamina y ser mas estable en

presencia de nitrato o de nitrito (Navarro et al., 2006).

En el estudio de la regulacion postraduccional de Narl se empleo la
fusion de la ORF de HpNARI con el epitopo HA y determinamos los niveles de
Narl-HA en condiciones de ayuno de nitrogeno, en presencia de fuentes
preferidas como amonio y glutamina, y no preferidas como nitrato y nitrito. Los
resultados muestran que Narl-HA estd presente en ausencia de nitrégeno asi
como en todas las fuentes de nitrégeno analizadas después de 2 horas (Figura
37). Sin embargo, los niveles de Narl-HA difieren segun la fuente de nitrégeno
empleada. En amonio, glutamina y nitrato la cantidad es similar y disminuye en
condiciones de ayuno de nitrégeno siendo alin menores en nitrito. Los resultados
obtenidos en amonio, nitrato y glutamina corroboran que los niveles de Narl son
constitutivos de acuerdo con los resultados de expresion génica. Los bajos
niveles de proteina obtenidos en ayuno de nitrégeno permitirian a la levadura

usar las trazas de nitrito del medio ya que su excrecion seria reducida a través de
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Narl, mientras que los niveles observados en nitrito podrian deberse a un efecto

derivado de la propia adicion del nitrito.

Por otra parte, cabe destacar los cambios observados en la movilidad
electroforética de Narl-HA. El retraso electroforético en nitrato de Narl-HA es
ligeramente menor a los obtenidos en amonio y glutamina. Estos cambios
podrian deberse a modificaciones postraduccionales como la fosforilacion

(Chang y Slayman, 1991; De Craene et al., 2001; Randez-Gil et al., 1997).

N NH,” NO, NO, Gln

. . . . ' Narl-HA

W — e Pmal

Figura 37. Inmunoblot de Narl-HA en distintas fuentes de nitrégeno. Las células se
crecieron en amonio y después de ser lavadas se incubaron durante 2 horas en YG sin fuente de
nitrégeno (-N), 5 mM de amonio (NH,"), 5 mM de nitrato (NO5"), 1 mM de nitrito (NO,) y 5
mM de glutamina (Gln).

1. 10. 2. Nar1 esta fosforilada independientemente de la calidad
de la fuente nitrogenada.

El andlisis de los sitios potenciales de fosforilaciéon en Narl con las
herramientas informaticas NetPhosYeast 1.0 Server, NetPhos 2.0 Server (Figura
38) y NetPhosK 1.0 Server predicen la fosforilacion de numerosos residuos
localizados principalmente en su extremo carboxilo terminal citosélico (Tabla 6).
Entre ellos destacan los residuos Ser-298, Ser-327, Ser-462 y Ser-468 como
aminoacidos con alta probabilidad de ser fosforilados. Algunos de los residuos
fosfoaceptores del extremo C-terminal son posibles sitios de fosforilacion de la

proteina quinasa A, C y la caseina quinasa II (Tabla 6).
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NetPhosYeast (Fosforilacidn) NetPhos (Fosforilacidn)
Posicidn Secuencia Prob. Posicidn |Secuencia| Prob.
298 VRAPSHSAV 0.91 5 MADDTYYLT 0.69
300 APSHSAVTS 0.69 6 ADDTYYLTV 0.51
304 SAVTSLNST 0.63 7 DDTYYLTVH 0.90
322 AYAPSTTER 0.60 9 TYYLTVHEA 0.53
327 TTERSPSGV 0.93 109 RGAVSVVDL 0.99
329 ERSPSGVEP 0.77 298 VRAPSHSAV 0.91
346 ERERSIAQA 0.87 300 APSHSAVTS 0.59
351 TAQATEDGA 0.55 323 YAPSTTERS 0.63
360 GLRLSLTRG 0.55 324 APSTTERSP 0.90
365 LTRGSWRRR 0.58 327 TTERSPSGV 0.95
371 RRRATQADA 0.74 329 ERSPSGVEP 0.99
379 AEAQSDTGS 0.806 346 ERERSTIAQA 0.57
381 AQSDTGSRS 0.54 351 TAQATEDGA 0.76
383 SDTGSRSQE 0.76 360 GLRLSLTRG 0.97
385 TGSRSQETT 0.61 365 LTRGSWRRR 0.99
398 VRHLSSARS 0.83 371 RRRATQADA 0.98
402 SSARSRDDM 0.83 278 HLPDYEERD 0.79
414 RKRLSAAGI 0.806 379 AEAQSDTGS 0.93
424 SKIASHSND 0.67 385 TGSRSQETT 0.99
426 TASHSNDIA 0.67 388 RSQETTKDR 0.97
436 THEGSIDVS 0.54 389 SQETTKDRI 0.58
440 SIDVSYPGP 0.54 398 VRHLSSARS 0.98
454 RRLPTESVD 0.62 399 RHLSSARSR 0.55
456 LPTESVDPA 0.82 402 SSARSRDDM 0.99
462 DPADSPEDS 0.97 414 RKRLSAAGT 0.97
466 SPEDSSSTD 0.65 419 AAGITSKIA 0.57
467 PEDSSSTDE 0.75 424 SKIASHSND 0.97
468 EDSSSTDEK 0.90 440 SIDVSYPGP 0.52
469 DSSSTDEKR 0.76 454 RRLPTESVD 0.74
456 LPTESVDPA 0.86
NetPhosK 462 DPADSPEDS  0.99
Posicidn Tipo de Prob. 466 SPEDSSSTD 0.93
sefial 467 PEDSSSTDE  0.99
303 PKC 0.74 468 EDSSSTDEK  0.99
323 PKC 0.81
365 PKC 0.79
388 PKC 0.72
399 PKC 0.70
414 PKA 0.76
420 PKC 0.68
468 CKII 0.67

Tabla 6. Principales residuos fosfoaceptores de Narl y posibles quinasas implicadas.
NetPhosYeast 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosYeast/) identifica los sitios
especificos de fosforilacion en levaduras. Esta herramienta esta construida a partir de una base
de datos de proteinas de levaduras donde se han identificado experimentalmente los residuos de
serina y treonina que se fosforilan aportando mayor sensibilidad que los predictores de sitios de
fosforilacion de proteinas de mamiferos. NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)
identifica sitios genéricos de fosforilacion teniendo en cuenta las correlaciones entre los
residuos que rodean al posible residuo fosfoaceptor. Esta herramienta esta construida a partir de
una base de datos de proteinas donde se han identificado experimentalmente los sitios de
fosforilacion (Phosphobase, http://phospho.elm.cu.org/). Para cada residuo fosfoaceptor (S, T,
Y) el programa compara la secuencia circundante con un logo que incluye 12 residuos hacia los
extremos amino y carboxilo donde se resaltan los residuos que son encontrados mas
frecuentemente en las secuencias de la base de datos. Este logo no constituye un determinante
especifico para un uUnica quinasa, sino que recoge todas las caracteristicas de los sitios de
fosforilacion verificados experimentalmente. Los sitios especificos de las quinasas de eucariotas
es identificado por NetPhosK (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) en base a conjuntos
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de sitios de fosforilacion de S, T e Y validados experimentalmente. PKA, proteina quinasa
dependiente de AMP ciclico; PKC, proteina quinasa C; CKII, caseina quinasa II.

HetPhosYeast 1.8a: predicted phosphorylation sites in Marl
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Figura 38. Distribucion y probabilidad de putativos sitios de fosforilacion de Narl segin
NetPhosYeast 1.0 Server. Las barras verticales corresponden a los posibles residuos
fosfoaceptores de Narl (S en azul y T en verde). La altura de la barra indica la puntuaciéon que
calcula el programa para cada residuo. En rojo se representa la region del extremo C-terminal.

Si la proteina esta fosforilada, el grado de asociacion de las moléculas de
SDS con la proteina varia obteniéndose un retraso en la movilidad
electroforética. Podemos determinar si un cambio de movilidad es debido a
fosforilacion tratando el extracto proteico con A-proteina fosfatasa. Tras este
tratamiento aumentaria la movilidad electroforética como consecuencia de la
desfosforilacion de la proteina. En el inmunoblot de los extractos proteicos
tratados con fosfatasa observamos que Narl-HA tiene mayor movilidad

electroforética respecto de los extractos no tratados (Figura 39).

Por tanto, Narl estd fosforilada al igual que Yntl y otras permeasas
(Navarro et al., 2008; Chang y Slayman, 1991; De Craene et al., 2001) aunque
desconocemos si el estado fosforilado est4 asociado con la estabilidad y/o con el

estado de activacion de Narl.
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Figura 39. El comportamiento electroforético de Narl se debe a fosforilacion. Se
prepararon extractos de células incubadas sin nitrégeno (-N), 5 mM de amonio (NH;"), 5 mM de
nitrato (NOs’), 1 mM de nitrito (NO,) y 5 mM de glutamina (GIn) durante 2 h y se trataron con
A-proteina fosfatasa (indicado como A-PPasa +). Los extractos tratados con A-proteina fosfatasa
se prepararon sin los inhibidores de fosfatasas y kinasas usados rutinariamente (15 mM de
EDTA, 15 mM de EGTA, 10 mM de NaNjs, 10 mM de KF, 10 mM de Na,P,05).

1. 10. 3. Comportamiento de la proteina Narl en diferentes
fuentes de carbono.

En C. reinhartii la familia de genes Narl tienen expresion diferencial en
funcion del estado de la fuente de carbono y nitrégeno disponible (Mariscal et
al., 2006). En S. cerevisiae la ausencia de carbono o de nitrégeno promueve la
degradacion de Tat2 y Furd, permeasas de triptéfano y de uracilo
respectivamente (Beck et al., 1999; Volland et al., 1994). En H. polymorpha las
fuentes de nitrogeno regulan postraduccionalmente al transportador de nitrato de
alta afinidad (Navarro ef al., 2006; Martin et al., 2011). Ademas, en esta levadura
la disponibilidad y el tipo de fuente de carbono afectan tanto a la presencia como
a la estabilidad de Yntl. Asi, en ausencia de carbono los niveles del transportador
descienden rapidamente mientras que en glucosa se estabiliza. En otras fuentes
como etanol/glicerol Yntl es estable y en sacarosa los niveles de Yntl
descienden aunque transcurrido cierto periodo es nuevamente detectado (Martin
et al., 2011). Este comportamiento de Yntl podria responder a la adaptacion de

la maquinaria enzimatica celular frente a estados nutricionales adversos.
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Los antecedentes expuestos derivan en la cuestion de si Narl de H.
polymorpha esta regulada a nivel postraduccional por las fuentes de carbono. Por
ello, se incubo la cepa silvestre portadora de la fusiéon Narl-HA en ausencia y
presencia de diversas fuentes de carbono. Los resultados obtenidos a partir de los
ensayos de inmunoblot muestran que Narl est4 presente en todas las condiciones
ensayadas. Sin embargo, aunque modestos, se observan cambios en los niveles
de Narl después de 4 h de incubacidén en metanol, asi como en la movilidad
electroforética de la proteina en este medio y, en menor medida, en ayuno de
glucosa (Figura 40). En resumen, las fuentes de carbono usadas no parecen
ejercer regulacion postraduccional sobre Narl, aunque el metanol aportd los

niveles mas bajos de proteina fosforilada asi como de proteina total.
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Figura 40. Nar1-HA esta presente en distintas fuentes de carbono. Las células se crecieron
en amonio y después de ser lavadas se incubaron en medio minimo sin fuente de carbono (Y),
0,5 % de glucosa (YGO.5), 2 % de glucosa (YG 2), 2 % de fructosa (YF), 2 % de galactosa
(YGal), 2 % de metanol (YM), 1 % de etanol/glicerol (YEG) y 2 % de sacarosa (YSac). Se
recogieron fracciones a las 2 y 4 h de incubacion.

1. 11. Nar1 se localiza fundamentalmente en la superficie celular.

El andlisis bioinformatico de Narl y los ensayos funcionales realizados

indican que se trata de una proteina integral de la membrana plasmatica. Para
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determinar la localizacion celular de Narl se usé la fusion Narl-GFP. La
proteina verde fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria se ha usado
como marcador de la expresion génica y en el estudio de la localizacion celular

de proteinas (Chalfie et al., 1994; Prasher et al., 1992).

La fusion de Narl-GFP permitié detectar la proteina en la membrana
plasmatica, aunque la intensidad de la sefial obtenida result6 ser débil. Narl e
Yntl estan en la membrana plasmatica en presencia de nitrato (Figura 41) y
como puede observarse la sefial de Narl-GFP obtenida es inferior a la obtenida
con Yntl-GFP. Como se ha mostrado la induccién de HpNARI en nitrato no se

modifica sustancialmente con el tiempo, a diferencia de HpYNT].

GFP CC

Yntl

Nitrato

Narl

Figura 41. Nar1-GFP estd fundamentalmente en la membrana plasmatica. Yntl-GFP y
Narl-GFP se crecieron en medio YGNH hasta la fase exponencial. Se lavaron y se
resuspendieron en medio YG al que se adicioné 5 mM de nitrato incubandolas durante 60 min.
Ambas proteinas aparecen localizadas en la membrana plasmatica. CC = campo claro.

A pesar de la débil seial de fluorescencia de Narl-GFP, la proteina esta
presente y localizada en la membrana plasmatica no s6lo en nitrato sino también
en presencia de amonio (Figura 42). En nitrito la sefial es ain menor que la
observada en los anteriores medios (datos no mostrados). La menor cantidad de
Narl en nitrito obtenida en los ensayos de inmunoblot podria deberse a un
proceso de degradacion de la proteina. Sin embargo, Narl-GFP se localiza en la
membrana plasmadtica y no se detectd su acumulacién en la vacuola en este

medio.
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Nar1-GFP FM4-64 superposicion CC

Figura 42. Narl se localiza en la membrana plasmatica independientemente de la fuente
de nitréogeno. Narl-GFP se creci6 en amonio hasta la fase exponencial. Se lavaron y se
resuspendieron en medio YG al que se adicion6 5 mM de amonio o de nitrato incubandolas
durante 60 min. Antes de transferir las células a las distintas fuentes de nitrégeno se realizo la
tincion de las vacuolas con el colorante FM4-64. CC = campo claro.

o) amonio

nitrato

1. 12. Efecto de Narl y Ssu2 sobre la regulacion del transportador de
nitrato de alta afinidad, Yntl.

Como se ha expuesto anteriormente Ssu2 y Narl estan implicados en la
excrecion de nitrato y, en el caso de Narl, ademds en la salida de nitrito. La
incapacidad de excretar nitrato y nitrito de las células afecta tanto al crecimiento
(Figura 27) como a la viabilidad celular (Figura 32 y 33). Ademas, estudios
previos realizados en nuestro grupo han descrito que los niveles de Yntl
disminuyen en presencia de nitrito (Navarro et al., 2008), lo que nos llevo a
cuestionarnos como responde la proteina Yntl en las cepas afectadas en HpSSU2
y HpNARI, es decir, en aquellas cepas con alteraciones en la excrecion del
nitrato y nitrito intracelular. Nuestro grupo ha estudiado los niveles de Yntl tras
la incubacion de Assu2 y nSSU2 en 1 mM de nitrato durante intervalos cortos de
tiempo. Los resultados mostraron un incremento de los niveles de Yntl en Assu2,
mientras que nSSU2 presentd niveles inferiores respecto de los obtenidos en la
cepa silvestre (Cabrera, tesis doctoral, 2011). Estos resultados estdn en
concordancia con lo esperado, ya que en Assu2 la acumulacién de nitrato
intracelular aumenta la induccion de los genes de la via de asimilacion, a
diferencia de lo que ocurre en nSSU2 donde la induccion por nitrato es menor.

Por otra parte, los niveles de Yntl obtenidos en Anarl son similares a los de la
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cepa silvestre, y ligeramente inferior en nNAR/ (Figura 43). En estas condiciones
la mayor acumulacién de nitrito en Anar/ no reproduce los niveles de Yntl
observados en Assu2, sin embargo, la cepa nNAR!I se comporta de forma similar
a nScSSUI (con varias copias de SSUI de S. cerevisiae), en cuanto a la elevada
tasa de excrecion de nitrito, donde los niveles de Yntl en ambas cepas son
inferiores en relacion con los obtenidos en la cepa silvestre (Cabrera, tesis
doctoral, 2011). La sobreexpresion de HpNAR1 conlleva una mayor excrecion de

nitrito al medio de cultivo, lo que podria afectar a los niveles de Yntl detectados.

Wi -4 .' Yntl

S e e e Pmal

' Yntl
Anarl 4

S e e s Pmal

— Yntl
nNARI - ' !

S s e s Pmal
0 30 60 75 Tiempo (min)

Figura 43. Inmunoblot de Yntl. Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se
lavaron y se incubaron en YG al que se adiciond 1 mM de nitrato, retirando las muestras a los
tiempos indicados.

Dado que Assu2 acumula nitrato (Figura 28) (elevada tasa de excrecion
de nitrito -Figura 32 C-), y Anarl acumula mas nitrito (baja excrecidon) respecto
de la cepa silvestre, empleamos las cepas AynilAnarl e AynilAssu2, incapaces
de sintetizar amonio, con el fin de determinar cudl es el origen del nitrito que
regula la cantidad de Yntl en la membrana plasmatica. En 5 mM de nitrato los
niveles de Yntl en AynilAnarl (con alto contenido de nitrito citoplasmatico -
Figura 44 A-) son mayores que los obtenidos en Aynil (bajo contenido de nitrito
intracelular -Figura 44 A-), donde los niveles del transportador disminuyen con
el tiempo (Figura 44 C). Por otra parte, la cepa AynilAssu2 (con un contenido de

nitrito similar al de Aynil -Figura 44 A- y mayor excrecion de nitrito -Figura 44
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B-), presenta bajos niveles de Yntl en relacion con los obtenidos en Aynil

(Figura 44 C).
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Figura 44. El nitrito extracelular disminuye los niveles de Yntl. A. Acumulacién de nitrito.
Las células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se mantuvieron en
ayuno de nitrégeno durante 120 min. A continuacién se adicion6 1 mM de nitrito al medio de
cultivo y a los tiempos indicados se determiné el nitrito intracelular. B. Excrecion de nitrito.
Las células crecidas como en el apartado A y una vez lavadas se resuspendieron en YG al que se
adicion6 2 mM de nitrato. Las células analizadas son Aynil (e), AynilAssu2 (o) e AynillAnarl
(V). En ambos apartados se muestra un experimento representativo de al menos 3 experimentos
independientes. C. Inmunoblot de Yntl. Las células crecidas como en el apartado A y una vez
lavadas se resuspendieron en YG al que se adicion6 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados
se tomaron muestras de cada cultivo para analizar la cantidad de transportador presente en cada
cepa.
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La induccidén de los genes de la via de la asimilacion de nitrato precisa de
la entrada del nitrato al interior de la célula. Por tanto, los niveles de Yntl
dependen del nitrato intracelular. Sin embargo, Yntl no parece estar afectado por
el nitrito intracelular ya que es en AynilAnarl donde se observan los mayores
niveles del transportador siendo esta cepa la que acumula mas nitrito. En
AynilAssu? la acumulacion de nitrito es baja pero su tasa de excrecion es casi el
doble de la que presenta AynilAnarl. Asi, el nitrito y, mas concretamente, el
nitrito extracelular parece ser el responsable de disminuir los niveles de Yntl
incluso en presencia de nitrato. Para determinar si es el nitrito extracelular el
responsable de los bajos niveles de Yntl incubamos las células Aynil en 5 mM
de nitrato durante una hora, previamente a la adicion de 1 mM de nitrito. Como
hemos visto Aynil practicamente no varia el contenido de nitrito intracelular. Los
niveles de Yntl detectados en presencia de nitrato van en aumento con el tiempo,
pero disminuyen al adicionar el nitrito al medio (Figura 45). Por tanto, la
cantidad de Yntl es menor cuando aumenta la concentraciéon de nitrito en el
medio de cultivo, independientemente de la cantidad de nitrato y/o nitrito

intracelular.
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Figura 45. La cantidad de Yntl esta regulada por la concentracion de nitrito del medio de
cultivo. Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se
resuspendieron en YG al que se adicion6 5 mM de nitrato. Transcurrida una hora de induccién
se adiciond 1 mM de nitrito a uno de los cultivos. A los tiempos indicados se retiraron muestras
para analizar la presencia de Yntl en la membrana plasmatica.
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Discusion

El proceso de excrecion de nitrato y nitrito evita la acumulacion toxica
del nitrito en H. polymorpha. Narl excreta nitrato y nitrito aunque parece tener

mads afinidad por nitrito.

HpNARI es el tnico gen obtenido al comparar la secuencia aminoacidica
de los transportadores de nitrato y nitrito de alta afinidad de varios organismos
con la secuencia de proteinas de H. polymorpha. Narl comparte similitud de
secuencia con las proteinas de la familia de transportadores de formiato y nitrito
(FNT), abundantes en los genomas de procariotas y escasa en eucariotas
(levaduras, hongos, protozoos y algas) (Mariscal et al., 2006). Los resultados
obtenidos a través de las herramientas bioinformaticas y de southern blot indican
que no existen mas genes de esta familia en H. polymorpha. La proteina Narl de
H. polymorpha, con 476 aminoacidos y seis putativos dominios trasmembrana,
junto con NARI1.3 de C. reinhardtii, de 561 aminoacidos (Mariscal et al., 2006)
y Yhl008c de S. cerevisiae, de 627 aminoacidos, son las proteinas de mayor

tamano de la familia FNT identificadas hasta el momento en eucariotas.

Narl-GFP de H. polymorpha esta localizada en la membrana plasmatica,
independientemente de la fuente nitrogenada en la que se incuban las células
(amonio, nitrato o nitrito), aunque la intensidad de la sefal de fluorescencia es
débil en nitrito. Otros transportadores FNT también se localizan en la membrana
plasmatica o en la membrana del cloroplasto. NitA, el transportador de nitrito de
alta afinidad implicado en la excrecion del nitrito intracelular en A. nidulans, esta
localizado en la membrana plasmatica (Wang et al., 2008), mientras que en C.
reinhardtii los transportadores NARI1.1, NAR1.2 y NARI.5 se localizan en la
membrana del cloroplasto (Mariscal et al., 2006). El comportamiento de Narl-
GFP es diferente al transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad, Yntl. Nar1-
GFP estd en la membrana plasmatica después de incubaciones prolongadas en

nitrato mientras que Yntl-GFP se ubica principalmente en la vacuola ya que la

97



Discusion. Caracterizacion de Narl

sintesis de amonio y/o glutamina desencadenan el proceso de degradacion
vacuolar (Navarro et al., 2006). Por otra parte, Narl-GFP esta en la membrana
plasmatica tanto en amonio como en nitrato mientras que Yntl-GFP sélo estd
presente en nitrato y no se observa en amonio o glutamina (Navarro et al., 2006).
Ademas, la presencia de Narl-HA en diferentes fuentes de nitrogeno también
indica que su regulacion a nivel postraduccional difiere de la de Yntl: 1) Narl-
HA esta presente y en estado fosforilado independientemente de la fuente
nitrogenada o de carbono presente en el medio, mientras que Yntl estd
fosforilado en nitrato o en ausencia de nitrogeno (Navarro et al., 2006; Martin et
al., 2011); 11) Los niveles de Narl-HA son superiores en amonio, glutamina y
nitrato en relacidon con los obtenidos en nitrito y en ayuno de nitrégeno, mientras
que Yntl se ubicuitina y se degrada en la vacuola cuando se adicionan fuentes de
nitrogeno reducidas (amonio o glutamina) o en ausencia de glucosa (Navarro et
al., 2006; Martin et al., 2011). Los bajos niveles de Narl-HA detectados en
ayuno de nitrégeno podrian favorecer la asimilacion de las trazas de nitrato y
nitrito del medio. Sin embargo, el hecho de obtener bajos niveles de Narl-HA en
nitrito es llamativo ya que éste es su sustrato. No obstante, éste comportamiento
no es exclusivo de Narl ya que los niveles del transportador de alta afinidad de
nitrito, también disminuyen cuando se adiciona nitrito al medio de cultivo
(Navarro et al., 2008). El hecho de que los niveles de Narl-HA y de Yntl
desciendan en nitrito podria deberse a un efecto derivado de la propia exposicion
de las células al nitrito. Esto explicaria que la sefial de Narl-GFP sea débil en
nitrito y que la actividad -galactosidasa de NARI-lacZ en nitrito esté disminuida

in vivo.

Los resultados de RT-PCR y -galactosidasa muestran que la expresion de
HpNARI es ligeramente superior en nitrato respecto de amonio. A diferencia del
resto de los genes de la via de asimilacion de nitrato, HpNARI se expresa en
presencia de amonio, lo que indica que su expresion es constitutiva. De hecho el
promotor de HpNARI carece de los dominios de union de los factores

transcripcionales tipo GATA, implicados en la desrepresion catabolica por
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nitrogeno. Otros genes implicados en la excrecidon de nitrito o en su transporte
hacia los cloroplastos presentan mecanismos de regulacion génica independientes
de la presencia o la calidad de la fuente nitrogenada. Uno de ellos es el gen nark2
de Mycobacterium bovis, que codifica una proteina putativa de salida de nitrito
de la superfamilia mayor de facilitadores (MFS), cuya expresion esta regulada
por la presencia o ausencia de oxigeno. El gen nark2 se expresa en anaerobiosis,
sin embargo, su expresion no se altera por la adicion de nitrato al medio de
cultivo en condiciones de hipoxia (Hutter y Dick et al., 2000). Otro ejemplo es la
expresion de CsNitrl-L de C. sativus, un transportador de alta afinidad de nitrito
del cloroplasto. Este gen se expresa en ausencia de nitrégeno y aumenta al
adicionar nitrato, pero la adicion de amonio al medio ni induce ni reprime la

expresion inducida en nitrato (Sugiura et al., 2007).

Se ha propuesto que las proteinas FNT funcionan como transportadoras
de aniones derivados del nitrogeno y del carbono. Narl no parece transportar
nitrito hacia interior de la célula, ya que AyntIAnarl crece y transporta nitrito
con la misma tasa que Aynt/ (ver tabla 5 y Figura 17). Sin embargo, a pesar de
que Narl no transporta el nitrito desde el medio extracelular, Anarl consume
menos nitrato y nitrito que la cepa silvestre (Figura 15). El menor consumo de
nitrato en el mutante podria deberse a la propia acumulacion de nitrito
intracelular: El nitrito acumulado en Anarl induce a HpSSU2 favoreciendo la
excrecion de nitrato al medio extracelular (Cabrera, tesis doctoral, 2011), de tal
forma que el consumo de nitrato es bajo. Por otra parte, nNARI/ no acumula
nitrito y en consecuencia la excrecién de nitrato a través de Ssu2 es baja,
obteniendo mayor consumo de nitrato. A su vez Anarl tiene baja tasa de
consumo de nitrito lo que podria deberse a la progresiva acumulacion de nitrito
en esta cepa. La cepa portadora de varias copias de HpNARI consume menos
nitrito que la cepa silvestre, ya que el nitrito transportado al interior es
mayoritariamente excretado en la cepa nNARI. Desconocemos si Narl estd
implicado en el transporte de compuestos carbonados como sucede con NAR1.2

de C. reinhardtii, implicada en el transporte de nitrito y bicarbonato (Mariscal et
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al., 2006). La proteina Yhl008c de S. cerevisiae se propuso como un H' simporte
de acetato debido a su homologia con los transportadores de formiato-nitrito de
bacterias (Paulsen et al., 1998), aunque posteriormente se descartd su funcion
como transportador de monocarboxilatos (Makuc et al., 2001). Los tultimos
estudios muestran que la delecion del gen YHL0O0Sc reduce el flujo de CI” a través
del transportador de CI" de alta afinidad, proponiendo que Yhl008c actia como
un sensor de CI” (Jennings y Cui, 2008).

En H. polymorpha la concentracion de nitrato intracelular depende tanto
de la tasa de reduccion a nitrito como de la excrecion a través de Ssu2 y de Narl.
El hecho de que la excrecion de nitrato esté mediada por varias proteinas sugiere
que los niveles de nitrato intracelular no han de superar cierto valor, asegurando
su asimilacion, y evitando la acumulacién intracelular del mismo y en
consecuencia de nitrito. La acumulacion intracelular de nitrato estd ampliamente
descrita en plantas y en algunos microorganismos como Beggiatoa Spp
(Mackown et al., 1981, Breteler y Nissen, 1982, Aslam et al, 1993 y 1996,
Sivasankar et al, 1997, Fraisier et al., 2000, Quaggiotti et al., 2003). Esta
bacteria filamentosa acumula entre 3 a 4 veces mads nitrato en la vacuola respecto
de los niveles que alcanza en el ambiente, empleandolo como aceptor final de
electrones en la respiracion (McHatton et al., 1996). Sin embargo, aunque H.
polymorpha usa el nitrato como fuente de nitrogeno no lo acumula (datos no
mostrados). Sélo se observa cierta acumulacion de nitrato intracelular en Aynrl/
que incrementan notablemente en las cepas AynriQAnarl e AynriQAssu2,
confirmando que tanto Narl como Ssu2 intervienen en la excrecion del nitrato
(Figura 28). El flujo de salida aportado por cada proteina es distinto y varia con
los niveles intracelulares de nitrato. El nitrato acumulado por la cepa AynriAnarl
solo supera al de AynriAssu2 a partir de los 80 min desde su adicion al medio,
obteniendo en AynriAnarl entre 2 a 3 veces mas nitrato intracelular a los 120
min de incubacion (Figura 28, Figura 29). Sin embargo, a intervalos de tiempo
corto la mayor concentracion de nitrato intracelular se detectdo en AynriAssu2

(Figura 30 A). Por tanto, en AynrilAssu? el nitrato se acumula alcanzando
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concentraciones intracelulares lo suficientemente elevadas que son excretadas a
través de Narl, impidiendo el incremento en la concentracion de nitrato
intracelular. Por otra parte, la cepa AynrlAnarl no acumula nitrato a tiempos
cortos por lo que el nitrato abandona la célula a través de Ssu2. Los valores
finales de acumulacidon obtenidos en AynriAnarl indican que la excrecion de
nitrato a través de Ssu2 es insuficiente para evitar su acumulacion. Por tanto,
Narl presenta una tasa de excrecion de nitrato superior a la de Ssu2. La accidon
secuencial de Narl y Ssu2 en Aynrl se puede resumir como sigue: el nitrato
adicionado al medio es transportado al interior donde se acumula. Parte del
nitrato intracelular regresa al medio de cultivo a través de Ssu2. Cuando los
niveles de nitrato intracelular aumentan hasta aproximadamente 60 nmoles de
nitrato/mg de células la excrecion de nitrato a través de Ssu2 es maxima de tal
forma que el nitrato que sigue entrando en la célula también es excretado a través
de Narl. Por tanto, la proteina Narl parece mostrar una baja afinidad por nitrato
y alta capacidad de transporte, mientras que Ssu2 se caracteriza por mostrar baja
capacidad de transporte aunque su afinidad por el nitrato es superior a la de Narl.
La méaxima acumulacién de nitrato en H. polymorpha se obtiene al combinar las
deleciones de HpYNRI, HpNARI y HpSSU2; sin embargo, los niveles de nitrato
intracelular podrian ser mayores si existieran mas sistemas implicados en su
excrecion. La presencia de varios sistemas implicados en la salida de nitrato no
es una caracteristica exclusiva de H. polymorpha. En las raices de Arabidopsis
thaliana se identific6 la primera proteina transportadora de nitrato hacia el medio
externo, denominada NAXTI1. Ademas de NAXTI, el transporte pasivo de
nitrato al exterior estd mediado al menos por una de las otras siete proteinas
NAXT pertenecientes a la familia NRT1/PTR (Segonzac et al., 2007). En raices
de Zea mays el nitrato tiene un movimiento bidireccional hacia el interior de la
célula y al medio. Esta salida sostenida de nitrato también sucede en plantulas de
Triticum sativa, constituyendo la principal causa de disminucion de nitrato en el
tejido (Mackown et al., 1981). En raices de Phaseolus vulgaris el flujo de salida
depende tanto de la asimilacién del nitrato como de su concentracion en el medio

externo (Breteler y Nissen, 1982). Ademas, la adicidn de nitrato a las raices de H.
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vulgare eleva la concentracion de nitrato citoplasmatico incrementando a su vez
la excrecion, siendo éste el componente que mas influye en el transporte neto de
nitrato (Deane-Drummond y Glass, 1983). Por otra parte, la aplicacion del
elicitor cryptogen aislado del hongo Phytophthora criptogea a plantas de tabaco
produce una excrecion rapida del nitrato a través de los canales de aniones, por lo
que se ha relacionado la salida de nitrato con la respuesta de defensa de la planta

(Wendehenne et al., 2002).

La principal funcion de Narl es la de transportar el nitrito hacia el medio
de cultivo tal y como indican los resultados obtenidos a partir del crecimiento y
contenido intracelular de nitrito. Narl, a diferencia de Ssu2, es el Unico sistema
de transporte del nitrito intracelular hacia el medio de cultivo identificado hasta
el momento en H. polymorpha. Sin embargo, la levadura dispone de al menos
otro sistema mas que transporta el nitrito hacia el exterior. Las evidencias que de
las que disponemos son: i) la cepa Anarl presenta una baja tasa de excrecion de
nitrito (Figura 14), i) la cepa AnarlAssu? presenta tasas de excrecion de nitrito
ligeramente superiores a la cepa silvestre al incubar las células en presencia de 1
mM de nitrato (Figura 32 C), iii) el nitrito acumulado en la célula disminuye
rapidamente en la cepa AynilAnarl en presencia de nitrato (Figuras 21 y 25) y
lentamente en nitrito (Figura 22) y iv) la cepa AynilAnarl excreta mas nitrito que
la cepa Aynil en nitrato 5 mM (Figura 23). Por tanto H. polymorpha dispone al
menos de dos sistemas por los que excreta el excedente de nitrito citoplasmatico,

siendo uno de ellos Narl.

La conformacién de las proteinas FNTs ha dado lugar al debate de si
deben ser consideradas como transportadoras o como canales (FNCs). Los
canales median el transporte pasivo de iones a través de la membrana. La
difusion de estos iones depende principalmente del voltaje y de la diferencia de
concentraciones de los iones a través de la membrana. Estos transportadores
pasivos se caracterizan por ser selectivos, es decir, presentan sitios de union

implicados en el reconocimiento del i6n transportado. Sin embargo, muchos

102



Discusion. Caracterizacion de Narl

canales son capaces de transportar un amplio rango de iones siguiendo una
secuencia de selectividad i6nica que ademas varia en funcion de las condiciones
fisiologicas. Asi, algunos canales de K" transportan Na" de forma limitada, lo que
podria repercutir en la tolerancia de las plantas frente a la salinidad (Schachtman
et al., 1991). Otra caracteristica de los canales es su capacidad para mantener los
estados conformacionales “abierto” (es decir, en estado activo) y “cerrado” (o
estado inactivo) en respuesta a la presencia de ligandos o a un cambio en el
voltaje de la membrana (Maathuis et al., 1997). La estructura cuaternaria de
FocA de E. coli, perteneciente a la familia FNT, estd constituida por la
asociacion de protomeros que forman un pentdmero (Wang et al, 2009),
caracteristica que comparte con otros canales como las acuoporinas, permeables
al agua y a otras moléculas organicas pequefias como el glicerol (Stroud et al.,
2003; Carbrey y Agre, 2009). La proteina NitA de 4. nidulans, otra proteina de la
familia FNT, es un tetrdmero (Beckham et al, 2010) caracterizada como un
transportador de nitrito de alta afinidad (K, = 4.1 pM) (Wang et al., 2008). Por
tanto, la pertenencia de una proteina a esta familia indica de que pudieran tratarse
de canales o transportadores de aniones. Narl de H. polymorpha parece
comportarse principalmente como un transportador de nitrito hacia el medio
extracelular, sin embargo, es necesario establecer sus parametros cinéticos. La
expresion de Narl en oocitos de Xenopus permitiria determinar, ademas de estos
pardmetros, otros posibles sustratos como los descritos en otros miembros de la
familia FNT. La purificacion de Narl permitiria analizar si tiene una estructura

cuaternaria similar a otros canales tal y como se ha descrito con FocA de E. coli.

Los estudios de la regulacion postraduccional del transportador de nitrato
de alta afinidad desarrollados en nuestro grupo mostraron bajos niveles de Yntl
al incubar las células en presencia de nitrito (Navarro et al, 2008). En este
aspecto hemos determinado que la disminucion de los niveles de Yntl depende
principalmente de la concentracion de nitrito presente en el medio de cultivo. El
uso de las cepas afectadas tanto en la reduccion del nitrito (Aynil) como en los

sistemas de salida de nitrato (Ssu2, Narl) y de nitrito (Narl) muestra que es el
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nitrito extracelular, y no el acumulado, el que regula los niveles de Yntl.
Ademas, hemos observado que el nitrito disminuye los niveles de Yntl atn en
presencia de nitrato en las condiciones ensayadas (Figura 45). Como hemos
mencionado anteriormente, los niveles de Narl-HA también disminuyen al
incubar las células en nitrito. Aunque no podemos afirmar que Yntl esté
regulado postraduccionalmente por nitrito, la adicion de nitrito al medio de
cultivo es responsable los menores niveles de Yntl y de Narl-HA lo que podria

deberse a un efecto general de la adicion de nitrito.

El nitrito es un compuesto toxico que afecta al metabolismo celular,
aunque se considera que la toxicidad de las soluciones que contienen nitrito son
debidas al HNO, (pK, 3.37), al NO" y al ONOO'". Las soluciones cuyo pH esta en
el rango de 4 a 6 provocan practicamente la misma reduccidon en el crecimiento
de las plantas que la producida por la adicion de nitrito (Lee, 1979). Esta
restriccion en el crecimiento también se produce en la cepa silvestre de H.
polymorpha, incapaz de crecer en presencia de nitrito cuando el pH del medio
liquido es inferior a 4.5 (datos no mostrados). El pH del medio de cultivo de
levaduras alcanza valores de pH tan bajos como 3.5 cuando el medio alcanza la
fase de crecimiento estacionario (Salhany et al., 1975). Las células de levadura
son capaces de mantener el pH intracelular entre 6 y 7.5 gracias a la activacion de
la H-ATPasa de la membrana plasmatica (Eraso y Gancedo, 1987; Serrano,
1993). La adicion de nitrito a los medios de cultivo de S. cerevisiae produce un
descenso rapido en el contenido de ATP, como consecuencia de la inhibicion de
la sintesis de ATP ligada a la degradacion glicolitica de la glucosa (Hinze y
Holzer, 1986). En otras levaduras como Debaryomyces hanseii y Candida
zeylanoides la adicion de nitrito al medio de cultivo acidificado (pH 4.5) provoca
una fuerte inhibicion del crecimiento y la acidificacion intracelular (Mortensen et
al., 2008). Por tanto, los organismos capaces de crecer en presencia de nitrito
deben regular su transporte y reduccion a amonio, asi como disponer de los
mecanismos que le permitan descartar el nitrito no reducido. De hecho si Narl no

es funcional las células no crecen en nitrito (Figura 27 B). Este comportamiento
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es debido al afecto toxico del nitrito acumulado en Anarl, indicando a su vez que
Narl es el principal transportador implicado en la excreciéon de nitrito en H.
polymorpha. En E. coli se han descrito tres proteinas integrales de la membrana
plasmatica, NarK, NarU y el transportador NirC de la familia FNT, implicadas en
la excrecion del nitrito. La mayor parte del nitrito producido por la reduccion del
nitrato es expulsado a través de NarK, durante la respiraciéon anaerobica del
nitrato (DeMoos y Hsu, 1991; Rowe et al., 2009) y de NarU en la fase de
crecimiento estacionario (Clegg et al., 2002), ingresando en la célula a través de
NirC, el transportador especifico de nitrito, implicado también en su excrecion
(Jia et al., 2009). En A. nidulans el transportador FNT especifico de nitrito NitA
disminuye la concentracion del nitrito citoplasmatico cuando las condiciones de
entrada y reduccién de nitrato exceden la capacidad de asimilacion por el hongo
(Wang et al., 2008). En C. reinhardtii los transportadores NAR1.1 y NAR1.2 de
la familia FNT estdn implicados, respectivamente, en el transporte de nitrito y de
nitrito-bicarbonato al interior del cloroplasto (Fernandez y Galvan, 2007). Por
tanto, algunas proteinas de esta familia transportan el nitrito hacia el medio
extracelular impidiendo su acumulacion intracelular, o hacia el cloroplasto donde
es reducido a amonio. En H. polymorpha la excreciéon de nitrito resulta
imprescindible para el crecimiento y para la viabilidad celular. La incubacion de
Anarl y nNARI en nitrito afecta notablemente a la viabilidad celular de ambas
cepas (Figura 33). El efecto toxico del nitrito en Anarl se debe principalmente a
la acumulacion intracelular del mismo, mientras que la baja viabilidad de nNAR!
(Figura 33) puede ser consecuencia del gasto energético que le supone a esta
cepa mantener la elevada tasa de excrecion de nitrito (Figura 14). En nitrato la
viabilidad de nNAR! es atn menor (Figura 32 A) que en nitrito lo que podria
deberse al gasto extra del NAD(P)H necesario en la reduccion del nitrato a
nitrito. Por tanto, la homeostasis del nitrito depende de la excrecion mediada por

Narl preservando a la célula de su efecto toxico (Figura 46).

En resumen, el transporte de nitrato en H. polymorpha lleva asociado el

proceso de excrecion de nitrato, a través de Ssu2 y de Narl, y del nitrito no
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asimilado, a través de Narl. La excrecion de nitrato y nitrito a través de Narl
evitan la acumulacion toxica del nitrito resultando esencial para el crecimiento de

la levadura en condiciones de disponibilidad de nitrato y/o nitrito.

NO, NO,
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Figura 46. Esquema de los sistemas de transporte de nitrato y nitrito en H. polymorpha. El
nitrato es transportado por Yntl y por un sistema de transporte de nitrato de baja afinidad (A).
Una vez en el interior la nitrato reductasa (NR) lo reduce a nitrito. El nitrito es transportado por
varios transportadores. Uno de ellos es Yntl, el otro es el sistema de alta afinidad inducido por
nitrato (B) y un tercer sistema de actividad constitutiva que muestra mayor transporte al ser
inducido en nitrito (C). La nitrito reductasa (NiR) reduce el nitrito a amonio aunque el
excedente de nitrito no asimiliado se excreta mayoritariamente a través de Narl y al menos de
un sistema atn no caracterizado (D). El nitrato intracelular es excretado en primer lugar a través
de Ssu2 y una vez que este sistema se satura la excrecion de nitrato tiene lugar a través de Narl,
aunque su afinidad parece ser mayor por nitrito.
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2. Chl1 participa en la excrecion de aminoacidos en H. polymorpha.

El nitrato entra en las células de H. polymorpha a través de Yntl y al
menos de otro sistema de baja afinidad cuya identificacion ha sido uno de los
objetivos de este trabajo. En este capitulo describimos el papel de una permeasa,
con similitud a los transportadores de nitrato de baja afinidad de diversos
organismos. Nuestros resultados sugieren que Chll no estd implicada en el
transporte de nitrato sino en la excrecion de aminoacidos. Al igual que la
excrecion de nitrito, la excrecion de aminodcidos constituye un mecanismo de
detoxificacion celular del amonio, otro de los intermediarios toxicos obtenidos en

la reduccion del nitrato.

2.1. El gen HpCHLI codifica una proteina con similitud a los
transportadores de nitrato de baja afinidad de la familia NRT1.

En la buasqueda de posibles genes que codificaran proteinas con
caracteristicas similares a los transportadores de baja afinidad de nitrato se
usaron las secuencias de los transportadores de nitrato de baja afinidad presentes
en algas y plantas (ver Tabla 7). Cuando usamos las proteinas NRT1.2 de Z.
mays, NRT1.1 de T. aestivum y NRT1 de H. vulgare en el BLAST para rastrear
su similitud con las proteinas de la base de datos de H. polymorpha encontramos
una proteina con similitud a los transportadores de oligopéptidos dependientes de
protones, a la que denominamos Chll por pertenecer a la misma familia que el
transportador de nitrato AtNRT1.1 (CHL1) de A. thaliana. La secuencia de Chll
de H. polymorpha presenta una similitud del 48 % con la secuencia del
transportador de di- y tripéptidos de S. cerevisiae, PTR2, perteneciente a la
superfamilia mayor de facilitadores (MFS) y mds concretamente a la familia
NRTI1. Debido a que casi todos los homologos a NRTI identificados en
animales, bacterias y hongos poseen la capacidad de transportar péptidos y no
nitrato, la familia de genes NRT'/ también ha sido denominada como familia PTR

(Peptide Transporter) (Steiner et al., 1995).
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Recientemente se ha secuenciado el genoma de la estirpe NCYC 495
leul.l de H. polymorpha cuya base de datos es de acceso libre por lo que hemos
realizado nuevamente el analisis comparativo de los transportadores de nitrato de
baja afinidad con las contenidas en dicha aplicacion bioinformatica (Grigoriev et
al., 2011). Los resultados de esta nueva busqueda aportaron similitud de
secuencia de las proteinas Nrtl.1 de Oriza sativa y NRT12.3 de C. reinhardtii
con Yntl de H. polymorpha, el transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad
(Pérez et al., 1997; Machin et al, 2004; Navarro et al., 2006; Navarro et al.,
2008; Martin et al., 2011). Sin embargo, no se han hallado nuevas secuencias con

similitud a transportadores de nitrato de baja afinidad a parte de HpChl1.

Gen Especie Familia Sustrato GeneBank
AINRT1.1 A. thaliana NRTI1 (PTR) NO;y AAA32770.1
AtNRTI;2 A. thaliana NRT1 (PTR) NO;y AEE34991.1
AtNRT1.3 A. thaliana NRT1 (PTR) ? QILVEO.1
AtNRT1.4 A. thaliana NRT1 (PTR) NOy Q9SiY 4.1
AtNRT1.5 A. thaliana NRT1 (PTR) NO7 AEE31488.1
AtNRT1.6 A. thaliana NRT1 (PTR) NO;3 QILFX9.2
AINRT1.7 A. thaliana NRT1 (PTR) NO; AEE34993.1

BnNRTI:2 Brassica napus NRT1 (PTR) NO;/His U17987.1
CrNRT2.3 C. reinhardtii NRT2 NO;/NO, EDP02491.1
HvNRT] Hordeum vulgare NRTI1 (PTR) ? BAE93113.1

LeNRT1.1 Lycopersicon esculentum NRTI (PTR) ? X92853.1

LeNRTI.2 L. esculentum NRT1 (PTR) ? X92852.1
NpNRT1.2 N. plumbaginifolia NRTI1 (PTR) NOy CACO00545.1
OsNRT1.1 Oriza sativa NRT1 (PTR) NO7 AB008519.1
PtNrtl-2 Populus trichocarpa NRTI1 (PTR) ? EEE99463.1
TaNRTI.1 Triticum aestivum NRT1 (PTR) ? AAT69243.1
ZmNRT1.2 Zea mays NRT1 (PTR) ? AAY40798.1

Tabla 7. Genes usados en la bisqueda de transportadores de nitrato de baja afinidad en
H. polymorpha. Estos genes codifican transportadores, o putativos transportadores, de nitrato de
baja afinidad en algas y plantas.
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La secuencia 5’-AACATGC-3’ con la que se inicia la traduccidn del gen
HpCHLI se ajusta a la secuencia consenso 5’-(A/G)NNATG(A/G)-3 propuesta
como sefial de inicio de la traduccidon en levaduras (Kozak, 1981). El estudio de
500 pb la regién promotora del gen HpCHLI a través de la base de datos SCPD
(http:://rulai.cshl.edu/SCPD/) mostré varios sitios de union de diferentes factores
transcripcionales (Figura 47) como Gen4, Hsfl y Adrl. La secuencia consenso
TGAXTX a la cual se une el factor transcripcional Gen4 estd presente en cinco
sitios en el promotor localizados en las posiciones -157, -282, -289, -304 y -432.
En la levadura S. cerevisiae, Gend es el principal activador transcripcional que
determina la induccion de un gran nimero de genes implicados en la denominada
Respuesta del Control General de Aminoacidos. Esta respuesta se desencadena
por la carencia de un aminoacido, disparando la traduccion del ARNm de Gen4,
lo que requiere de la accion de la quinasa Gen2, activada por la acumulacion de
ARNt no cargados por el ayuno de aminodcidos. Gen2 fosforila al factor de
iniciacion elF2d, disminuyendo los niveles de elF2a no fosforilado, siendo este
un mecanismo de control traduccional altamente conservado en eucariotas (Arndt
y Fink, 1986). El factor transcripcional Adrl presenta dos sitios de union en las
posiciones -396 y -415 reconociendo en ambos casos la secuencia 5’-TCTCC-3".
En §. cerevisiae, la presencia de etanol en el medio de cultivo aumenta la sintesis
de este factor transcripcional uniéndose al promotor de la alcohol deshidrogenasa
(ADH?2) activando su expresion (Denis y Young, 1983; Thukral et al., 1992). El
factor transcripcional Hsfl regula la transcripcion de genes en respuesta a estrés
(Sorger y Pelham, 1987). La participacion en la respuesta a choque térmico es la
funcion mejor conocida de Hsfl, el cual se une a las repeticiones invertidas 5°-
NGAAN-3’ de los HSE (Heat Shock Elements) (Amin et al., 1988). Este factor
también regula la transcripcion de cientos de genes dianas, incluyendo los genes
implicados en el plegamiento de proteinas, la detoxificacion, la generacion de
energia, el metabolismo de los hidratos de carbono y la organizacion de la pared
celular (Hahn ef al., 2004). Ademas puede inducirse en respuesta a otros agentes
que causan estrés como metales pesados, anoxia y estrés oxidativo (Chatterjee et

al., 2000); Lee et al.,, 2000). En la secuencia del promotor HpCHLI aparece un
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elemento de unién de este factor transcripcional en la posicion -478. El analisis
del promotor con la base de datos RSAT (http://rsat.ulb.ac.be/) mostrd la union
de otros factores transcripcionales, ademas de los anteriormente obtenidos por la
base SCPD, entre los que destacan los factores Gcend4 implicado en el
metabolismo de los aminodcidos (Arndt y Fink, 1986; Hinnebusch y Natarajan,
2002); Gatl, GIn3, Dal80 y Gzf3, relacionados con el metabolismo del nitrogeno
(Coffman et al., 1996; Minehart y Magasanik, 1991; Cunningham y Cooper,
1991; Soussi-Boudekou et al., 1997; Rodriguez et al, 2010); los factores
transcripcionales asociados con la respuesta a diversos tipos de estrés como Hsfl,
Msn4 (Stathopoulos y Cyert, 1997; Hahn ef al., 2004; Estamond y Nelson, 2006;
Martinez-Pastor et al, 1996) y Crzl, factor transcripcional implicado en la
expresion de genes asociados con la respuesta a estrés salino en S. cerevisiae
(Cyert et al., 2003) y H. polymorpha asi como en la transcripcion de los genes
sensibles a represion catabolica por nitrogeno en H. polymorpha (Rodriguez et
al., 2010); Sfpl asociado con el control del tamafio celular (Xu y Norris, 1998;
Jorgensen et al., 2004); Stb4 cuya funcion se ha asociado con la regulacion de la
expresion de transportadores (Ward y Bussemaker, 2008) y Cup9, represor
transcripcional del gen PTR2 de S. cerevisiae (Xia et al., 2008).
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TCGTCCTCGTAGTGGGTTGAGCGGCGGTCGAAGACAATCTTGGTCTCGTT - 451
AGCAGGAGCATCACCCAACTEGEEEEEAGC TTC TGTTAGAACCAGAGCAA

GCCCTTCCGTTCTTCTTTGGACACTCTTTCCAGAATCTCCACAATCTCGC - 401
CGGGAAGGCAAGAAGAAACCTGTGAGAAAGCTCTTAGAGGTGTTAGAGCG

CTCGGAAATCTTTGTTCTGATTGCTCCAGATTTGAACAACCTCAACAGG - 351
AGAGCCTTTAGAAACAAGACTAACGAGGTCTAAACTTGTTGGAGTTGTCC

TAGCTCTCCACTGATGTCACCCGTTCGGGCCTGACCATCCGGACACGGGA - 301
ATCGAGAGGTGACTACAGTGGGCAAGCCCGGACTGGTAGGCCTGTGCCCT

CAGGCGCTIIIIAGEEORGTGGCTCTARAATTTGGGACAGTATCGACTGAC  —- 251
GTCCGCGAGAAATCGGABACCBAGART TTAAACCCTGTCATAGCTGACTG

TTGGATCGTTTTGATTITCTGAATGTTAGTCCGCTTTGTTTGGCGTTCTGA - 201
AACCTAGCAAAACTAAAGACTTACAATCAGGCGAAACARRGEEENE CT

CACTTACGTCTTATTTTCCTGTGCTTGCAIGEBEEEEC TTGTGCATTTC - 151
GTGAATGCAGAATAAAAGGACACGAACGCTAGGCGEEGGAACACGTARAG

GCTGCAACTCGGCCAATCTCGCGGCCCGAATAGCTGCTAATTCTGAGTCG - 101
CGACGTTGAGCCGGTTAGAGCGCCGGGCTTATCGACGATTAAGACTIAGC

TCCATCGTATTCAAACTCGTGTGCAGAGAATTTTTTTTTTTGCGTCGATC - 51
AGGTAGCATAAGTTTGAGCACACGTCTCTTAAAAAAAAAAACGCAGCTAG

GGCGOATTRATETREGAGAG TCTTTCTCCTTCAACGTTCCGCC - 1

CCGCGCTCTCTATTCGTAGAAAGAGGAAGTTGCAAGGCGG

Figura 47. Lugares de union de factores transcripcionales al promotor de HpCHLI. En
rojo se muestran los sitios de union de Gen4 en las posiciones -157/-152; -282/-277; -289/-285;
-304/-299 y -432/-427; en azul los de Adrl en las posiciones -396/-390 y -415/-409; en cursiva
y subrayado el de Hsfl en la posicion -478/-485; en subrayado se representan los sitios de unién
de Gatl en el sitio -33/-26 y -45/-38; en verde el de GIn3 en el sitio -31/-27 y -44/-40; en gris el
de Dal80 en el lugar -32/-26 y -45/-39; el rectangulo negro marca los sitios de unioén de Gzf3 en
el sitio -31/-24 y -44/-37; en los rectangulos fucsias los sitios de Crzl en las posicines -580/-
572; -341/-333; -221/-213; -283/275 y -212/-204; en el rectangulo naranja el de Msn4 en -165/-
161; en amarillo el de Sfpl en el sitio -60/-80; en rectangulo azul los de Stb4 en la posicion -
110/-104; -235/-229 y -449/-443 del promotor y en violeta los lugares de union de Cup9 en las
posiciones -340/-332; -253/-195; -207/-199 y -62/-54.

2.2. Chll de H. polymorpha pertenece a la familia NRT1 (PTR).

Una vez obtenida la secuencia nucleotidica de HpCHLI desde la base de
datos del genoma de H. polymorpha (Rheinbiotech, Alemania) obtuvimos la
secuencia aminoacidica empleando la herramienta disponible en la base de datos
ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/). La proteina Chll de H. polymorpha
esta constituida por 573 aminodacidos y tiene una masa molecular teérica de 63,5

kDa. El anélisis de posibles dominios conservados en Chll se llevd a cabo con la
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herramienta InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/), obteniendo el dominio PTR
presente en las proteinas agrupadas dentro de la familia de transportadores NRT1
(PTR). Ademas de este dominio HpChll también presenta la secuencia FING
(FYxxINxGSL) propia de este grupo de transportadores que suele estar situada
en el cuarto o quinto dominio transmembrana, asi como la secuencia conservada

ExCERFxYYG presente en el primer dominio transmembrana (Figura 48).

HpCHL1 79 ELAERASYYG 88 HpCHL1 251 YYFFINFG 258
Sec. consenso EXCERFXYYG Sec. consenso FYXXINXG 8
* kx| kk*k ck k% %

Figura 48. Representacion de las secuencias conservadas de los transportadores PTR. Los
motivos conservados de la familia PTR estan presente en HpChll y se ajusta practicamente a
dicha secuencia consenso. ([) aminoacidos idénticos; (:) sustitucion conservativa; (.) sustitucion
semiconservativa.

Los miembros de la familia NRT1 (PTR) transportan una gran variedad
de sustratos que contienen nitrogeno tales como aminoacidos, péptidos y nitrato
(Williams y Miller, 2001). La mayor representaciéon de genes que codifican
putativos transportadores de esta familia se han identificado en plantas, siendo
los ejemplos mas representativos los hallados en Arabidopsis con un total de 53
genes y Oryza con 80 genes. Los miembros de esta familia también estan
presentes en bacterias, levaduras y animales aunque en menor numero. La
abundancia de genes NRT1 (PTR) en plantas superiores sugiere que esta familia
podria presentar funciones asociadas al transporte de nitrato o incluso al
transporte de compuestos aun no identificados (Tsay et al., 2007). Sin embargo,
no todos los transportadores NRT1 (PTR) de plantas son transportadores de
nitrato. Asi, la expresion heterdloga de AtPTR2, HvPTR1, AtPTR1 y AtPTR3 en
oocitos de Xenopus o en levaduras ha determinado su funcién como
transportadores de dipéptidos (Rentsch et al., 1995; Chiang et al., 2004; Song et
al., 1996; West et al., 1998; Dietrich et al., 2009; Karim et al., 2007). En el resto
de los organismos los transportadores NRT1 (PTR) caracterizados llevan a cabo
el transporte de di/tripéptidos (Fei et al., 1994; Hanting et al., 1997; Leibach y
Ganapathy, 1996; Adibi, 1997).
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La proteina Chll de H. polymorpha presenta entre el 26 al 38 % de
identidad con las proteinas PTR de diferentes levaduras como C. albicans,
Debaryomyces hansenii, S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe 'y
Cryptococcus neoformans, y un 17 % con el transportador de di/tripépdios DtpT
de Lactococcus lactis (Figura 49 A). Por otra parte, HpChll tiene entre el 9 al 16
% de identidad con las proteinas NRT1 (PTR) de plantas, obteniendo mayores
porcentajes de identidad y similitud con los transportadores de di y tripéptidos.
Los alineamientos locales de Chll con estas proteinas muestran que las
secuencias de mayor similitud de secuencia son las correspondientes al dominio

PTR (Figura 49 B).

A N de
Similitud Identidad Dominio PTR GenBank
residuos
HpChll -- -- 573 159-520 -
CaPTR2 72 % 38 % 623 161-541 U09781.1
DhPTR2 68 % 38 % 649 180-564 CAG84517.2
ScPTR2 63 % 26 % 601 155-514 CAAS82172.1
SpPTR 64 % 27 % 618 158-519 CAB99397.1
CnPTR 66 % 33% 632 173-546 AAW43163.1
LIDtpT 54 % 17 % 463 57-413 AAA20660.1
HpCHL1 MFTKQESLEPFIEVSDDSSLP-—-—-———————————-— KSRVLELS-———=—=———=— SISVVSN 36
CaPTR2 MVSSDFENEKQPDVVQVLTDE---—-——————————— KNISLDDK-——————-— YDYEDPKN 37
DhPTR MTSVKE INEKDPGKDEYSVDERAEHEVAETHLNANHDNASIVSKEEFEDEGIYDFDDSNN 60
CnPTR MTTHANAIQDFEAAPVPSAAIPSS—————=———=—=——=— EDKTSAAGPVTLSYGDKKDSLPDV 48

* :

HpCHL1 TKHAQKVAINELQDLEDLDFEDSSLRKIPGSIPPVAYLICLYELAERASYYJLTGCLNNF 96
CaPTR2 YSTNYVDDYNPKGLRRPTPQESKSLRRVIGNIRYSTFMLCIQEFAERASYYJTTGILTNY 97
DhPTR YSTTFVDDHNPMGLRKPTKQEASSLRRVLGRADWACYMICVAEFAERASYYJCQTLLSNF 120

CnPTR SVGDAGAIDYITEEVEPTDEEFAVLKKVHGKMPWVCIAMCAELSERASYYGITGVVQONF 108
* LR K kookkkkkk : ko
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HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR
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CnPTR
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DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR

HpCHL1
CaPTR2
DhPTR
CnPTR
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IQRPLPPGS--TTGSVLDPTS--DQSAGALGLGLGVASFLTQMLSFLAYITPLYGGYVAD
IQRRIDPDSPHGWGAPPPGSP--DASAGALGKGLQAASALTNLLTFLAYVFPLIGGYLGD

VINPLPEGS--GTGKLMPGS—--—--VNPGALGLGVPTATAITYTLTFVAYLVPLYAGYVAD
IKNPLPEGG—NGAGAVAPGAAGTNQSAGALGRGSVQSSACYNAFVFLANVFPIMGGILAD
* g L kkkx 90 R R S R S

TKYGKFKSVWVGVTIGFFAHMLLVAASLPFVIKIVWLSLLLTVVSIIGIGEFSAGY IKPNL
STIGRWKAIQWGVFFGFVAHLFFIFASIPQATENANAGLGLCVIAIITLSAGSGLMKPNL
SQIGKFRAIWIGVICGFFAHILLVIAAIPAVIEGGNA-IVPTAFGIITLAFGTGEFIKPNL

TRWGRFKTVAIGTAVGAFAHILMVVVTIPQVLRTGNG LGPFLVSFYILSFAAGFIKPCL
Koeoeeee * * hkeooo. . PR 0 S sk o kk Kk

FPLLVDQYAVDGNYIKVLPTGERVIVDRDATLERMSLIYYYFFINFGCFVAIFSSIIERAF
LPLVLDQYPEERDMVKVLPTGESIILDREKSLSRI FYLAINIGAFLQIATSYCERRV
LPLLLDQYPEESDVVKLLPSGEKVIVDRQKSLERMVLYFYWSVNLGALFPIPSVYIEQRI

ATLLCDQSPVKKPVITTTKTGERVILDPQTTVQRYLLJFYWCINVHEGFFAIASSY SARFV
Lk okx H HE A N S HER HE I A

GFWMTYGFTALVYSVLPIMLIYLKPRLHLSEPTGVSIFEEVILLLKELFQSGWEFSRMRHG
GFWLAFFVPMILYIIVPIFLFIVKPKLKI-KPPQGQVMTNVVKILAVLFSGNFIKRLWNG
GFWFAFFIPIIIYLIIPAVFWFVRPRLKK-EKLQSSVMVNTNKILKVSFRGNWIKRIRNN
GFWLAYLLPGIVYMLMPIVLVVCYKRLYKAPPQGSVTLEAMKVLYLIIKKGGFVKMFKGG
Lk S T - 3
—QFWSIQIS—-—=—=———————— AATQKLAPSVT---IEDLNTTVQSCAIFLYFIIFNLNDGS
—~TFWDHARPSHMEARGTIYYNSKKKSAITWSDQWILDIKQTFDSCKIFLYYITFNLADSG
—TFWDYAAPTNMNARGEEYY SAKKKKPITWTDQWVLDVKQIVNISKVFLYFVIFNLCDAG

EEFWQTAKPSYILAKE————GSVDTSKIFWDDLFVDEIRQSIAACGVFALIPIFNLADGG
*k sk *hkkk Kk

—=——IASIQINQAGSMRTSGIPNDMFQSFNPLAILIIIPIQDYLLYPFLRKRRLTFHPVHK
—=—-LGSVETSLIGAMKLDGVPNDLFNNFNPLTIIILIPILEYGLYPLLNKFKIDFKPIWR
GTGATPALTAQSGSLTSDGTPNDIYSSFNPITIIFLIPILDYGIYPLLRRWKIDFRPVLR

———IGSQENDMSTAMTLNNAPNDVISNFNPLTIIVATPIITYGLYPFFDKIGHPIKPMTR
. kkk:  Kkkk:ok: . kk Kk kk:.: - sk

ITLGFCISATGTLVGAYLQYLIYIRSECGWEGASECETV---APISAWWCSLMFGLQATG
ICFGFVVCSFSQIAGFVLQKQVYEQSPCGYY-ATNCDSP-—--APITAWKASSLFILAAAG
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ECFATVTAYELAYTMSSPAMKSFVVALFLCSNAISSIVGEIISFWAHDPNLYAIFMSCAL
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B N° de
Similitud Identidad Dominio PTR GenBank
residuos
HpChl1 - - 573 159-520 -
AtNRT1.1 51 % 12 % 590 99-505 AAA32770.1
AtPTR2-1 57 % 15 % 545 114-286/297-479  AAD20094.1
AtPTR2-II 56 % 16 % 568 109-499 AAB60766.1
AtPTR2-B 52 % 14 % 585 113-516 AAB00858.1
AtPTR2-II1 51 % 12 % 583 96-488 AAL36253.1
BnNRT 48 % 13 % 588 98-503 CAC07206.1
GmNRTI-1 50 % 12 % 597 95-504 BAB19756.1
GmNRTI1-2 46 % 12 % 605 103-512 ABO052785.1
GmNRTI1-3 52 % 9% 574 102-502 BAB19758.1
HvPTR1 52 % 16 % 579 98-498 048542
LijNOD65 54 % 13 % 574 95-492 AAB69642.1
NpNRT 50 % 11 % 590 100-508 CACO00544.1
OsNRT1 52 % 13 % 584 113-515 AAF07875.1
TaNRT1.2 54 % 12 % 586 116-516 AAT69243.1
ZmNRTI1.2 49 % 14 % 522 55-446 AAY40798.1
HpCHL1 345 KLAPSVTIEDLNTTVQSCAIFLYFIIFNLNDGSIASIQINQAGSMRTS-- 392
HvPTR1 315 RLCTVTQVEELKSVVRLLPIWASGIVFATVYGOMSTMFVLQGNTLDASMG 364
I T I PR S R PR P A . -
HpCHL1 393 -—--GIPNDMFQSFNPLAILIIIPIQDYLLYPFLRK---RRLTFHPVHKIT 436
HvPTR1 365 PKFKIPSASLSIFDTLSVIAWVPVYDRILVPAVRSVTGRPRGFTQLQRMG 414
SRR L. LA T . ook oLl
HpCHL1 437 LGFCISATGTLVGAYLQYLIYIRSECGWEGASECETVAPISAWWCSLMFG 486
HvPTR1 415 IGLVVSMFAMLAAGVLE-LVRLRT-IAQHGLYGEKDVVPISIFWQVPQYF 462
HE I S T S T - S I P I
HpCHL1 487 LQATGECFATVTAYELAYTMSSPAMKSFVVALFLCSNAISSIVGEII 533
HvPTR1 463 IIGCAEVFTFVGQLEFFYDQAPDAMRSMCSALSLTTVALGNYLSTLL 509
..... ok ok k ko kkok kR ko ko oo
HpCHL1 340 SAATQKLAPSVTIEDLNTTVQSCAIFLYFIIFNLNDGSIASIQINQAGSM 389
ZmNRT1 . 266 TASPWRLCTVSQVEELKTVLRMFPVWVSMVLFFAATAQMSSTFIEQGETM 315
HE I N I S S T S
HpCHL1 390 RTS—----GIPNDMFQSFNPLAILIIIPIQDYLLYPFLRK---RRLTFHPV 432
ZIMNRT1 . 316 DNRVGPFTVPPASLSTFDVISVMVCIPIYDKALVPLARRATGKERGLSQL 365
* oL e I i
HpCHL1 433 HKITLGFCISATGTLVGAYLQYLIYIRSECGWEGASECETVAPISAWWCS 482
ZmMNRT1 . 366 QRLGVGLALSVAGMVYAALLEARRLSLARAAADGR —————— PPMSIMWQA 409
R I U A S HE N Kok ok
HpCHL1 483 LMFGLQATGECFATVTAYELAYTMSSPAMKSFVVAL 518
ZINRT1 . 410 PAFAVLGAGEVFATIGILEFFYDQSPDGMKSLGTAL 445

5608 *ok kkko |k Kk ok,

LkkKk kK
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Figura 49. A. Alineamiento multiple de Chll de H. polymorpha con proteinas de la familia
NRT1 (PTR) de levaduras. Las secuencias de las proteinas se alinearon empleando la
herramienta bioinformatica ClustalW. Los dominios PTR, en color azul, fueron determinados
por la aplicacion InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/). En los rectangulos se representan las
secuencias conservadas. B. Alineamientos locales de Chll con HvPTR1 y ZmNRT1.2 de
plantas. Los alineamientos se realizaron con el programa EMBOSS Matcher
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/). (*) aminoacidos idénticos; (:) sustitucion
conservativa; (.) sustitucion semiconservativa.

El punto isoeléctrico tedrico fue calculado con los programas Compute
pl/Mw tool-ExPASY (http://www.expasy.org/), Gateway to Isoelectric Point
Service de EMBL (http://emblheidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl) y ABIM
(http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/) obteniendo valores de 5.68,
5.6 y 5.54, respectivamente. El analisis de la secuencia peptidica a través del
programa PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/), predice la localizacién de la proteina
principalmente en la membrana plasmatica (73,9 %) y en el reticulo
endoplasmatico (17,4 %). La fusion de la proteina GFP al extremo C-terminal de
Chl1 no ha aportado cepas con la construccion Chll1-GFP funcional. Tampoco ha
sido posible obtener cepas portadoras de la fusion entre Chll y el epitopo HA. El
perfil de hidrofobicidad de la proteina determinado con los programas
OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php) y ExPaSy-TMpred
(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED _form.html) predicen que Chll esta
constituida por 12 dominios transmembrana (Figura 50), caracteristica que
comparte con otras proteinas de la MFS como PTR2 de S. cerevisiae, el
transportador de di/tripéptidos identificado en esta levadura (Homann et al.,

2005), y NRT1.1 (CHL1) de A. thaliana (Huang et al., 1996; Saier, 1994).
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Figura 50. Esquema de la topologia de la proteina Chll de H. polymorpha. El analisis
bioinformatico de la estructura secundaria de Chll predice doce regiones transmembrana en
hélice a. El esquema es una adaptacion del modelo obtenido con la aplicacion informatica
TMRPres2D (http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/).

Los transportadores de nitrato de la familia NRT1 y la proteina de la
familia PTR comparten motivos conservados y una topologia comun, con doce
segmentos transmembrana dispuestos en O-hélice (Paulsen y Skurray, 1994) lo
que ha llevado a agruparlas en la familia NRT1 (PTR) (Tsay et al, 2007). No
obstante, existen diferencias entre las proteinas de la familia NRT1 (PTR), como
es la secuencia consenso RXXT/S, responsable de la fosforilacion del
transportador NRT1.1 de A. thaliana, aunque dicha secuencia consenso no esté
presente en ninguno de los transportadores de la familia PTR identificados en
animales y bacterias. Esto podria indicar que a pesar de tener homologia de
secuencia y compartir la misma estructura secundaria, la asimilacion de nitrato
de la familia NRTI1 y la de péptidos de la familia PTR ha evolucionado por
mecanismos diferentes. Asi, los transportadores de nitrato no pueden transportar
péptidos (Chiu et al, 2004; Huang et al, 1999; Lin et al, 2000) y los
transportadores de péptidos no transportan nitrato (Chiang et al, 2004). El
transportador de nitrato NRT1.1 de 4. thaliana presenta cambios en su afinidad
por el nitrato atendiendo al estado de fosforilacion/desfosforilacion del residuo
de treonina en la posicion 101 (T101), ejerciendo como un transportador de
nitrato de alta afinidad en estado fosforilado y de baja afinidad en estado

desfosforilado (Liu y Tsay, 2003). Sin embargo, no todos los transportadores de
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nitrato de la familia NRT1 tienen esta afinidad dual por el nitrato. Un ejemplo es
el transportador de expresion constitutiva AtNRT1:2, homologo a AtNRT1 que
transporta el nitrato con baja afinidad (Huang et al., 1999). HpChll, al igual que
AtNRT1:2, carece de la secuencia de fosforilacion RXXT/S en el sitio
correspondiente a la T101 de AtNRTI.1, presentando en su lugar un residuo de
acido aspartico (D116). El andlisis de los potenciales sitios de fosforilacion de
Chll se llevo a cabo con las aplicaciones informaticas NetPhos 2.0 Server,
NetPhosYeast 1.0 Server (Figura 51) y NetPhosK 1.0 Server obteniendo

multiples sitios de fosforilacion (Tabla 8).

NetPhos
Posicidn | Secuencia | Prob. NetPhosK
7 TKQESLEPF 0.96 Posicidn Sefial Prob.
19 SDDSSLPKS 0.62 37 PKC 0.79
60 FEDSSLRKI 0.88 60 PKC 0.78
153 YVADTKYGK 0.92 248 PKA 0.82
155 ADTKYGKFK 0.87 327 PKC 0.064
243 DRDATLERM 0.62 343 PKC 0.84
248 LERMSLIYY 0.97 428 PKB 0.80
308 PTGVSIFEE 0.72 428 PKC 0.77
428 KRRLTFHPV 0.97 428 PKA 0.68
504 YELAYTMSS 0.86 428 PKG 0.67
NetPhosYeast

Posicidén Secuencia Prob.

15 FIEVSDDSS 0.74

32 LSSISVVSN 0.71

308 PTGVSIFEE 0.69

351 APSVTIEDL 0.65

508 YTMSSPAMK 0.89

Tabla 8. Principales residuos fosfoaceptores de Chll y posibles quinasas implicadas.
NetPhosYeast 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosYeast/) identifica los sitios
especificos de fosforilacion en levaduras. NetPhos 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) identifica sitios genéricos de fosforilacion teniendo
en cuenta las correlaciones entre los residuos que rodean al posible residuo fosfoaceptor.
NetPhosK (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) identifica sitios especificos de quinasas
en proteinas eucariotas en base a conjuntos de sitios de fosforilacion de S, T e Y validados
experimentalmente. PKA, proteina quinasa dependiente de AMP ciclico; PKB, proteina quinasa
B; PKC, proteina quinasa C; PKG, proteina quinasa dependiente de GMP ciclico.
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MetPhosYeast 1.8a! predicted phosphorylation sites in HpCHL1
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Figura 51. Distribucion y probabilidad de putativos sitios de fosforilacion de Narl segin
NetPhosYeast 1.0. Las barras verticales corresponden a los posibles residuos fosfoaceptores de
Chll (S en azul y T en verde). La altura de la barra indica la puntuacion que calcula el programa
para cada residuo.

Los resultados derivados del andlisis de la secuencia proteica de Chll
indica que esta proteina se parece mas a los transportadores de péptidos que a los

transportadores de nitrato de la familia NRT1 (PTR).

2.3. HpChll no esta implicada en el transporte de nitrato de baja
afinidad.

Los estudios del sistema de nitrato de baja afinidad realizados en nuestro
laboratorio han determinado ciertas caracteristicas de dicho sistema de
transporte. Entre otras, la levadura que carece de Yntl es capaz de crecer en 5
mM de nitrato, dando cuenta de la existencia de dicho sistema (Machin et al,
2001). Por ello, con el fin de determinar el posible papel de Chll en el transporte
de nitrato de baja afinidad fue necesario construir cepas carentes en los dos
genes: HpCHLI y HpYNTI. Los resultados de crecimiento de Ayntl e
AyntiAchll en 1 y 5 mM de nitrato muestran que estas cepas son capaces de
crecer por igual en nitrato (Figura 52 A), lo que sugiere que Chll no parece estar
implicado en el transporte de nitrato de baja afinidad en esta levadura. La cepa
Ayntl transporta menos nitrato en relacion con la cepa silvestre, lo que se traduce

en una menor tasa de excrecion de nitrito al incubarla en presencia de
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concentraciones micromolares de nitrato (Machin et al., 2001). Por tanto, si Chl1
estuviera implicada en el transporte de nitrato de baja afinidad, la tasa de
excrecion de nitrito seria menor que en Aynt/ al incubarla en presencia de
concentraciones milimolares de nitrato. Sin embargo, las tasas de excrecion de
nitrito de AyntIAchll en presencia de 10, 50 y 300 mM de nitrato son similares al
control, Ayntl (Figura 52 B). De nuevo estos resultados indican que Chll no

parece intervenir en el transporte de nitrato de baja afinidad.

A B

DOGGO nm

NO, extracelular
nmoles de nitrito/mg células
(98]

1 5 0 50 100 150 200 250 300
NO, (mM) NO, (mM)

Figura 52. Chll no parece estar implicado en el transporte de nitrato de baja afinidad. A.
QAyntl e Aynt1Achll crecen por igual en nitrato. Células crecidas en medio YG suplementado
con nitrato a las concentraciones indicadas durante 40 h. El medio fue inoculado con una DO
= 0.15 de las cepas Ayntl (columnas negras) e AyntlAchll (columnas blancas). Los valores
mostrados corresponden al valor medio de la densidad optica alcanzada =+ la desviacion estandar
de dos experimentos independientes. B. Excrecion de nitrito. Células crecidas en amonio hasta
10 mg/ml se lavaron y se resuspendieron en medio YG suplementado con 10, 50 y 300 mM de
nitrato. Se muestra un experimento representativo de la excrecion de nitrito a los 90 min de
incubacion de la cepa Ayntl () y de dos clones de AyntIAchll (¥, A).

El sistema de transporte de baja afinidad de nitrato se caracteriza por ser
constitutivo con respecto a la fuente de nitrogeno (Machin et al, 2001), a
diferencia del sistema de alta afinidad, mediado por Yntl (Avila et al., 1998;
Pérez et al., 1997). Por tanto, el transporte de nitrato de baja afinidad ocurre en la
levadura sin necesidad de someter a las células a un proceso de induccion previo

en nitrato. Los resultados de crecimiento y excrecion de nitrito de AyntlAchll
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apuntan a que Chll no es el transportador de nitrato de baja afinidad, aunque
desconocemos si realiza un transporte residual de nitrato en el rango de
concentracion milimolar. Por ello realizamos ensayos de consumo de 1 mM de
nitrato durante intervalos largos obteniendo que AyntiAchll es capaz de
consumir nitrato al igual que la cepa Ayntl (Figura 53), por lo que Chll no

parece transportar nitrato con baja afinidad.
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Figura 53. Consumo de nitrato de Ayntl e Aynt1Achll. Células crecidas en amonio hasta 10
mg/ml, se lavaron y se resuspendieron a 20 mg de células/ml en medio YG conteniendo 1 mM
de nitrato. A los tiempos indicados se determiné la desaparicion de nitrato del medio de cultivo
en las cepas Ayntl (*) e AyntiAchll (o). Los resultados corresponden al valor medio + la
desviacion estandar de dos ensayos independientes.

Otra aproximacién que nos permite determinar si Chll estd o no
implicado en la asimilacion de nitrato de baja afinidad se basa en medir la
acumulacion intracelular de este anion. Para ello se realizd la siguiente
aproximacion experimental: se llevd a cabo la delecion de los genes HpYNAI y
HpYNRI en Achll obteniendo la cepa RG73 incapaz de expresar el gen HpYNT]
comportandose, a efectos de asimilacion de nitrato, como la cepa Aynt/ (Figura
54 B). Como controles se usaron las cepas RG74, que comparte las deleciones de
la cepa RG73 pero sobre un fondo genético Assu2, afectado en el sistema de

excrecion de nitrato (Cabrera, tesis doctoral, 2011); RG77 afectada en la
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reduccion del nitrato pero no en su transporte que ocurre a través de Yntl; y
FN3203 afectada en los genes HpYNTI y HpYNRI (Figura 54 A). La adicién de
nitrato al medio de cultivo provoca la acumulacién de nitrato intracelular en
todas las cepas por lo que el transportador de nitrato de baja afinidad permanece
activo cuando se deleciona HpCHLI. La cepa RG77 acumula mas nitrato que
ninguna otra, ya que en esta cepa hay expresion de HpYNT1, seguida en orden
decreciente por RG74, RG73, y FN3203 (Figura 54 C). La mayor concentracion
intracelular de nitrato en RG77 respecto de la obtenida en RG74 es debida a la

ausencia del sistema de excrecion de nitrato Ssu?2.
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CEPAS GENOTIPO
RG73 Achll::URA3 Alynal, ynr1]::LEU2
RG74  Achll::URA3 Assu2::ble Alynal, ynrl]::LEU2
RG77 Achll::URA3 Aynrl::LEU2

FN3203  Aymtl::ura3 Aynrl::URA3 leu2::pGP1 (Pynri-

lacZ HpLEU?2)
B
Aynrl RG73

e Yntlp
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Figura 54. Chll no estia implicado en el transporte de nitrato. A. Cepas usadas en el
estudio de la acumulacion de nitrato intracelular. Las cepas RG73 y RG74 se obtuvieron de
la recombinacion homoéloga con el fragmento derivado del plasmido pNJ4ALEU2, mientras que
la cepa RG77 se obtuvo de la recombinacion homologa del fragmento obtenido a partir del
plasmido pNR::LEU2. B. Inmunoblot de Yntl en la cepa RG73. Células crecidas en amonio
hasta 10 mg/ml, se lavaron y se resuspendieron en YG manteniéndolas en este medio durante
1.5 h. Al finalizar el ayuno de nitrogeno se adiciond al medio 5 mM de nitrato. A los tiempos
indicados se tomaron muestras para realizar el inmunoblot de Yntl en la cepa RG73 empleando
como cepa control Aynrl. C. Acumulacién de nitrato. El procedimiento seguido es igual al del
apartado B excepto que la concentracion de nitrato adicionada fue de 15 mM de nitrato. Se
representa el valor medio de la concentracion intracelular + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. RG73 (o), RG74 (A), RG77 (V) y FN3202 (°).
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Los resultados nos muestran que Chll no participa en el transporte de
nitrato de baja afinidad, ya que la acumulacion de nitrato intracelular en la cepa
RG73 alcanza concentraciones similares a las obtenidas en la cepa FN3203, y

ademas son notablemente superiores cuando la salida de nitrato esta afectada.

2.4. Caracterizacion de la cepa Achll.

2.4.1. Achll crece bien en nitrato.

Segun los resultados expuestos Chll no parece estar asociado con la
entrada de nitrato de baja afinidad en H. polymorpha. Sin embargo, con el fin
conocer si existe una relacion entre esta proteina y el metabolismo del nitrogeno
se cuantifico la expresion relativa de HpCHL I mediante PCR a tiempo real y se
llevé a cabo la busqueda de fenotipos de la cepa Achll tanto en medio solido
(Figura 55 A) como en medio liquido (Figura 55 B) en presencia de nitrato como
fuente de nitrogeno. Los resultados de crecimiento no muestran diferencias
apreciables entre la cepa mutante y la cepa silvestre en las condiciones
analizadas. Por tanto, no parece existir una relacion entre la funcion de la
proteina Chll y el metabolismo del nitrato. Sin embargo, la expresion del gen se
increment6 al incubar la cepa silvestre en 5 mM de nitrato durante dos horas,
siendo tres veces superior en relacion con la expresion que presenta en amonio

(Figura 55 C).

124



Resultados. Caracterizacion de Chll

Achll
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Figura 55. A. Crecimiento en medio sélido en presencia de nitrato y nitrito. Las cepas
silvestre (WT) y Achll se crecieron en medio YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ
estéril y se gotearon empleando diluciones seriadas sobre medio sintético suplementado con 5
mM de nitrato. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 2 dias. B. Densidad optica en
medio liquido en presencia de nitrato. Las células se crecieron en medio YG suplementado
con nitrato a las concentraciones indicadas y se inoculé con una DOgs = 0.15. Los valores
corresponden al valor medio + desviacion estandar de dos ensayos independientes. C.
Expresion relativa de HpCHLI. Células crecidas en amonio hasta alcanzar 10 mg/ml, se
lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG suplementado con 5 mM de amonio
(columna negra) o nitrato (columna gris). La expresion relativa se determiné a partir de las
células incubadas durante 2 horas. Se representa el valor medio + desviacion estandar de tres
experimentos independientes.
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2.4.2. La mutacion en HpCHLI reduce los valores de actividad nitrato
reductasa e incrementa la excrecion de nitrito.

Como hemos visto la delecion de HpCHLI no impide que la levadura
crezca en nitrato. Sin embargo, para conocer si la delecion de HpCHLI afecta a
la via de asimilacidon de nitrato determinamos tanto la actividad nitrato reductasa
en Achll y en la cepa portadora de varias copias del gen, nCHLI, como la
excrecion de nitrito. Los resultados obtenidos muestran la reduccion de la
actividad nitrato reductasa en un 16 % en Achll respecto a la cepa silvestre

(Figura 56 A). Sin embargo, la tasa de excrecion de nitrito en Achll, lejos de
disminuir acorde con los valores de actividad nitrato reductasa, supera los valores
obtenidos en la cepa silvestre (Figura 56 B). Resultados recientes de nuestro
grupo indican que la expresion de la nitrito reductasa es reprimida por la
acumulacion de fuentes reducidas, derivadas de la reduccion del nitrato, con el
consiguiente incremento en la tasa de excrecion de nitrito (Cabrera, tesis
doctoral, 2011). Por otra parte, también se sabe que la actividad nitrato reductasa
de H. polymorpha no estd sujeta a regulacion postranscripcional o
postraduccional por fuentes de nitrogeno reducidas (Avila et al., 1998; Avila et
al., 2002; Navarro et al., 2003), por lo que la acumulacion intracelular de dichos
nutrientes no provoca la pérdida de actividad, aunque si afecta a la expresion del
gen HpYNRI (Avila et al., 1998; Avila et al., 2002). Quizéas la menor actividad
nitrato reductasa observada en Achl/l se deba a la represion de HpYNRI ejercida
por la acumulacion de alguna fuente nitrogenada reducida, como el amonio o los
aminoacidos. Ademas, dicha acumulacién explicaria el aumento de la tasa de
excrecion de nitrito como consecuencia de la inhibicion de la actividad nitrito
reductasa. Por otra parte, la cepa portadora de varias copias de HpCHLI, nCHLI,
presenta valores de actividad nitrato reductasa similares a la cepa silvestre
(Figura 56 A) aunque, a diferencia de ésta ultima, la tasa de excrecidén de nitrito
es practicamente nula (Figura 56 B). Por tanto, la sobreexpresion de HpCHLI
devuelve a la levadura a los valores de actividad nitrato reductasa de la cepa

silvestre, pero con una dréstica reducciéon en la excrecién de nitrito. Estos
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resultados muestran la existencia de una relacién entre la funcion de Chll y la
asimilacion de nitrato, indicando que Chll posiblemente actlie en el transporte de
fuentes de nitrégeno reducidas ya que la cepa nCHLI parece derivar todo el
nitrito hacia la obtencion de dichas fuentes. Ademas, teniendo en cuenta que
Chll se parece a los transportadores de péptidos de la familia NRT1 (PTR),
posiblemente su funcion esté relacionada con este tipo de transporte. Por otra
parte, Chll tan s6lo comparte un 17 % de similitud con la proteina Aqrl de S.
cerevisiae, perteneciente a la familia de transportadores de resistencia a multiples
farmacos, implicada en la excrecion de aminoacidos, a través de un mecanismo
de antiporte de H', cuando existen altas concentraciones de aminoacidos en el
citosol (Velasco et al., 2004). Dado el comportamiento en nitrato obtenido en
Achll y nCHLI podemos inferir que Chll posiblemente realiza el transporte de
fuentes de nitrégeno reducidas hacia el exterior, aunque sin descartar que
también esté implicada en el proceso de asimilacion. Asi, la pérdida total de
excrecion de nitrito de la cepa nCHLI podria deberse a un efecto sumidero del
nitrito hacia la sintesis de compuestos nitrogenados reducidos que en
determinadas circunstancias abandonan la célula por este putativo transportador

de aminoacidos.
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Figura 56. A. Actividad NR de la cepa silvestre, Achll y nCHLI. Células crecidas en 5 mM
de amonio hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG en
presencia de 5 mM de nitrato durante 2 horas. Las actividades especificas obtenidas a partir de
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50 mg de células (peso fresco) fueron 29.2 + 2.88 mU-mg proteinas™ en la cepa silvestre, 25.9 +
2.66 mU-mg proteinas'en Achll, y 28.9 + 0.57 mU-mg proteinas™ en nCHLI. Se representa el
valor de la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes. B. Cinética de
excrecion de nitrito. El proceso de crecimiento e induccion es igual al descrito en el apartado
A. El nitrito fue determinado en la cepa silvestre (¢), Achll (o) y en dos clones de la cepa
nCHLI (¥, A). Se representa un experimento representativo.

El comportamiento de la cepa Achl/l, en cuanto a su actividad nitrato
reductasa y excrecion de nitrito, es similar al descrito previamente en la cepa
Aure2 de H. polymorpha. En esta levadura Ure2 es un modulador negativo
implicado en la represion catabodlica del nitrégeno (RCN) y se asume que, al
igual que en S. cerevisiae, secuestra a los factores transcripcionales GIn3, Gatl y
Gat2 en el citoplasma, impidiendo su entrada en el nucleo. Por tanto, la delecion
de HpURE? provoca la expresion de los genes sujetos a RCN mediada por los
factores trasnscripcionales positivos. La determinaciéon de la actividad nitrato
reductasa de la cepa Aure2 en SmM de nitrato es aproximadamente un 80 % de la
actividad de la cepa silvestre (Figura 57 A), con una tasa de excrecion de nitrito
superior (Figura 57 B). La actividad nitrato reductasa en Aure2 en presencia de
nitrato deberia ser superior a la obtenida pues no opera la represion catabolica
por nitrégeno, sin embargo, Aure2 presenta bajos niveles de Gatl por lo que la
expresion de HpYNRI es menor (Rodriguez et al, 2010). Debido a este
paralelismo fenotipico entre Aure2 y Achll en relacion con los valores de
actividad nitrato reductasa y excrecion de nitrito decidimos analizar si la delecion
de HpCHLI también afecta al patrén de desrepresion en presencia de fuentes
preferidas de nitrégeno, tal y como se ha observado previamente en Aure?
(Rodriguez et al., 2010). Para ello, se cuantificé la actividad nitrato reductasa en
presencia de 2.5 mM de nitrato y 5 mM de amonio. En estas condiciones la
actividad nitrato reductasa de Achll es considerablemente menor, obteniendo tan
solo el 17 % de la actividad mostrada por la cepa silvestre, mientras que Aure?2
ve incrementada su actividad en aproximadamente un 215 % (Figura 57 A). Por
tanto, la delecion de Achll no supone la desrepresion de los genes sujetos a RCN,
sino una mayor represion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. Por

otra parte, los valores de expresion génica de HpYNRI en la cepa Achll,
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determinados mediante actividad [3-galactosidasa, correlacionan con  los
obtenidos a partir de los ensayos de actividad nitrato reductasa. La expresion de
HpYNRI inducida en 5 mM de nitrato se reduce en un 64 %, llegando al 82 % en
presencia de 2.5 mM de nitrato y I mM de amonio (Figura 57 C). Este descenso
en la actividad nitrato reductasa parace indicar un incremento en la concentracion

intracelular de fuentes de nitrégeno reducidas.
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Figura 57. A. Actividad nitrato reductasa. Las células se crecieron en medio YGNH hasta 10
mg/ml, se lavaron y se resuspedieron en medio YG al que se adiciond nitrato 5 mM o 2.5 mM
de nitrato y 5 mM de amonio. Las actividades se determinaron en 50 mg de células después de
dos horas de incubacion en la cepa silvestre (columna negra), Achll (columna gris) y Aure2
(columna blanca). Se representa el valor medio + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. B. Excrecién de nitrito. Se procediéo como en el apartado A pero adicionando
en este caso 50 mM de nitrato. Se muestra un ensayo representativo. Cepa silvestre (*), Achll
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(o) y Aure2 (V). C. Efecto de las fuentes nitrogenadas sobre la expresion de HpYNRI en la
cepa silvestre y Achll. La expresion de YNR! se determindé mediante ensayos de actividad [3-
galactosidasa en la cepa silvestre y Achll portadoras de la construccion YNRI-lacZ siguiendo la
metodologia descrita en el apartado A. Se representa el valor medio =+ la desviacion estandar de
tres experimentos independientes. 5 mM de nitrato: cepa silvestre (¢) y Achll (0); 2.5 mM de
nitrato + 5 mM de amonio: cepa silvestre (V) y Achll (D).

Las actividad nitrato reductasa y la excrecion de nitrito, junto con los
niveles de expresion de HpYNRI, son consistentes con la hipotesis de que Chll
estd implicado el transporte fuentes de nitrogeno reducidas hacia el medio
extracelular. Asi, la mayor acumulacion intracelular de dichas fuentes en Achll
son las responsables de la menor expresion del gen de la nitrato reductasa en

nitrato.

2.4.3. La delecion y sobreexpresion de HpCHLI1 afectan al crecimiento
en amonio.

El amonio es, junto con el glutamato, una de las fuentes de nitrégeno
preferidas por H. polymorpha. Sin embargo se ha descrito que, al igual que
ocurre con el nitrito, el exceso de amonio intracelular resulta toxico para las
levaduras (Hess et al., 2006), bacterias (Miiller et al., 2006) plantas (von Wiren y
Merrick, 2004) y mamiferos (Zwingmann y Leibfritz, 2005). Por tanto, las
células deben de disponer de mecanismos de control implicados en la
homeostasis del amonio con el fin de evitar la toxicidad derivada de su
acumulacion en el citoplasma. En el caso de H. polymorpha la concentracion de
amonio citosolico seria la resultante entre el transporte desde el medio de cultivo
y hacia el exterior, el obtenido por la reduccion del nitrato y el procedente del

catabolismo de aminoacidos.

Si tal y como hemos propuesto Chll participa en la excrecion de fuentes
de nitrégeno reducidas, su delecion generaria un incremento intracelular de
aminoacidos y posiblemente del amonio, como precursor que es de éstos.
Basandonos en esta hipdtesis determinamos si la cepa Achll y la portadora de

varias copias de HpCHLI crecen normalmente en presencia de 5 mM de cloruro
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de amonio (medio YGNH) o de 37.8 mM de sulfato amoénico (medio YGAS), en
medio solido y liquido. Aunque el crecimiento de ambas cepas es similar al de la
cepa silvestre en medio solido (Figura 58 A), la cepa nCHLI se caracteriza por
formar colonias de menor tamafio en medio YGNH si las comparamos con el
tamafio que adquieren las colonias de la cepa silvestre y Achll, mientras que esta
caracteristica no se observa en medio rico (Figura 58 B). Sin embargo, es en el
medio liquido donde se aprecian ciertas diferencias de crecimiento entre las
cepas, siendo nCHLI la que muestra mayor incapacidad para crecer en las

condiciones ensayadas (Figura 58 C).

WT Achll nCHLI

nCHLI.2
nCHLI.3
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Figura 58. A. Crecimiento en medio sélido en presencia de amonio. La cepa silvestre (WT),
Achll y varios clones de nCHLI se crecieron en YPD durante la noche, se lavaron con agua
MilliQ estéril y se gotearon en los medios indicados empleando diluciones seriadas. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 2 dias. B. Tamafio de las colonias en medio rico (YPD) y
amonio (YGNH). Se procedié como en el apartado A y se sembrd 1 vol. de suspension celular
que contiene 10” células. C. Densidad éptica en medio liquido en presencia de amonio. Las
células se crecieron en medio YGAS (izquierda) o medio YGNH (derecha) inoculando cada
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cultivo con una DO inicial de 0.15. Cepa silvestre (), Achll (o) ynCHLI (V). En ambos casos
se muestra un ensayo representativo.

Por tanto, la delecion de HpCHLI y, en mayor medida, su
sobreexpresion afecta al crecimiento de la levadura en amonio. El
comportamiento de Achl/l en este medio podria deberse al efecto toxico derivado
de la acumulacion del amonio (Hess et al., 2006) o de los aminoacidos (Vitiello
et al, 2007), mientras que en nCHL/ seria la excrecion de estas fuentes, y en
consecuencia su escasa disponibilidad, la responsable del menor crecimiento

observado.

2.44. La delecion en HpCHLI incrementa los niveles celulares de
nitrogeno total.

Chll no guarda similitud de secuencia con las proteinas MEP
responsables del transporte de amonio en S. cerevisiae (datos no mostrados)
(Marini et al., 1997). Sin embargo, el comportamiento en amonio de Achll y, en
mayor medida, el de la cepa nCHLI nos ha llevado a plantearnos si existe una
relacion entre la funcion de Chll y el transporte de esta fuente nitrogenada en H.
polymorpha. Para ello determinamos el consumo de amonio empleando como
método cuantitativo el reactivo Nessler, el cual reacciona con el amoniaco, el
amonio y algunos aminodcidos. Por tanto, la aproximacion empleada nos da
cuenta del nitrogeno presente en el medio de cultivo (considerado aqui como
nitrogeno total) y no exclusivamente del amonio presente. Los resultados
muestran cierta deplecion del nitrogeno total en el medio de cultivo de la cepa
silvestre desde los primeros minutos de la adiciéon de amonio. En la cepa Achll el
nitrogeno total aumenta alcanzando el méximo a los 10 min de incubacion, y a
continuacion disminuye alcanzando practicamente los mismos valores que al
inicio del consumo. Por tanto, la cepa mutante Achll consume parte del
nitrogeno presente en el medio. En relacion con la cepa nCHLI también se
obtiene un incremento en el nitrogeno total desde los primeros 5 min

permaneciendo constante durante el ensayo, sin que se produzca consumo
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(Figura 59 A). Los resultados obtenidos en el consumo de amonio (nitrégeno
total) en estas cepas correlacionan con los valores de nitrogeno intracelular,
determinado a través de ensayos de acumulacion de amonio durante intervalos
largos de incubacion. Asi, en la cepa silvestre y aun mas en Achll aumenta la
cantidad de nitrégeno intracelular mientras que en nCHLI permanece constante

(Figura 59 B).
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Figura 59. A. Consumo de amonio. Las células crecidas en medio YGNH hasta 20 mg/ml, se
lavaron 2 veces con agua MilliQ y finalmente se resuspendieron en medio YG manteniéndolas
en ayuno de nitrogeno durante 1 h. A continuacion se adicion6 al medio 0.6 mM de amonio. B.
Acumulacion de amonio intracelular. Las células se crecieron hasta 10 mg/ml, se lavaron 3
veces con agua MilliQ y se resuspendieron en YG manteniéndolas en ayuno de nitrégeno
durante 2 h. A continuacion se adicion6 al medio 5 mM de amonio y se determiné el contenido
de intracelular de nitrogeno a los tiempos indicados. En ambos casos se muestran experimentos

representativos ensayados en la cepa silvestre (¢), Achll (o) ynCHLI (V).

De esta forma, los resultados de consumo y acumulacién de amonio
indican que posiblemente Chll esté implicada en la excrecion de amonio y/o de
aminodcidos. Si tal y como proponemos, Chll realizara dicha excrecion, la
cantidad de Yntl en Achll incubada en nitrato deberia ser inferior a la obtenida
en la cepa silvestre. Ademas, dada la menor expresion de HpYNRI en Achll, es
probable que la induccién del resto de los genes de la via de asimilacion de
nitrato también esté disminuida en esta cepa. Los ensayos de inmunoblot

muestran que Yntl estd presente en cantidades inferiores en Achll y aun menores
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en nCHLI respecto de las obtenidas en la cepa silvestre (Figura 60 A). Los
niveles de Yntl obtenidos en nCHLI podrian deberse a una reducciéon en la
sintesis general de proteinas por la excrecion de aminodcidos que tiene lugar en
esta cepa. Por otra parte, Yntl es estable en ausencia de nitroégeno,
permaneciendo principalmente en estado fosforilado. Se ha propuesto que la
fosforilacion del transportador interviene en el direccionamiento y permanencia
en la membrana plasmatica (Navarro et al., 2008). El estudio de la estabilidad de
Yntl en un medio libre de nitrégeno muestra que el transportador es menos
estable en Achll, acompanado de un menor grado de fosforilacion dada la mayor
acumulacion de fuentes de nitrégeno reducidas (Figura 60 B). Estos resultados
apoyan las observaciones previas obtenidas a partir del consumo y acumulacion

de amonio en Achll ynCHLI.
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Figura 60. A. Inmunoblot de Yntl en la cepa silvestre, Achll y nCHL]I. Células crecidas en
medio sintético con 5 mM de amonio hasta 10 mg/ml fueron lavadas y resuspendidas en medio
YG al que se adiciond 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados se tomaron muestras para
realizar el inmunoblot de Yntl. B. Estabilidad de Yntl. Las células se crecieron en medio
YGNH hasta 10 mg/ml y se resuspendieron, previo lavado, en medio YG al que se afiadié 5 mM
de nitrato, manteniéndolas en agitacion durante 2 h. Finalmente se lavaron y se incubaron en
medio YG retirando muestras del cultivo a los tiempos indicados.

En resumen, la cepa afectada en HpCHLI acumula algun tipo de fuente
nitrogenada reducida, lo que lleva a esta cepa a consumir poco amonio; mientras,

la sobreexpresion del gen hace que el transporte de amonio sea nulo. Asi, una vez
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en el citoplasma el amonio es transferido a los esqueletos carbonados para
sintetizar aminodcidos que son excretados al medio. De esta forma el contenido
intracelular de nitrogeno en nCHL se mantiene constante limitando la sintesis de

proteinas y, en consecuencia, su crecimiento.

2.4.5. La cepa Achll es sensible al amonio y nCHLI excreta
aminoacidos.

Hess y colaboradores han descrito que S. bayanus y tres cepas de S.
cerevisiae excretan aminodcidos al medio de cultivo en respuesta al estrés
producido por la toxicidad del amonio acumulado en las células en medios
pobres de potasio. Esto se debe a un mayor transporte de los iones amonio al
interior de la célula mediado por los canales de potasio (Hess et al., 2006). Asi,
en condiciones de exceso de carbono y disponibilidad de otros nutrientes, el
amonio que entra en la célula es mas del que se puede incorporar a los
aminoacidos, generandose un exceso intracelular del mismo que resulta toxico.
Por tanto, a bajas concentraciones de potasio la levadura es incapaz de crecer en
amonio cuando esta es la Unica fuente de nitrogeno disponible. Nuestra hipotesis
propone que Chll actia como un transportador de aminodcidos, o incluso de
amonio. Esto nos llevé a plantear si a H. polymorpha también le resulta toxico el
amonio en medios pobres en potasio. Dado que la concentracion de potasio en el
medio sintético (YG) es de 7.35 mM, siendo esta concentracion probablemente
superior a la presente en el medio ambiente, determinamos el comportamiento de
la cepa Achll y nCHLI en medios con amonio y bajas concentraciones de
potasio. Los resultados obtenidos muestran que concentraciones inferiores a 100
MM de potasio impiden el crecimiento de estas cepas (Figura 61). En presencia
de 100 UM de potasio se observa que la cepa Achll es sensible a la toxicidad del
amonio (acumula amonio o aminoacidos), mientras que nCHL/ crece en estas
condiciones (excreta amonio o aminoacidos), al igual que la cepa silvestre. El
incremento de la concentracion de potasio en 10 veces evita el efecto toxico del

amonio en Achll. Por tanto, podemos concluir que la toxicidad a amonio en
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medios con bajas concentraciones de potasio es una caracteristica presente en
algunas especies de Saccharomyces y en H. polymorpha. Ademas, la funcion de
Chl1 esta relacionada con la respuesta celular frente a la toxicidad por amonio,
bien porque transporta amonio directamente al medio o bien porque transporta
aminodcidos, lo que confirma nuestra hipdtesis inicial sobre la funcion de Chll

en el transporte de fuentes de nitrogeno reducidas hacia el medio extracelular.
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Figura 61. Concentraciones micromolares de potasio provocan toxicidad por amonio en
Achll. Células crecidas en YPD durante la noche se lavaron con agua MilliQ estéril y se
gotearon en los medios indicados empleando diluciones seriadas. Todos los medios de cultivo
contienen 37.8 mM de sulfato amonico. El cloruro de potasio se adiciond a la concentracion
indicada en la figura y los medios fueron tamponados a pH 5.5 empleando 50 mM de MES-Tris.
Las placas donde se gotearon la cepa silvestre (WT), Achll y nCHLI fueron incubadas a 37 °C
durante 2 dias.

Los mismos autores han propuesto que esta respuesta es un mecanismo
conservado de detoxificacion equivalente al presente en mamiferos, donde el
exceso de amonio se elimina a través de la orina en forma de urea. Ademas, se ha
descrito que la expresion constitutiva de los genes MEP, implicados en el
transporte de amonio en S. cerevisiae, aumentan su entrada en la célula,
reproduciendo tanto los efectos de la toxicidad del amonio como la excrecion de

aminoacidos (Hess et al., 2006).

Con el fin de conocer si el bajo crecimiento de nCHLI en amonio

(Figura 58 C), asi como la tolerancia al amonio en medios pobres en potasio

136



Resultados. Caracterizacion de Chll

(Figura 61) se debia a la excrecion de aminoacidos, se determino el perfil de
aminoacidos en el medio de cultivo mediante la cromatografia liquida de alta
resolucion. Para ello se emplearon medios de cultivos sintéticos carentes tanto de
fuentes de nitrégeno como de aminoédcidos. Como se muestra en la Figura 62 A -
izquierda-, el andlisis de los filtrados del medio de cultivo revela la presencia de
aminoacidos al transferir las células a medio fresco, principalmente por parte de
la cepa Achll. La incubacion de las cepas Achll y nCHLI en YGNH durante180
min mostrd un perfil de excrecion de aminodcidos totalmente diferente siendo
nCHLI la que mas aminoacidos excreta (Figura 62 A, -derecha-). Asi, en este
periodo de incubacion detectamos una sefal significativa para 12 de los 20
aminodcidos a partir de nCHL 1, siendo principalmente la serina seguida de acido
aspartico, alanina y glicina los aminoacidos mayoritariamente excretados (Figura

62 B).

Estos resultados confirman que Chll estd implicada en la excrecion de
aminodcidos, ya que la sobreexpresion de HpCHLI genera un incremento en la
cantidad de aminoacidos en el medio. Por otra parte, la cepa Achll sdlo excreta
aminoacidos, aunque en concentraciones reducidas, una vez que el cultivo es
transferido a un medio de cultivo fresco sin aminoacidos. Es posible que los
aminodcidos detectados en esta etapa sean excretados de la célula a través de
otros transportadores de aminoacidos o permeasas al incubar las células en un
medio sin nitrégeno. Por otra parte, es probable que Chll intervenga en el
transporte pasivo de aminoacidos actuando posiblemente como un transportador
bidireccional que excreta aminoacidos bajo determinadas condiciones de
crecimiento. Se ha sugerido que este comportamiento en el transporte sucede en
los transportadores de aminoacidos regulados por el sistema SPS,
tradicionalmente considerados como sistemas de entrada de aminoacidos. Sin
embargo, se sabe que estos transportadores son pasivos y, por lo tanto, pueden
ser bidireccionales. De hecho, existen evidencias que apoyan la capacidad que
tienen estos transportadores para excretar aminodcidos: la adicion de aspartato,

un inductor del sistema SPS, lleva aparejada la excrecion de un amplio espectro
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de aminoacidos, mientras que el uso de la prolina, que no induce al sistema, no lo

hace (Regenber ef al., 1998; Hess et al., 2006).
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GLY 44102 4212 nd. 0,257 n.d. 14,870
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PRO n. d. 2,306 n. d n. d. n. d. 6,516
CYS n.d. 2,048 0,221 n.d. n.d. n.d.
TYR nd. 1,248 n.d. 0,649 n.d. 5,576
VAL nd. 2,079 n.d. n.d. n.d 6,587
LYS n. d. 0,622 n. d. n. d. n. d. 3,146
ILE nd 1,548 nd. 4,9-102 nd 4,444
LEU 6107 1,386 nd. 4,4-102 n.d. 5,160
PHE nd 0,610 nd 6,2-102 n.d. 2,346

Figura 62. Determinacion de aminoacidos mediante HPLC. A. Aminoacidos excretados al
medio de cultivo. Células crecidas en medio YNGH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua
MilliQ y se resuspendieron en el mismo medio (izquierda) incubandolas durante 180 min
(derecha). Cepa silvestre (columna negra), Achll (columna gris claro) y nCHLI (columna gris
oscuro). B. Perfil de aminoacidos excretados. Los valores de aminoacidos detectados estan
expresados en [lg/ml de medio. Se representan los valores obtenidos a partir de un ensayo.
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2.5. Estado de la via de sefializacion de calcineurina en la cepa Achll.

2.5.1. Viabilidad celular de Achll y nCHLI tras la exposicion al frio.

Una caracteristica que hemos observado al trabajar rutinariamente con
Achll y nCHLI es su menor crecimiento en amonio si se han expuesto a bajas
temperaturas (4 °C) durante varios dias. La viabilidad, determinada como el
nimero de unidades formadoras de colonias en placas de YDP, disminuye
considerablemente en la cepa Achll, si bien nCHLI es practicamente igual de
viable que la cepa silvestre (Figura 63). Ademas, hemos observado que las
células de los cultivo de nCHLI muestran baja adherencia a la superficie de los
recipientes empleados en las centrifugaciones y escasa compactacion de las
células sometidas a centrifugaciéon. Estos fenotipos son similares a los que
presenta la cepa Acnbl de H. polymorpha, atectada en la unidad reguladora de la
calcineurina (Rodriguez, tesis doctoral, 2011). La coincidencia de fenotipos entre
estas cepas junto con la presencia de un sitio de union del factor transcripcional
Crzl en el promotor de HpCHLI nos llevo a estudiar el estado de la via

calcineurina en la cepa Achll.
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Figura 63. La exposicién prolongada al frio afecta a la viabilidad celular de Achll. La cepa
silvestre (columna negra), Achll (columna gris claro) y nCHLI (columna gris oscuro) fueron
crecidas toda la noche en YPD y se guardaron a 4 °C durante mas de 3 semanas. A los tiempos
indicados se realizd la siembra de 10% células en placas de YPD, obteniendo el numero de
colonias después de 2 dias de crecimiento a 37 °C. Se representa el valor medio * la desviacion
estandar de dos experimentos independientes.

2.6. Estado de la via de sefializacion de calcineurina en la cepa Achll.

Estudios recientes de nuestro grupo han mostrado la conexion entre la
regulacion de los genes sujetos a RCN vy la via de sefalizacion de la calcineurina
(Rodriguez et al., 2010). Esta proteina, con actividad fosfatasa, se activa al
aumentar la concentracién de Ca’ citoplasmatico, tal y como sucede en
condiciones de ayuno de nitrogeno o en presencia de fuentes no preferidas de
nitrégeno, como el nitrato. En este ambiente se activarian los canales de calcio de
la membrana plasmatica y/o de los organulos donde se acumula el Ca*’
incrementando la concentracion de Ca’’ citosolico, el cual activa en tultima
instancia a la calcineurina. Esta proteina regula los niveles de expresion de los
genes sujetos a RCN mediante la activacion del factor transcripcional Crzl,
regulando (entre otros) la expresion de dichos genes via Gatl (Figura 5). Asi, en
presencia de nitrato los genes de la via de asimilacion de nitrato se expresan
gracias a la desrepresion ejercida por Gatl, controlado por la calcineurina-Crz1

(Rodriguez et al., 2010), y a la induccion por nitrato.

Crzl se une especificamente al elemento de respuesta dependiente de
calcineurina (CDRE), secuencia que estd presente en el promotor de los genes
cuya expresion estd regulada por calcineurina. Para comprobar el estado de
activacion de la via calcineurina en Achl/l se cuantifico mediante ensayos de
actividad [-galactosidasa el nivel de expresion 4xCDRE-lacZ en la cepa silvestre
y en Achll, portadoras de esta construccion. Los resultados obtenidos tras 4 horas
de inducciéon en presencia de 0.7 M de NaCl, muestran que la expresion
4xCDRE-lacZ en Achll es un 66 % inferior a la obtenida en la cepa silvestre.

Ademas, en las condiciones ensayadas el incremento de la expresion 4xCDRE-
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lacZ en Achll es del 17 %, mientras que la induccién en la cepa silvestre es
practicamente el doble, aumentando un 30 % (Figura 64). La menor expresion
4xCDRE-lacZ en Achll indica que existe menor activacion de la calcineurina.
Por otra parte, Achll presenta marcada sensibilidad al macrélido FKS506,
inhibidor especifico de la calcineurina (Parent et al/, 1993), lo que correlaciona

con una menor activacion de la via calcineurina.
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Figura 64. A. Efecto de la delecion de HpCHL]1 sobre la expresion génica dependiente de
calcineurina. La expresion se determind mediante actividad [3-galactosidasa en la cepa silvestre
(*) y dos clones Achll (0,V¥) que portan la construccion 4xCDRE-lacZ. Células crecidas en
amonio hasta 10 mg/ml fueron lavadas con agua MilliQ y transferidas al mismo medio al que se
adicion6 0.7 M de NaCl manteniéndolas en agitacion durante 4 h. Se representa el valor medio
+ la desviacion estandar de tres experimentos independientes. B. Achll es sensible a FK506.
Células crecidas en YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ estéril y se realizaron
diluciones seriadas para gotear en medio sintético con 5 mM de amonio y 25 pg/ml de FK506.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 dias.

En H. polymorpha la calcineurina también controla la expresion de otros

genes como HpENAI via Crzl o bien a través de Gatl (Rodriguez et al., 2010).
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Enal es una Na'-ATPasa de tipo P implicada en la detoxificacion de Na” y Li" en
S. cerevisiae, de tal forma que las células que carecen de esta proteina presentan
un incremento drastico en su sensibilidad a estos cationes (Haro et al, 1991).
Nuestro grupo ha determinado que la expresion de ENAI, via Crzl-Gatl,
depende del grado de activacion de la calcineurina. Asi, Aure2 (con bajo
contenido en calcio) tiene una menor activacion de calcineurina y, en
consecuencia, la expresion de ENAI-lacZ también es baja, lo que se traduce en
un fenotipo de sensibilidad a Li" y Na'. Por tanto, visto que la menor activacion
de la calcineurina repercute sobre el estado de activacion de Crzl, y en
consecuencia de ENAI, determinamos su expresion en Achll. Los valores de
expresion ENA1-lacZ obtenidos en Achll son inferiores a los de la cepa silvestre,
aunque mayores que en Aure?, indicando que en Achl/l la activacion de la
calcineurina es menor (Figura 65 A). Por otra parte, estos resultados se
correlacionan con los valores de expresion de YNRI-lacZ obtenidos en Achll
(Figura 57 C), asi como con los fenotipos de sensibilidad a Li" y Na" (Figura 65
B) derivados de la menor expresion de HpENAI.
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Figura 65. Expresion de ENAI en la cepa silvestre y Achll. La expresion de ENAI se
determin6 mediante ensayos de actividad [3-galactosidasa en la cepa silvestre (¢), Aure2 (0) y en
dos clones de Achll (A, V) portadoras de la construccion ENAI-lacZ. Las células crecidas en
medio con amonio hasta alcanzar 10 mg/ml lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en el
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mismo medio, tamponado a pH 5.5 (50 mM de MES-Tris), al que se adicioné 0.7 M de NaCl.
Se muestra un experimento representativo de los tres experimentos independientes realizados
sin diferencias significativas. B. Achll es sensible a Li’ y Na'. Las células crecidas en YPD
durante la noche se lavaron con agua MilliQ estéril y se realizaron diluciones seriadas para
gotear en medio sintético tamponado a pH 5.5 (50 mM MES-Tris) al que se adicion6 30 mM de
LiCl 0 0.85 M de NaCl. Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 dias.

La deficiencia de calcineurina en S. cerevisiae lleva asociada la
sensibilidad a Na“ y Li", a Mn®" asi como defectos en la estructura de la pared
(Rusnak y Mertz, 2000). Los mutantes calcineurina presentan una desregulacion
en la homeostasis del Mn*" debida principalmente a la menor expresion de PMRI
que codifica una bomba de Ca®" del aparato de Golgi. Esta bomba secuestra el
Mn*" en los compartimentos tardios de la via de secrecion (Matheos et al., 1997).
El Mn*" también puede ser transportado a la vacuola por Vexlp, un
intercambiador Ca®"/H" (Pozos et al., 1996). Por otra parte, se ha descrito que los
mutantes calcineurina son sensibles a SDS ya que controla la expresion de genes
implicados en la sintesis de la pared celular (FKSI, MPKI y PKCI) (Eng et al.,
1994; Garrett-Engele ef al., 1995; Parent et al., 1993), de tal forma que la falta de
expresion de dichos genes conlleva a defectos en la pared (Cyert, 2003). En
nuestro grupo se ha caracterizado el fenotipo de la cepa Acnbl, y al igual que en
S. cerevisiae, presenta marcada sensibilidad a Na*, Mn*" y SDS (Rodriguez et al.,
2010). Vista la menor activacion de la calcineurina en Achll quisimos determinar
si también existe un fenotipo asociado en Mn”" y SDS. Los resultados obtenidos
muestran que Achll tiene una marcada sensibilidad a SDS y una ligera
restriccion de crecimiento en presencia de MnCl, (Figura 66). Estos fenotipos de
Achll muestran nuevamente que la delecion de HpCHLI incrementa los niveles
citoplasmaticos de amonio (y posiblemente de aminoacidos) lo que reduce la
activacion de la via de calcineurina (Rodriguez, tesis doctoral, 2011),
mimetizando la sensibilidad a cationes y SDS descrita en la cepa Acnbl de H.

polymorpha (Rodriguez et al., 2010) y de S. cerevisiae (Rusnak y Mertz, 2000).
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Figura 66. Sensibilidad de Achl/l a MnCl, y SDS. Células crecidas en YPD durante la noche,
se lavaron con agua MilliQ estéril y se gotearon diluciones seriadas de la cepa silvestre
(derecha) y Achll (izquierda) en medio sintético tamponado a pH 5.5 con MnCl, o en YPD con
SDS. Las placas se incubaron a 37°C durante 2 dias.

Dado que la activacion de la calcineurina depende de la concentracion de
Ca”" intracelular, se estudio el papel de este cation en la cepa Achll. Los valores
de Ca®" intracelular en Achll fueron similares a los obtenidos en la cepa silvestre
y en nCHLI, siendo unas 2.5 veces inferiores a los obtenidos en la cepa Acnbl,
que carece de la subunidad reguladora de la calcineurina (Figura 67). Por otra
parte, las cepas Achll y nCHLI no mostraron diferencias de crecimiento en
medio sdlido en presencia de 0.4 M de cloruro de calcio (datos no mostrados).
Estos resultados indican que la concentracion de Ca®’ intracelular no varia
sustancialmente ni en ausencia de HpCHLI ni cuando esta sobreexpresado. Sin
embargo, la menor activacion de la calcineurina en Achl/l podria deberse las
oscilaciones en la concentracion de Ca®" citosélico a tiempos cortos. Teniendo en
cuenta que esta via se activa principalmente en ausencia de fuentes de nitrogeno
0 en nitrato, la mayor acumulacion de amonio intracelular en Achll (Figura 59 B)

podria disminuir la activacion de la calcineurina.
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Figura 67. Contenido intracelular de calcio. Las células fueron crecidas en medio YGNH
hasta una DO de 0.3. A continuacion se recogieron por filtracion y se analizaron por
espectrofotometria de absorcion atomica. Los valores se expresaron en nmol de Ca>“mg de las
células”. Se representan los valores medios + la desviacion estandar de tres mediciones
realizadas en dos experimentos independientes.
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Discusion

La busqueda bioinformatica de posibles transportadores de nitrato de
baja afinidad a partir de la base de datos del genoma de H. polymorpha aportd
una ORF a la que denominados HpCHLI. Los resultados obtenidos en este
trabajo nos indican que Chll de H. polymorpha no participa en el transporte de
nitrato de baja afinidad, sino que estd implicada en el transporte hacia el exterior

de la célula de fuentes de nitrégeno reducidas.

Chll de H. polymorpha presenta similitud de secuencia con las proteinas
agrupadas dentro de la familia NRT1 (PTR), presente principalmente en
eucariotas, entre los que se encuentran levaduras, plantas y mamiferos (Steiner et
al., 1995), y con un unico representante identificado en procariotas (Hagting et
al., 1994). HpChll tiene poca similitud con AtNRTI1.1 (AtCHLI), el
transportador de nitrato de afinidad dual perteneciente a la subfamilia proteica IV
de la familia NRT1 (PTR) (Steiner et al., 1995; Chiang et al., 2004). El hecho de
que denominaramos esta ORF con el nombre de HpCHLI se debe a: 1) El gen
debia ser llamado con un nombre diferente al aportado por la base de datos cuyo
uso era restringido, i1) El nombre CHLI indica que la proteina que codifica
pertenece a familia NRT1 (PTR) asi como la posibilidad de que dicho gen
codificara un putativo transportador de nitrato. Esta familia estd constituida
principalmente por transportadores de péptidos, cuya asimilacion constituye una
fuente de carbono y/o nitrogeno para la mayoria de las especies de bacterias,
hongos, plantas y animales. Todos los miembros de la familia NRT1 (PTR)
transportan péptidos aunque con algunas excepciones como son AtNRTI1.1 que
transporta nitrato (Tsay et al., 1993), CsNitr-L que transporta nitrito desde el
citoplasma hacia el estroma del cloroplasto (Sugiura et al., 2007) y BnNRT1;2
que transporta nitrato e histidina (Zhou et al., 1998). Los sistemas de asimilacion
de péptidos mejor caracterizados son los de Salmonella typhimurium y E. coli,
aunque estos sistemas de transporte pertenecen a la superfamilia de

transportadores ABC, cuyos integrantes se caracterizan por presentar cuatro

147



Discusion. Caracterizacion de Chll

dominios asociados a la membrana: dos de ellos son hidrofébicos y, en general,
atraviesan seis veces la membrana y los otros dos dominios, localizados en la
cara citoplasmatica, contiene el casete de union a ATP (Higgins, 1992). Sin
embargo, los transportadores de péptidos de la familia NRTI (PTR) no
comparten las caracteristicas distintivas con los transportadores de la
superfamilia ABC. Chll no comparte similitud de secuencia ni con los
transportadores de amonio, pertenecientes a la familia de proteinas Mep/Amt
(Marini et al., 1997), ni con Aqrl, un transportador implicado en la excrecion de

aminoacidos en S. cererevisiae (Velasco et al., 2004).

Atendiendo a la familia a la que pertenece Chll y a los resultados
obtenidos a partir de Achll y nCHLI, su funcidn esta asociada al transporte hacia
el exterior de fuentes de nitrogeno reducidas. La posible participacion de Chll en
el transporte de nitrato de baja afinidad analizada en AyntiAchll mediante
ensayos de crecimiento (Figura 52), consumo (Figura 53) y acumulacion
intracelular de nitrato (Figura 54 C) muestran que Chll no parece participar en la
asimilacion de nitrato al comportarse como Aynt/. AUn asi, Chll podria
transportar nitrato con muy baja capacidad siendo indetectable en nuestros
ensayos; sin embargo de ser asi su repercusion es escasa o nula en la asimilacion
de nitrato. La expresion heterdloga de Chll permitiria analizar si realmente es un

transportador de nitrato.

No obstante, el comportamiento de la cepa Achl/l en nitrato establece la
relacion entre la funcion de Chll y la via de asimilacion de nitrato. Las
evidencias que nos han permitido establecer dicha conexién han sido: 1)
reduccién de la actividad nitrato reductasa con mayor tasa de excrecion de nitrito
en la cepa Achll (Figura 56 B), ii) menor expresion de HpYNRI en nitrato
(Figura 57 C) vy, 1i1) mayor represion en amonio y nitrato (Figura 57 A). La cepa
Achll presenta caracteristicas similares a la cepa que carece del regulador
negativo Ure2 cuando ambas son incubadas en nitrato. Ambos mutantes

presentan actividades reductasas en torno al 20 % y alta tasa de excrecion de
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nitrito. Sin embargo, en amonio y nitrato existe una clara diferencia entre ambas
cepas: en Aure2 se produce la desrepresion de los genes de la via de asimilacion
de nitrato (Rodriguez et al., 2010), mientras que en Achll el amonio ejerce su
efecto represor (Figura 57 A). El hecho de que la actividad nitrato reductasa de
Achll sea menor en nitrato se debe a represion ejercida por la acumulacion
intracelular de fuentes de nitrogeno reducidas, afectando en consecuencia la
expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato. La acumulacion de
amonio (y/o de aminoacidos) que tiene lugar en Achll reprime la expresion de
HpYNII, el gen que codifica la nitrito reductasa, obteniendo una elevada tasa de
excrecion de nitrito (Figura 56 B). De hecho, esta acumulacion intracelular de
fuentes de nitrogeno reducidas en Achll esta de acuerdo con los menores niveles
de Yntl observados en nitrato respecto de los obtenidos en la cepa silvestre
(Figura 60 B), mostrando también menor estabilidad en ayuno de nitrogeno.
Ademas, nCHL] tiene una actividad nitrato reductasa similar a la cepa silvestre y
una excrecion de nitrito practicamente nula. En conjunto, estos resultados apoyan

de nuevo que Chll no parece estar implicada en el transporte de nitrato.

Chll actia como un sumidero de nitrogeno limitando los niveles
citoplasmaticos de fuentes de nitrogeno reducidas. De hecho, el menor
crecimiento de nCHLI y la formacion de colonias de menor tamafio en amonio
apoyan la participaciéon de Chll en la excrecion de compuestos nitrogenados
reducidos (Figura 58). Ademas, la excrecion de aminoacidos en Achll es
practicamente nula y solo se detectan pequefias cantidades de aminoécidos al
resuspender las células crecidas en amonio a un medio sin nitrogeno. Este
comportamiento de Achl/l podria deberse a un proceso de descarga de los
aminoacidos acumulados en el citoplasma a través de sistemas de baja
especificidad o incluso a través de transportadores de aminoécidos de expresion
tardia asi como a posibles defectos de la pared celular, como muestra el menor
crecimiento en SDS. Asimismo, la acumulacion de nitrogeno total en Achll y el

menor consumo de amonio (nitrégeno total) en nCHLI (Figura 59) se
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correlacionan con los comportamientos de crecimiento y excreciones de

aminodacidos observados en estas cepas.

Por otra parte, podria ser la propia acumulacion intracelular de amonio la
responsable del menor crecimiento de Achll en medios pobres de potasio. La
toxicidad por amonio es un proceso descrito tanto en plantas como en levaduras.
Se han considerado diferentes procesos responsables de la toxicidad ejercida por
el amonio: la salida de protones asociados a la entrada de amonio, las
modificaciones del pH citosdlico, la sustituciéon o reemplazo del amonio por
cationes esenciales, tales como K™ y Mg”’, los cambios en el contenido de
carbohidratos de la planta y el desacoplamiento de la fotofosforilacion
(Kronzucker et al, 2001). En A. thaliana se ha descrito que los canales de
potasio KAT1 presentan altas tasas de transporte de amonio (Schachtman et al.,
1992). El menor crecimiento de S. cerevisiae y S. bayanus en medios de cultivo
pobres en potasio se debe a un incremento en el flujo de entrada de amonio, que
resulta toxico para la levadura. El amonio entra en la célula por los canales de
potasio cuando la concentracién de K en el medio es baja. Asi, en condiciones
de bajo potasio y altas concentraciones de amonio, las células quedan expuestas a
la toxicidad del amonio intracelular. Sin embargo, la levadura presenta un
mecanismo de detoxificacién basado en la excrecion de grandes cantidades de
aminodcidos al medio de cultivo, siempre que exista disponibilidad de fuentes de
carbono y otros nutrientes (Hess ef al., 2006). Por tanto, la mayor sensibilidad de
Achll en medios con amonio y pobres en potasio sugiere que Chll estd implicada
en la detoxificacion del amonio citosolico al transportar los aminoacidos hacia el
medio extracelular. Las levaduras, al igual que los eucariotas superiores, evitan el
efecto toxico del amonio intracelular excretando compuestos ricos en nitrogeno

como los aminoacidos.

La presencia de sitios de union de los factores transcripcionales
implicados en la represion catabolica por nitrogeno en el promotor de HpCHLI

(Figura 47) indica que Chll estd regulada por la calidad de las fuentes
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nitrogenadas, como sucede con otras permeasas de aminodcidos (Didion et al,
1998; Klasson et al., 1999). De hecho la expresion de HpCHLI aumenta tres
veces en nitrato respecto de la expresion que muestra en amonio, coincidiendo
con la expresion de HpGAPI en las mismas condiciones de induccion (Rodriguez
et al., 2010), por lo que ambos genes se desreprimen en presencia de fuentes no
preferidas. El hecho de que la expresion de Chll aumente en nitrato sugiere que
la excrecion de aminoécidos, ademés de la excrecion de nitrato y nitrito, debe
estar asegurada ya que el exceso de amonio en el citoplasma es téxico. En S.
cerevisiae la acumulacion intracelular de amonio incrementa la excrecion de
aminoacidos a través de transportadores de aminoacidos regulados por el sistema
SPS (Hess et al., 2006). Estos transportadores son inducidos por niveles elevados
de amonio intracelular, lo que facilita la excrecion de aminoacidos, pudiendo ser
posiblemente el unico medio de detoxificacion de amonio. En S. cerevisiae se
desconocen los genes que codifican estos transportadores pero su expresion esta
controlada por el sistema sensor de aminoacidos SPS, implicado en la induccidon
de multiples genes que codifican diferentes permeasas de aminoacidos (4GP,
BAP2, BAP3, GNPI, VAP2 y TAT2) asi como del transportador de péptidos
(PTR2) (Didion et al., 1998; Klasson et al., 1999). En H. polymorpha hemos
identificado que el gen HpCHLI codifica a un transportador implicado en la
excrecion de aminoacidos que podria ser inducido por el sistema SPS ya que de
los 15 aminoécidos que detectamos a partir de los filtrados del medio no se
encontrd arginina, siendo éste el unico aminoacido que no es sustrato de los

transportadores del sistema SPS (Hess et al., 2006).

Es posible que la via TOR regule la actividad de Chll, al igual que
regula a otras permeasas como Gapl y Tat2 en S. cerevisiae (Beck et al., 1999;
Beck et al., 1999; Schmidt et al., 1998). Sin embargo, la cepa Achll no muestra
sensibilidad a rapamicina en las condiciones analizadas (6 UM de rapamicina,
datos no mostrados) lo que sugiere que la actividad de Chll es independiente de
la via TOR. Actualmente estamos inmersos en las determinaciones de los niveles

de aminoacidos citoplasmaticos y extracelulares en Achll y nCHLI incubadas en
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rapamicina. Los diferentes perfiles de acumulacion y excrecion podrian aportar
informacion sobre el posible grado de implicacion de la via TOR en la actividad

de Chll.

La acumulacion de amonio intracelular en Achll produce menor
activacion de la via calcineurina. En H. polymorpha esta via controla la
expresion de los genes sujetos a RCN, asi como la expresion de ENAI, la Na'-
ATPasa de la membrana plasmatica, en funcion de la calidad de las fuentes de
nitrogeno (Rodriguez et al., 2010). La activaciéon de la calcineurina en esta
levadura tiene lugar en ayuno de nitrégeno o en nitrato. En S. cerevisiae la
activacion de la via implica un incremento en la concentracion de calcio
citosolico. En estas condiciones la calcineurina desfosforila al factor
transcripcional Crzl, que entra en el nlcleo uniéndose a los elementos de
respuesta dependientes de calcineurina o CDRE. Esta secuencia estd presente en
el promotor de HpENAI y HpGATI, el factor transcripcional positivo implicado
en la desrepresion de los genes sujetos a RCN. Por tanto, la activaciéon de la via
calcineurina en H. polymorpha da lugar a la expresion de HpENA 1, mediada por
los factores transcripcionales Crzl y Gatl, asi como de los genes de la
asimilacion de nitrato via Gatl (Rodriguez et al., 2010). La menor activacion de
la via calcineurina en Achll esta de acuerdo tanto con el incremento intracelular
de fuentes reducidas derivadas de la incapacidad de la célula para detoxificar el
amonio como con la menor expresion de HpYNRI en presencia de nitrato. La
baja activacion de la via calcineurina en la cepa Achll también se hace patente a
partir de los resultados de expresion obtenidos de CDRE-lacZ y ENAI-lacZ, asi
como los fenotipos de menor viabilidad en frio, dafios de la pared celular y

sensibilidad a sales.

Desconocemos el estado de activacion de la via calcineurina en nCHL,
aunque los resultados de los que disponemos indican que son similares a los
obtenidos en una cepa silvestre, al menos durante las primeras horas de

incubacién en nitrato, ya que ambas cepas comparten los mismos valores de
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actividad nitrato reductasa asi como la misma tolerancia a sales. Por tanto, es
probable que la via calcineurina no est¢ sustancialmente afectada en nCHLI. Por
otra parte, los niveles de Yntl obtenidos en nCHL/ son inferiores a los obtenidos
en la cepa silvestre e incluso en la cepa Achll. Este hecho responde a la diferente
regulacion postraduccional a la que se encuentran sometidos los genes de la via
de asimilacion de nitrato. Asi, Yntl es ubicuitinado y degradado en la vacuola en
presencia de fuentes de nitrogeno preferentes, como la glutamina (Navarro et al.,
2006) mientras que Ynrl no estd afectada por la calidad de la fuente nitrogenada
(Avila et al., 1998; Avila et al., 2002; Navarro et al., 2003). Por tanto, tras la
reduccion del nitrato se obtienen los aminodcidos que escapan de la célula a
través de Chll. La presencia de aminoécidos en el medio ejerceria el mismo
efecto sobre Yntl que el observado en glutamina o en amonio. Ademads, y al
igual que en la cepa Achll, Yntl estd mayoritariamente desfosforilado siendo
este comportamiento similar al obtenido cuando, en presencia de nitrato, se

adiciona amonio o glutamina (Navarro et al., 2008).

En resumen, el transporte de fuentes no preferidas como el nitrato o de
fuentes preferidas como el amonio incrementan los niveles intracelulares de
compuestos de nitrogeno reducidos. El amonio transportado desde el medio
extracelular o el sintetizado a partir del nitrato se incorpora a los esqueletos
carbonados para la sintesis de los aminodcidos. Cuando los niveles de amonio
intracelular son elevados (por ejemplo, en condiciones de bajo potasio y elevado
amonio) se produce la detoxificacion de las fuentes reducidas mediante la
excrecion de aminoécidos a través de Chll. De hecho, la cepa Achll en nitrato
presenta una excrecion de nitrito elevada debida a la acumulacion intracelular de
fuentes reducidas que regulan negativamente el gen de la nitrito reductasa

(Cabrera, tesis doctoral, 2011) (Figura 68).
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Figura 68. La excrecion de aminoacidos actia como un mecanismo de detoxificacion de
fuentes de nitrégeno reducidas. El nitrato transportado por Yntl es reducido por accion de la
nitrato (NR) y la nitrito reductasa (NiR) hasta amonio. La acumulacion intracelular de amonio
produce una regulacion negativa sobre el gen que codifica la nitrito reductasa, incrementando la
tasa de excrecion de nitrito. El amonio es incorporado a los esqueletos carbonados para la
sintesis de aminoacidos (AA) que son excretados a través de Chll cuando las fuentes

nitrogenadas reducidas alcanzan niveles intracelulares toxicos.
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1. HpNARI es el unico miembro de la de la familia FNT (Formate Nitrite

Transporter) identificado en el genoma de H. polymorpha.

2. Narl excreta nitrito y participa en la detoxificaciéon de este anioén toxico,
siendo el Unico sistema con dicha actividad identificado hasta el momento en H.
polymorpha. Narl también excreta nitrato, actuando de forma secuencial con
Ssu2 de tal forma que el nitrato es excretado por Narl cuando los niveles

intracelulares superan la capacidad de excrecidn a través de Ssu2.

3. Narl se localiza en la membrana plasmatica independientemente de la fuente

de nitrogeno presente en el medio.

4. El gen HpNARI no estd sujeto a represion catabdlica por nitrégeno aunque
muestra una expresion ligeramente superior en nitrato La fuente de carbono no

ejerce regulacion postraduccional sobre Narl.

5. La cepa AyntiAnarl no presenta cambios significativos en el transporte de

nitrito indicando que Narl no transporta nitrito hacia el interior de la célula.

6. HpCHLI es el unico gen identificado en el genoma de H. polymorpha que
codifica una proteina con similitud a los transportadores de la familia NRT1

(PTR), cuya expresion estd inducida en nitrato.

7. Chll es un transportador de la membrana plasmatica con escaso o nulo papel
en el transporte de nitrato. Chll podria estar implicada en la detoxificacion de

fuentes reducidas a través de la excrecion de aminoacidos.

8. La acumulacion intracelular de fuentes reducidas en Achll conduce a una

menor activacion de la via calcineurina.
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V. MATERIALES Y METODOS.

1. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

1. 1. Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron: 1) Escherichia

coli XL1 Blue (Stratagene, U.S.A.) recAl endAl gyrA96(Nal thi-1 hsdR17(ry
my') supE44 relAl lac F’[proAB lacZAM15 Tnl0 (Tet')] empleada en la
amplificacion rutinaria de ADN plasmidico; 11) E. coli DHS5Q: (@80dlacZAM15)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(ry my) supE44 relAl deoR A(laZYA-argF)
U169 usada también en la amplificaciéon de ADN plasmidico y en la obtencién
de plasmidos que no fueron obtenidos en la cepa XL1 Blue; 1ii) SCS110: rpsL
(Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dan dem supE44 A(lac-
proAB) F’[traD36 proAB laclqZAM15] empleada para obtener el ADN

plasmidico no metilado.

1. 2. Cepas de levaduras.

Se utiliz6 como cepa silvestre H. polymorpha NCYC 495 (syn. CBS;g7,
ATCC14754, NRRL-Y-1789, VKM-Y-1397) (Wickerham, L.J. 1951) Yy cepas
derivadas del doble mutante auxotréfico NCYC 495 ura3 leu2. El apéndice 1

resume los genotipos de las cepas empleadas, asi como su nombre y origen.
Mayoritariamente se usaron cepas prototroficas complementando las

auxotrofias leu2 y ura3 con los plasmidos portadores de los genes LEU2 y URA3
de H. polymorpha (Agaphonov, M.O. et al., 1994; Marzluf, G.A., 1997).
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1. 3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano.

En el crecimiento de las bacterias se usé medio sélido y liquido. El
medio de crecimiento usado fue LB (Luria Bertani). El medio liquido se prepard
disolviendo los componentes en agua destilada, tamponandolo y esterilizandolo
en autoclave durante 20 min a 121°C y 1.1 bar de presion. Para los medios
solidos se afiadi6 Bacto-Agar a una concentracion de 2 % (p/v). Los antibioticos,
previamente filtrados, se afadieron al medio estéril templado a partir de una
solucion concentrada 500 veces. Las concentraciones finales fueron 50 pg/ml de
ampicilina y 10 pg/ml de tetraciclina. En el caso del antibidtico zeocina se
anadieron 2.5 pg/ul al medio templado a 55°C a partir de una disolucién
concentrada de 100 mg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Las bacterias se
crecieron a partir de la siembra de una colonia, tanto en medios sélidos como en
la obtencidon de preindculos usados para la inoculacién de matraces Erlenmeyer
que contienen un volumen de medio correspondiente a un quinto de su
capacidad, con una agitacion orbital de 200 rpm. El crecimiento en medio

liquido se determin6 midiendo la DO a 660 nm.

En la preparacion de células competentes, es decir, susceptibles de ser
transformadas con ADN plasmidico, se us6 el medio SOB. La incubacion de las
células tras la transformacion se llevd a cabo en medio SOC, con idéntica

composicion que el SOB y suplementado ademas con glucosa 20 mM.

En la conservacion de las bacterias durante largos periodos se congeld a

-80°C en glicerol al 15% (v/v).
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Medio LB Medio SOB
Bacto-Triptona 1 % (p/v) Triptona 2 % (p/v)

Extracto de levadura 0.5 % (p/v)  Extrato de levadura 0.5 %
NaCl 0.5 % 6 1 % (p/v) segun el

L NaCl 10 mM
antibiético empleado
Ajustado a pH 7 con NaOH 1N KCI 2.5 mM
MgCl, 10 mM*

MgSO, 10 mMm*

'El cloruro magnésico y sulfato magnésico se afiadieron al medio a partir
de disoluciones concentradas estériles.

1. 4. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de levaduras.

La preparacion de los medios de crecimiento se realizo disolviendo los
diferentes componentes en agua MilliQ y se sometid a la esterilizacion en las
mismas condiciones que la usada en los medios de bacterias. En la preparacion
de medios so6lidos se empled Bacto-Agar al 2 % (p/v). El crecimiento de H.
polymorpha en medio no selectivo o medio rico se llevd a cabo en YPD. El
medio minimo usado en el crecimiento selectivo se denomina YG, compuesto
por “Yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate” (YNB,
Difco) al 0.17 % (p/v), que contiene todos los cofactores y vitaminas necesarias,
y glucosa al 2 % (p/v). La adicion de la fuente nitrogenada a este medio, en
forma de cloruro amonico, recibidé el nombre de YGNH; cuando se usé nitrato
sodico pasé a denominarse YGNO y cuando se afadid nitrito sodico se
denomindé YGNO,. El medio YGAS contiene “Yeast nitrogen base without
amino acids” (YNB, Difco) al 0.67 % (p/v) que aporta todos los componentes
necesarios para el crecimiento de la levadura y como fuente de nitrogeno 37.8
mM de sulfato de amonio. La concentracion de la fuente de nitrogeno usada en

los diferentes experimentos se indica a continuacién de las siglas del medio.
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YPD
Glucosa 2 % (p/v)

Peptona 2 % (p/v)
Extracto de levadura 1 % (p/v)
Agar 2 % (p/v)

Las auxotrofias de uracilo y leucina se suplieron anadiendo estos
compuestos a partir de soluciones 50 veces concentradas y estériles, a unas
concentraciones finales de 0.18 mM y 0.23 mM, respectivamente. En la
seleccion de transformantes portadores del gen ble, que confiere resistencia al
antibidtico zeocina se uso el medio so6lido YPD suplementado con 10 pg/ul del

antibidtico a partir de una disolucion concentrada de 100 mg/ml.

H. polymorpha crece a 37° C, aunque su temperatura Optima de
crecimiento es de 42° C (Levine y Cooney, 1973). El crecimiento se realiz6é en
placas de Petri o en matraces Erlenmeyer con una agitacion orbital de 200 rpm.
El crecimiento se determiné midiendo la densidad 6ptica a 660 nm. Esta
levadura presenta una relacion lineal entre la DOgg y la concentracion de células

del cultivo durante su fase exponencial, segun la férmula:

1 U DOgg = 3.75 mg/ml (peso fresco) 07-107 células/ml (I)

Para la conservacion durante largos periodos de tiempo se congeld a -80°

C en glicerol al 15 % (v/v).
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Composicién del Yeast nitrogen base without amino acids and
ammonium sulphate (concentraciones en el medio)

acido p- 200 pgl/l biotina 2 ugl/l
aminobenzoico

acido boérico 500 pg/l cloruro calcico 0.1 g/l
pantotenato calcico 400 pg/l sulfato de cobre 40 pg/l
cloruro férrico 200 pg/l acido fdlico 2 ugl/l
inositol 2 mg/l sulfato magnésico 0.5¢g/
sulfato de manganeso 400 ug/l niacina 400 pg/l
loduro de potasio 100 pg/l fosfato potasico 1 g/l

monobasico

piridoxina hcl 400 pg/l riboflavina 200 pg/l
cloruro sédico 0.1 9/l molibdato sodico 200 pg/l
tiamina hcl 400 pg/l sulfato de zinc 400 pg/l
pH final: 4,5

Yeast nitrogen base w/o amino acids, igual composicién mas sulfato aménico 5 g/l

1. 4. 1. Medios de cultivo y condiciones en la induccion de los
genes de asimilacion de nitrato de H. polymorpha.

Con el fin de inducir la expresion de los genes de asimilacion de nitrato
de H. polymorpha las células se crecieron durante la noche en YGNH 5 mM
hasta una DO = 2.7 unidades. Se recogieron mediante centrifugacion a 4863 x g
(5000 rpm) durante 7 min, se resuspendieron en agua para eliminar restos del
medio anterior, se volvieron a centrifugar y finalmente se resuspendieron en
medio de induccion YGNO. La concentracion de nitrato sddico varié de 1 a 10
mM segun el experimento y en ocasiones se emplearon concentraciones de hasta
20-50 mM. Las células se incubaron en este medio de 30 a 120 min en la
mayoria de los experimentos. En ocasiones, antes de transferir las células al
medio de induccidn se incubaron en un medio sin nitrégeno (YG) durante 60-90

min con el fin de obtener niveles de induccion elevados y reproducibles.
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1. 4. 2. Preparacion de las cepas en la siembra por goteo.

Las siembras por goteo, junto con el crecimiento en medio liquido,
permite la caracterizacion fenotipica de las cepas en estudio. Las cepas
estudiadas en este trabajo fueron goteadas sobre medios so6lidos con diferente
composicion cuya finalidad fue la determinacion de los fenotipos asociados a la
delecion o sobreexpresion de un gen, donde las diferencias en el crecimiento
entre cepas vienen dadas en el nimero e intensidad de las diluciones crecidas.
Para ello, una colonia se crecido en 5 ml de YPD liquido hasta alcanzar la fase
estacionaria. De cada precultivo se recogié 1 ml de medio, en tubo eppendorf
estéril, por centrifugaciéon a 16060 x g (13000 rpm) durante 1 minuto. Las
células se lavaron con 1 ml de agua MilliQ estéril centrifugando de la misma
forma y resuspendiéndolas en 500 pl de agua estéril. A continuacion se
realizaron diluciones (entre 1/4 a 1/16) de las suspensiones celulares y se
determind el numero de células lavadas segun la expresion (I), usando el lector
de microplaca Multi Skan EX (Labsystems). Sobre microplacas, esterilizadas por
exposicion a UV durante la noche, se realizaron hasta 5 diluciones seriadas en
agua estéril, de tal forma que 5 pl de cada dilucién contuvieran de 10° a 10
células. En el goteo se usd6 una pipeta multicanal (Finnpipette BioControl-
Thermo Labsystems, Helsinki, Finlandia) que permitio la siembra simultdnea de

8 cepas por placa. Las placas se incubaron a 37° C durante 48 h.

2. Transformacion de microorganismos.

2. 1. Transformacion de bacterias.

La transformacion de bacterias se realizd principalmente por choque
térmico. En la obtencion de células competentes de E. coli se desarrollo el
protocolo descrito por Hanahan (1986). En la obtencion de células competentes
se partid de un precultivo (5 ml) crecido hasta fase estacionaria en LB

suplementado con tetraciclina, en el caso de la cepa XL1 Blue. Se inocularon
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200 ml de medio SOB (con o sin tetraciclina seglin la cepa bacteriana), con 0.18
vol. del preinoculo, y se dejaron crecer hasta fase exponencial (DOsgs = 0.4 —
0.6) a 37° C. A continuacidn se enfrio el cultivo en hielo durante 30 min, seguido
de una centrifugacion durante 7 min, 4° C, a 4863 x g (5000 rpm). Se
resuspendieron en 1/3 vol. de la soluciéon RF1 frio (66 ml), se incub6 en hielo
durante 30 min y se centrifugd en las misma condiciones. En este punto las
células se resuspendieron en 1/12 vol. de RF2 frio (16 ml), incubandose 15 min
en hielo. Finalmente se prepararon alicuotas de 200 pl en tubos eppendorf
estériles que se enfriaron rapidamente sumergiéndolos en nitrégeno liquido. Las

células se almacenaron a -80° C hasta el momento de uso.

RF1 RF2
RbCI 100 mM RbCI 10 mM
MnCl,-4H,0 50 mM CaCl,-2H,0 75 mM
Acetato de sodio 30 mM Glicerol 15% (v/v)
CaCl,-2H,0 10 mM MOPS 10 mM (&cido 3-

[morfolino] propanosulfonico)

Glicerol 15% (v/v)

pH 5.8 con acido acético. pH 6.8 con NaOH.
Esterilizar por filtracion Esterilizar por filtracion

En la transformacion se anadid a las células competentes, una vez
descongeladas el ADN plasmidico (en un volumen no superior a 10 pl),
incubando la mezcla en hielo 30 min. A continuaciéon, se sometido a choque
térmico durante 90 s a 42° C, y se incubaron inmediatamente en hielo 2 min. Se
afiadieron 800 pl de SOC y se incub6 la mezcla a 37° C en agitacion 1 hora.
Finalmente las células se recogieron a la maxima velocidad en wuna
microcentrifuga durante 1 min y se sembraron en placas de LB-agar
suplementadas con los antibioticos adecuados, generalmente ampicilina y
zeocina. La eficiencia de la transformacion es de unos 10’ transformantes/pg de
ADN. En la seleccion por color de las colonias portadoras de plasmidos

recombinantes (0-complementacioén del gen lacZ) (Sambrook y Russell 2001),
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las células se sembraron en placas de LB-agar sobre las que se extendieron 20 pl
de X-gal a partir de la disolucidon comercial concentrada (50 mg/ml) (Promega,
Madison, WI, USA) y 100 pl de IPTG 100 mM, incubando las placas a 37° C al
menos unos 30 min antes de la siembra de las bacterias. Las colonias de color
azul son las que portan el plasmido comercial religado mientras que las de color
blanco portan el plasmido con el inserto de interés. El color azul de las colonias

se intensifica al incubar las placas a 4° C.

En el caso de que se necesite una eficicienca de transformacion mayor
que 107 transformantes/ug de ADN se realizd la transformacién por
electroporacion, siguiendo las recomendaciones del fabricante del electroporador
BTX 600 (Electro Cell Manipulator” 600). Las bacterias electrocompetentes se
obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento que en la obtencion de bacterias
competentes para transformacidon por choque térmico. Sin embargo, los lavados
fueron realizados en agua MilliQ estéril y fria, y las alicuotas de bacterias se
realizaron en 40 pl de glicerol, frio y estéril, al 10 % conservandolas a -80° C
hasta el momento de uso. El proceso de transformacion se realizé colocando la
mezcla de células competentes y ADN plasmidico en el fondo de una cubeta de
electroporacion fria de 2 mm de separacion entre electrodos. Se aplicd un pulso
eléctrico de 5 milisegundos (campo eléctrico de 2.5 KV-cm, 50 pF de
capacitancia y 129 Q de resistencia) y a continuacién se afiadié rapidamente 800
ul de SOC, resuspendiendo las células con cuidado. La mezcla se incub6 a 37° C
durante 1 hora sin agitacion y se sembraron de la misma forma que las bacterias

transformadas por choque térmico.

2. 2. Transformacion de H. polymorpha.

La preparacion de células competentes de levaduras y la transformacion
de las mismas se llevo a cabo seglin el protocolo descrito por Faber et al.,
(1994). Se partio de un precultivo de YPD (5 ml), crecido hasta fase estacionaria

a 37° C. Se uso6 0.15 vol. del mismo para inocular 50 ml de YPD precalentado a
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37° C, y se dejo crecer hasta alcanzar una DOgg = 1.2 —1.5 (010® células/ml).
Las células fueron recogidas por centrifugacion a 4,836 x g (5000 rpm) durante 7
min y resuspendidas en 0.2 vol. del tampon KPi, pH 7.5, al que se anadio DTT a
una concentracion final de 25 mM, incubandose en dicho buffer durante 15 min
a 37° C. Luego se lavaron dos veces con tampon STM frio; el primer lavado se
hizo con 1 vol. y el segundo con 0.5 vol. En todo momento las células se
mantuvieron en hielo y se centrifugaron en las mismas condiciones entre
lavados. Posteriormente se resuspendieron en 0.005 vol. de STM y se prepararon
alicuotas de 60 ul que se congelaron en nitrégeno liquido, almacenandolas a -80°

C hasta el momento de uso.

KPi 50 mM DTT STM
Preparar en 0.01 M de acetato de Sacarosa 270
K;HPO, 1M :
sodio mM
Ajustar el pH 5.2 y esterilizar por .
KH,PO,4 1M . . Tris-HCI 10 mM
filtracion
Ajustar el
Conservar a -20° C MgCl, 1 mM
pH 7.5

Ajustar el pH 7.5

La cantidad de ADN utilizado en las transformaciones fue de [l Lg, en
un volumen no superior a 5 Yl que se anadido a las células competentes
descongeladas sobre hielo. La mezcla se coloco en el fondo de una cubeta de
electroporacion fria de 2 mm de separacidon entre electrodos, aplicindole un
pulso de 5 milisegundos (campo eléctrico de 7.5 KV-cm, 50 uF de capacitancia y
129 Q de resistencia).Tras el pulso eléctrico se anadio a la cubeta 1 ml de YPD
resuspendiendo las células con cuidado y se incub6 la mezcla a 37° C durante 1
hora sin agitacion. Las células se recogieron mediante centrifugacién durante 60
s a maxima velocidad en una microcentrifuga, se lavaron con 1 ml de YG y

finalmente se resuspendieron en 200 pl del medio minimo. La siembra de las
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células se hizo sobre placas que contenian el medio apropiado en la seleccion de

los transformantes.

3. Técnicas relacionadas con proteinas.

3. 1. Manipulacion de extractos proteicos.

3. 1. 1. Obtencion de extractos celulares.

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de células en fase
exponencial (DO.g50 = 2-2.6) aproximadamente 50 mg de células (peso fresco)
mediante centrifugacion a 4863 x g (5000 rpm) durante 5 min a 4° C en tubos de
vidrio de fondo redondo. Las células se lavaron con agua fria y se congelaron a -
20° C hasta el momento de uso. Una vez descongeladas sobre hielo se afiadid a
cada muestra de 250 a 300 ul de tampon de extraccion, en la determinacion de la
actividad nitrato reductasa o [3-galactosidasa respectivamente, conteniendo
ademas el coctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini Tablets, Roche,
Indianapolis, EEUU). Los extractos celulares se mantuvieron durante todo el
proceso a 4° C. A continuacion se sometieron a rotura mecanica con bolas de
vidrio ([J 0.5 mm) en un homogenizador FastPrep (FP120, BIONOVA, Francia)
durante 20 segundos a una velocidad de 6 m/s, rompiendo las células por
cizallamiento. Tras enfriar los viales en hielo, se perforaron por el fondo con la
ayuda de una aguja hipodérmica caliente y se centrifugaron sobre tubos nuevos a
baja velocidad, 820 x g (3200 rpm) durante 1 min. El sobrenadante se transfirio a
un tubo nuevo y se clarifico centrifugandolo a 16060 x g (13000 rpm) durante 60
s. Posteriormente el sobrenadante se clarifico mediante centrifugacion de 10580
x g (13000 rpm) durante 10 min a 4°C. Asi obtuvimos los extractos proteicos
totales libres de los restos celulares generados por la rotura. Estos extractos
proteicos fueron empleados en los ensayos de actividad nitrato reductasa y [3-

galactosidasa.
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Tampon de extraccién
Tampon fosfato potasico 100 mM, pH 7.4

FAD 20 pM
EDTA 1 mM

3. 1. 2. Determinacion de la concentracion de proteinas en
extractos celulares.

En la determinacion de las actividades enzimaticas y en el analisis de
proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE se cuantifico la concentracion de
proteinas mediante el método Bradford (1976) usando el reactivo de Bradford
del kit comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) y y-
globulina como proteina patron. Los extractos se diluyeron de 5 a 10 veces en
agua y se utilizé de 5 a 10 pl del diluido en la determinacién de la concentracion
de proteinas, afiadiendo 200 pl del reactivo de Bradford. La reaccion
colorimétrica se dejé desarrollar durante 5 min y se determind la absorbancia a

590 nm en un lector de placas multipocillo (Thermo Labsystems, Finlandia).
3. 2. Determinacion de la actividad nitrato reductasa.

La obtencion de los extractos proteicos fue necesaria en la determinacion
de la actividad nitrato reductasa (NR) de las cepas estudiadas en este trabajo. En

dicha determinacion se us6 el tampon de ensayo de la enzima.

Tampon de ensayo
Tampon fosfato potasico 100 mM, pH 7.4

FAD 40 pM
NaNO; 40 mM

La actividad nitrato reductasa en levaduras se determind en un volumen

de reaccion de 500 pl. La mezcla de reaccion contenia 250 pl de tampon de
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ensayo y de 10 a 20 ul de extracto, completandose hasta 450 pl con agua. Esta
mezcla se incubo a 30° C, iniciando la reaccion mediante la adicion de 50 pl de
NADH 2 mM. Después de 15 min la reaccion se detiene por adicion de 500 pl de
N-(I-naftil)-etilendiamina 0,02 % (p/v) (reactivo A) y 500 pl de sulfanilamida 1
% (p/v) en HC1 1 % (v/v) (reactivo B) (208). Estas dos soluciones permiten la
deteccion colorimétrica del nitrito producido por accidon de la nitrato reductasa.
El desarrollo de color es proporcional a la concentracion del i6n. La
cuantificacion se llevo a cabo midiendo la absorbancia de la solucion a 540 nm y
la pendiente de la curva de calibrado obtenida. La actividad especifica nitrato
reductasa se expresa como nmoles de nitrito-minuto™ (mU) - mg de proteina™; y

se calcula segun la formula:

Act. NR = [DOs4o/pendiente de la curva de nitrito] / [Vextracto(MI) X

proteinas totales (mg/ml) x tiempo (min)]

3. 3. Determinacion de la actividad [3-galactosidasa.

La determinacion de la actividad 3-galactosidasa mediante extractos se
realizo para medir con el fin de determinar la expresion de los genes en estudio
mediante la fusion de sus promotores al gen /acZ. En dicha determinacion se usé

el tampon de ensayo de la enzima denominado tampén Z.

Tampon Z
KCI 10 mM

MgS0O,-7H,0 1 mM
B-mercaptoetanol 0.27 % (v/v)
Na,HPO, 60 mM pH 7
NaH,PO4 40 mM pH 7

La actividad [-galactosidasa se valordé en un volumen de reaccion de

600 pl. La mezcla de reaccidén contenia de 10 a 30 ul de extracto, 450 ul de
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tampon Z y se completd con agua MilliQ hasta un volumen final de 600 pl. La
mezcla de reaccion se incubd a 30° C durante 5 min tras los cuales se inicid la
reaccion por adicion de 100 pul de ONPG (o-nitrofenol B-D-galactopiranésido)
recién preparado a 4 mg/ml en tampon Z. La reaccion se dejo desarrollar hasta
que la disolucién tomo un color amarillo pélido y se detuvo afiadiendo 250 pl de
Na,CO; 1 M. La absorbancia se determind a 420 nm. Un valor de 0.0045
unidades de Ayonm corresponde a 1 nmol/ml de o-nitrofenol producido. La
actividad especifica se expresa en nmoles de o-nitrofenol - minuto™ (mU) - mg de

ro -1 J , r
proteina™ ; y se calcul6 segun la formula:

Act. = [DOy470] X Vreaccion(Ml) / [0.0045 X Veyracto(MI) X proteinas totales

(mg/ml) x tiempo (min)]

3. 3. 1. Determinacion de la actividad -galactosidasa in situ a
partir de células permeabilizadas con cloroformo sobre filtros.

Las células se sembraron en medio YGNH 5 mM so6lido y se incubaron a
37° C hasta que las colonias adquirieron un tamafo entre 1-3 mm [. A
continuacion y con ayuda de un palillo estéril se ordenaron las colonias a modo
de estrias en medio YGNH y medio YGNO 5 mM (medio de induccion, siempre
y cuando se tratara de genes inducidos por nitrato) donde se incubaron durante
48 h. Transcurrido este tiempo se depositaron filtros de papel Whatmman 3 MM
sobre las placas con el fin de transferir las células al papel. Como control del
ensayo se transfirieron células crecidas en medio YGNH 5 mM, donde la

expresion de los genes de la via de asimilacion de nitrato no est4 inducida.

La permeabilizacion de las células se logré sumergiendo los filtros en
cloroformo de forma que las células quedaran en contacto directo con el
disolvente durante 5 min. Se us6 un recipiente de vidrio de 23 x18 cm, con una
profundidad de 3 cm, que se rellen6 a la mitad de su capacidad total.
Transcurrido ese tiempo y una vez eliminado el cloroformo por evaporacion,
cada filtro se puso en contacto con 1.5 ml de la mezcla de reaccion (Tampon Z +
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X-gal a 1 mg/ml), usando la base de una placa de Petri, manteniéndolas en
oscuridad a 30° C. El desarrollo de la actividad, detectable por la coloracién azul
que adquieren las células, tuvo lugar después de 15-20 min en las células que
habian crecido en YGNO 5 mM vy alcanz6 su maximo a las pocas horas de
incubacion. Las células que habian crecido en YGNH 5 mM desarrollaron el
color a partir de la primera hora y el maximo de coloracion se alcanzo después

de 18 h.

3. 4. Obtencion de extractos de proteinas de membrana para SDS-
PAGE.

Los extractos se obtuvieron a partir de 50 mg de células (peso fresco)
mediante la adicion de tampon de extraccion frio. La suspension, que siempre se
mantuvo en hielo durante todo el proceso, se transfirié a un tubo de 1.5 ml al que
se afiadieron bolas de vidrio de 5 mm . Se sometieron a 20 segundos de rotura
mecanica en un FastPrep (FP120, BIONOVA, Francia) a una velocidad de 6
m/s. Tras enfriar los viales en hielo, se perforaron por el fondo con la ayuda de
una aguja hipodérmica caliente y se centrifugaron sobre tubos nuevos a baja
velocidad, 820 x g (3200 rpm) durante 1 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se clarific6 mediante 3 centrifugaciones consecutivas a 820 x g
(3200 rpm) durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante clarificado se
centrifugd a 20500 x g (15000 rpm) durante 30 min a 4° C para obtener una
fraccion enriquecida en membrana plasmatica. Después de esta centrifugacion se
descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendido en 70 pl de disolucion de
resuspension con ayuda de una micropipeta. Se usaron 10 pl de extracto para la
cuantificacion de las proteinas y al resto se le afiadid6 20 pl de tampon de
desnaturalizacion 4X. Finalmente los tubos se calentaron a 40° C durante 30 min

y se conservaron a -20° C hasta la electroforesis.
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Tampoén de
extraccion

EDTA 15 mM

EGTA 15 mM
Na,P,PO; 10 mM
NaN; 10 mM

NaF 10 mM
Inhibidores de
proteasas
Complete Mini
PMSF 2 mM
Tris-HCI 50 mM
pH 7.5

Disolucién de
resuspension

Tritdbn X-100 0.025 %
(p/v)

EDTA 15 mM
EGTA 15 mM
Na,P,PO; 10 mM

NaN; 10 mM

NaF 10 mM

Tampon de
desnaturalizacion (4X)

SDS 12 % (p/v)

B-mercaptoetanol 6 %
(VIv)

Glicerol 30 % (v/v)
Azul de bromofenol 0.05
% (p/v)
Tris-HCI 150 mM pH 7

3. 5. Tratamiento de los extractos proteicos con A-proteina fosfatasa.

Para desfosforilar a Narl-HA se trataron 20 pg de proteinas de

membrana con 150 U de A-proteina fosfatasa (New England Biolabs, Beverly,

EEUU) durante 25 min a 30°C en presencia del tampon de la A-proteina fosfatasa

y 2 mM de MnCl,. Los extractos se obtuvieron como se describe en el apartado

anterior excepto porque el tampon de extraccion y disolucion de resuspension

carecian de EDTA, EGTA, NaF, Na,P,0; y NaN;. Después del tratamiento con

A-proteina fosfatasa se afiadi6 tampon de desnaturalizacion (4X) y se calentaron

los extractos a 40°C durante 30 min.
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Tampon de reaccion de A-proteina fosfatasa
EDTA 0.1mM

ditiotreitol 5 mM
Brij35 0.01% (p/v)
Tris-HCI 50 mM pH 7.5

3. 6. Electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las proteinas se separaron por electroforesis usando minigeles
discontinuos de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) desarrollando Ia
electroforesis en una cubeta vertical Mini-Protean"3 (Bio-Rad, Hercules, CA,

EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los geles discontinuos se elaboraron a partir de una disolucion de
acrilamida/bis-acrilamida [30 % (p/v) monoémero total; 2.67 % (p/v)
entrecruzamiento]. El gel superior, o gel de compactacion de la muestra, de unos
2 cm de largo, se prepar6 al 4 % (p/v) de mondémero total, Tris-HCI 0.125 M pH
6.8. El gel inferior, o gel de resolucion de la muestra, se prepard con un
porcentaje que oscild entre el 10 al 12 % (p/v) segin la aplicacion, Tris-HCI

0.375 M pH 8.8. La concentracion de SDS en ambos geles fue 0.1 % (p/v).

La electroforesis se desarrolld en el tampoén de electroforesis aplicando
tres diferencias de potencial distintas a lo largo del tiempo. Se inicidé con 50 V
hasta que la muestra entr6 completamente en el gel de compactacion, luego se
aumento hasta 150 V para provocar la compactacion y 100 V una vez dentro del

gel de resolucion hasta el final de la electroforesis.
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Tampon de electroforesis Acrilamida/bis-acrilamida
(pH 8.3) 30%T, 267 %C
Tris 25 mM Acrilamida 29.2 % (p/v)

N’N’-bis-metilén-acrilamida
0.8 % (p/v)

Glicina 192 mM

SDS 0.1 % (p/v)

Para determinar el desarrollo de la electroforesis asi como para estimar
la masa molecular de las bandas se us6 el marcador de masa molecular pretefiido
con colorantes especificos (Dual Color, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) (Figura
69).

— -250

[E— -150
JR— - -100
— — - 75
— e - 30
— _ 3?
A e | - 25
— — _ Eﬂ
— — e
— - 10

Dual Color Kalsidoscope
Figura 69. Marcadores preteiiidos Precision Plus Protein[J] Standards, Kaleidoscopell y
Dual Color.

3.7 Transferencia de proteinas a membranas de PVDF.

Las proteinas una vez separadas por electroforesis se transfirieron a
membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, EEUU) mediante

el dispositivo de electrotransferencia Mini Trans-Blotl] (Bio-Rad, Hercules, CA,
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EEUU) con el fin de realizar a continuacion la inmunodeteccion de la proteina
especifica (western blot). Las membranas se humedecieron en metanol durante
unos 15 s, con el fin de activarlas, y a continuacion fueron sumergidas en
tampon de transferencia. Se pusieron en contacto con los geles de poliacrilamida
como describe el manual del aparato y en la orientacion adecuada respecto a los
electrodos de la cubeta. La transferencia se realiz6 en tampon de transferencia
aplicando una diferencia de potencial constante de 100 V durante 90 min a 4° C.
Una vez finalizada la transferencia las membranas se dejaron secar y se
conservaron a 4° C hasta el momento de la inmunodeteccidn, para lo cual fue
preciso activar las membranas en metanol durante unos segundos y retirar el

exceso del mismo con PBS-T.

Tampon de transferencia (pH 8.3)
Tris 25 mM

Glicina 192 mM
Metanol 20 % (v/v)

3. 8. Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membranas (western
bloy).

Las membranas se bloquearon con la disolucion de bloqueo (leche en
polvo desnatada La Asturiana 5 % (p/v) disuelta en PBS-T) durante 60 min con
agitacion a temperatura ambiente. Después del bloqueo se incubd con el
anticuerpo primario a la dilucion indicada en la tabla 9. La incubacion con el
anticuerpo primario se realizd en una disolucion de leche desnatada al 0.5 %
(p/v) en PBS-T durante 60 min. A continuacion se lavaron las membranas con
PBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo realizando tres lavados
consecutivos de 4, 6 y 8 min cada uno. Al finalizar los lavados se incub6 la
membrana durante 30 min con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado a
peroxidasa de rabano a la concentracion indicada en la tabla 9 en una disolucién
de leche desnatada al 0.5 % (p/v) en PBS-T. Seguidamente se retird el exceso de

anticuerpo secundario lavando las membranas de la misma forma que para el
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anticuerpo primario y se llevd a cabo la detecciéon de las bandas especificas
mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL Plus (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Reino Unido) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La sefial quimioluminiscente se detectd directamente usando la cdmara CCD del
sistema de andlisis ChemiDocl] XRS Gel Documentation systems y se usé el
programa de imagen Bio-Rad Quantity One" (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) o

por impresion de una pelicula radiografica.

Antigeno Naturaleza Dilucion Origen
empleada
yntt ~ nmunosuero . g4 GMN?
de conejo
Ant!cuel_rpos HA Anticuerpo 1:1000 Roche
primarios monoclonal
ScPmal Inmunosu_ero 1:40.000 Dr. R. ,
de conejo Serrano
IgG de Inmunosuero . :
Anticuerpos ratén de oveja 1:3.000 Sigma
secundarios IgG o_le Inmunosuero 1:50.000  Amersham
conejo de cabra

'GMN: Grupo del Metabolismo del Nitrogeno
*Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas. Universidad Politécnica de Valencia-
CSIC.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en este trabajo y concentraciones de uso.

4. Determinacion del transporte de nitrato.

El transporte de nitrato se determind siguiendo la desaparicion del
nitrato del medio (Machin et al., 2004 (197 RM)). Los cultivos de levaduras se
crecieron en medio YGNH hasta alcanzar los 10 mg de células/ml. A
continuacion se incubaron en medio YGNO 1-5 mM o se ayunaron en medio YG
durante 90 min. Se recogieron por centrifugacion, se lavaron con agua fria y se
resuspendieron en 4.8 ml de YG MES-Tris 25 mM pH 5.5 a una concentracion
de 5-10 mg de células/ml. Esta suspension se realizo en tubos tipo Falcon de 50
ml y se incubaron en un bafio a 37° C con agitacion. Transcurridos 2 min de

incubacion se inicio el consumo con la adicidn de nitrato a una concentracion
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final que oscild entre 100 y 500 uM. A partir de este momento se tomaron
alicuotas de 200 pul del medio, vertiéndose cada una sobre 100 ul de HC1 0.35 M
con la finalidad de detener el consumo. Finalizado el ensayo, se midié la
DOgsonm de la suspension celular que aun quedaba en el tubo Falcon para
determinar la concentracion de células y las muestras tomadas a lo largo del
tiempo se neutralizaron afiadiendo 40 pl de Tris 1M. Las muestras se
centrifugaron a 16.060 x g (13.000 rpm) durante 3 min. Las muestras se

congelaron a -20° C hasta el momento de la determinacién del nitrato.

La concentracion de nitrato de cada alicuota se determiné transformando
el nitrato en nitrito mediante el uso de la NR purificada de Aspergillus sp
(Roche, Indianapolis, IN, EEUU) o de H. polymorpha (The Nitrato Elimination
Company, Inc., Lake Linden, MI, EEUU) usando NADH como donador de
electrones en la reaccion de reduccion. La concentracion del nitrito producido se
determind colorimétricamente (Snell y Snell, 1949). El proceso se llevo a cabo
de la siguiente manera: de cada muestra se tomaron dos volimenes de 30 pl que
se transfirieron a una placa multipocillo. A uno de estos volumenes se le afiadio
30 ul de agua, con el fin de determinar el nitrito excretado, y al otro se afiadi6 30
ul de mezcla de ensayo, conteniendo la NR purificada (The Nitrate Elimination
Co, Inc. (NECilJ) y el NADH, con el fin de determinar el nitrito resultante de la
reduccidon del nitrato junto con el nitrito excretado. En la placa también se
incluyé una curva patréon de nitrato. La placa multipocillo se incubo a 30° C
durante 1 h y se detuvo la reaccion anadiendo 60 pl de reactivo A (N-(1-naftil)-
etilendiamina 0.02 % (p/v)) y 60 pl de reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en
HCI 1 % (v/v)). La reaccion se dejo desarrollar durante 15 min y se midi6 la

absorbancia a 540 nm.
El valor de consumo de nitrato se obtuvo representando el valor de

absorbancia de nitrito total sustraido el nitrito excretado para cada punto frente al

tiempo. La velocidad de consumo es la pendiente del tramo lineal de cada
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., . .1 ..
representacion expresada en nmoles de nitrato - min~ y relativizada por la

concentracion de células del ensayo.

Mezcla de Ensayo
NR purificada 7.5 x 10 U/l

NADPH/NADH 150 uM
Tampon fosfato potasico 50 mM pH 7.5

5. Determinacion del transporte de nitrito.

El transporte de nitrito se determind siguiendo el mismo procedimiento
que el descrito en el consumo de nitrato. Las células fueron incubadas
previamente en YGNO 1-5 mM o ayunadas en medio YG durante 90 min. A
continuacion se resuspendieron en 4.8 ml de YG MES-Tris 25 mM pH 5.5 6 6.
En ocasiones el ensayo de consumo se realizé a pH 4 utilizando como tampodn el
acido tartarico-Tris 20 mM. Esta suspension se realiz6 en un tubo tipo Falcon de
50 ml y se incubaron en un bafio a 37° C con agitacién. Transcurridos 2 min de
incubacion se inici6 el transporte con la adicion de nitrito a una concentracion
final que oscil6 desde los 100 a los 500 uM. Se retiraron 200 pl de medio a los
tiempos indicados en cada ensayo y se vertieron sobre tubos de 1.5 ml
conteniendo 200 pul de reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en HCI 1 % (v/v)) con
el fin de detener el consumo. Finalizado el ensayo, a cada tubo se le afiadi6 200
ul de reactivo A (N-(I-naftil)-etilendiamina 0.02 % (p/v)). Los tubos se
centrifugaron 3 min a 16060 x g (13000 rpm) y a continuacion se determind la
concentracion de nitrito para cada punto midiendo la absorbancia a 540 nm

después de 15 min.

La velocidad de consumo de nitrito se calcul6 a partir de la pendiente del
tramo lineal de la representacion de la concentracion de nitrito frente al tiempo,
expresada en nmoles de nitrito - min™' y relativizada por la concentracion de

células en el ensayo.
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6. Acumulacion de nitrato y nitrito intracelular.

Las células de levaduras de H. polymorpha se caracterizan por consumir
nitrato y nitrito. Su entrada en la célula conlleva una reduccion hacia amonio por
la accion consecutiva de las actividades NR y NiR. También se observa la salida
de nitrito hacia el medio extracelular cuando su concentracion intracelular supera
la capacidad de catalisis de la NiR. Al bloquear la salida de nitrato/nitrito se
produce su acumulacion en las células, la cual se incrementa en las cepas

carentes de NR o NiR.

Las células se crecieron en medio YGNH hasta 10 mg/ml. A
continuacion se lavaron y se resuspendieron en medio YG manteniéndolas en
ayuno. Los periodos de ayuno a los que se expusieron las células fueron
variables segun se determinara la acumulacién intracelular de nitrato o de nitrito.
Asi las células sometidas a acumulacion de nitrato se ayunaron durante 60 min
mientras que en la acumulacion de nitrito se realizaron periodos de ayuno desde
los 30 min hasta los 120 min en funcion de las cepas y de la induccién previa
con nitrato (1 6 5 mM). Durante todo el proceso las células se incubaron a 37 °C
con agitacion. En la mayoria de los casos las concentraciones usadas fueron de 1
mM de nitrato y nitrito. En la deteccién del nitrato/nitrito intracelular se
recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fria. Se centrifug6 el medio a
4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fria. Las

células fueron congeladas a -20° C hasta el momento de su uso.

La rotura celular se realizé en 1 ml de tampdon de acumulacién (tubo de
1.5 ml) que se calent6 durante 5 min en un bloque térmico a 80° C. El material
celular se centrifugd a 20500 x g (15000 rpm) durante 30 min trasvasando 1 ml
de sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml. El sobrenadante se concentrd hasta
0.5 vol en un concentrador de ADN (Heto, Dinamarca). Se adicion6 0.5 vol de
agua MilliQ y se concentré nuevamente hasta alcanzar 0.5 vol. El procedimiento

usado en la determinacion del nitrato intracelular fue el descrito en la
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determinacioén del transporte de nitrato (ver el apartado 4). En el caso de la
determinacién de nitrito intracelular se usaron 30 ul de sobrenadante al que se
adicionaron 30 pl de agua bidestilada. A continuacion se afiadieron 60 ul de
reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en HCI 1 % (v/v)) y 60 ul de reactivo A (N-
(1-naftil)-etilendiamina 0.02 % (p/v)). La absorbancia se determind después de

15 min a 540 nm usando el lector de microplaca Multi Skan EX (Labsystems).

Tampon de Acumulacion
75 % de etanol

70 mM de HEPES-Tris pH 7.5

7. Determinacion de amonio.

7. 1. Consumo de amonio.

El consumo de amonio se determind siguiendo su desaparicion del
medio (Umbreit et al., 1964 (300 RM). Los cultivos de levaduras se crecieron en
medio YGNH hasta alcanzar 20 mg de células/ml. A continuacién se recogieron
por centrifugacion, se lavaron dos veces en agua fria y se resuspendieron en
medio YG ayunandolas durante 60 min. Las células se mantuvieron en agitacion
en un bano a 37° C. Al finalizar el ayuno se adicioné al medio 0.6 mM de
amonio, retirando 1 ml de medio a los tiempos indicados que se vertieron sobre
tubos de 1.5 ml. Los tubos se centrifugaron 3 min a 16060 x g (13000 rpm).
Finalmente se hizo una dilucién para que el cultivo quedara a 1/100 y a partir de

estas muestras se llevo a cabo la determinacion de amonio.

En la determinacion de amonio se usaron 190 pl del sobrenadante,
previamente diluido 100 veces, al que se adicion6 10 ul de reactivo de Nessler
(Fluka, Alemania). A continuacion se determind la concentracion de amonio
para cada punto midiendo la absorbancia a 420 nm después de 2 min de la

adicion del reactivo de Nessler.
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7. 2. Acumulacion de amonio.

La determinacion del amonio intracelular se llevé a cabo creciendo las
células en medio YGNH hasta 10 mg/ml. Una vez alcanzada esta concentracion
se lavaron tres veces y se resuspendieron en medio YG manteniéndolas en estas
condiciones en agitacion 2 h a 37° C. Una vez finalizado el ayuno se afiadio al
medio cloruro de amonio 5 mM. Para la deteccion del amonio intracelular se
recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fria. Se centrifug6 el medio a
4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fria. Las

células fueron congeladas a -20° C hasta el momento de su uso.

El procedimiento seguido fue el mismo que en la determinacién del
nitrato y nitrito intracelular, con la excepcion de que el sobrenadante obtenido no
se concentrd. Se usaron 190 pl del sobrenadante, al que se adiciond 10 ul de
reactivo de Nessler (Fluka, Alemania). A continuacion se determind la
concentracion de amonio para cada punto midiendo la absorbancia a 420 nm

después de 2 min de la adicion del reactivo de Nessler.

8. Determinacion de aminoacidos por HPLC.

Una vez que el nitrato se reduce a nitrito y éste a amonio la célula
dispone del nitrogeno para sintetizar los aminodcidos. La carencia de
aminoacidos afecta al metabolismo, y por ende, al crecimiento de las células en
el medio de cultivo. Por ello se cuantificaron los aminodcidos con el fin de
determinar si la cepa Achll estaba afectada en el flujo de aminoécidos a través de
la membrana plasmatica. Las medidas fueron realizadas en el laboratorio del Dr.
Carlos Diaz, Dra. Elena Rodriguez y Dra. Beatriz Rodriguez del Departamento
de Quimica Analitica, Nutriciéon y Bromatogia de la Facultada de Quimica de

esta Universidad.
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Los extractos usados en la determinacion de los aminodcidos
intracelulares se obtuvieron a partir de células crecidas en YGNH hasta los 10
mg/ml. Las células se lavaron y se inocularon en medio YGNH fresco
manteniéndolas en agitacion en un bafo a 37° C durante 3 h. A continuacion se
recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fria. Se centrifugd el medio a
4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fria.
Seguidamente las células se resuspendieron en 1 ml de tampon de acumulacion y
las muestras fueron procesadas segun lo descrito en el apartado 6. Ademas de la
determinacién intracelular también se analizaron los aminodcidos presentes en el
medio de cultivo con el fin de identificar y cuantificar los aminodcidos
excretados. Para ello se centrifugd 1 vol. del medio de cultivo a 4863 x g (5000
rpm) durante 7 min y a continuacién se filtraron 10 ml del sobrenadante con el
fin de eliminar totalmente las células del medio. Tanto los extractos como el

medio filtrado se mantuvieron a -80° C hasta el momento del analisis.

Los aminodacidos fueron sometidos a analisis por HPLC después de la
derivatizacion con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC).
AQC fue adquirido como parte del kit comercial AccQ Fluor (Waters Assoc.,
Milford, MA). En la derivatizacion de los aminoacidos se agregaron 60 ul del
tampon de borato 200 mM, y 20 pl de reactivo AccQ Fluor y la mezcla se agito
durante unos segundos. El vial se calent6 en un bloque térmico a 55 °C durante
10 minutos. En la preparacion del estandar se combinaron 10 pl del estandar
(estandar de aminoacidos hidrolizados, Waters Assoc., Milford, MA) con 70 ul
de tampon de borato y 20 pl de reactivo AccQ Fluor, y se proces6 de la misma
manera que la muestra. Finalmente, se inyectaron en el sistema de HPLC 10 pl

de muestra o 5 pl de la solucion de estandares.

El sistema de HPLC consistid6 de un modulo de separacion 2690 de
Waters, y un detector de fluorescencia 474 de Waters (Waters Assoc., Milford,
MA). La integracion y proceso de los datos se realizd aplicando el programa

Waters Millenium 32 Chromatography Manager (Rodriguez Galdoén, B et al.;
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2010). La seperacion de los derivatizados AQC se llevd a cabo usando una
columna AccQ-Tag de 3.9 x 150 mm, que tuvo lugar a 37° C en gradiente de
elusion, y la tasa de flujo fue de 1.0 ml/min. Se usaron tres eluyentes: el eluyente
A fue un tampon de acetato-fostato (Waters ACC-Tag), los eluyentes B y C
fueron acetonitrilo y agua Milli-Q, respectivamente. El programa de gradiente
empleado fue el siguiente: 0 min, 100% A; 0.5 min, 99% A y 1% B; 18 min, 95
% Ay 5% B; 19 min, 91% A y 9% B; 29.5 min, 83% A y 17% B; 33 min, 60%
B y 40% C; 36 min, 100% A, manteniendo estas condiciones durante 50 min.
Los aminoacidos-AQC derivatizados fueron detectados por su fluorescencia a la
excitacion de 250 nm y emisiéon a 395 nm. Los picos de HPLC fueron
identificados mediante la comparacion de los datos de tiempo de retencidon

obtenidos a partir de los estandares (Figura 70).
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Figura 70. Cromatograma del patron comercial. Se representan los picos de los aminoacidos
analizados, asi como los tiempos de retencion de cada uno de ellos. Los aminoacidos se
expresaron en plg/ml de medio.

9. Medida del contenido de calcio intracelular mediante

espectrofotometria de absorcion atomica de llama.

El método de absorcion atomica de llama se uso en la determinacion de
calcio en extractos totales de células. Las medidas se llevaron a cabo en el

Servicio de Espectroscopia de Absorcion Atomica de la Universidad de La
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Laguna mediante un Espectrofotdémetro de Absorcion Atdmica con atomizacion

de llama de aire/acetileno y protoxido de nitrégeno/acetileno Varian 220 FS.

La absorcion atémica es una técnica ampliamente usada en la deteccion
y determinacion cuantitativa de multiples elementos del sistema periodico. Con
este método se pueden determinar metales como cadmio, calcio, cesio, cromo,
cobalto, plomo, niquel, etc. Su uso se extiende a diversos campos: analisis de
aguas, de suelos, bioquimica, toxicologia, medicina, industria farmacéutica,

industria alimenticia, industria petroquimica, etc.

Este método consiste en la determinacion de las especies atdmicas por su
absorcién a una longitud de onda particular. La especie atdmica se logra por
atomizacion de la muestra, siendo los diferentes procedimientos utilizados para
llegar al estado fundamental del atomo lo que diferencia las técnicas y accesorios
utilizados. La técnica de atomizacién mas usada es la de absorcion atdmica con
llama, que nebuliza la muestra y luego la disemina en forma de aerosol dentro de

un llama de aire acetileno u 6xido nitroso-acetileno.

9. 1. Obtencion de extractos totales para la determinacion de calcio
intracelular mediante espectroscopia de absorcion atomica.

Los cultivos se inocularon en medio YGNH a partir de precultivos,
crecidos hasta saturacion en YPD, a una DOgg de 0.075 (O 0.28 mg de
células/ml). Se recogieron aproximadamente 3 mg de células mediante filtracion
por vacio en filtros de membrana de 0.8 pm (Millipore, MA, EEUU). Las células
se lavaron dos veces filtrando 5 ml de solucién de lavado fria (MgCl, 100 mM).
Las células del filtro se resuspendieron en 5 ml de solucién de lavado y se
transfirieron a un nuevo filtro, realizando un ultimo lavado. A continuacion las
células se resuspendieron en 5 ml de HCl 0.1 M tras lo cual se tomaron 3
alicuotas de 200 pl para la determinacion de la densidad optica de la suspension
celular. Finalmente se incubaron toda la noche con agitacion suave. Las muestras

se centrifugaron 7 minutos a 4863 x g (5000 rpm) para eliminar los restos
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celulares y determinar el calcio en el sobrenadante. La calibracion del
instrumento se realizd con una curva de calibrado con las siguientes
concentraciones del patron: 0; 0.2; 0.5; 1; 2 y 3 ppm de calcio. A las soluciones
de la curva de calibrado se anadid potasio para minimizar las posibles
interferencias por ionizacién del calcio. Los valores de las medidas se expresan

en nmoles de calcio/mg de células.

10. Técnicas microscopicas.

10. 1. Tincion de las vacuolas con FM4-64.

En la visualizacion de las vacuolas en el microscopio de epifluorescencia
se uso el colorante FM4-64 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EEUU). Este
es un colorante vital de naturaleza lipofilica que se incorpora a las células
mediante endocitosis y es conducido a la vacuola donde se acumula en la
membrana vacuolar (Vida y Emr, 1995 (301 RM)). El procedimiento empleado
en la tincidn de las vacuolas consistio en la centrifugacion de 5 ml de un cultivo
de 2.7 unidades de DOg¢y que a continuacion se resuspendieron en 330 ul de YG
al que se afiadio el colorante a una concentracion final de 10 pM a partir de una
disolucion concentrada de 1 mM en agua. Las células se incubaron a 37° C en
agitacion durante 15 min y a continuacion la suspension celular se afiadié a 5 ml
de medio fresco precalentado a 37°C. La observacion de las vacuolas se realizo
después de 1.5 h de la incubacion con el colorante, tiempo suficiente en que el

colorante se concentra en la membrana vacuolar.

10. 2. Observacion de las células en el microscopio de epifluorescencia.

En la observaciéon de las células portadoras de la proteina verde
fluorescente (GFP) o las tefiidas con el colorante FM4-64 se emplearon 5 pl del
medio de cultivo que se colocaron sobre un portaobjetos para su observacion

directa en el microscopio. Se us6 un microscopio Nikon H550S Eclipse 501
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equipado con una cdmara Nikon Digital DXM 1200F (Nikon, Japon). Se uso el
programa ACT-1 (Nikon, Japon) para controlar el microscopio y la cdmara asi
como para la captura de imagenes. Las imdgenes se procesaron utilizando el
programa Corel Photo Paint. Las células se observaron empleando un objetivo
de inmersion de 100X con AN de 1.3, empleando los filtros adecuados para
detectar la fluorescencia de la GFP (GFP-B, EX: 460-500, BA: 510-560) y del
FM4-64 (FITC, EX: 510-560, BA: 590).

11. Técnicas relacionadas con manipulacion de acidos nucleicos.

La mayoria de las técnicas descritas a continuacion estan recogidas en

Sambrook (2001) (302 RM).

11. 1. Extraccion de DNA plasmidico bacteriano a pequeiia escala
(“mini-preps”).

Las minipreparaciones de ADN plasmidico se realizaron con
modificaciones del protocolo descrito por Holmes y Quigley, (1981) (Colmes y
Quigley, 1981 (303 RM)) y se usé principalmente en la comprobacion de las
construcciones de ADN. Las bacterias resultantes de las transformaciones fueron
crecidas a 37° C en 2 ml de medio liquido LB con los antibidticos adecuados
para la seleccion del plasmido. Tras la centrifugacion del cultivo durante 60 s a
16060 x g (13000 rpm), se elimind el sobrenadante, se resuspendid el sedimento
en 100 pl de tampon STET mediante vortex y la mezcla se colocd en un bafio
con agua hirviendo durante 1 minuto. A continuacion, y tras centrifugar durante
10 min a 16060 x g (13000 rpm), el sedimento mucoide, que contiene restos
celulares y ADN cromosomico, fue eliminado con ayuda de un palillo estéril. El
ADN plasmidico, presente en el sobrenadante, se precipitd durante 5 min
afiadiendo 200 pl de isopropanol a temperatura ambiente. Los tubos se
centrifugaron a la misma velocidad que en el paso anterior durante 5 min y a
continuacion se lavo con 1 ml de etanol al 70 % (v/v). Las muestras se

centrifugaron como en el paso anterior y se eliminaron los restos de etanol
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incubando los tubos a 37° C. El ADN plasmidico fue finalmente resuspendido en

20 pl de agua.

Tampon STET
Sacarosa 0.023 mM

EDTA 50 mM
Triton X-100
Tris-HCI 50 mM pH 8

En la obtencion de ADN plasmidico de mayor pureza, con calidad
suficiente para llevar a cabo manipulaciones més complejas como restricciones
enzimaticas, se emplearon los kits comerciales Qiaprep Spin Miniprep Kit
(QIAgen, Hilden, Alemania) e ilustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare, Reino Unido), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Estos
kits estan basados en el procedimiento de lisis alcalina (Bimboim y Doly, 1979
(304 RM) y en la utilizacion de una resina de intercambio i6nico inmovilizada en
una columna que, en determinadas condiciones de pH y concentracion salina,
retienen selectivamente el ADN. Finalmente el ADN se eluy6 en condiciones de

baja salinidad.

11. 2. Extraccion de ADN total de levadura.

EL ADN genémico de levadura fue necesaria en las comprobaciones
mediante PCR de las mutaciones realizadas en las cepas, hibridacion y obtenciéon
de sondas, y en el subclonaje de los genes de interés. Mediante el siguiente

proceso se obtuvo ADN en cantidad y calidad suficiente.

Las células crecidas hasta fase estacionaria en 5 ml de YPD a 37° C se
recogieron por centrifugacion a 4863 x g (5000 rpm) durante 5 min, se lavaron
con 1 ml de agua MilliQ y se sedimentaron nuevamente por centrifugacion.

Posteriormente se resuspendieron en 500 pl de tampdn de lisis pasando la
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suspension celular a viales de 2 ml. A continuacion se afiadieron bolas de vidrio
de 0.5 mm de [J hasta la formacion de un menisco. La rotura se realizd en el
FastPrep FP120 (BIONOVA) durante 20 s a una velocidad de 4 m/s. Las
muestras se centrifugaron a 16060 x g (13000 rpm) durante 1 min, y se transfirid
el sobrenadante a un tubo eppendorf afiadiendo 100 pl de acetato de amonio 7
M, pH 7. La mezcla se incub6 a 65° C durante 5 min y luego se enfri6 en hielo
durante otros 5 min. La extraccion se llevdo a cabo anadiendo 500 pl de
cloroformo y, tras unos segundos de voértex, se centrifugé a 16060 x g (13000
rpm) durante 5 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y al ADN se
precipitd con 1 ml de isopropanol durante 5 min a temperatura ambiente.
Finalmente se recoge el precipitado mediante centrifugacion a 16060 x g (13000
rpm) durante 5 min. El sedimento se lavd con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y los
restos del mismo se eliminan secando los precipitados a 37° C. El ADN
genomico se resuspendié en 25-50 pl de agua MilliQ. El ADN gendémico
obtenido mediante este procedimiento estd contaminado con ARN, el cual se
elimina por adicion de 0.5-1 pl de ARNasa 10 mg/ml incubando la reaccion
durante 30 min a 37° C. La precipitacion del ADN gendmico se realizd
anadiendo 100 pl de etanol/acetato amonico 7.5 M (6:1) y posterior lavado con
etanol 70% (v/v). Las centrifugaciones se realizaron a 4° C a 10580 x g (13000
rpm) durante 10 y 4 min, respectivamente. Finalmente el ADN se resuspendi6 en

20 pl de agua bidestilada.

Tampon de lisis
EDTA 50 mM

SDS 1%
Tris-HCI 100 mM pH 8

11. 3. Cuantificacion del ADN.

La concentraciéon de ADN plasmidico presente en las muestras extraidas
se estimd de forma semicuantitativa mediante la comparacion de la fluorescencia

emitida por los marcadores de masa molecular cuyas intensidades corresponden
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a cantidades conocidas de ADN. Los geles de agarosa se tifieron con bromuro de
etidio y se visualizaron exponiéndolos a luz UV (302 nm). El patrén de peso
molecular utilizado de forma rutinaria fue el fago A, digerido con la enzima de
restriccion Bs¢EIl, generando un grupo de fragmentos de 0.2 a 8.5 Kpb. En el
analisis de fragmentos de ADN de pequefio tamafio el patrén usado fue el
marcador de peso molecular PCR Marker (de 700 a 50 pb) (New England
Biolabs, Inc., Beverly, MA, EEUU).

11. 4. Precipitacion de ADN.

La precipitacion de ADN se realizd6 mediante la mezcla con acetato de
sodio a una concentracion final de 0.3 M y dos volimenes de etanol frio a 96 %
(v/v) en un volumen final de 200 pl. EI ADN se dejo precipitando 30 min a -20°
C y a continuacion se centrifugé a 20500 x g (15000 rpm) durante 15 min, a 4°
C. El precipitado obtenido se lavo con etanol frio al 70 % (v/v) y se centrifugo
nuevamente a 20500 x g (15000 rpm) durante 5 min, a 4° C. El sobrenadante se
retird y se dejo secar el precipitado a 37° C. Finalmente se resuspendié en agua

bidestiliada.

12. Analisis y modificacion de ADN.

12. 1. Analisis de ADN mediante electroforesis.

La separacion, identificacion y purificacion del ADN plasmidico o del

genomico de la levadura asi como de los productos de PCR, se realizaron

mediante electroforesis en geles de agarosa.

12. 1. 1. Electroforesis en geles de agarosa.

La separacion de acidos nucleicos con un tamafio comprendido entre 0.3

y 30 Kpb se realizd en geles de agarosa sumergidos en tampén TAE 1X. Los
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geles se prepararon en dicho tampdn a la concentracion adecuada de agarosa
(0.7-1%) seglin el tamafio de los fragmentos de ADN a separar y se fundio
calentdndola en un microondas; posteriormente se dejo enfriar a temperatura
ambiente hasta su gelificacion. En cada pocillo del gel se aplicaron 10-20 pl de
muestra mezclada con 1-2 pl de tampon de carga 10X. Las electroforesis se

realizaron a una diferencia de potencial constate de 95-140 V (75 mA).

El avance de la electroforesis en el gel se visualiza por los colorantes del
tampon de carga, el azul de bromofenol y el verde de xilén cianol. Una vez
finalizada la electroforesis los geles fueron sumergidos en una solucién acuosa
de bromuro de etidio preparada a 0.5 mg/ml y en la visualizacion de los
resultados los geles se expusieron a luz ultravioleta de 302 nm. Se fotografiaron
empleando los equipos de documentacion Gel Documentation System (UVP,
Upland, CA, EEUU) y ChemiDoc™ XRS Gel Documentation systems acoplado
a una camara CCD Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU) y el programa informatico
Bio-Rad Quantity Onel]. El tamafio de los fragmentos de ADN fue estimado en

funcion de los patrones moleculares de tamafio y cantidad conocidos.

Tampon TAE 50X Tampon de carga 10X
Tris2 M Glicerol 50 %
Acido acético glacial 5.7 % (v/v) pH 8 EDTA 1 mM
Azul de bromofenol 0.25 %
EDTA 50 mM
(p/v)
Verde de xilén cianol 0.25 %
(p/v)

12. 2. Modificacion enzimatica del ADN.

12. 2. 1. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion.

El tratamiento con endonucleasas de restriccion se uso en la obtencidon

de fragmentos a partir de los plasmidos previamente construidos y en la
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linearizacion de ciertos plasmidos con la finalidad de dirigir su integracion en el
genoma de la levadura. E1 ADN se digirid a la temperatura requerida por la
endonucleasa de restriccion utilizada, en un volumen de reaccion de 20-100 pl,
con una concentracion de DNA [J 25-100 ng/ul, empleando de 5 a 10 U de
enzima por Hg de ADN y el tampdén recomendado por la casa comercial que
distribuye la enzima (Roche, Promega, Takara, New England Biolabs). En
ocasiones la digestion se llevé a cabo utilizando el tampoén universal OPA™ (One-
Phor-All Buffer PLUS, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido)
diluido convenientemente segun la enzima utilizada. (OPA 10X: Tris-acetato

100 mM pH 7.5; acetato magnésico 100 mM y acetato potasico S00 mM).

12. 2. 2. Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa.

Una vez que el ADN fue digerido con enzimas de restriccion se procedio
a la separacion electroforética de los fragmentos resultantes. Con el fin de
obtener Unicamente el fragmento de interés se extrajo directamente del soporte
de agarosa la banda correspondiente al peso molecular esperado, cortando el
bloque de agarosa con un bisturi estéril. A partir de ese punto la extraccion del
ADN se realizé segun las indicaciones de los Kits comerciales QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Alemania) y High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche, Alemania). Estos Kits se fundamentan en la adsorcion del ADN a una
matriz y su posterior elusion en condiciones de baja salinidad o en presencia de

agua bidestilada.

12. 2. 3. Relleno de extremos 3’ no protuberantes.

En los casos en que fue necesario rellenar extremos 3’ no protuberantes
se utilizo la actividad polimerasa del fragmento Klenow de la ADN polimerasa |
de E. coli (Promega, Madison, WI, EEUU), en presencia de los dNTPs
apropiados, siguiendo las recomendaciones de la casa. Los fragmentos fueron

previamente purificados utilizando los Kits comerciales citados en el apartado
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anterior. EI ADN limpio fue concentrado hasta un volumen de 10-15 pl. La

reaccion de relleno se llevo a un volumen final de 20 pl.

Reaccion de relleno con Klenow

ADN 1-4 ug
Tampodn de reacciéon Klenow 1X
dNTPs 40 uM
Fragmento Klenow de ADN pol | 1 U/ug de ADN
H,O Hasta 20 pl

La solucion de dNTPs contiene 5 mM de cada uno de los
desoxinucleodtidos (dATP, dCT, dGTP, dTTP). La composicion del tampodn en
las reacciones de relleno fue: Tris-HC1 0.5 M pH 7.2; MgS0O4 100 mM, DTT 1
mM, diluyéndose 10 veces para su uso. La reaccion de relleno se realiz6é durante
10 min incubando la mezcla a 37° C y se inactivo el fragmento Klenow

calentandola a 75° C durante 10 min.

12. 2. 4. Defosforilacion de extremos 5’ de moléculas de ADN.

Con la defosforilacion se eliminan los grupos fosfato de los extremos 5’
de los plasmidos linealizados, impidiendo que el plasmido recircularice en
ligamientos posteriores. Este paso es necesario en el proceso de construccion de
plasmidos recombinantes con fragmentos de ADN de diversos origenes. Tras el
tratamiento con la endonucleasa de restriccion adecuada y en algunos casos de
relleno de los extremos, el plasmido a desfosforilar es previamente extraido de
gel siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 12.2.2. La reaccioén de
defosforilacion la desarrolld la fosfatasa alcalina termolabil, aislada de camaron
(Pandalus borealis) (Roche, Indiandpolis, IN, EEUU), que se inactivo al final
del proceso a 65° C durante 15 min. La defosforilacion se llevd a cabo en un
volumen maximo de 10 pl considerando las siguientes recomendaciones

estandares:
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* Hasta un maximo de 1 pmol de extremos 5" fosforilados (protuberantes
o recesivos) se incubaron a 37° C durante 10 min con 1 unidad de fosfatata
alcalina (pmol de extremo 5’ fosforilados = 2 x (ng de ADN/660 x Kpb)).

* Hasta un méaximo de 0.2 pmoles de extremos 5’ fosforilados romos se

incubaron a 37° C durante 60 min con 1 unidad de fosfatasa alcalina.

La composicion del tampon de defosforilacion 10X es Tris-HCI 0.5 M
pH 8.5 y MgCl, 50 mM. La inactivacién de la enzima permitié llevar a cabo la
reaccion de ligamiento empleando directamente un volumen adecuado de la

reaccion de defosforilacion, sin necesidad de eliminar la enzima.

12. 2. 5. Adicion de desoxiadenosinas a extremos 3’ romos de
moléculas de ADN.

La adicion de desoxiadenosinas se llevo a cabo con el fin de ligar
fragmentos de ADN de extremos romos, fundamentalmente productos de PCR
amplificados con Pfu polimerasa (la Pfu polimerasa carece de actividad
transferasa terminal) con el vector pGEM-T easy (Promega, Madison, WI,
EEUU). El clonaje en el vector pGEM-T easy requiere la adicion de una simple
desoxiadenosina (dATP) a los extremos 3" de estos fragmentos, para lo cual se
requiere una polimerasa carente de actividad exonucleasa 3" - 5" y con actividad
transferasa terminal, como la 7ag polimerasa. Se siguieron las recomendaciones
del fabricante para llevar a cabo la reaccién, empleando de 1-2 ul del producto

de PCR previamente aislado de gel en un volumen total de reaccion de 10 pl.

Adicion de desoxiadenosinas
Producto de PCR

" 1-2 pl
purificado

Tampon Taq polimerasa 1X
dATP 0.2 mM
Tag ADN polimerasa 5U
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La mezcla se incub6 a 70° C durante 30 min y fue empleada
directamente en las reacciones de ligamiento sin necesidad de posteriores

purificaciones.

12. 2. 6. Ligamiento de moléculas de ADN.

El vector y el inserto fueron digeridos y purificados de geles de agarosa
en la mayoria de los subclonajes excepto en aquellos en los que el vector
empleado fue el plasmido comercial pGEM-T easy (Promega, Madison, WI,
EEUU). En este caso el vector fue usado siguiendo las recomendaciones de la
casa, y el inserto, obtenido principalmente a partir de la PCR, fue previamente
purificado mediante el Kit comercial High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche, Alemania). El resto de subclonajes se llevaron a cabo usando la enzima
T4 ADN-ligasa (Roche, Indianapolis, IN, EEUU) en el tampon propio de la
enzima a 1X (Tris-HC1 66 mM pH 7.5; MgCl, 5 mM; DTT 5 mM; ATP 1 mM).
El volumen final de reaccion fue de 10 pl-15 pl aplicandose una relacion molar
vector: inserto de 1:3 para extremos cohesivos, y se realizaron relaciones 1:5 y
1:10 en el caso de extremos romos. En ligamientos de extremos cohesivos y
romos la mezcla de reaccion se incubd toda la noche a 4° C. La cantidad de
vector empleada en las reacciones fue aproximadamente de 100-150 ng. La
cantidad de enzima usada vari6 en funcion de la cantidad de ADN en la mezcla
de ligamiento, asi como en funcion del volumen de reaccién (el glicerol que
forma parte del tampon en el que se conserva la enzima no puede alcanzar en la
mezcla de ligamiento un porcentaje final superior al 15%, de lo contrario

inhibiria la reaccion).

Con la mezcla del ligamiento se transformaron células competentes de
E. coli, seguin se describe en el apartado 2.1. Tras la seleccion de los
transformantes, los plasmidos construidos fueron obtenidos y analizados

mediante mini-preps (ver apartado 11.1.).
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12. 3. Amplificacion de moléculas de ADN por PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR se utilizé para amplificar
un fragmento de ADN que se encuentra entre dos regiones de secuencia
conocida, a partir de las cuales se disefian dos oligonucledtidos sintéticos o
cebadores que son complementarios, cada uno, a un extremo del segmento de
ADN de interés. El objetivo de la PCR es incrementar el numero de copias del
fragmento de ADN entre las regiones delimitadas por los oligonuclétoidos
cebadores. Asi, tras permitir la hibridaciéon de los cebadores con el ADN
desnaturalizado, se efecttia la copia de las hebras correspondientes utilizando una
ADN polimerasa y los cuatro desoxinucledsido trifosfato. Las moléculas de
ADN bicatenario generadas son desnaturalizadas e hibridadas ciclicamente con
los cebadores y la reaccion de polimerizacion se repite un nimero determinado

de ciclos subsiguientes.

En este trabajo la PCR ha sido utilizada con distintos fines: obtencion de
fragmentos de ADN en la construccion de plasmidos, identificacion de clones de
bacterias y levaduras que portan fragmentos de ADN de interés, obtencién de
sondas, determinacion de la orientacion del inserto en un plasmido, obtenciéon de
fragmentos de ADN para transformar levaduras y confirmacion de la

interrupcion de una secuencia génica en levaduras.
12. 3. 1. PCR a partir de ADN purificado.
La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en tubos de 0,2 ml en

volumenes que oscilaron de 20 a 100 pl. Los componentes y concentraciones se

indican a continuacion:

198



Materiales y Métodos

Mezcla de reaccion de PCR

5 ng de ADN plasmidico

ADN molde _
100 ng de ADN gendmico
Oligonucleotido forward 0.5 uM
Oligonucleotido reverse 0.5 uM
Tampon Ta
l_D q 1X
polimerasa
dNTPs 0.2 mM
Taq polimerasa 0.8-1.2U

Las moléculas de ADN molde estaban disueltas en agua bidestilada. Los
cebadores usados en este trabajo encuentran recogidos en el apéndice III. En su
disefio se tuvo en cuenta que no existiera complementariedad en los extremos 3’
de cada pareja, evitando asi la formacién de dimeros de cebadores, y ademas,
que sus secuencias no generasen apareamientos intramoleculares, que evitan la
amplificacion deseada. Ademas se procurd que los cebadores empleados en este
trabajo poseyeran una T,, similar. El disefio de los oligonucleotidos se realizé a
través del programa de la base de datos de Saccharomyces (Saccharomyces
Genome  Database:  http://genome-www.stanford-edu/saccharomyces). La
mezcla de ANTPs se prepard a una concentracion final de 5 mM para cada uno
de los desoxinucleotidos. Las condiciones en las que se desarroll6 la reaccion de

amplificacion se describen en la tabla 10.

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94° C 1.5 min
94° C 30s

Taanillamiento* 30s 30
72°C Tiempo de extensién?
72° C 5-10 min

" T*anillamiento, generalmente 5° C por debajo de la T,, de los cebadores

? Tiempo de extensién, 1 min por Kpb de ADN

Tabla 10. Condiciones para la amplificacion de ADN por PCR empleando la Taq
polimerasa.
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Se us6 ADN polimerasa de la casa comercial Biotools (Biotools B&M
Labs S.A., Madrid, Espafia) de forma rutinaria y, Pfu ADN polimerasa
(Promega, Madison, WI, EE.UU.) cuando fue preciso obtener copias de alta
fidelidad, ya que posee actividad correctora (3’ - 5’ exonucleasa) con una tasa
de error de 6 a 100 inferior respecto de la Tag polimerasa. El tampdn de la ADN
polimerasa 10X empleado fue: Tris-HCl 750 mM (pH 9.0), KCl 500 mM,
(NH4),S04 200 mM y MgCl, 20 mM y el tampén de Pfu polimerasa 10X fue:
Tris-HC1 200 mM, pH 8.8, KCI 100 mM, (NH,4),SO4 100 mM, MgSO, 20 mM,
Triton[] X-100 1% y BSA-libre de nucleasa 1 mg/ml. Cuando se empled la Pfu
polimerasa se aument6 el nimero de ciclos de 30 a 35 y se aument6 a 2 min por

Kpb a amplificar.

12. 3. 2. PCR en la obtencion de sondas de ADN.

En la deteccion especifica de secuencias de ADN fue necesaria la previa
inmovilizacion de los mismos en un soporte solido, lo que se realizo mediante la
técnica del southern blot que consiste en la transferencia del ADN desde geles de
agarosa a membranas de nylon cargadas positivamente. La deteccion se realizo
mediante el empleo de sondas de ADN marcadas convenientemente segun el

procedimiento que se detalla a continuacion.

12. 3. 2. 1 Marcaje no radiactivo de fragmentos de ADN
mediante PCR empleados como sondas.

El ADN fue marcado enzimaticamente mediante PCR usando una
mezcla de desoxinucledtidos que contiene dATP, dCTP, dGTP a una
concentracion de 2 mM. EI dTTP se encuentra a una concentraciéon de 1.3 mM.
Por ultimo la mezcla contiene dUTP acoplado a la molécula de digoxigenina a
una concentracion de 0.7 mM, digoxigenin-11-dUTP Iabil &lcali, (Roche,
Alemania). Se comprobd si el producto de PCR se encuentra marcado,
observando cierto retraso en la electroforesis al haber incorporado las moléculas
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de digoxigeninas. A continuacion el ADN marcado se purifico mediante el kit
comercial High Pure PCR Product Purification kit (Roche, Alemania). La
cantidad de sonda marcada se estimo por comparacion con el Dig-labeled
control DNA (Roche, Alemania), ADN control marcado de concentracion
conocida. Las sondas obtenidas se usaron en la hibridacion del ADN
inmovilizados sobre membranas, permitiendo su detecciéon con anticuerpos
especificos anti-DIG conjugados con fosfatasa alcalina, anti-digoxigenin Fab
fragments (Roche, Alemania), a través del sistema colorimétrico NBT/BCIP o
usando el sistema de deteccion quimioluminiscente CDP-Star (Roche,

Alemania).

13. Southern blot.

El ADN gendémico (1-2 pg) digerido con las endonucleasas de
restriccion adecuadas fue separado por electroforesis. La transferencia a
membranas de nylon cargadas positivamente (Roche, Alemania) se realizo por el
método de transferencia alcalina descendente (Sambrook ef al., 1989). Sobre una
pila de papel seco de 3-4 cm de altura se colocaron en el siguiente orden: 4-5
papeles empapados en tampon de transferencia y de tamaio igual que el gel, la
membrana de nylon, el gel y 5-10 papeles de filtro empapados en tampén de
transferencia que sirvieron como puente entre el depdsito, conteniendo el

tampon, y el gel.

Después de una hora de transferencia, la membrana se neutraliz6 con
tampon SSC 2X durante 20 min. Tras el secado de la membrana durante 5 min a
30° C, el ADN se unio6 covalentemente a la membrana mediante exposicion a luz

ultravioleta (120 mJ/cm?).
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Tampon de transferencia Tampon SSC 20X
NaOH 0.4 N (preparada en el momento) NaCl3 M

Citrato sédico 0.3 M
pH 7 ajustado con HCI

Las hibridaciones de ADN-ADN se realizaron segin las
recomendaciones de (Engler-Blum et al., 1993 (374 RM)). La prehibridacion e
hibridaciéon de la membrana se realizdo a 42° C en presencia de formamida al
40%. Las membranas se prehibridaron al menos durante dos horas. El volumen
de solucion, en mililitros, empleado durante la prehibridicacion fue del 10% de
la superficie de la membrana. Tras estas dos horas se afiadio la sonda marcada
con digoxigenina previamente desnaturalizada por calentamiento a 100° C
durante 10 min en solucion de hibridacion y rapido enfriamiento en un bafio con
etanol-hielo-agua durante 5 min. El volumen de la solucion de hibridacion fue
del 5% de la superficie de la membrana. La hibridacion se desarrolld durante

toda la noche a 42° C.

Tampon de Tamoén
Prehibridacion e Tampon de Bloqueo | Malepico
Hibridacion
Agente blogueante 10%  Acido maleico
SSC 5X .
(p/v) (Roche, Alemania) 100 mM, pH 7.5
Lauril sarcosina 0.1% disuelto en tampon
. NaCl 150 mM
(p/v) maleico
SDS 0.02%

Formamida 40%
Tampdn de bloqueo |
1.6% (v/v)

Después de la hibridacion se llevo a cabo el procedimiento de deteccion.
Previamente la membrana se lavo una vez en condiciones de baja rigurosidad, a
temperatura ambiente durante 15 min, con tampon de lavado I y dos veces en

condiciones de alta rigurosidad, a 63 ° C durante 15 min, con tampo6n de lavado
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I. Con los pasos de lavado se elimina la sonda que se ha hibridado

inespecificamente.

Tampon de lavado |
SSC 2X

SDS 0.1% (p/v)

La deteccion inmunologica de la las bandas hibridadas se realizd
mediante el sistema DIG DNA Labelling and Detection Kit (Roche, Alemania)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El sistema estd basado en el
reconocimiento inmunolégico de la sonda marcada con digoxigenina con el
anticuerpo-DIG conjugado con fosfatasa alcalina. La visualizacion del resultado
se llevd a cabo sobre la membrana utilizando el tampdén de deteccion de la
fosfatasa alcalina que contiene los sustratos colorimétricos NBT (Nitro-Blue-
Tetrazolium Salt) y BCIP (5-bromo-cloro-3-indolil-fosfato) a 5 pg/ml y 10
Hg/ml, respectivamente, y que por accion de la fosfatasa alcalina producen un
precipitado coloreado sobre la membrana. También se empled el revelado con el
sustrato quimioluminiscente CDP-Star de la fosfatasa alcalina (Disodio 2-cloro-
5-(4-methoxispiro (1,2-dioxetano-3,2'-(5'-cloro) triciclo [3.3.1.13,7]decan)-4-il)
fenil fosfato) (Roche, Alemania).

Tampon de
deteccion de la NBT BCIP
fosfatasa alcalina
100 mg/ml en 50 mg/ml en
Tris-HCI 0.1 M pH 9.5 dimetilformamida 70%  dimetilformamida
(V/v) 100% (v/v)
MgCl,0.05 M
NaCl 0.1 M
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14. Principios de la técnica de PCR a Tiempo Real.

La PCR a tiempo real (RT-PCR) se emple6 con el fin de determinar el
nivel de expresion del gen en estudio bajo ciertas condiciones en las que puede
modificarse su expresion génica (incremento o disminucién) o permanecer
constate. En este trabajo la RT-PCR se ha empleado con la finalidad de
determinar si el patron de expresion del gen NARI de H. polymorpha se
modifica en presencia de nitrato como unica fuente de nitrogeno. Es una técnica
complementaria al northern blot, pero la precision y cuantificacion de la
expresion permite diferenciar pequeflas variaciones a medida que transcurre la
reaccion, ya que el producto de amplificacion (amplicon) se cuantifica a medida

que transcurren los ciclos de la PCR.

La técnica esta basada en la deteccidon y cuantificacion de un reportero
fluorescente, cuya sefial aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto
de PCR en la reaccion; y en el empleo de un termociclador que tiene acoplado un
sistema de deteccion que es capaz de adquirir y cuantificar la sefial emitida por el

reportero al final de cada ciclo en cada muestra.

Cuanto mayor sea el nimero de copias del gen de estudio al inicio, se
observard antes un aumento significativo de fluorescencia. El umbral fijo de
fluorescencia se establece significativamente por encima de la linea de base. El
parametro Cr (threshold cycle) o ciclo umbral, se define como el nimero de
ciclo en el cual la emision de fluorescencia excede al umbral fijado (Figura 71).
En este punto en el que la fluorescencia alcanza el umbral, la reaccidon se
encuentra en fase exponencial, existiendo relacion lineal entre el logaritmo del
cambio de la fluorescencia y el numero de ciclos. Cuanto mayor es la cantidad
de ADNc molde de partida menos ciclos son necesarios para que el producto de
la reaccion se acumule y por tanto sus valores de Ct seran menores. El Ct nos
permite cuantificar el ADNc presente en la muestra y por tanto la expresion del

gen que queremos estudiar bajo las condiciones deseadas, de tal forma que la
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diferencia de expresion entre dos muestras viene determinada por las diferencias
entre sus Cr. La sefal de fluorescencia es medida a tiempo real durante el
transcurso de la reaccion y es digitalizada y transformada en un valor numérico

que corresponde al valor de Ct para cada uno de los productos amplificados.

50000 -

45000 4 La muestra A tiene

1.000.000 copias
40000 4 de ADN

La muestra B
tiene 4.000 copias
de ADN

35000

30000 4
25000 4

20000 4

Flurescencia

15000 4 Lamuestra A

tiene un Ct de 20 La muestra B tiene

10000 - un Ctde 28

50004 Threshold level \

0 . e eeeeqat”

¥ * T T T T 1
0

20 25 30 35 40 45

n 4
=]
-
o

Numero de ciclos

Figura 71. Deteccion de la fluorescencia, proporcional a la cantidad de producto
amplificado. La grafica muestra la fluorescencia emitida en cada ciclo para los diferentes
productos amplificados. Existe una sefial base que esta por debajo del limite de deteccion. El
umbral se fija por encima de la linea base, y se observa que cada producto amplificado
sobrepasa el umbral en diferentes ciclos de PCR.

La deteccion de las muestras puede realizarse a través de varios
reactivos fluorescentes como los agentes intercalantes fluorescentes (SYBR
Green), sondas de hidrolisis (Tapman) y sondas de hibridizantes (Molecular
Beacons y Scorpions). En este trabajo el fluorescente empleado fue el SYBR
Green (Figura 72). Es un agente intercalante que se une al ADN de doble cadena
aportando un incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad
de producto de PCR. El empleo de este fluorescente aporta una serie de ventajas:
simple y econdmico, facil de usar, sensible, versatil (no se necesitan sondas
especificas o cebadores ad hoc). Pero también presenta desventajas que deben
ser consideradas, ya que durante la reaccion de PCR puede unirse a dimeros de
oligonucleotidos y a otros productos inespecificos, resultando en una
sobreestimacion de la concentracion del amplicon. Por tanto, funciona muy bien
para reacciones de PCR simples con oligonucledtidos que no generen

amplificaciones espurias.
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Figura 72. Esquema de union del SYBR Green al ADN. A. El SYBR Green (en verde) se

intercala en el ADN bicatenario recién sintetizado. B. La emision de la fluorescencia es
proporcional a la concentracion de ADN bicatenario.

Los dimeros de cebadores y productos inespecificos influyen en la
cuantificacion del producto de PCR, por lo que es necesario realizar el analisis
de las curvas de disociacion o “melting point”. Estas curvas se obtienen de la
representacion de la fluorescencia emitida como funcidén de la temperatura,
aportando una “curva de melting” para cada amplicon (Figura 73). Asi podemos
diferenciar un unico pico en torno al valor de temperatura que se corresponde
con la Tm del producto esperado. De tal forma que si se observan picos

secundarios estariamos ante la produccion de productos inespecificos.

Muestra A

| [
Dimero de cebadores

Fluorescencia —dF/dT

Muestra B |

T T

T T

Temperatura (° C)

Figura 73. Analisis de la curva de fusion de 2 muestras (A y B). La muestra A so6lo produce
un pico resultante del producto de amplificacion especifica. El ejemplo B muestra un pico de un

producto especifico, y un pico a una temperatura correspondiente a la amplificacion de dimeros
de cebadores.
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14. 1. Cuantificacion de la expresion génica en la PCR a tiempo real.

Los datos obtenidos después de la PCR a tiempo real pueden ser

analizados a través de dos métodos de cuantificacion:

Cuantificacion absoluta: se determina el nimero de copias del amplicon
de interés relacionando la sefial de PCR con una curva de calibracion.

Cuantificacion relativa: se determina como la expresion relativa del gen
diana versus un gen de referencia o “housekeeping gene”. Este segundo método
es el elegido en la determinacion de la expresion génica de HpNARI en

presencia de nitrato.

Las diferencias en los niveles de expresion entre el gen de estudio y el
gen de referencia pueden verse afectadas por diferencias en la eficiencia de la
sintesis de ADNCc entre las dos muestras, lo que origina variacion en el ADN que
sera empleado como molde en las reacciones de PCR a tiempo real. Estas
diferencias se traducen en distintos valores de Ct, que no reflejan las diferencias
de expresion entre las dos muestras. La correccion de estas variaciones
experimentales se consigue mediante normalizacion con respecto a un control
interno. Ese control interno es un gen de referencia enddgeno cuyo nivel de
expresion no se ve afectado por el tratamiento experimental. Cuanto mads
abundante y constante sea la expresion del control interno mejor resulta la
comparacion de la expresion relativa de los genes de estudio. Los genes de
referencia méas comunmente empleados como control interno son GAPDH
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), 18S RNA, tubulina, EFIaq,
poliubicuitinas y la B-actina. En este trabajo usamos este ultimo como gen de

referencia.

14. 2. Método de analisis aplicado a la estimacion relativa de la
expresion génica.
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Hay varias estrategias que permiten cuantificar de forma relativa la
expresion de un gen. Entre ellas comentaremos dos métodos, uno de ellos el

denominado método comparativo de Ct (AACry) y el estandar relativo.

El método comparativo de Cr (AACy), desarrollado por Schmittgen y
Livak (2008) (330 RM), permite la cuantificacion relativa de la expresion de un
gen, sin usar curvas estdndar, ya que los niveles de expresion se relativizan
frente a un gen de referencia endégeno. Sin embargo para que el método pueda
aplicarse, la dinamica de amplificacion del gen diana y del gen de referencia
endogeno debe ser muy similar. Este método asume que las eficiencias de los
dos amplicones son aproximadamente iguales al 100%, es decir, que ambas
reacciones de amplificacion se llevan a cabo de forma igualmente eficiente en el

rango de cantidades iniciales de molde.

El modelo matematico AACr parte de la siguiente ecuacion:

Cambio = [ (Ediana) ““1 “*™)/[(Ereterencia) ““+**"*"**)] (1)
Donde:
Egiana — Eficiencia de amplificacion del gen diana
E cferencia — Eficiencia de amplificacion del gen de referencia
ACy diana — Diferencia del gen diana en la condicién control y la condicion
experimental
ACy referencia — Diferencia del gen referencia en la condicién control y la

condicion experimental

La eficiencia de amplificacion se calcula utilizando el valor de la

pendiente obtenida en la curva estandar, mediante la siguiente ecuacion:

E =10 (1/-pendiente) (2)
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Como se asume que la eficiencia de amplificacion tanto en el gen de
referencia como del gen diana es del 100%, el valor de la pendiente es de —3.23 y
el valor de E=2. Reemplazando estos valores en la ecuacion (1), la misma se

convierte en:

Cambio = 24¢¢) (3)
Donde
ACt = Cr diana — Cr referencia

A(ACt) = ACt muestra o condicion experimental - ACr condicion control

Este es un método que simplifica los calculos que deben realizarse sobre
los datos obtenidos, sin embargo en la mayoria de las amplificaciones por PCR a
tiempo real, las eficiencias de amplificacion varian dando valores diferentes al
100% y afectando por tanto a la cuantificacion de las cantidades iniciales en
diversas muestras. Por este motivo hemos empleado el método desarrollado por

Pfaffl (2001).

El método del estandar relativo, o del cambio relativo de Pfaffl, presenta
la ventaja frente al método descrito anteriormente de tener en cuenta la eficiencia
de amplificacion obtenida tanto en el gen de referencia como en el gen diana.
Para esto emplea una “curva estdndar relativa”, que se obtiene mediante la
realizacion de un minimo de cuatro diluciones seriadas de las muestras de ADNc
de cada condicion y la medida de la expresion de los genes de referencia y diana
(Figura 74). A partir de los valores de Ct obtenidos de cada dilucién se
representan en referencia a la dilucion correspondiente para cada gen y
condicion analizada. La pendiente de la recta resultante se utiliza en el célculo de
la eficiencia de amplificacion mediante la ecuacion (2) y el cambio relativo de

expresion se calcula aplicando la ecuacion (1).
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Figura 74. Curva estandar de un amplicon. La representacion de los valores de Cr obtenidos
para cada dilucién de una muestra de ADNc de un gen respecto a la dilucidon correspondiente
genera una recta, cuya pendiente se usa en el calculo de la eficiencia de amplificiacion del gen
en estudio, en una determinada condicidn y cepa.

14. 3. Obtencion del ADNc y reaccion de RT-PCR.

A través de la reaccion de PCR a tiempo real se realizé el estudio de la
expresion de los genes HpNARI y HpCHLI mediante la amplificacion de una
region concreta de su secuencia. Cada amplicon fue analizado en la cepa
silvestre en dos condiciones de estudio (amonio y nitrato). El tamafio de los
amplicones oscilé entre 120 a 200 pb. Los cebadores empleados tienen un
tamafio entre 15-20 pb. Se intentd mantener el porcentaje G/C por debajo del
70%, ya que porcentajes mayores predisponen a interacciones no especificas que
pueden ser detectadas en el caso del uso de SYBR Green y reducen la eficiencia
de la reaccion. Ademas en el disefio de los cebadores se evitd que éstos formaran
estructuras secundarias y la formacidon de dimeros. El disefio de los cebadores se
realizd a través del programa Primer3 (http:://www.genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/Primer3_www.cgi).

La cepa silvestre crecido en medio YGNH hasta una densidad optica de
10 mg/ml. A continuacion, las células se recogieron centrifugando el medio a
4863 x g (5000 rpm) durante 7 min. Se lavaron con agua fria y se

resuspendieron en medio YGNO (conteniendo 5 mM de nitrato; condicion de
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ensayo) y en medio YGNH (conteniendo 5 mM de amonio; condicidén control).
Se mantuvieron en agitacion a 37° C durante 2 horas. Seguidamente se
centrifugoé el medio, se lavaron las células en las mismas condiciones que antes y
se congelaron a -20° C hasta el momento de la extraccion del ARN. La
extraccion de ARN se realizo empleando el Kit comercial RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este Kit esta
basado en la utilizacion de una resina de intercambio i6nico inmovilizada en una
columna que en condiciones de alta concentracion salina retiene selectivamente
al ARN. Asi se pueden aislar con buen rendimiento moléculas de ARN mayores

de 200 nucledtidos.

Partiendo de 100 mg de células se procedido a la rotura mecanica
mediante el empleo del homogenizador FastPrep FP120 (Q-BIOGENE, Francia).
La rotura se realiz6 con bolas de vidrio de 0.5 mm de [ a una velocidad de 6
m/s durante 20 s y el tampoén de rotura suministrado por el Kiz, el cual esta
compuesto por isotiocianato de guanidina que inactiva las RNasas. Tras la rotura
las muestras se enfriaron en hielo durante 5 min, transcurrido este tiempo se
centrifugaron durante 2 min a 16060 x g (13000 rpm). El sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo eppendorf y sometido a una nueva centrifugacion a
4° C, esta vez a 1500 x g durante 5 min. La adiciéon al sobrenadante de un
volumen de etanol al 70 % (v/v), aporto las condiciones apropiadas para la union
del ARN a la resina. Una vez que la mezcla fue aplicada a la columna se
procedio a los lavados repetidos con un tampon de alta concentracion salina que
elimina los contaminantes, mientras que el ARN permanece unido a la resina.

Finalmente el ARN fue obtenido tras la adicion de agua libre de RNasas.

Las moléculas de ADN que pudieran estar presentes en la muestra
fueron degradadas por la adicion de 27 U de DNasa I (Rnase-Free Dnase Set,
Qiagen, Alemania) por cada 10 ul del eluido durante 10 min a temperatura
ambiente. Las DNasas se inactivaron tras la adicion de EDTA a una

concentracion final de 4 mM. Para comprobar que el ADN habia sido eliminado
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de la muestra se realizé una PCR usando los cebadores disefiados para el gen de

la actina. La ausencia de producto de PCR confirmo la pureza de las muestras.

La obtencion del ADNc se llevd a cabo utilizando el Kit comercial
iScript (Biorad, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los 20 pl
de muestra de la retrotranscripcion fue considerada como la dilucién 1/1, y a
partir de ella se realizaron diluciones de 1/5, 1/25, 1/125 y 1/625. De cada una de
estas diluciones se emplearon 3 pl como molde en las reacciones de
amplificacion a tiempo real. En la reaccion de PCR a tiempo real se empleo el
SYBR Green a 2X y el resto de los componentes se obtuvieron a partir del Kit
comercial GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, EEUU)
La mezcla de reaccion contiene todos los componentes necesarios en la reaccion
de PCR, excepto los cebadores especificos de cada amplicon. Los cebadores se
anaden a una concentracion final de 0.5 UM a partir de una solucidn stock de 20
MM. Las reacciones de PCR se realizan en placas multipocillos disenadas para el
termociclador iCycler iQ (Biorad, EEUU) y se cubren con un film optico
autoadhesivo que permite la deteccion de la fluorescencia emitida desde las
muestras y evita su evaporacion. Cada reaccion se realiza en un volumen final de

20 pl.

La reaccion de amplificacion se realizo siguiendo el siguiente protocolo:

Desnaturalizacion 2 min 95°C 1 ciclo
o 15 segundos 95°C
Amplificacion y _
L 20 segundos 60°C 40 ciclos
cuantificacion
20 segundos 72°C
_ Incremento de 0.5°| Desde 60°C a
Melting

C/segundo 90°C
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La determinacion de la fluorescencia emitida se realizd en el paso de
extension del amplicon, es decir, en el paso de 60° C. Una vez finalizada la
reaccion se comprobo la ausencia de dimeros de cebadores y la especificidad de
los productos de PCR mediante el andlisis de las “curvas de melting”. La
especificidad de los productos de PCR fue confirmada mediante electroforesis

con la obtencién de una tnica banda del tamafo esperado.

Se determinaron los valores de Cr para las cuatro diluciones (1/1, 1/5,
1/25, 1/125 y 1/625) de cada amplicon en la condicidon de control y ensayo. La
representacion de los valores de Crp versus el logaritmo de la dilucion
correspondiente generd las “curvas estandar relativas” y los valores de las
pendientes obtenidas fueron empleados en el calculo de la eficiencia de

diana ¢o calculd hallando la

amplificacion de cada amplicon. El valor de ACt
diferencia del Ct del gen diana en la condicién control y la condicién
experimental para cada dilucion y luego se hizo un promedio de los valores. De

referencia

la misma forma se calcul6 el ACr utilizando los valores de Cr obtenidos
para el gen de la B-actina. Estos valores se emplearon como exponentes en la
ecuacion (1), lo que permitié conocer el cambio de la expresion del gen en
estudio que se produce en la condicion experimental (YGNO) en comparacion

con la condicion control correspondiente (Y GNH).

15. Metodologia especifica desarrollada en la realizacion de este
trabajo.

15. 1. Plasmidos pNAR1 y pNAR1-PfuA.

El plasmido pNARI resultd del ligamiento entre el vector comercial
pGEM-T Easy (Promega, EE.UU.), linearizado en la diana EcoRV del polilinker,
y el fragmento de 2876 pb (788 pb antes de la ORF de HpNARI y 684 pb
después de la misma), obtenido por PCR de gendmico con la polimerasa Taq,
usando los oligos 334int-F y 334int-R. Este fragmento porta el gen que codifica

la proteina Narl. Este pldsmido sirvié como base para la posterior interrupcion
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del gen HpNARI. La construccion del pldsmido pNAR1-PfuA es idéntica a la
construccion del plasmido pNARI. La diferencia entre ambos esta en la enzima
polimerasa empleada en la obtencioén del gen HpNARI. En este segundo caso el
gen HpNARI fue obtenido mediante PCR utilizando a la polimerasa Pfu, la cual
rinde copias de mayor fidelidad que las obtenidas por la polimerasa Taq. Otra
diferencia es la aplicacion del plasmido pNAR1-PfuA ya que se empled en la
construccion de pLEU2-NAR1-PfuA el cual se us6 a su vez en la obtencion de la

cepa portadora de varias copias del gen HpNARI.

EcoR'V
BamH 1
Kpn1
334int-F
—-
pGEM-T Esay
3015b P
P HpNARI 334int-R
2876 bp
Kpnl

pNAR1

HpNARI 5891 bp

BamH T Amp

Figura 75. Esquema de la construcicon del plasmido pNARI.

15. 2. Plasmido pAnarl y pAnarl::LEU2

El plasmido pdnarl se construyo a partir del plasmido pNARI y el
fragmento de 1970 pb del plasmido pBSURA3. Se realiz6 una delecion de 347
pb sobre el plasmido pNARI1 utilizando las enzimas de restriccion BamHI y
Kpnl. Por otra parte, el plasmido pPBSURA3 fue tratado con las mismas enzimas
de restriccion liberando el gen HpURA3. La insercion del gen HpURA3 dentro
del gen NARI genera la interrupcion del mismo. El plasmido resultante, pdnari,
tiene 7514 pb y se emple6 como molde en la reaccion de PCR con los oligos
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334int-F y 334int-R a partir de la cual se obtuvo el fragmento de interrupcion de

4499 pb, utilizado en la obtencion de la cepa Anarl::URA3, leu?.

BamH 1
s NAR1
p Am BSURA3
Rl 5891 bp l : P ess bp HpURA3
BamH 1 Amp ;
nar
HpURA3 e

pAnarl

7514 bp
narl

Amp

Figura 76. Esquema de la construccion del plasmido pAnarl.

Para la obtecion de los dobles mutantes AnarlAynil fue necesaria la
interrupcion del gen HpNARI con el marcador HpLEU?2. El plasmido resultante,
pAnarl::LEU2 se obtuvo a partir de los plasmidos pNAR1 y pGEMLEU2.
Ambos plasmidos se digirieron con las endonucleasas Kpnl y BamH]I. Esta doble
digestion de pNARI1 provocod la delecion de 347 pb del gen HpNARI.
Finalmente, mediante ligamiento cohesivo con 1397 pb del fragmento obtenido
de pGEMLEU2 se obtuvo el vector pAnarl::LEU2, empleado como ADN molde
en la PCR que rinde el fragmento de 3926 pb empleado en la interrupcion

génica. Los cebadores empleados en dicha PCR fueron 334int-F y 334int-R.
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Kpnl

Kpnl
pNAR1
HpNAR]/ S pGEMLEU2
BamH 1 Amp 4506 bp

narl

narl o Anarl:LEU2

6941 bp
334int-F\

\ 334int-R

Amp

Figura 77. Esquema de la construccion del plasmido pAnarl::LEU2.
15. 3. Plasmido pLEU2-NAR1-PfuA.

Este plasmido se obtuvo mediante ligamiento del fragmento de 2492 pb
Sal 1-Sal 1 del plasmido pNAR1-PfuA y el plasmido pGEMLEU?2 digerido con
la misma enzima de restriccion, rindiendo el pldsmido pLEU2-NAR1-PfuA de
6998 pb. Este plasmido se empleo para la sobreexpresion del gen HpNARI en la
cepa Anarl::URA3, leu2, linearizando el plasmido a nivel del gen HpLEU?2 con

la enzima Narl, favoreciendo asi la integracion dirigida en este gen.
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Sal 1

Sal 1

pNARI-PfuA
5891 bp

HpNARI pGEMLEU2

4506 bp

Sall

pLEU2-NARI1-PfuA

6998 bp

Figura 78. Esquema de la construccion del plasmido pLEU2-NAR1-PfuA.
15. 4. Plasmido pCHLI1.

Este plasmido consta de un fragmento de 2728 pb (538 pb antes de la
ORF y 480 pb después de la misma) correspondiente al gen HpCHLI obtenido
por PCR de genOomico, con los oligos 299int-F y 299int-R, usando Taq
polimerasa, y el vector pPGEM-T Easy. pCHLI fue empleado como plasmido de
partida para la posterior delecion del gen HpCHLI obteniendo el plasmido
p4chll. La construccidon del plasmido pCHL1 es idéntica a la construccion del
plasmido pCHL1-PfuA. La diferencia entre ambos esta en la enzima polimerasa
empleada en la obtenciéon del gen HpCHLI. En este segundo caso el gen
HpCHLI fue obtenido mediante PCR utilizando a la polimerasa Pfu. Otra
diferencia fue su aplicacidon, ya que se empled en la obtencion de la cepa

portadora de varias copias del gen HpCHLI.
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EcoRV
Bell Xhol
299int-F
—r
g
pG];lx—s'l;)Esay HpCHLI 299int-R
p 2740 bp
Bell
Amp HpCHLI
Xhol

Figura 79. Esquema de la construccion del plasmido pCHLI1.
15. 5. Plasmido pAchll.

El plasmido pAchll se obtuvo generando una delecion de 1802 pb de
HpCHLI, digiriendo a pCHLI con las enzimas Xhol y Bc I, y ligando un
fragmento de 2908 pb del gen HpURA3 a partir del plasmido pBSURA3,
obtenido mediante digestion con las enzimas Xhol y BamHI. El plasmido
resultante, de 5892 pb, se emple6 como molde en la reaccion de PCR con los
oligos 299int-F y 299int-R, a partir de la cual se obtuvo el fragmento de
interrupcion de 2877 pb, utilizado en la obtencion de la cepa Achll::URA3, leu?2.
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BelI Xhol
Amp HpCHLI
pBSURA3
l 4858 bp
Xhol chil BamH 1
\ 299int-R
HpURA3

chll Amp

299int-F

Figura 80. Esquema de la construccion del plasmido pAchll.
15. 6. Plasmido pLEU2-CHL1-Pfu.1.

Este plasmido se obtuvo mediante ligamiento del fragmento de 2585 pb
Sall-Sall del plasmido pCHL1-PfuA y el plasmido pGEMLEU?2 digerido con la
misma enzima de restriccion, rindiendo el pldsmido pLEU2-CHL1-PfuA de
7092 pb. Este plasmido se us6 en la sobreexpresion del gen HpCHLI en la cepa
Achll::URA3, leu2. El vector se integrd en el locus HpLEU?2 linealizando el
vector en el gen HpLEU?2 con la enzima BstE 11.

219



Materiales y Métodos

Sal 1 Sal 1

pCHL1-PfuA HpCHLI pGEMLEU2
4506 bp

BstE11

HpLEU2

HpCHLI

pLEU2-CHL1
-Pfu.1

7092 bp

Amp
Figura 81. Esquema de la construccion del plasmido pLEU2-CHL1-Pfu.1.

15. 7. Plasmido pYNT1LEU2A.

Con el fin de construir el doble mutante AchliAyntl, afectado en el gen
del transportador de alta afinidad, HpY7N/, construimos un pldsmido portador
de HpYNTI interrumpido con el gen marcador HpLEU2. El plasmido result6 del
ligamiento de extremos romos entre pNTO digerido en los sitios EcoRV,
provocando una delecion de 165 pb en HpYNTI. El gen HpLEU?2 se obtuvo a
partir de la digestion del pldsmido pGEMLEU2 con el enzima EcoRI. Este
fragmento, de 1509 pb se rellen6 con el fragmento Klenow de la polimerasa, lo
que aportd extremos romos necesarios en la fusion con el plasmido pNTO-
EcoRV. La PCR sobre pYNTILEU2A, usando los oligonucle6tidos GFP-F y
GFP-R rindi6 un fragmento de 2567 pb que se us6 en la interrupcion del gen

HpYNTI.
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EcoRV

FEcoR 1

HpLEU2

pGEMLEU2
5043 bp l 4506 bp

pNTO

EcoR1

pYNTILEU2A
6391 bp

Figura 82. Esquema de la construccion del plasmido pYNTILEU2A.
15. 8. Plasmido pNAR1-HA.

Con la finalidad de etiquetar a la proteina codificada por el gen HpNAR
se orient6 en fase dicho gen con seis copias del epitopo HA. En la obtencion del
plasmido pNARI1-HA se emple6 el plasmido pHAI1, digerido con HindIll y
Bglll, y el producto de PCR de 1440 pb del gen HpNAR! carente del codon de
parada. Los cebadores 3-F y 3-R empleados en la PCR portan en su secuencia las
dianas respectivas de HindlIll y Bglll, permitiendo el ligamiento cohesivo y en
fase entre el gen y las copias de HA. La integracion dirigida de pNAR1-HA se
realizd cortando el plasmido con Kpnl, y los clones portadores de la construccion
se identificaron mediante western blot empleando el anticuerpo comercial anti-

HA (Roche, Alemania).
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Hind 111

Hind 111

HpNARI

Producto de PCR
1440 bp

Kpn 1

HpNARI

pNAR1-HA

6016 bp oS

Amp

Ble
Figura 83. Esquema de la construccion del plasmido pNAR1-HA.

15. 9. Plasmido pNAR1-GFP.

Bgl 1l

Con el fin de estudiar la localizacién celular de la proteina Narl se

construy6 el plasmido pNARI-GFP. Para ello se empled el vector pANL3I,

portador del gen que codifica a la proteina verde fluorescente o GFP, digerido

con las enzimas de restriccion Hindlll y Bglll, y el producto de PCR de 1440 pb

del gen HpNARI carente del codon de parada. Los cebadores 3-F y 3-R

empleados en la PCR portan en su secuencia las dianas respectivas de HindIll y

Bglll, permitiendo el ligamiento cohesivo y en fase entre HpNAR! y GFP. La

integracion dirigida de pNAR1-GFP digerido con Kpnl aport6 una copia extra de

HpNARI y en fase con GFP. Los transformantes portadores de dicha copia se

identificaron mediante western blot empleando el anticuerpo comercial anti-GFP

(Roche, Alemania).
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Hind 111 ; Bgl 11

Hind 1 Bgl 11
HpNARI

Producto de PCR
1440 bp

Kpn1 GFP

pNAR1-GFP

6498 bp Ble

Amp
Figura 84. Esquema de la construccion del plasmido pNAR1-GFP.

15.10. Plasmido pNARI1-lac Z.

La amplificacion de 931 pb del promotor de HpNARI se realizd
empleando la polimerasa Pfu y los cebadores proNARI1-F (con la secuencia de
corte de BamH]I) y proNARI1-r (con la secuencia de corte de Sphl), se clond en el
vector comercial pGEM-T Easy, obteniendo el vector pGEM-Pyar;. El
fragmento correspondiente al promotor se obtuvo mediante digestion con las
enzimas de restriccion BamHI y Sphl y se clono en el vector YEp356/LEU,
cortado con las mismas enzimas, mediante ligamiento cohesivo. El plasmido
resultante es pNARI1-lac Z y se linealizd con la enzima BstEIl con el fin de

dirigir la integracion en el genoma.
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EcoRV

lBamHI Prss fph 1
Producto de PCR pGEM-T Esay

931 bp 3015 bp

BamH 1

LEU2
YEp356/LEU Amp
10459 bp
pGEM'PNARl kT
3944 bp
BamH 1 S

lacZ Sph

PNARI

Amp

pNARI-lac Z 29

11360 bp

HpLEU2

Figura 85. Esquema de la construccion del plasmido pNAR1-lac Z.
15. 11. Plasmido pNR::LEU2 y pNJ4LEU2.

Para la obtencion de dobles mutantes afectados en el gen HpYNRI fue
preciso construir un plasmido portador de la deleccion de dicho gen en
combinacion con el marcador auxotréfico LEU2 de H. polymorpha. El plasmido
de partida fue pNJ4A que se digirid6 con la enzima de restriccion Ncol,
delecionando 868 pb de HpYNRI. Por otra parte el plasmido pPBSURA3 se trato

con las enzimas de restriccion BamHI y Bglll obteniendo un fragmento de 1780
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pb que contiene a HpURA3. El plasmido y el inserto se ligaron, previo
tratamiento con la ADN polimerasa klenow obteniendo el plasmido pNR::URA3
de 11331 pb. Este plasmido fue nuevamente digerido con la enzima Ncol
deleccionando un fragmento de 1788 pb que contiene el gen HpURA3. El
plasmido pGEMLEU?2 se tratdo con EcoRI obteniendo un fragmento de 1509 pb.
Plasmido e inserto se rellenaron y se ligaron obteniendo finalmente el plasmido
pNR::LEU2. Este plasmido se emple6 como molde de la PCR, usando como
cebadores NCYC2 y NCYC1’, de la que se obtuvo el fragmento de 2965 pb. La
recombinacion homoéloga entre el producto de PCR y el ADN genomico generd
la interrupcion del gen HpYNRI. Los dobles mutantes fueron seleccionados
inicialmente por su fenotipo de resistencia a clorato, y posteriormente se
comprobo la interrupcidén génica por PCR de ADN gendmico con los cebadores

NCYCI1 y URE2 interr F.
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Amp BamH 1

pNJ4A Neol

10313 bp BSURA3
YNRI A P

. 4858 bp HpURA3
Neol
YNI1 Neol
YNAI Bglll

YNI1
YNAI
EcoR 1
YNRI
Amp pNR::URA3 Q/N ol HpLEU2
11331 bp pGEMLEU2
HpURA3
Neol EcoR 1
YNA2 YNR] Neol

HpLEU2

pNR::LEU2
11043 bp

YNRI

fNCYCl ’

Amp YNA2

Figura 86. Esquema de la construccion del plasmido pNR::LEU2.

En la obtencion de los triples mutantes se llevo a cabo la delecion de

1638 pb del gen HpYNRI (de 2577 pb) y 806 pb del HpYNAI (de 1587 pb)

mediante la digestion del plasmido pNJ4A con las enzimas de restriccion Ncol y

Ndel. El plasmido pGEMLEU?2 fue tratado con las mismas enzimas obteniendo

un fragmento de 1551 pb que contiene el gen HpLEUZ2. Tras el ligamiento

cohesivo entre los fragmentos obtenidos se obtuvo el pldsmido pNJ4ALEU?2.

Este plasmido se empled como molde de la PCR a partir de la cual se obtuvo el

fragmento de 3734 pb empleado en la interrupcion de los genes HpYNRI y

226



Materiales y Métodos

HpYNAI. Los cebadores utilizados fueron NCYC1’ e YNII-2F. La
recombinacion homoéloga entre el producto de PCR y el ADN genomico generd
la interrupcidon de ambos genes. La seleccion de los triples mutantes se llevo a
cabo como en el caso anterior aunque en esta ocasion la comprobacion mediante

PCR se llevo a cabo empleando los cebadores Q-YNA2-F y URE2 interr F.

Nde 1

Neol
Y HpLEU?

pNJ4A

10313 bp pGEMLEU2

Neol 4506 bp
Neol

YNAI\ Neol
Nde 1

YNII

HpLEU2

YNRI pNJ4LEU2

9387 bp

YNA2

Figura 87. Esquema de la construccion del plasmido pNJ4LEU?2 e identificacion de clones
AynrlQynal. Los clones de levadras obtenidos de la transformacion con pNJ4LEU2 fueron
ordenados mediante estrias sobre placas con nitrato 5 mM y clorato 200 mM. Los clones se
crecieron a 37 °C durante 2 dias.
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Apéndice 1. Cepas

NOMBRE GENOTIPO ORIGEN OBTENCION CEPA
NCYC 495 ura3, leu2 GMN' GMN GMN
NCYC 495
WT* ura3::;pBSURA3(URA3)  GMN GMN GMN
leu2::p18B1(LEU2)
NCYC 495
Rml 0 p18BILEU2ura3 MY GMN GMN
NCYC 495
WT URA3  ura3::pBSURA3(URA3) GMN GMN GMN
leu?
Ayntl ura3, leu? GMN GMN GMN
Ayntl Este RG49 +
Ayntl:: LEU2, URA3 0 BSURA3 RGMO06
+
Achll::URA3, lew? o NCYA(; ;35 RG50
Achll = tJ P
Achll::URA3, LEU2 S Rml +pAchll  RG51
trabajo
+
Dnarl::URA3, leu2 Bste — NCYCA9S+  pisy
trabajo pAnarl
Anarl Bt Rl +
Anarl::URA3, LEU2 " o RG53
trabajo pAnarl
Ayntl::LEU2, Este RG49 +
AyntlAnarl Nnarl - URA3 trabajo pAnarl RG54
RG50 +
Achll::URAS3, Este
Aynt1Dchll Aynt]~LEU? trabajo pYNTIiLEU2 RG55
Est RG52 +
nNARI nNARI URA3, LEU2 E © pLEU2- RG58
U NARI-PfuA
Anarl Anarl::URA3, (Pyng;- Este n
Pynri-lacZ lacZ), LEU? trabajo 1022 FPOPL - RGS9
RG50 +
Achll::URA3, Este ssul::ble de
AchilBssu2 Assu2::Ble, leu? trabajo  pASSUI2- U0l
BleoR
NARI-GFP URA3, Este  FN1 (GMN) +
NARI-GFP LEU2 trabajo  pNARI1-GFP RG62
Este RG53 +
NARI-HA  NARI-HA URA3, LEU2 tabajo  pNARI-HA RG65
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FN137
. Aynil:: URA3, Anarl:: Este (GMN) +
Aynilbnarl LEU? trabajo  pAnarl::LEU RGO67
2
RG52 +
Aynrl::LEU2, Este ynrl::LEU2
AynrilQAnarl Nnarl - URA3 trabajo de RG70
pNR::LEU2
WT PNAR]' URA3, PNAR]-ICICZ, Este WT URA3 + RG71
lacZ LEU?2 trabajo  pNARI-lacZ
RG50 +
RG73  AHICURAS Bhmal o B e LEU2 - RGT3
yarl]:: O de pNJALEU2
Achll::URA3, Este RG61 +
RG74 Assu?2::ble A[ynal, trabaio ynrl::LEU2 RG74
ynrl]::LEU2 O de pNJALEU2
Achll PYNRI' Achll:: URA3, PYNRI' Este +
lacZ lacZ LEU2 trabajo RO FPGPL - RGTS
Ayntl::ura3
Aynrl::URA3
FN3203 leu2::pGP1 (Pyspr-lacZ GMN GMN FN3203
HpLEU?2)
RGS50 +
Achll::URAS3, Este ynrl::LEU2
RG77 Aynrl::LEU2 trabajo de RG77
pNR::LEU2
Este WT URA3 +
nCHLI nCHLI URA3, LEU2 traba pLEU2- RG78
®AO " CHLI1-Pfu.1
RG70 +
AynriQAnarl AynrilQAnarlAssu?2 Este ssu2::ble de RGT9
Assu?2 URA3 LEU2 ZEO trabajo pASSU1.2-
BleoR
WT PCDRE' WT URA3 (PCDRE-ICICZ CR
lacZ HpLEU?2) GMN GMN 8001
RGS50 +
Achll Achll::URA3 (Pcpre- Este
Pepri-lacZ lacZ HpLEU?) trabajo pAM[SJ3267LE RG83
WT PENA]' WT URA3 (PENA]-ZCICZ CR
lacZ HpLEU?2) GMN GMN 4001
Aure? PENAI' Aure2::URA3 (PENAI' CR
lacZ lacZ HpLEU?2) GMN GMN 4002
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Achll PENA]' Achll::URA3 (PENAI' Este RG50 +

lacZ

lacZ HpLEU2) trabajo  pENAl-lacZ RG84

'GMN: coleccion del Grupo del Metabolismo del Nitrogeno.

Descripcion del genotipo de las cepas bacterianas utilizadas

ara

dam

dem

endA

galK

hsdR

lacl

lacY
lacZ

lacZAM15

proAB

recA

Su mutacidn causa incapacidad para crecer con arabinosa

ADN adenina metilasa. Los mutantes no pueden metilar la
adenina de la secuencia GATC

ADN citosina metilasa. Los mutantes no pueden metilar la
citosina de las secuencias C*CAGG y C*CTGG

Endonucleasa 1 especifica de ADN. Su mutacion mejora el
rendimiento y calidad de los plasmidos amplificados

La mutacion confiere incapacidad para utilizar galactosa
Subunidad A de la ADN girasa; mutacion gyr496 confiere
resistencia a acido naladixico

Codifica la enzima de restriccion EcoK . La mutacion en este gen
permite la propagacion en E. coli de ADN procedente de otros
organismos

Proteina represora del operon lac. El mutante lacl? sobreexpresa el
represor lacl

Utilizacion de lactosa; permeasa de galactosa

B-D-galactosidasa; utilizacion de lactosa. La mutacién en lacZ
produce colonias blancas en presencia de X-gal

Mutacion de lacZ; delecion del dominio N-terminal de la B-D-
galactosidasa que permite la complementacion o por el segmento
presente en pBluescript o lambda ZAP II para producir una B-D-
galactosidasa funcional

Los mutantes requieren prolina para crecer en medio minimo

Su mutacion impide la recombinacion general y produce
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relAd
rpsL
supE

Tet
thi-1

Tnl0

234

sensibilidad a luz UV

Permite la sintesis de ARN en ausencia de sintesis proteica
proteina S12 de la subunidad 30 S del ribosoma

Supresor de mutaciones &mbar. Algunos fagos necesitan este gen
mutado para crecer

Resistencia a la tetraciclina

Los mutantes requieren vitamina B1 (tiamina) para crecimiento en
medio minimo

Transposon que normalmente porta el gen Ter’
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Apéndice I1. Plasmidos

NOMBRE CARACTERISTICAS ORIGEN
pGEM-T FEasy Amp"; lacZ Promega
pBSURA3 p BS KS(+); HpURA3; Amp" GMN'
pGEMLEU2 pGEM-T Easy; HpLEU2; Amp" GMN
pNARPI f/SEARI i HpNARI; Amp® Este trabajo

pAnarl Anarl::HpURA3; Amp" Este trabajo

pAnarl::LEU2

Anarl::HpLEU?2; AmpR

Este trabajo

pLEU2-NARI1-PfuA

HpNARI; HpLEU2; Amp"

Este trabajo

pCHL1 HpCHLI; Amp® Este trabajo
pAchll Achll:: HhURA3; Amp" Este trabajo
pLEU2-CHL1-Pfu.1 HpCHLI; HpLEU2; Amp® Este trabajo
pNTO HpYNTI; Amp" GMN
pYNTILEU2A Ayntl::HpLEU2; Amp® Este trabajo
pHA1 6HA; ble; Amp" Este trabajo
pNARI-HA HpNARI-6HA; ble; Amp" Este trabajo
pANL31 eGFP; ble; Amp" GMN
pNAR1-GEP HpNARI-GFP; ble; Amp" Este trabajo
YEp356/LEU lacZ; HpLEU2; Amp" GMN
pGEM-Pyar; Promotor de HpNARI; Amp" Este trabajo
pNARI-lacZ Pnari-lacZ; HpLEU2; AmpR Este trabajo
PNJ4A HpYNI I]{p]g{ ZZEIA 1{1 m];g YNRI, GMN
pNR::URA3 Aynrl::HpURA3; Amp® Este trabajo
pNR::LEU2 Aynrl::HpLEU2; Amp® Este trabajo
pNJ4ALEU2 HpYNII:Alynal, ynrl]; HpLEU2; Este trabajo

HpYNA2; Amp®
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Apéndice II1. Cebadores

NOMBRE SECUENCIA S - 3 UTILIDAD
. Amplificacion de
334int-F CACATAAACGAGTACCATCCG HpNARI
. Amplificacion de
334int-R AACAGAATAAAGCGGCCAAG HpNARI
Confirmacion de la
ext334 TGGATATGGGAGTGCAGAAGA interrupcion de
HpNARI
299int-F ATGTGTTATTCTGGCCGCTG Amplificacion de
HpCHLI
. Amplificacion de
299int-R TCGAAGACAATCTTGGTCTCG HpCHLI
Confirmacion de la
ext299 TTCTGGTTGCTTTTGGGTGGT interrupcion de
HpCHLI
Amplificacion de la
TACCAAGCTTCGACAAGTATGG  secuencia de HpYNTI
GFP-F .
CC La secuencia subrayada
es la diana de Hind 111.
Amplificacion de la
AGAGGATCCATTTTCCGCTTTC  secuencia de HpYNT 1.
GFP-R .
C La secuencia subrayada
es la diana de BamH 1
Fusioén del gen
3 AAGCTTATGGCAGATGACACAT HpNARI. La secuencia
ACTAT subrayada es la diana de
Hindlll
Fusion del gen
IR AGATCTATTTGCGTCTCTCTTCT HpNARI. La secuencia
CGT subrayada es la diana de
Bglll
GGATCCCACAAAGAAGAGAAG Amplificacion del
ProNARI-F AGACTG promotor de HpNARI
FONAR It GCATGCAGTATGTGTCATCTGC Amplificacion del
P CAT promotor de HpNAR 1
Confirmacion de la
NCYCl1 GCAGCAATGATACAT interrupcion génica de

HpYNRI
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Amplificacion de la

NCYC1’ TATCCAACTTGCGCG secuencia de
ynrl::LEU2
Amplificacion de la
NCYC2 GAGCCGCCACTGACA secuencia de
ynrl::LEU2
URE? . Confirmacién Qe la
interr F AGCTCCAGCCATTGCACG interrupcion génica de
HpYNRI
Amplificacion de la
YNII1-2F GCAAAAACGAGCTCTATTGC secuencia de
ynrl::LEU2
Confirmacion de la
Q-YNA2-F GCAGCAGGAGCACAACATAG interrupcion génica de

HpYNRI
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Apéndice IV. Herramientas Bioinformdticas

NOMBRE DIRECCION
http://sites.univ-
ABIM . . .
provence.fr/~wabim/english/logligne.html
ABIM http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/
ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
Compute pl/Mw

http://www.expasy.org/
tool-ExPASY P Pasy-ol8

EMBOSS Matcher http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss matcher/

ExPaSy http://web.expasy.org/translate/

ExPaSy-TMpred http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED _form.html

Gateway to

Isoelectric Point http://www3.embl.de/cgi/pi-wrapper.pl
Service

Gateway to

Isoelectric Point http://emblheidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl
Service

InterProScan http://www.ebi.ac.uk

NetPhos 2.0 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

NetPhosK 1.0
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/
Server

NetPhosYeast 1.0 .
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosY east/

Server

OCTOPUS http://octopus.cbr.su.se/index.php
Phosphobase http://phospho.elm.eu.org/

Phyre’ http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/
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http:://www.genome.wi.mit.edu/cgi-

Primer3 o . '

in/primer/Primer3_ www.cgi
PSORT http://psort.nibb.ac.jp/
Saccharomyces

http://genome-www.stanford-edu/saccharomyces
Genome Database.

SCPD http:://rulai.cshl.edu/SCPD/

TMRPres2D http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/
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Sclvent extraction

A solvent extraction method was developed to obtain methanclic esxtracts rich in anticxidants from
bamana peel. Central composite design “2¥ +star” and response surface methodology were used inorder
to optimize the number of extraction steps, extraction temperature and extraction time, The number
of extractions was statistically the most significant factor in scavenging activity against both DPFFH"
and ABTS* radicals and in the inhibition of TRARS formation, while the extraction temperature had an
impartant impact on the capacity to prevent B-carotene bleaching, However, the effect of the extraction
time on antioxidant activity was less important, The optimum values of the factors that influence the
capacity to scavenge DPFH® and ABTS** radicals or to inhibit B-carotens Beaching were 3 extractions
at 25°C for Omin in the water bath (the rest of the extraction proces: included 1 min of high-speed
homogenization and 20 min of centrifugation). Mevertheless, the optimum conditions to obtain extracts

Experimental design
procedure,

thatinhibit TRARS formation weere 55 *C for 120 min in the water bath with 3 repetitions of the extraction

© 2010 Elsevier BV, All rights reserved,

1. Imtroduction

Lipid ocidation is one of the major causes of quality dete-
rioration in lipid-containing foods during industrial processing
and storage. This degradation can cause a rancid flavour, alter
the colour and destroy liposoluble vitamins and polyunsaturated
fatty acids in the food, The food industry tries to minimise this
deterioration using different techniques, such as adding synthetic
antimeddants like 2,6-ditert-butyl-p-hydroegytoluene (BHT), tert-
butyl-4-hydrozyanisole (BHA) and propyl gallate (PG). Howewer,
use of synthetic antioxidants in food products is strictly regulated
dueto the potential health hazards caused by such compounds [1],
The growing concern about food safety on the part of consumers,
autharities and food industry producers [2] has created a need to
identify safernatural alternatives that can be usedas food additives,

The food industry has already begun studying fruit by-products
as one such alternative because they contain many compounds that
hawe antiocddant activity. For example, grape pomace [3.4], citric
fruitspeel [5,6] and by-products frompomegranate [7], star fruit [8]
and red and black currant [9] hawe been evaluated as inexpensive
sources of antimeidants,

Direct extraction using soheents isthe most common technigue
employed to obtain extracts with high antioxidant activity [3,5,6].

* Corresponding author. Tel: +34 022 475310 fac: +34 922 476303,
E-mall address: mponzakPicia.es (M. Conzalez).

13E3-5B5515 — s2e front matter € 2010 Elsesier BY. All rights resarved.
doi: 101015 22ppur 2000.12.022

Howewer, over the last decade new techniques have been intro-
duced that improve the speed and quality of extractions while
reducing the amount of organic solvents required, These tech-
nigues include ultrasonication-assisted extraction [ 10], accelerated
solvent extraction [11], microwave-assisted extraction [12], super-
critical fluid extraction [11] and subcritical water extraction [13].
It has been suggested that emzyme-assisted extraction achieves
highly stable metracts with high antiozidant activity and that it is
an environmentally friendly method [14,15],

The extraction yield ofanticwddant compounds from plant mate-
rial is influenced mainly by the conditions under which the process
of liquid-solid exdraction is carried out. Because each plant material
has unigue properties in terms of structure and composition, when
they are combined with soheents the behaviour of the resulting
material-solvent system is unpredictable [4]. Our group recenthy
screened different factors that can affect the efficiency of extract-
ingantioxidant compounds from banana peel, concluding that the
extracts obtained with methanol hawve very high antiozidant activ-
ity [16]. Howewer, in addition to the solvent, many other factors
contribute to the efficiency of the extraction process, For exam-
ple, high temperatures are reported to improve the efficiency of
extraction due tothe enhanced diffusion rate and solubility of ana-
lytes insohvents; although elevated temperatures can also affect the
activity of the extracts due to the degradation of the phytochemi-
&l compounds and losses due to volatilisation [17]. In addition, at
high temperatures bicactive compounds can reactwith other com-
ponents of the plant material, thus impeding extraction. Extraction
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afanticxtidants is typically conducted attemperatures ranging from
20to 504C [4.5]. Although highextraction times improve extraction
efficiency, the degradation rate of anticetidant compounds is time
and temperature dependent, Therefore, the combination of high
temperatures and high extraction times can contribute to greater
losses of these compounds, With this in mind, extraction times
between 30 min and 24 h [3,5,6,6] and from 1 to 3 extraction steps
[5.6.18] have been used,

In this work studied how variables such as number of extrac-
tion steps, temperature and time of contact influence the extraction
process of compounds with antioxidant properties from banana
peel. Our goal was to establish the optimal conditions for obtaining
banana peel extracts with high antioccidant capacity through the
use of an experimental design, subjected to mathematical treat-
ment,

2. Materials and methods
21, Chemiml and reagents

Gallicacid, ascorbic acid, Folin-Ciocaltean reagent (2M), linoleic
acid, Tween 40, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH® |, 2,2 -a& ino-
bis4{ 3-ethylbenzothizzoline}-6-sulfonic acid (ABTS), hydrogen
percecide (30%), iron(nl) chloride, trichloroacetic acid (TCAY 2-
thicbarbituricacid (TBA), BHT and BHA were purchased from Sigma
(Madrid, Spain). (£) &Hydrosy-2,5.7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid (trolox) and trans-p-carotene were supplied
by Aldrich (Madrid, Spain). Phosphatidyl-choline (egg lecithin,
refined) was obtained from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germamy) The
concentration of the enzyme horseradish peraxidase (HREP) type VI
[FZ (Ass80m /A7 sam ) =2 8], obtained from Sigma, was determined
by measuring the absorbance at 403 nm using an extinction coef-
ficient of £4ganm = 100mM- cm-! [12], Methanol and chloroform
were purchased from HPLC grad e from Scharlaw Chemie (Barcelona,
Spain), All other reagents used were ofanalytical grade, Ethrel®-48
(46% ethephon) was given by Etisa ( Barcelona, Spain),

22 Hant material

Banara (Musa aoeminda Collh AAA, ov, “Grande Maine™) was
obtained from the research fields of Instituto Canario de Investiga-
clones Agrarias in Tenerife (Canary Islands, Spain), Banana bunches
(n=21) were harvested at physiological maturity stage with similar
calibre (33 & 1 mm, measured in the mid dle finger of outer whorl of
the second hand from the distal end of the bunch} The second hand
from the prosdmal end of each bunch was selected (around 60kg
of banana), dipped in a 1mli] solution of Ethrel®-48 (48% ethep-
haon, the commercial name of a plant growth regulator which is
comverted into ethylene when metabolised bya plant) for 1 min to
accelerabe ripeningand stored at 18 “C and 80-90% relative humid-
ity until full-ripeness or stage & in the von Loesecke banana colour
scale was reached.,

The ripeness stage of fruits was characterised, in the middle fin-
ger of outer whor of each banana hand, by peel and pulp colour and
firmneess, total soluble solids (TSS), pH and titratable acidity. Light-
ness, hue angle and chromaticity of banana peel, at full-ripeness,
were 83 £2, 87+ 2 and 64+ 5, respectively, The colour of banana
pulp was also characterised by a lightness of 98 £ 3, a hue angle
of 86+ 1 and a chromaticity of 42+ 3, TS5, pH and titratable acd-
ity were; 2441 =Brix, 47201 and 241 + 21 mgmalic acid/100g,
respectively,

After ripening, peels were manually separated (peel:banana
ratio, wi'w, 38 £4%], cut into small pieces (0.5 mm « 1 mm}, frozen
in liquid nitrogen and freeze-dried at 50mPa and —40°C (Christ
alpha 1-4 LsC freeze-dryer, Osterode, Germamy) to decrease the

emEyme activity during storage, The maisture content of peel was
found to be 88 1% The dried banana peel was ground to a fine
powder (1.4%> 1mm; 5.9% between 0.5 and 1 mm; 18,.2% behwesn
250 and 500 wm; 31% beoween 125 and 250 pm: 18.7% behwesn
50and 125pm: 23.3% between 20 and SDpm and 0.5% <20 pm)
by imipact grinding with a mill 1KA A11 (Staufen im Breisgau, Ger-
mamny), placed in plastic containers and stoned at —20°C until the
extractions were carried out,

23, Solventextraction method

An accurately weighed aliguot (0.3g) of freeze-dried peel
samples was mixed with 2ml of methanol. The mixtune was
homogenised with a Politron PT 6000 (Kinematica AG, Lucerne,
Swizerland) high-speed blender at 12000 « g for 1min. Met,
the sealed tubes were placed in a water bath (time and tem-
perature varied depending on the particular experiment; ranging
between 0 and 120min and between 25 and 55 °C, respectively),
All the sealed tubes were covered with foil paper to perform all
the operations under reduced light, Bxtracts were centrifuged at
5000 = g for 20min in a Jouan CR 312 centrifuge (Thermo Elec-
tron Corporation, Madrid, Spain), The extraction time includes the
time of the high-speed homogenisation (1 min), the time in the
water bath (rAanging between 0 and 120min) and the centrifuga-
tion time (20min) Depending on the experiment, this procedure
was repeated between 1 and 3 times; the resulting supernatants
were mixed together and a final volume of 6 ml was achieved. The
extracts thus obtained were stored at —80+C until theirantiozidant
poitential was assessed through various “in vitro™ assays and their
extraction yield and bioactive compounds were estimated,

2.4, Experimental design

A central composite design (CCD) "2 +star” projected on a
face-centred star design with bwo centre points was used to iden-
tify the relationship between three independent factors and the
dependent variables or responses, as well as to determine the opti-
mal conditions for the extraction process, The factors (number of
extractions, extraction temperature and extraction time) were set
at three separate coded levels (see Section 2.3) The design con-
sisted of 16 randomised runs, doing each extraction process in
triplicate (n=48), The antioxzidant activity, extraction yield and
total polyphenol content were chosen as the dependent variables
because of their known dependency on the extraction process,
Data from the CCD were approximated to a second-order polyno-
mial equation and analysis of variance (AMOVA) was generated to
determine individual linear, quadratic and interaction regression
coefficients, The significances of polynomial relations were exam-
ined statistically by computing the Fvalue at a probabilicy (p) of
0,050, The regression coefficients were then used to make statis-
tical analyses and to generate response surfaces of the regression
models, Experiments to determine theadequacy of the model were
done by using combinations of variables at different lewels (within
the experimental range}

2.5, Determining the antioxdant actwity of the extracts

The antineddant properties of the extracts were evaluated by
using different methods to obtain information about their activigy
during different stages of the cecidation reaction. All measurements
were made on a Shimadzu Uv-vis 1604 double-beam spectropho-
tometer (Kyoto, Japan) equipped with a Hellma (Jamaica, U5A)
cell (path length 102 my), Trolox (2 water-soluble analogue of a-
tocopherol), ascorbic acid andfor BHA were used as antioxidant
activity controls oras standards to calibrate the different employed
procedures,
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251, p-caroreng heaching metfiod

Thee capacity of the extracts to inhibit lipid percidation under
accelerated conditions was carried out using a slightly modified
version of the method described by Miller[20], B-Carotene (40mg)
was added to a flask containing linoleic acid (200 mg) and Tween
40 (2 g), all dissobved in 10ml of chloroform, One millilitre of this
solution was then distributed into individual tubes and the chlo-
roform was evaporated to drymess at 40°C (for 24 h) in a Heto
W¥E-1 evaporator (Allerod, Denmark), Orygenated deionised water
(50ml), whichwas generated by bubblingair into water for 60min,
was added to the tubes with vigorous stirming. Methanolic extracts
diluted 5 times (75 1) werne thoroughly mixed with 1.5 ml of the
agqueous emulsion formed. A control consisting of7 5 Wl of methanol
and 1.5ml of emulsion was used. To induce auteeddation, the
samiples were incubated inat incubation block at 50°C, untilthe -
carotene had been decolourised (210 min) The antioxidant activity
coefficient { AAC)was also estimated as the relative exidation inthe
presence and absence of etracts;

o

AAC = (A,;_A:J)xmm

Ap - A
whered; and Af is extract and control absorbance after incubation
for 210 min and A} is control absorbance measured at zero time,
The anticecidant activity was also expressed as g of TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacityy 100gdry weight (DW) banana
peel. Methanolicsolutions of known concentrations of troloe, inthe
range of 0,1-7.5 mg/l, were used for calibration, A calibration graph
[¥{AAC) =47 » ximgil)+0.12,r* 0.951)was constructed by plotting
AAC against the antioeddant concentration at seven concentration
leviels analysed in triplicate, The repeatability of the procedure was
ahways <5%

252 DPFH*" and ABTS™ assays

In order to evaluate the apacity of the extract to trap free rad-
icals, two methods based on the formation of free radicals were
employed,

The capacity to scavenge the stable free radical DFPH* was
monitored according to a slightly medified version of the method
used by Brand-williams et al. [21]. Twenty five microlitres of the
extracts, diluted 5 times, or the standards { 50-500 mg trolo] or
50-400mgascorbic acidfl) were miced with 1 ml of methanolic
solution containing DPPHe radicals (absorbance at 515 nm around
1.000), The mixture was shaken vigorously and left to stand for
15min until stable absorbance was obtained, The reduction of the
DFPH* radical was measured at 515 nm. Antioccidant activity (A&,
%) was also calculated as scavenging percentage:

AY A

Al - ——— 3 100
4

where A] is control absorbance measured at zero time and A is
extract agrs-:-rtla:u:\e after 15min, The DPPH® concentration wasalso
calculated from calibration curves determined by linear regres-
shan: ¥ (AA, %)=0.185 x x (mgl) — 0.003, 2 0991 for trole: and y
(AA, %)= l{}l.2!IQw:n:IfI:I'I.gl'l]1-II:I.I'.'IIJ'_=»,:I'a 0.282 for ascorbic acid. Results
wiere also expressed as g of TEAC or AEAC (ascorbicacid equivalent
antioxidant capacity)f 100 g W banana peel,

The scavenging activity was also determined by using a slightly
midified version of the method described by Arnao et al, [19], This
method is based on enzymatic generation of the ationic radical
of ABTS (ABTS*+) by reacting the ABTS (2mM in a total volume
of 1 ml) with HREP (0,25 M in 1 ml) in 50mM sodiom phosphate
buffer pH7.5, in the presence of ydrogen peroxide (45 M in 1 ml),
An aliquot of S0l of the extracts, diluted 5 times, or the stan-
dards (25-250mg ] for trolox or 10-175mg/] for ascorbic acid)
was added to 1ml of the ABTS** radical, once it had been gen-

erated (15min until absorbance reached a steady state) which
prevents interference of compounds that can affect radical forma-
tion [19], The assay temperature was controlled at 25°C using a
water bath, The inhibition by the anticeddants was measurned at
730nm at 6min, The anticcddant activicy (As, %) was caloulated
as scavenging percentage, with Ar being the absorbance value of
the extract at Gmin, The relative capacity of extracts to scavenge
the ABTS** radical was also compared to the anticddant potency
of trolox or ascorbic acid, The results, determined by regression
equations [y (abs)= 1,157 — 00040 2« x (mgl), r2 0.976 for trolog
¥ (abs)=1,204 — 0,0058 x x (mgfl), # 0,977 for ascorbic acid] were
expressed as g of TEAC or AEAC] 100 g DW,

In both methods, a control with the ad dition of methanol instead
of extracts was used. The repeatability of the procedures was
always < 5%,

253 Thioharbiaeric ackd reactive species (TBARS ) assay

Amodified TBARS assay [22] was used to measure the cpacity
of the extracts to react with secondary cxidation products gener-
ated in the advanced stages of this reaction, This method is based
on the spectrophotometric determination of the malonaldehyde,
which is a secondary product formed in the peroxidation of a lipo-
some system induced by ascorbate and iron, when it reacts with
TBA., Briefly, phosphatidyl-choline (25 plat Somgiml in 1.5:1 (wiv)
chloraformyethanol) and the extracts { 50 pl) were added to 200l
of 300mM potassium chloride containing 1 mM iron chloride, Per-
oxddation was started by adding ascorbate (125 pl at 0, 16 mM) and
incubation at 37°C for 24 h, The reaction was stopped by adding
0.75ml of a mixture 1.5;1 (wv) of 9.4% TCA in 0.47 N hydrochloric
acid (pH 1.5) with 1% TBA and 50 .l of BHT (760 mgl in ethanol )
The mixzture was then incubated at 5°C for B0min, After cooling
and centrifuging at 3000 x g for 2 min in a Sorvall MC-12 W micro-
centrifuge (Dupont Instruments, Connecticut, USA) to remowve the
precipitated proteins, the colour intensity of TBARS was measured
spectrophotometrically at 535nm, A control without the extract
was used to evaluate the phosphatidyl-choline peroxidation, All
the values were based on the inhibition ratio (1P, %) calculated as

Ar
P [1- x 100
( -"-:)
where A; and A7 is the absorbance value of the sample and of the

fully cecidised control, respectively, The repeatability of the proce-
dure was always < 10%,

254, Effect of the conentration of the extracts on antoodant
activity

The effect of the concentration of the extracts on maximum
antiozidant activity was evaluated using d cse-response curves, To
do this, extracts were concentrated in a vacuum Heto VR-1 evap-
orator at 40°C and once again dissohved in methanol wntil the
concentration to be assayed was obtained. ECsp was defined as
the extract concentration that provides S0 of madimum antiox-
idant activity achieved, measured as AAC (f-carotene bleaching),
AA (scavenging radicals) or 1P {inhibition of TRBARS formation), and
was calculated from the graph of anticecddant effect versus dried
extract concentration (mg extract/ml methanol), All assays were
carried out in triplicate,

26 Determining extract yield

The total solids extracted or “extract yield® was defined as the
amount of dried extract (g) obtained from 100 gofOW banana peel
[23]. Their determination was carried out after evaporating to dry-
ness the sobvent of the extract in a vacuum Heto VR-1 evaporator
ar40°C,
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Table 1
Dexign makrix in the central compasite design and experimental (EYV] and predicted [P) values obtained for antiocidant activity in methanclic stracts frombanan peel.
EXxperiment’ My Tes Gt P-Canctene bleaching Scavenging DFFH= radicals Scavenging ABTS* radicals TBARS
ANC TEAC (g/100g] ARE) TEAC(g/100g]  AA[E) TEAC[g)I00g)  IP(E]
E¥ P E¥ ' EW P E¥ P E P E m B P
16 1 25 0 Z}1x12 319 00610002 Q07 3J:7T 35 1903 19 476 44 2504 24 23x4 X
3 1 25 120 BW3x7 79 O0BD£0002 005 414 35 2103 20 40x4 3B 2304 21 HMx3 12
13 1 40 60 Wiz 43 IM 0O055£0007 Q051 3F+3 35 L1x0l1 19 33 34 2oxQl 13 15x2 16
4 1 55 0 35T 310 00610001 OO0BE 332 31 LExO1 17 =3 54 2903 23 0x31 1@
1 1 55 120 450+4 500 OM4E001 Q10 3B+1 30 2203 21 55x3 56 31xal 33 11 @
15 2 25 60 09 425 OQODE£0DDS Q001 491 &3 37x01 33 &7 54 3508 30 24zx1 X
B 2 40 0 435+3 403 OO0E1:£001 OQ0EF 453 44 2403 24 =S2zx3 60 3d3zxQl 34 31 32
3 2 40 B0 023 MO0 Q0650003 Q074 525 53 30l 29 =223 51 31xQl1 23 33x3 2B
o 2 40 B0 56 MO0 OQODEOE£000]1 OQDEZ 53T 53 iZ:td4 29 5E3zx3 51 3103 23 309x3 2B
14 2 40 120 41550 37 OOTE£0005 OO75 43+2 47 2401 25 &5x9 60 3304 33 32x3 31
5 2 55 B0 47855 523 @IIDE0011 Q112 =4 Sl 3xx02 33 &5x4 57 33x02 33 10zx4 X
1o 3 25 0 =TxeE G0 BT £0001 Q107 S5E£2 55 Io:0l 30 BSIT 836 S@x@7 50 151 15
F 3 25 120 3|0+ 15 404 O0BO:00M ODBE 522 53 2Ex01 29 EIxZ 84 4502 43 355 M
12 3 40 60 Xa%34 IEI 005000 O0E1 =6 5 3202 30 T4 B 432203 3T 3T 2
T 3 55 0 4:3x5 4E] QD00 Q102 3 M 35x01 29 TFXT T3 44204 43 65 IT
1 3 55 120 43227 40E O002:0004 OO0BS 5894 = 3Fx02 33 T2x2 TD 41xQl1 45 3222 M
B asor asoT D343 nasn 0364 anon o913
Standard error of the estimate = o7 4 -] a3 3
Durbin-'W atsom statistic 10{p=0.201] 23[p=00ET] 13[p=0.156) 2.0{p=0340} 20{p=033E) 13(p=01ET] LE[p=D.157]

Migs, RAMber OF EXEractions; Tee, Extraction temperaune = Cf &, Extraction timemin); AAC antioxidant activiey coeficent; TEAC trolos squivalent ankiockdant capaciby:
AM, zravenging percentage; TEARS, thicbarbituric acd reactive substances; [F, inhibkion rate. Bodd mambers d2note the highest walses of the estraction method at a 958

confldence level.

* Walues based on freeze-dried banana pesland expresssd 2 the mean £ standard deviation {n= 3-9].
! The numbers | 1- 15) indicabe the randamissd arder inwhich the experiments were developed.
® gz COCTESPONOS [0 Che EXCTACtion Hme in the waber bach; the MEst of the eXCraction process includes, in all cases, 1 min (high-speed homogenisation) and 20min

[centrifugation).
27, Determining total phenol conent

The total phenol content of the banana peel samples was mea-
sured using a modified colorimetric Folin-Ciocaltean procedure
[24].A volume of 200 pl of deionised water and 50 plof the extract,
diluted 5 times, was added to a test tube, Folin-Ciocalteau reagent
(50 wl) was added to the solution, shaken and allowed to react for

Table 2

6min, Then, 500l of 7% sodium carbonate solution was added
and the mixture was diluted to 1.3 ml with deionised water, The
colour developed for G0min was read at 765nm, A calibration
curve of gallic acid (ranging from 15 to 250 mgl) was prepaned in
methanol, and the results, determined by the regression equation
[ (abs) =0,0032 » x (mg/l) — 0,0001, * 0,988], were expressed as g
of gallicacid equivalents { GAEs)/ 100 gDW banana peel,

Design matrix in the central composibe design and experimental [EV)* and predicted (Y] walues obiained for extraction yield, phenolic compounds content and phenclic

mmpounds yiek in methanelic extracts from banana peel

Experiment® Miga Taz [ Extract yield (g extract]100g) Totalphenolic compounds [ gGAE 100g)

P EW P

16 1 a5 a W0x1 13 14£03 1.2
3 1 a5 120 356 36 LE£02 LE

13 1 40 B0 x2 0 LE£Q1 LE
4 1 55 a T2 18 14 £01 14
1 1 55 120 a6 45 LE£Q1 (]
15 2 a5 B0 XNt3 12 oxal 3
B 2 40 a 22 L 1ol 12

3 2 40 B0 30x5 i3 FEES N 3

o 2 40 B0 B3 i3 FARE R 3

14 2 40 120 a2 43 FrEL N 2
5 2 55 B0 35+ 3 33 FLES N 24

1 3 a5 a e 3 =0 FE R az
F 3 a5 120 [T 34 FEES N 3

12 3 40 B0 401 k) FLES N 24
T 3 55 a 4812 52 FEES N 3
1 3 55 120 0xT &£ FrEL N 3

-3 0asa 0536
Standard eror of the estimate 4 0.1
Durbin- Wakson statstic 200 {p=10.300] 25(p=00TT)

iz, munh eT of ext ractions: Tes, ext ractiontemperatune | CJ; fox, et raction ime (min]; GAES, gallic acidequivalents. Bold mambe s denote the highest waloes of the exdtraction

method at 3 05% confidencs levedl.

3 Yalues based on freeze-dried banana pesland expresssd 2 the mean £ standard deviation {n= 3-9].
! The numbers | 1- 15) indicabe the randomissd arder inwhich the experiments were developed.
* g COrTEsponds to the extraction time in the waber bath; the nest of the extraction process inchudes, in all cases, 1 min (high-speed homogenisation) and 20min

[oentrifugation].
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2.8, searistica anayss

Sratgraphics Plus wersion 4.1 (Statistical Graphics, Rockville,
UsA) was employed to generate design, AMOVA and to obtain
thi response surface plots, Simple linear comelation analysis was
used to measure the correlation between the extrace yield or the
phenolic compound content and the antioxidant activity of the
cxtracts.

3. Resuls and discussion

3.1, Ddagmostic cirecking of modals on optmisation of the
conditlons for chtatming figh antioxdant banana peel extracts

Three variable factors that can potentially affedt exdraction of
banana peel using methanol to obtain extracts with high antioxi-
dant capacity were selected; numberof extraction steps, extraction
temperature and extraction time, The minimum and mazimum bev-
elz(Tables 1 and 2] given to each factor were chosen based on our
experience and that of other authors in obtaining extracts with high
antioidant activity from plant by-products [4-6, 18],

The design matrix, obtained under the operational conditions
employed, includes the results of antioxidant activity measured
by using different methods: inhibition of f-carotene co-oxidation
in a linoleate model system; scavenging of DPFH® and ABTS*
free radicals; and inhibiticn of phosphatidyt choline peroxidation
(Table 1) It also includes the extract yield and the total phenolic
compound content (Table 2] The sequential listing of the experi-
mental design parameters represents the statistically randomised
order in which the experiments were undertaken, It should be
noted that the modification of the conditions used for the extrac-
tion did not affect the extraction of bioactive compounds equally
{Tables 1 and 2} The comparison of the experimental values of
antioidant activitywith the predicted values revealed that foreach
anticecidant activity assay the two sets of values were very closs,
Indicating that the experimental models were valid, The coeffi-
clents of determination (R2) indicated that the medel (predicted
values) explained between 85 and 52% of the variability observed
In antiozidant activity (experimental vales), The standand error
of the estimates hada standard deviation of the residuals between
0,007 [ B-carotene bleaching, gTEAC] 100 g DWhanana peel) and 28
(B-carotens bleaching, AaC) and the Durbin-Watson statistic tests
Indicated that, since the p value was greater than 0.050 for all the
determinations, there was no indication of serial antocorrelation
in the residuals, based on the order inwhich the residuals occur in
the data set.

32, How extraction variahies affect the antioxidant properties of
methonolic extracts

32.1. Number of extraction steps

AMOVA was used to estimate the statistical significance of the
factors and interactions between them that had the greatest effect
on obtaining ectracts with high anticxddant activity (Table 3),
Analysis of the experimental results showed that the number of
extraction steps had the greatest impact on scavenging DPPH"
and ABTS** radicals and inhibiting TBARS formation, accounting
for 90-03% of the former and 51% of the latter, This factor also
had a limited influence on the inhibition of lipid perceddation in
the f-carotens/lnoleic acid system (around 7%) To determine
the number of extraction steps that led to the greatest antioxi-
dant activity, three-dimensional surface graphs were constructed,
Some of the graphs, selected from among those obtained using the
experimental model, are shown in Fig. 1, The capacity to inhibit
lipid percecidation and scavenge radicals increased when the num-
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Fig. 1. Estimated response surfaces cbtained by piotting the extraction tamperature
and numkber of extraction sheps for ancicxidant xtiviey measured a5 inhibition of
P-carctene bieaching when fuing extraction time at 0 min (A} scavenging DFFH'
and AETS* fres radicals when fixing extraction time at 0min (B); amd inhidt-
ing the production of thicbarxuric acid reactive sulstances [TBARS] when Axing
extraction time ab 120 min [C). TEAC trokox equivalent antinxidant capacity, The
exiraction time indicated cornesponds bo the time inthe water bath; the extraction
process also includes, in afl cases, | min | high-spesd homogenisaticn) and 20min
{remtrifugation].
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Table
Estimation of main and interaction effects in the central mmposite design

Probahilky values Mumber of & xiTac oS (e )

Estraction eemperatane [Teg, ')

EXCraction Hme {foe, MNP Ty =Mps G % Mg Lo = Tee

Inhibition of f-camt=ne biraching

AAL ool [

TEAC(g 100§ ol 0
Scavenging radicals

DERH:, AA(K) 000 0.7ag

DEFH, TEAC [ 100§} w0 0235

AETS=, A4 (%] 0 0776

ABTS, TEAC{§/100g) Lo 0382

Inhibition of thioharbituricacd reactive substancss (TBARS) formation

IF (%] 0o 0.156
Extract yield (gextracii100g)  [L000 007
Total phenlics [gGAES100g)  (L00G 0,195

g L e 03 0190
sy 000 LU 0.z:a
0oss nan 0342 oA
Lo 0343 ooon o7
0136 LECe ] 0RDE 0412
03z 000 03Tz 0.z=]
mioz LX) Lo oo
Ll oam Lo s
Lol [E-ch Dy [i1Fe =)

A&, antioxidant actiity coefMcient; TEAC, trolo: equivalent antioxidant capacky; A, SCavEnging percentages 1P, inhikion rabe; GAEs, gallic acid equivalents. Bold numbers
dencte significant eMects orinberactions of the extraction method ata DR confdence lewel.
3 [ COCTESPONOS E0 the extraction time in the water bakh; the rest of the extraction process includes, in all cases, | min (high-spssd homogenisation) and 20 min

[oentrifugation].

ber of extraction steps increased. Thus, the optimum number of
extractbons to obtain extracts with high anticecldant capadty was
3, The number of extractionsalso affected the extraction of phenalic
compownds and total extractable compounds (Table 3) accounting
for 80 and 45%, respectively. In general, the process improved by
increasing the number of exdractions (Fig. 21 The optimal mumber
of extraction steps to obtain these compounds in the edracts was
determined to be 3.

Thi number ofiextraction steps is not a factor frequently studied
forits relationshipwith the antioxidant activity of extracts, Lesage-
Meessen et al, [18] found that the extracts in ethyl acetate from
alive by-products obtained with a two-phase centrifugation sys-
tem had a higher concentration in hydroogtyrosol and a stronger
anticoridant activity than those cbtained with a traditional three-
phase centrifugation system. A single extraction step (3 h) resalted
inhigher recovery of phenolic compounds from citrus peelsthana
double extraction (2 « 1.5 h) [S], Xu et al. [6] suggested that a sec-
ond extraction with water from citnus peels was necessary since a
cansiderable amount of phenolic compounds (with the consequent
increase in anticecidant activity) were extracted from this residue
by doing so,

322 Extraction fempermire

Amaong the factors studied, the extraction temperature had the
second greatest impact on how efficiently bioactive compounds,
which are responsible for anticegidant activity, were extracted from
banana peel { Table 31 This is due to the high impact that this fac-

stz vichl
T P LR R |

| L ]

tor (45-50%) had on the extract’s capacity to prevent [B-camtens
bleaching, The effect of changing the exdraction temperatune was
noit statistically significant for scavenging DPPH* and ABTS** rad-
leals or inhibiting TBARS formation (Table 3 and Fig 181 The
Interaction between extraction temperature and number ofextrac-
tions was statistically significant for the capacity to protect lipids
from cecidation in the P-carotens bleaching assay (accounting for
35%) and In the TBARS test (21%) and for the capacity to scaw-
enge ABTS** radicals (7%) (Table 3) Therefore, the inhibition of
lipid peroxidation in the f-carotenef/linoleicacid system increased
with numberof extraction steps when extraction temperature was
25+C. However, similar antioegidant activity (in this assay) was
obtained at 55°C for any number of extractions (Fig. 1A) The inhi-
bition of phosphatidyl-choline peroxidation increased when the
extraction temperature increased (for 3 extraction steps) (Fg. 1C),
This could indicate that it is more difficalt to extract the bioac-
tive compounds that inhibit lpid percecdation in the TBARS assay
from the banana peel matrixat low temperatures (possiblybecause
of their lower solubility in methanol) than bioactive compounds
that scavenge radicals or inhibie f-carotene bleaching, Thus, the
optimum extraction temperature can be fixed at 25°C to prevent
thie bleaching of f-carotene and at 55 C to inhibit TEARS forma-
tion (both for 3 extractions), A temperature of 25°C @an be also
used as an optimum condition to obtain extracts with high anti-
radical activity, Although extraction temperature affected extract
yield, its impact on the extraction of extractable compounds was
very low (2.5%). This factor did not affect the extraction of total
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Fig. 2. Estimated responss surfaces obeained by plotting the extraction time and number of extractions sheps for extract yield when Axing extraction temperature at2 5-ClA]
and by plotting the extraction temperature and number of exiraction steps for phenolic mmpounds when fixng extraction time at 0 min [B]. GAES, gallic acid equivalents.
The extraction time indicated corresponds bo the time in the waterbath: the extraction process akeo inchades, in all cases, 1 minhigh-spesd homogenbation) and 20 min

[cenrifugation),
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Tables

353

Conficmabony trials of the optiral conditiores bo obtain methanolic banana pesl extracts with high antiocidant activity.

RESponse parameter Optimal exiraction cond Eiors* Random [non-optimal) extraction conditions®
dext., 25'C, 3 e, EE°C, 1 exi, 25°C 1 exk, 55°C
Dmin 120min 120'min Qmin
experiment 10 experiment 1 experiment 3 experiment 4
Inhibition of @-canotene bleaching
anct 5003 4150 JE2+E 3137
TEAC(g/100gF 10T £ 00mM 0005 £0.002 0053 20,003 Q0S5+ 0.00]
ECgy (mg dried extractmi] 12
Scavenging radicals
DERH", A& (%" 56£ 1 5T+1 30£3 [xd
DFPH=, TEAC (g 100 g1* ESES F 4 32£0.1 19032 17£02
DFPH®, AEAC(g/100g° FAES N 27+02 10x04 15£01
DFFH®, BCgy {myg dried extract! mil) 15
AETS=, 84 (X B3 L5 Tadx4 36£5 S0+3
.\B'.I'S"'.TE.'C[&"IW!:P 4503 4202 2004 2503
ABTS=*, AEAC (g 100 g 3304 30£0.1 1302 21£03
ABTS**, BECgy [mg dried extract/ml] I
Inhibitionof thioharbkuric acid readive substances (TEARS) formation
[FiER 14£2 M1 LEx1 21x3
ECgy (mg dried extractmi] a5
Extract yield [ gexirad) 100 gi* 49+ 4 455 3B£3 19x4
Tnhlphennllﬂ[gl:.'.ﬁ'll:ﬂgf FaES N 2102 1701 13£03

AMC antioxidant activity coefficient; TEAC, trolox equivalent antioxidant caparity BCgy, extrart monceniration providing SO% antioxidant activity; AA, scavenging percentags:
AEAC, asrorhic acid equivalent antioxidant capacity; [P, inhibition rate; CAES, gallic acid squivalents. Bold mumbers denote the optimum conditions for the extraction.

* The exiraction time (0 or 120 min] indicated mrresponds o the time in the water baths the rest of the extraction process inchudes, in all cases, 1 min {high-speed

jon] and 20 min [cenkrifugation).

B yalyes hased on freeze-dried banana pee] and expressed ax the mean £ standard deviation {n= 3-2).

phenolic compounds from banana peel (Fig. 2E), Therefore, 25C
can be selected as an adequate temperature to extract phenolic
compounds,

Pinelo et al, [4] reported that extraction temperature played
a critical role in the efficient extraction of phenolic compounds
from grape pomace; the extractions carried out at 50°C (optimised
between 25and 55 °C) maximised the extract’s antiradical activicy,
The efficiency of the extraction of by-products from star fruit [8]
also increased with increased temperature (from 30to 75°C), How-
ever, to raise the extraction temperature from 40 to 100+C did not
yield a higher content of phenolic compounds and stronger antios-
idant capacity in extracts from citrus peel [6]. Li et al. [5] found
that anticeidant activity decreased when extraction temperature
was increased from 19 to 65°C and then increased at 80°C in the
extraction of citrus peel with 72% ethanol or with water,

323 Extroction time

Extraction time significantly affected obtaining extracts that
inhibit P-carotene bleaching and scavenge DPPH* radicals (Table 3),
Newertheless, the impact of this factor on antioxidant activity was
practically negligible (5-8%) incomparison to the number of extrac-
tion steps, Zero minutes were the optimum time in the water
bath (the rest of the extraction process includes homogenisation
and centrifugation time) to obtain anticscidant activity in these
stages of cxidation reaction. The interaction between extraction
time and number of extractions influenced the inhibition of lipid
peroxidation measuned as p-carotene bleaching and as TBARS for-
mation (accounting for 3 and 25%, respectively), The influence of
this interaction was different in both methods; in general, optimum
anticecidant activity was achieved at low extraction times for the
pcarotene bleaching test. Howewver, the highest capacity to pro-
tect lipids from axidation in the TBARS test was obtained with high
extraction times at 55+=C (the optimum temperature in this case),
Although the interaction between extraction time and extraction
temperature affected the capacity of extracts to scavenge DPPH"
radicals, its impact was very low (5%) Extraction time and the
interaction between this factor and the number of extraction steps
slightly influenced the extraction efficiency of total extractable

compounds (Fig. 24) and of total phenolicacids (7- 106), The opti-
mal extraction time in the water bath was found to be 0 min when
extracting bioactive compounds from banana peels with methanal,

Prolonging the extraction time did not improve antioxidant
activity in citrus peel [6] or grape pomace [4] extracts, Howewver
a slight increase in the scavenging of ABTS** radicals with time
(from 30 to GDmin) was found in the extraction of star fruit by-
products [&], The antioxidant capacity, measured by using DPFH"
and PB-carotens bleaching tests, of water extracts made of red and
black currant by-products did not change byusing different extrac-
tion times, while grape marcwater extracts tend ed to increase with
longer time [9],

324. The optimal extraction conditdons to modmise antioddant
activity of banana extracts

Using 3 extractions, an extraction temperature of 25=C and an
extraction time of 0 min in the water bath (the rest of the extrac-
tion process includes homogenisation and centrifugation time) led
to the highest antioxidant activity, measured as the capacity to
scavenge DPPH® and ABTS* radicals and inhibit lipid permddation
in the B-carotenelinoleic acid system, These conditions also con-
tribute to high extract yield and phenolic compound content in
barana peel extracts, However, the optimal conditions to obtain
extracts that inhibit TRARS formation were 55°C for 120 min in the
water bath and with 3 repetitions of the extraction procedure, To
determine the accuracy of the extraction method, extractions using
optimal conditions and random conditions (Table 4) were carried
out in triplicate, The experimental values for antioxidant capacity,
extract yield and phenolic compound content were quite close to
the predicted values which proved that the model was valid, More-
over, the anticedidant activicy and the bioactive compounds of the
extracts obtained with the optimised method were stable for at
least a year when they were stored at —80=C,

The capacity of the banana peel extracts to inhibit p-carotene
bleaching was of 0,107 £0.001 g TEAC/ 100gDW., An amount of
6.5mg of dried peel of this fruit (ECso) had an AAC of 325, while
BHA [ECgg, 250 gl or trolo (ECsg, 4.2 mg) had an AAC of 375 or
400, respectively, This AAC was similar to that found by Lapornik



354 R Conaiie-Montalongo a af.{ Sparation and Purification Technakegy 71 (2010) 247- 355

et al. [9] with an AAC of 73 for red currant mare or of 400-530
for grape and black currant marc obtained by extracting S00mg
(freshwieight) of by- products with 1 ml of 70% methanol, Howewver,
Singh et al, [7] established a significantly higher inhibition of -
carotene bleaching by methanolic DW extracts from pomegranate
peel (D050 mg ml, 82%) and seed (0,10 mg'm], 22%),

Extracts had a scavenging capacity against DPFH* and ABTS
radicals superior to 2,5 £ 0.1 TEAC or AEAC] 100 g DW (Table 41 The
scavenging activity of extracts from banana peel was concentration
dependent; howewer, the exdracts were not as effective as control
anticeridants, So, the activity of 7,1 mg dried banana pes] { 50% scav-
enging of DPPH* radicals) was equivalent to that 400 pg of BHA or
270 pugof troloo or ascorbic acid. Moreower, the by-product amount
required to scavenge 50% of ABTS** radicals present in the reaction
mixture (6.0mg dried peel) was higher than those of BHA (86 pg),
trodoes (150 pg) orascorbic acid (100 gl Shui et al. [8] describad a
similar anticxddant activity, measured by using DPPH® and ABTS
assays, of 3.4 g AEAC/100g DW or 5.3 gTEAD 100 g DW and a sim-
ilar content of phenolic compounds in the extracts from star fruit
than in those obtained from bamana peel, Mewertheless, lower
scavenging capacity has been found in methanolic extracts from
ather fruit by-products such as citrus peel [6] and grape pomace
[4].

Extracts were also capable of preventing the formation of TRARS
in a dose-dependent manner, On the basis of estimated inhibition
rate (Table 4), the most active mctract had a capacity of 34+ 1%
(ECcy, 19mg dried banana peel/ml); howewer, the activity was
lower than that obtained for BHA (ECso, 88 gl When the results
obtained were compared with those described by other authaors,
differences were found, So, Gonzdlez-Paramés et al, [22] and Rubi-
lar et al, [25] reported lower ECg, values (between 0,010 and
2 1mgml), and therefore higher inhibition of lipid perozidation,
in by-products of the wine industry,

Using optimised extraction conditions, the by-product yields
total extractable compounds of around 50% and had a content of
total phenolic compounds of 2.2 4+ 0,1 gGAES| 100 g DW, similar to
that found by Nguyen et al. [26] in the peel of “Khai Khai® and
“Kluai Hom Thong” banana cultivars,

with all the data obtained for the different extraction condi-
tions evaluated (n=48), statistical analysis based on regression
lines was camied out to determine if there was any comelation
between anticetidant capacity and the exgract yield or the phenaolic
compounds in the extracts, The correlation mefficients indicated a
muoderately strong relationship between the total extractable com-
pounds and the capacity of the extracts to scavenge ABTS** radicals
(r» 0550, p=0,000) A moderately strong significant comelation
(jp=0.000) also existed between the phenolic compound content
and the antiradical capacity of the extracts (r= 0700 for DFPH* and
r=0.525 for ABTS* radicals) The relationship betwesn phenaolic
compounds and the inhibition of TBARS formation was relatively
weak (r= 0468, p= 0,001 Howewver, there was not a statistically
significant relationship between the capacity of extracts to inhibit
[B-carotens and the extract yield (r=0.270, p>0.065) or the pheno-
lic compounds composition (r=0.075, p> 0610}, The correlations
between antioxidant activity and the extract yield or the phenaolic
compaounds illustrate that thereare othernon-phenolic compounds
in the extracts that greatly affect the ability to prevent lipid per-
oxidation and to scavenge free radicals. Our research group has
previously described that bicactive compounds such as ascorbic
acid, tocopherols or phytosterals were not detected in methanolic
banana peel extracts and that the content ofanthocyaninswas neg-
ligible [16]. Emaga et al. [27] described that banana peel is very rich
in total dietary fibre (506% DW), For these reasons, this antioxidant
activity could be related to the fibre content in this by-product, In
fact, theantioddant capacity ofvegetable fibre has been previously
reported [28],

This work demonstrates that extracts rich in anticeddants can
be efficiently obtained from banana peel by adequately selecting
experimental conditions, Extraction using organic solvents is the
most commaon technigue employed to obtain extracts with high
anticeddant activity. However, the use of organic sohents in the
manufacturing process of food ingredients is strictly regulated. For
example, methanol, the extractant used in this work, is not a food-
grade solvent; therefore, safer and more environmentally friendby
alternative technologies should bedeveloped to obtain extracts rich
in antioxidants from banana peel, With this in mind, hydrolysis
or enzyme-assisted water extraction of banana peel could be very
interesting options. For instance, ez yme-assisted water extraction
has some advantages, such as high specificity, mild reactive condi-
tions and macimum preservation of the original efficacy of active
compaounds, without organic solvent residues,

Moreover, some emvironmental aspects should be taken into
account related to the use of methanol as an extractant, For exam-
ple, it must be removed from the extracts before they could be
used in foods. Moreowver, on an industrial scale methanol would
hawe to be recycled using ad sorption methods, distillation recovery,
membrane systems or catalytic treatment,

Future lines of research could study the use of banana peel
extracts, because of their anticstidant activity, in different type of
fonds, These studies would need to establish the lowest dose of the
extract that would have a practical application,

4 Condusions

Extracts rich in antioddants can be efficiently obtained from
banana peel by adequately selecting experimental conditions. The
factor that had the greatest impact on the extract’s capacity to
scavenge DFFH+ and ABTS+ radicals and inhibit TRARS formation
was the number of extraction steps. The extraction temperature
had an important effect on the capacity to prevent B-carotens
bleaching. optimum values of the factors that influence the capac-
ity to scavenge DFFH* and ABTS** radicals or to inhibit B-carotens
bleaching were; 3 extractions, an extraction temperature of 25C
and an extraction time of Omin in the water bath (the rest of
the extraction process inchudes homogenisation and centrifugation
time). The optimal conditions to obtain extracts that inhibit TBARS
formation were 55°C for 120min inthewater bath and with 3 repe-
titions of the extraction procedurne, The results of this work confirm
that optimising solvent extraction is a critical step in obtaining
extracts rich in antioxidants from banana by-products, Moreover,
this work proves that using experimental design helps to visualise
relationships between responses and exdraction conditions, while
also giving a clear idea of interactions betwesen different sctraction
conditions,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article Moy Hanana (Abss smminsiy Colls AAA) peeld sciracks abtained in this work had 2 high capadity o scavenges

Receved 17 Apeil 2005 22 1=picrylind PPHY) and 2 ¥-azinodhis) 3-ethybenzothizzolinef-sulfonic  acid
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Aerapind 5 g J000 comsiderably mare effective (compared with methanol, efhanal, aretone, water, methanok:water ar sth-

amalwater) at inhibiting the peroxidation of Bpids in the f-caroens/lnolsic acid system or scavenging

i'u:nﬁﬂk.l-.lm agquenu s extracts had a high capadity io protect pids from oxddation in the thio-

ﬁ:’“ N turic acid reacti {THARS) test, as well = in the f-carotens bleaching sy, In addition,

£Ca Enclears aoetomewater most efficiently extracted all extractable components (54 = 43} phenolic compounds

DFRE mdicals (33 208%), and anthocyanin mtﬂ:[dltm“qx‘lﬂm I-ghooside equivalents[100 g feeze-

AETS* tme radicals dried banana peel). Bamna peel . d arge pamine and L-dopa, catechel with

TEASS a significantt an tioodd ant activity. H arn‘l:lrand..mrqilankn' phyiosterols were not detecied

Solvent Exraion in the different extracts. The antioddant activity of banana peel extacts from different cultivars was sim-
ilar. Howewer, the impact of extraction ime ar should be studied in greater depth.

& 2008 Elevier Lid. All rights nserved.

1. ntroduction of & an adsorbent for water purification (Annadersi Jusng, &

From an environmental perspective it & vital that plant by-
products produced by the agro-food industry be reused. Cowndl
Directive 1999/31/EC on landfill waste, requires that member
atates reduce biodegradable organic waste in lndiills by 65%
(compared to 1995 levels) by no later than 2006 (Euwropesn Linion,
19499 The main by-product of the b procesding imdustry is
the peel, which represents approcimately 30% of the fnst This
by-prodict constitutes an environmentsl problem because it
contsing large quantities of nitrogen and phosphones snd its high
water content makes it susceptible o modification by
MICTOOTEA nims.

Potentisl spplications for banana peel depend on its deemical
compodition Bansna peel i rch in distary fibre (50X on a dry
matter (W) basis) proteins (7% W)L essential amino adds, poly-
ench tera bl Dty e ds & nd potassium | Emaga, Andn ansho, Wath-
elet, Tohango, & Paquot, 2007 ) Attempis st the practical wtil isstion
of banana by-prodwcts include the produd jon of Homss, protein,
ethamal, methane, pecting amd eneymes (Olarke, Radnidge, Lai, Jen-
aen, & Hardin, 2008; Emaga, Ronkat, Robert, Wathelet, & Paquot,
2008; Edsien, Akpan, & Esden, 2005) Banana peel has sko been
usedd a3 food for livestock (Onwuka, Adetiloye, & Alolami, 1997)

* Comreposding audor Tel: +34 02 4TE0; faox: +34 WT 476303,
E-mol avkive 5 enggonc alcia £ (ML Cone Shez |

030E-F 1465 - s frons sammey O 2009 Elusvier Lodl Al righes renssnsd
s 100 00 ) o, 300508002

Lee, 20021

Banana peel i fch in phytochemical compownds, mainly anti-
oxidants, The total amount of phenolic compownds in bansns
(Misa amusminata Colla AAA) peel ranges lrom 0.90 to 3.0 /100 g
W [Mguyen, Ketas, & van Doorn, 2008 Someya, Yo hiki & Olubo,
20N ) Someya et sl (2002) identified gall oo techin at 2 comne nira-
tion of 160mg/100 g DW. Ripe bansns peel slso oontains other
compounds, such a3 the anthocyaning delphinidin and cyanidin
(Seymour, 1993) and catecholsmine: (Kanazswa & Sskakibara,
2000). Furthermaore, cantendids, such 23 f-canotens, &-carolens
and different santhophylls, have been identified in banana pesl
in the range of 300-400pg hutein equivalents/100 g (Subsgio,
Monita, & Srwada, 1996), & well 28 sterals amd ohtenpenss, such
&3 fl-sitosternod, stigmastenol, campeitenol, cydoeucalenal, cycloar-
tend, and 24-methylens cycloartanel (Knapp & MNichols, 1963)
To date, only Someya et al (2002) have evahusted the sntiosddant
activity in bansnay peel, mexsured o the effect on lipid awboids-
o, i relstion o its gallocatechin oontent.

The polarity of the solvent amd that of the diflenent antioddant
compounds sllects the el dency of the extraction and the activity
of ithe oliained extracts. Water, methanol, ethanol, acetone, sque-
oues il utions af the aforementioned solvents and ethyl acetate sre
commonly used x5 extraction solvent s (Lalla, Sinanoglow, & Lios,
20007; Pinelo, Ruldlar, Jerez, Sineino, & Nifbez, 2005, Shui & Leoang,
20006 ). 1t renst sl 5o be kept in mind that nsin oomplications anise
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wihen recovering phytochemical compounds from plant by -prod-
wots due to their high enzyme sctivity. However, dirying the plant
by-product before extraction, immediately immersing the by-
produd in methand (Amns & Hollman, 1998) and wsing an ascid
exitraction medium protects the materisl from oxddation. The pH
of ithe water can determine the degres of solubility of water-salu-
e compownds and sko inlluence the pasitde sobubilisation of the
hydrolysable fraction {Lafka et al, 2007) Other @otors, such as
exiraction temperature and time (Lalka et al, 2007; Pinelo et sl
2005, Shui & Leong, 2006 ). the liquid-to-solid ratio snd the oultivar
(Goned ez -Paramis, Esteban-Rusno, Santo-Buelgas, de Pasous-
Teresa, & Rivas-Goneslo, 2004 ), also affect extraction with solvents

Comparative studies mmst be carfed out for each plant by-
produd o identify the esraction conditions that produce
madmmem antiosddant acthity. This work is 2 first sttempt st
identifying thise conditions for banana peels. To this end, variouws
[actors that could affea extraction eliciency were tested: the use
of solvents with diferent polarities (methanol, ethamal, scetoane,
weater and mixtures (1:0, viv) of the organic solvents amd water),
the pH of the water when it is uied &3 an extractant (30-8.0)0
the extraction time (1 or 120 min) the extraction Lemperatune
(25 or 55°C) and the bansna cultivar (“Grande Maine™ and
“Greeda™ ) In sddition, the bioactive compmends | phenolic oom-
pinemds, anthocyaning, catechol smines, soorbic add, taophenols
anil phytostenols) that may be responsibie for antimidant sotivity
were charscterised. This information is uselsl to help charsctense
ithe exiracts obvisined from banana pesl

2. Materials amd moet hods
21. Chermical and reagents

Dopamine, L-dopa (3.d-dihydosy-L-phenylalanine) ascorbic
acid, gallic scid, a-tocopherol, S-tocopheral, y-tocopherol, fesitms-
teral, stigmastenol and campesteral were purchased from Sigma
(Madrid, 5pain) (+) G-Hydrmy-2.5,7.8- tetra me thylchr om an-2-car-
bamylic scid (Tralox) and fetocophensl were supplied by Aldrich
(Madrid, Spain) and Supeloo (Madnid, Spain), respectively. Metha-
nal, ethanol, scetone, n-hexane snd chloroform were punchased
Iroim Scharlau Chemie (Barcelons, Spain) and 1-pentanal was ob-
tained from Merck (Dermstadt, Germany), all HPLC grade Deion-
ed water of 18Midem resistivity, purified with a Milli-g
ayatem (Millipore, Bedford, MA), wias used. Drans-f-Carotene snd
Pl phatidyl-chaline (refined egg lecithing were obtsined from
Aldrich snd from Alfa Aewar (Karkmhe, Germamy ) redpectively
Linoleic acid, Twesn 40, 22-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHL
2,7 azino-big3-ethylbenzothisroline)-G-sulfonic  acid  (ABTS)
hydrogen pernmide (30T irondll) chiodde, trichloroscetic scid
(TCA)L 2-thioharbituric acid (TBAL butylated hydrosytolwens
{BHT) and Folin-Ciocalteu reagent (2 N) were supplied by Sigma
The concentration of the enzyme horseradish peracidase (HRP)
Type V1 |FE (Aum amfAzs am)=28) obtsined from Sigma, was
determined by messuring the sbsorbance st 403 nm using an
extinction coefficient of £4m am= 100 mM " cm™ [Arnag, Cano, &
Acosta, 2001 NO-bisi Trimethylsilyl riluoroscetamide (BSTFAL
trimethylchlonmsilane (TMOS) and snhydrous pyridine were puar-
chased from Fluka (Madrd, Spain) All other resgents used were
of analyticsl grade Ethrel®-48 (48% ethephon) wa provided by
Etisa (Barcelona, Spain)

232 Plant material
Tweo cultivars of banana (Muss acusminata Colla AAA)L “Grande

Maine™ and “Grisess” (Cansry |dands Dwar Crendish selection),
were olisined from the research felds of Ingtituto Canario de

Invesitigaci anes Agraniad in Tenedle (Canary 1sands, Spain). Bath
cultivars were grown under the same agriouliursl practices and
oo comditions. Bansna bunches (n= 21) were harvested at phys-
iological maturity stage with 2 similsr calibre (33 = 1| mm, mes-
awred inthe middle linger of the outer whorl of the secomd hand
lrovm e distal end of the buanch) The seoomd hand from the prox-
imal end of each bunch (2 pproximately 60 kg of bansna per culti-
var) wax selected, dipped in 2 1 mifl solution of Ethrel®-48 e
1 min o sccelerate rpenng and stored st 18 °C and 80-90% rela-
tive: Ihawred ity wendil Full-f peness or stage & in the von Loesecke ba-
s codowr seale was resched.

The ripenes stage of the bananss wis charscterised in the mid-
dile figer of the owter whorl of esch bansnas hamd When fully fpe,
vty st v s possesded similar peel and pulp colour, limmness, to-
il soluble salids content (TS5 ) and pH. Bansns peel lightness, hue
angle and chromaticity were 81 £ 7,97 +2 and 65 5, respecti vely.
The colour of the banana pulp was charscterised by 2 lightness of
B4 +9, & hue angle of 96 + 2 and & chromaticity of 42+ 4. Fruit
sl plp firmness were 20 2 N and 087 + 014 Nfg respectively.
TS5 (24 + 1 Brix) and pH (4.5 1) were similar for both cultivars;
however, acikd content was higher lor “Grueas™  oultivar
(317 +43 mg malic acid/100 g) than for “Gramde Naine™ ol tivar
(241 +21 myg malic scid/100 gL

Oce the banansd were npe, peels were manuslly separated
{peel:banana ratio, 38 £ 4%). ol into small pleces, lnozen in liquid
nitrogen and lresre-dried at 50 mPa and —40°C (Christ alphs-1-4
L5C Dsterode, Germany) to decreade the enzyme sctivity during
atorxge The moisture content of pesl was found o be 88 + 2
The diied banasna peel was grownd to a fine prwder, placed in pls-
tie containers snd stored st =20 °C wtil the edrsctions were car-
ried out

2.3 Salvent adraction

The lreeze-dried banana peel (115 g) was extracted with 3 mi
of different salvents: methanol, ethanol, acetome, water scidified
wilith hydrochlonic scid (pH 30 or mdxtwees (121, vv) of the organic
Al venits and water. In ofder to determine the eflect of the pH of the
aquenis mediwm on the antioidant activity of the extracts, the pH
of ithe water was sdjusted to between 3.0 and 8.0 with hydrochlo-
rie acid or sodium hydroside The mistre wes homogenied with 2
Palitron PT- G000 Kinematica AG, Lucerne, Switzerland ) high speed
ender ot 12.000g for 1 min The extractions were carried out in
sesled tubes in 2 water bath for 1 of 120 min | estrsction Lem per-
atwre of 25 or 55 °C) Precautions were taken in order to perfonm
sl the operations wider redwced light and at 4 °C Extracts were
centrifuged st 5000g for 20min in & Jousn CR-312 centrifuge
(Thermo Hectron Corporation, Madrid, Spain) The extracts ob-
il where stored At - 80°C lor less than three days, st which time
the antiosidant potentisl, extraction yield and biosctive com-
pownils were estimated. Esch extraction process was dome st laast
im uriplicate (3-9 times ).

2.4 Extrad antioddant activity

All o il i ddlant sctivity were made
on a Shimadzu UW=-visible 1604 doulde-beam 3 pectrophitome ter
(Kyotn, Japan) equipped with a Hellma (Jamaica, NY) cell (path-
length 1072 m) Trodox (8 water-solulde snslogue of o-tocophenol)
anl for ascorbic ackd were used 23 standards to calibrate the meth-
oda The type snd polarity of the solvent used to extract sntioxi-
dants from banana peel can aflect single electron transler and
hydrogen stom tramfer, which are key aspects in the mexure-
ments of antiosddant capacity (Becker, Missen, & Skibsted, 2004)
For this reason, the calibration of each method was amed out in
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each of the evahuted solvents (methanol, ethanol, scetome water
of mixiures (11, viv) of the organic salvents smd water)

241 Exirad copacity fo inhibit bpid peroddation: f-mmatens
bleaching oy

The f-carotens bleaching method i based on the capacity of
aniti oacidla nts o decraxse ouddative losses of f-caratens in 2 f-caro-
tene flinoleic scid system. Forty milligrams of f-carotens, 200mg
oflinoleic scid and 2 g of Tween 40were disalved in 10 mi of chio-
roform. One millilitre of this solution was then distributed into
imcisidual tubes and the organic solvent was removed at 40 °C
{for 24 h) in 2 Heto VR-1 evaporator (Allerod, Denmark ). Osygen-
ated water (50 ml) generated by bubbling sirinto delonised water
for G0 min was sdded to the tubes with vigorous stirring. Aliquots
(1.5 ) af the squens emubion formed were Lhen sdded to tubes
containing 75 il of the extracts, diluted by 2 (sctor of 5 amd mixed
thoroughly. A contral sample with the different solvents used in
the extractions instesd of exiract wis snslysed for sntioidant
sctivity. To imduce sutosddation, the tubes were placed in an inou-
bation block st 50°C, until the f-carotene was decolowrsed
{210min)L

The antioxidant sctivity was expressed s mg of Trolox equivs-
lents (TE) 100 g W banana peel Solutjons in the fner xaayed sol-
wents of Trolox in the 0.1-75 mg/l range were used lor calibration
(F =0.927-0.983 ) The repestability standsrd devistion of the pro-
cedure was slwxs <53 Antiosddant sctivity coellicient (AAC) was
alan estimated x the relative axidation in the presence and sb-
sence of exiracts:

a

AC = (‘.";;"5) * 1000
Au'

wihere A, and A" are extract and control sbsorbanee afer inoubation

far 210min snd A" is contral steorbance messwred st Fen time

242 Exirad copacity fo scavenge radicak

With the objective of evalwsting the capadty of the exiracts o
acavenge les radicals, two methods were used, based on the for-
mation of stable free radicals Gike 2.2-di phenyl -1 -pioryihydraeyl
(DPPH) and 2.2%-a zing-bis( 3-sthylbenzothiszaline } G-sulfonic acd
[ABTS*)L

Owve il liliore of & metha nalic solution of DPPH (with an absor-
bance of approsdmately 1.000) was sdded to 25 p of the diffenent
extras, diluted by a factor of 5. The decrexse in sbsorbance was
recorded st 515 nm after 15 min (wihen sbaorbanee reached a 9 es-
dy atate)

Seavenging sctivity was slo determined with a dightly modi-
e version of the method described by Arnso et sl (2001 ) This
method is based on enzymatic generation with 025 M of the en-
zyme horseadish peroxidase HRP (in 50mM sodivm
bufler pH 75) of the cationic radical ABTS* (2 mM ABTS) in the
presence of hydrogen peroxide (45 pM) in 2 totsl volume of
1 ml. The sntioxidant edrscts (50pl) were diluted by a fsctor of
5 and then sdded to 1mi of the ABTS radicsl once it was formed
(15 min wntil salle sbiorbance), thereby preventing interference
e com poriends that can sffed fadical formation The 258y tem-
perature was controlled st 25°C using & water bath and the antiox-
idant inhibition was mexsured at 730 nm alter & min

In both methods, a control with the sddition of the dilferent sol-
vents mdayed (instesd of extracs) was used. Results were ex-
pressed x g of TE ar AE (ascorbic acid equivalents)/100g DW
banana peel Calibration graphs for eadch of the solvents evalhusted
(7 =0.940-0.997) were constructed by plotting the sbsorbance
g it the ant oo dant concentration st seven conoentr stion levels
anabysed in r plicate (S0-500 mg Trolox/l and 25-250mg ascorlke
acidfl). The repestability standard devistion of the procedure was

=5 The antioddant sctivity (A4, T) was abio caloulsted x5 scav-
enging percentage:

o
M-én-u—&x 100

A
where Ay” i contral stiorbance messured st zerotime and A, & ex-
tract shsarbance at the time wihen dant sctivity is ev d
(15 min for DPPH- method and Gmin for ABTS" method)

2,43, Extract capacily to indildl Bpid pered dabion: TRARS asay

The capacity of the extracts to inhibit lipid perosddation was
sl evalusted by wing the modified xaxy of thioharbitwric scid
resctive substances (TBARS) (Gonedlez-Paramis et sl 2004) The
method i based on the perosddation of & liposome system (25
of 50 mg/fmil phos phati dyl -chaline in 1.5:1 (vv) chlonofem etha-
o) iimchoced by 200 @ of 1 mM iron chlofde contsining 300 mM
potzsium chlofde in the presence of the extracts (50 ) Peroaxi-
dation was staned by adding ascorbate (125 pl at 0016 mM) and
incubating st 37°C for 24 h The reaction was stopped by adding
075 ml of & mixtwre 1.5:1 (v:v) of 9.4% TCA IR 047 N hydrochlonic
acid (pH 1.5) with 15 TBA and 50l of BHT (760 mgfl in ethanal L
The production of TBARS, mainly malonaldehyde, x5 2 secondary
produwct of penosddation, was measured spectrophot ometrically at
535 num after inoubation st 95 °C for 60 min

A conitral withouwt the extracts (with the dillerent solvents used
i Che extractions ) was uwed (o evahuste the phosphatidyl -choline
peraxidation x inhildtion ratio (1P %)

A
P=|1= = 1060
(-4

wihere A, and A" are extract and contral absarbane after incubation
for 60 min. The repestability standard devistion of the procedure
Wi ahways <105

2.5 Extrad yield detemmngtion

The dillerent extracts obtsined were evaporated to drynes in a
Heto WR-1 vaouem evaporator a0 40 °C The extract yield was de-
fimed &3 the amownt of dried extract (g) oltained from 100 g of ba-
s peel DW (Ulorach, Espin, Tomds-Barberkn, & Fereres, 20021

2.6 Boachive compound detenmingiion

2.61. Total exiractable phenals

Phenalic ampoemnd content was estimated by mixing 200 u of
deiomsed water, 50 jl of the extracts diluted by a fsctor of 5 and
50 il of Falin-Ciocalteu resgent. After & min, 500l of 7% sodiem
carbonate solulion wene sdded tothe mixtre, which was adjusted
to 1.3 ml with deionised water and allowed to stand st room tem-
jperatwre for 60 min Then, the sbiorbance wad resd st 765 nm. Gal-
lie acid (ranging from 15 to 250mgfl) was uted 1o condtmet the
calibration cwrves (2 = (904-0.998), in the different solvents eval-
uated. The results were expressed & g of gallic scid equivalents
(GAE) 100 g banana pesl DW.

262, Monomenc anthocyanin

The total monomeric snthocyanin content of the bansna peels
wias measured using a spectrophotometic pH differentisl protocal
(Les, Duwrst, & Wolstad, 2005) To incresse the detection limit the
banana peel extracts were obtsined from 300 mg of diied bansna
peel extracted with 2 mi of the different solvents. The extracts
were mixed thoroughly with 0025M potxssum chlorde pH 1.0
baulTer in 1:36 ratio of extract to bulfer and the sbsorbance of the
mixire was mexured at 510 and 700 nm after 15 min The
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exiracts were combined simil ady with0.d M sodiem acetate bulfer
pH 45 and the absorbance of thede sohtions was mexsured ot the
same wavelengths. The anthocysnin conee niration in the exiracts
wis calboulsted a5 follows:

mueomeric anthocyandns|mg;1)
1000

= (A= )= v =) ) < 0 (1)

wihere A is sbaorbance, MW s molealar weight lor cyanidin
F-glucmide (4492 gimal). & i the molar extinction coefficient of
cyanidin 3-glucmide (26,900 Ifmal o) and | & path-length
(om), and expresded a3 mg of cyanidin 3-ghecoside equivalents]
100 g banana peel DW.

263 Cotecholasmine

Al liquid chromatographic anashyses were carmied out on a Shi-
madzu (Kyoto, Japan) modulsr chromatographic system, equipped
with a LC-10AD pump, 2 RF-10 spectrofluorometric |catechals-
mimed) or & SPD-104V UV-visible (moorbic scid and toooplerals)
detector and controlled via Shimadeu LC-Solution software_ The
injection valve was 2 Rheodyme 7725 (Cotati, CA)with an i njection
loop of 20 pl

Catecholamines | dopand ne smd L-dopa) wene analysed wsing an
socratic liquid chromatographic (LC) method with wonescence
detection (Zydrin, Baranowski Bislkowski & Baranowska, 2005)
The analytical column was a Sphersorh ODS-2 RP-Cy, (Alledy,
Deerfield L)L 5 pm panticle size, 250 = 46 mm Ld A 01 M scetate
buller (pH 4.66) and methamal (37:3% viv) wis used 23 maobile
phase st a Now rate of 008 mifmin. The escitstion amd emisdon
dietection wavelengihs were et at 285 and 315 nm, redpectively.

The catecholamines were identifl ed by comparing their luwores-
cence speciral characteristics and retention time with those of
commerncial standards The spectra (from 250 o 350 nm) werne
redmdded for the pesks that could be identified 2 dopamine or

Ll by roestenition time.

264 Asrorbic add

Aacorbic scid in the extracts was determined (Gokmen, Kahr-
aman, Demir, & Adar, 2000) wing LC with UV-visitle detection
on a Spherisarl O05-2 RP-Crn (Alltech) mlumn (5 pm particle size,
250 = 4.6 mm iLd.) A 02M potxssium phisphate monobasic solu-
oy i M- weaiter wis wsed a5 mobdle phade (pH adjusted o 24
with onthophosghornic scid) at a Mow rate of 0.5 mijmin. Detection
wavelength lor the detector was set st 254 nm_

26.5 Tocopheral

Tocopheral separstion (&=, f-. & and y-tocophenol) was done
by mormal- phase LC using a 5 pm panticle size Kromasil 60-Silica
(Scharish, Barcelona, Spain) column (250« 46 mm id) with an
Bocratic n-hexane: 1-pentanol (985:15 wiv) mobile phase at 2
Now rate of 1.5mifmin (Pyka & Sliwiak, 2001) Analytes were de-
tected at 290 nm In the cxe of extracts in methanal snd water
(salvents incompatible with the mobile phase), the solvent was
evaparated to drynes in 2 Heto VR-1 vacuum evaparator at
25°C and the resdie reconstituted in ethanol

The ascorbic acid snd tooopherals were identified by oom paning
their LV-visibde spectral charscteristics and retention times with
those of commencial standards. The spectra (from 190 to 400 nm)
were recorded lor the pesks that muld be identilied x5 ascorbic
scid ora particulsr tocophenol by retention time, using 2 Shi madzu
SPD-MEA UV -visilde diode array detector.

266 Phytodteral
Phytesterals (f-sitoterol, stigmastero] y campestensl) were
analyied wing gas chromatography-mass spectrometry a3 their

trimethylsiyl ether derivatives (Abidi, 2001) An aliquot (500 )
of ithe extracts in the different solvents evalusted was evaporated
o drymess in & Heto VR-1 vaouum evaporstor st 25°C Then,
100l of anhydrows pyridine and 100 @l of the derivatisstion re-
agent containing 99T BSTFA and 1% TMCS were sdded. The sample
wird incubated st 60 °C for 30 min and sllowed to stand overnight
&l FOOM [emperaire.

Analyses were carried out on 8 Shimadzu GC-17A gas chro-
matograph equipped with 2 TRE-5 fed-silica capillary cohemn,
30 m = 025 mm iLd. (costed with 2 025 pm thick flmof 5 diphe-
nyl-95%  dimethylpolysiloxans) from Supelea The chromato-
graphic @nditions were: an initial tempersture 250°C (1 min)
Tallowed by a gradient of 0.5 °Cimin to 270°C, which was held
for 1 i The injector bem pera iure was 300 °C. Heliwm (6.0 grade
Air Liquide, Tenerife, Spain) was used a3 the carrier gas, at 2 Mow
rate af 1mi fmin

The: identities of eluted GC pesks were conlirmed by comparing
their mads spectra (from miz 50 to 500 in the electron impact
made) and retention times with thae of the sterol standards To
aschieve this, the chromatograph was cospled to 2 Shimadeu QP-
S000 mads spectrometer. The tranaler line and sownce temper sture
were 250 and 220°C, respectively; the jonlation energy was
70 V. Samples (1 jl ) were injected in the split mode (1:10 ratio)

2.7, Sratishiol analysis

Daita analysis was carried out with St g phics-Plus softwarne
5.1 (Statistical Graphics, Rockville, MD)L Grubbs” test was applied
o detect out liers in the dats set snd snalysis of vananee was wed
o evahiate the effect of the solent, pH of the water used a3
extractant, extraction tempersture, extraction time and bansna
cultivar on antioxidant activity, estraction yield and bioactive
compound content in bansna peel extracts. Fishers lexst signifi-
cant differeme test, st the 5% significance level, was applied to
experimental results (o d5ess intra-pair dilfens noes

3. Results and discussion
3.1, Extrad antioddont activity

Fouer different methods were used 1o detenmine he st aidant
properties of the banans peel extrscts, toobtsin information sbot
ithe activity of those extracts in the different stages of the acidation
resction. The methods were inhibition of f-carotens oo-aidation
in & lnolests model system, scavenging of DPPH and ABTS™ fres
radicals and inhibition of peraxidation of phosphatidyl -chaoline
which is indwced by the soorbate firon omple.

Al the extrscts msxed prevented the blesching of p-carotens
in carotens linoleic acid mixieres (Talde 1) However, banana peel
exitracts prepared by different solvents exhibited varying degrees
of antiosddant capacity. When extraction was done for 1 min, the
extracts obisined with scetone:water were the mot affective in
inhibiting the oxidation of linoleic acid amnd subiequent heaching
of f-carotens, in comparison with the control The extracts ob-
tained with methanol:water, ethanol svater, methanol, ethanol or
wiaiter had lower antioxidant sctivity in the f-carotensflinoleic scid
ayatem, 40-75% of the inhibition of extracts obisined with ace-
tonewater. The extracts obisined with scetome were the least
elfiective in minimising the oxidation of lipids {arownd 20 of the
elliciency of extracts obtsined with scetone:water) The antioaxi-
dant setivity coellicient remained constant in extracts where water
pH ranged from 4.0 to 7.0 (263 + 24). being slightly higher than
wihen extraction was done with water at pH 3.0 (220 = 10). How-
ever, antiosddant capacity decressed drastically when water pH
wir sdjusted to 8.0 Only the antiosddant activity of extracts in
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Tabde 1
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respecmy.

soetone dhowed 2 dear tendency Lo inonexse wihen extraction time
anil extraction Lemperstune incressed. 5o, the inhibiton of the lin-
oleic scid oxidation was 2-3.5 times higher when exiradion was
done lor 120min than for 1 min Similady, increxing the extrac-
tion tempersture from 25 o 55°C (e 120 min) neary doubled
antioxidant sctivity. However, inmresing extraction temper sture
of time when using other salvents did not have 2 desr or signili-
cant elfect on the antioidant aahity in the f-carobene/lno sc
acid gystem. The antiosd dant sctivity desoribed for bansna peel ex-
racts in this work was similar to that reported by Lapanode, Fromd,
are] Yool JRUEISE for red curant snd grape mare and slightly
lower than for BWackoarrant by-products. While extraction time
did mot affect the antiosddant activity of currant by -product ex-
tracts, in the cxse of grape marc extracts, the inhibition of §noleic
acid oxidation increxed with the time of extraction.

Banana peel extracts shivwed Sirong scivenging sotivity agsina
bath DPPH (iaide 2) and ABTS (Taide %) radical. Extracts ob-
tained with scetome:water had the highest antioddant sctivity
compared with the other solvents ssxyed by & (so0or ranging be-
tween 13-1.9( methanol ) and 25-35 {scetone) for the DPFPH- x50y
and & [actor ranging between 2-4 (methanol) and sround 10-35
(acetome snd water in “Grande Naine™, and ethanal, scetome and
waler in “Gruess™) for (he ABTS® maay. The radical-scavenging
sctivity of the extracts obisined with acetone water was supeior
o 18g TE or AE[100g of lreepe-dried residue powder. Alt hough
ethanalic extracts showed higher DPPH- inhibition percentsges
than extracts obisined with scetone (45-55-fald grester), the
activities sgainst ABTS® radicals of the extracts obisined with
these salvents were very similar. The capacity to scavenge ABTS®
radicals was higher in “Grmess™ squeous extrscts than thise ob-
i el el th ethamal and acetone. However, these squemes exiracts
alvrwed o sotivity g ainst DPFPH radicala This sctivity was similar
o ithat obained by Dieedh o o, j2ilieeg for antichoke by-products
(0.15-0.95g TEMIOD g by-product), by F1 o =L, (2008) for citrus
fruits peel (L6-09g TEM100g DW by-product) or by Shol wed
Lavuref, § BHEE for star fruit residuwe (34 g AE/100 g DW or 52 g
TE[100g DW)L Water pH (ranging between 3.0 and 8.0) did not af-
lect scavenging activity. Pralonging extraction times (from 1 o
120min), st 25 °C. for extrascts obisined wsing methanol, ethanol,
scetone, methanol:water, ethanol:water or scetome:water did not
lesd o Mgher DPPH- scavenging. At 55 °C. the inoresse in exirac-
o time dowbded the antiocidan sotivity of the extrsos obtsined
with scetane An extraction time of 120 min did not change the

antioxidant sctivity against ARTS* radicals, except for the “Grneess”
oul v, for which an inoresse in extraction time led tothe highest
activity for the exitracts oltsined using ethanol or the lowest sctiv-
ity o the extracts obisined waing scetone. The antioacidant activity
of aquems extracts decrexsed @gnificantly (from 20% o 90%)
wien the extraction time was incresxsed from 1 to 120min, prob-
albly due to polyphenol aidase which was not insctivated in the
A extracts (the brown hue observed in those extracts in-
orexed with extradion time). lncreasing the extraction Lempera-
twre did not change the antioxdant sctivity of extracts obisined
wil th methamol o &thanol water. H . a8 et I
twre increxed (when the extraction was done st 120min). the
capacity of extracts from both cultivars obtsined wsing 2 tone
and that of the “Gruess™ cultivar in ethanol, scetone. meths-
nolwater o scstone: water o scavenge DPPH radicals incressed.
Also the scavenging of ABTS* radicals incressed significantly when
the extraction temperamire wad increxsed from 25 o 55°C
(120 min) in extracts of methanol, ethanal or scetone and in ex-
iracts, af & thanal ‘water snd scetone: water of the “Gineess™ cultivar.
The antiosddant sctivity of aquems exiracs was also sllected by
extraction Lemperaiune. 50, exiradion at 55 °C (120min) reduced
ithe antiosddant sctivity of extracts by more than S0 (relative o
extraction st 25 °C for 120 min) i squeows exiracts, at this extrsc-
o e mper stwre | 55 °C), polyphenol aidase was not insctivated
(thermal insctivation omwrs st [emperatwres higher than 70 °C);
this was evident from the brown hue observed in those extracts.
The [sct that this enzyme dhivws grestest sctivity st aroend 40°C
could explain the decrexse in antiosddant activity that ooouned
wilven exiradion Lem per stwre increxied from 25 to 55 °C
The highest sntiocidsnt sctivity obtsined using the TBARS
method (FE 1) was fownd lor squeows extracts, llowed by ex-
tractd in acetone water. On the other hand, the lowest inhibition
wias obderved lor extracts obisined with the les polar solvents,
thanal and anl the af those sok wilth water.
The percentage of inhibition shown in this work for squeous ex-
racts i dimilar tovalwes reported in the lite rature (Rdoikee, Sogh,
@ [amepreleske, mliky ek, Rdodke @ pomprdeshe, H6l)
although comparison is highly difficult because of the different
extraction conditions used. The inhibition of lpid penmidation
temded to decraxse when water pH was higher than 6.0 All the ex-
racts abisined st 250 55 °C lor 1 min were capable of preventing
TBARS formation. However, when extraction time was incresded,
the antioxidant sctivity of methanalic and ethanolic extracts
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decresxsed This behaviowr was maore remarkable when ethanol was
e i the extractant (70-100E decresse) 23 oppdased to methanol
(40=- 100 ) Moreover, inonesting the exiraction temperatwne (from
25 o 55°C for 120 min) indwced a los of antiosddant capacity of
100% for both solvents. High temperatres have been reponted o
improve the elliciency of extraction, due to the enhanced diffusdon

rate amd solubility of snalytes in solvents. However, athigh tem per-
aitupres biosctive oom pound:s wit b ant ocidant sctivity can read with
otiver oo pame s of the plant matensl, thus impeding exorset on
Mareover, it has been widely reported that ext raction temper sture
alfects the stability of phenalic compownds, due to chemical 2nd
enzymatic degradation, lmses caused by volstilisation or thenmal
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decompsods tion. The Lempe ratire incnexe sko dimingdwed the anti-
oo dl it Setivity of extracts inacetomne (20-40%) st 120 min The anti-
oxidant activity of squeous extracts did not change when using
different extraction times (25 °C, 1 or 120 min), while the sctivity
of extracts in scetome { ended toinoresse wi thi onger time(inhibition
ratio 2 times higher)

In general, banana peel extracts worked better 25 antiradical
gents than a3 lipdd perosidation inhildoors, sl thiugh high antiox-
idant activity was obtsined wsing ail the asxys The extracts pre-
pared with diflferent solvents and different extraction comditions
exhibited varying degrees of antiosidant activity. This et indi-
cates that sntiocidant or sctive compownds of differsnt pal sty
were present in the extracts.

3.2 Evtract yield and bioactive mmpound detenmination
Banana peel contsing oonsderable amownts of ext ractable oom-

pownds (Fig 2) Varistion in the yields of vafms extracts is sonb-
muimdlp-uluﬂuttdﬂuemmpunhpruﬂindlmt

extraction) The extraction efficiency of methanal incremed with
extraction time (22-86%) and with tempersture (33X for the
“Gramde Naine™ cultivar only) when the extraction was done at
120 min. For ethanolic extracts in the “Grueds” cultivar, the extract
yield imcresxsed significantly (17 times) when the extraction time
wias imoresded from 1 to 120 min (s 25°C) No sgnilicant effects
of extradion tlemperature of time were found for the other sol-
vents. Similar results were oltsined by Murhy et al_ (2002) in
grape pomace. lor  which methanolic extracts  oontsined
56 +0.5% of totsl solids. The contents reported by Singh et sl
(2002) are dmilar to those obtained in this work in extractables
lrom pomegranste pesl or seads (9.4% or B6T, respectively) Mew-
entheless, Pinelo et al (2005) fownd & masimwm sl solid of
A4% in ethanolic extracts fhom grape pomasce, wihvenexs valwes nasr
30% were found for methanol and water.

Acetonewater (1:1) was the mast effective solvent in exirsc-
tion of totsl phenolic compownds from banana pesls (Table 4)
Wihen the extraction was domne at 25 °C for 1 min the polyphena
content in scetome: water was 1.5-3.5 times higher than those in

thanol methanolwater or ethanolwater. The content of

bry-prodhects. The mixtwres (1:1) of water with methanal, eth
Mumhdl&lrmtymmmmsfmdub}h
product. When the extraction was done st 25 or 55 °C for 1 min,
the extract yield ranged from 54 £4% (methanol iwater snd sce-
e water extraction for “Grande Naine™ ailtivar and slso for eth-
anol:water extraction for “Greeds™ cultivar) to 3.1 + Q6K |0 Lone

phenolic compownds in methanolic extracts was @milar o what
other suthors fmend in bansna pesl. Someya et sl (2002)
determined a phendic ompmend content of 091 gf100g DW.
Moreover, Mguyen et sl (2003 ) fwnd phenalic oom pound contents
of 0.9 or 3.0 /100 g DW in the “Klusi Khai® or “Kiusi Hom Thong
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cultivars, respectively. Notwithstanding the fact that the extrao
yleld was constant, sn incresse (sround S0%) in the recovery aof
phenodic comgmends wis observed when the water pH was higher
ithusi 4.0 The extradion of phenolic compodsnds with methanol in-
oreased with extracdion time (1.5 times) while extraction lemper-
atuere cid ot improve the extrection 1t hes 2150 been reported that
raiising Uhe et recti on Gemgeera iwne Grom 40 oo 100 °C doss not yiekd
2 higher content of phenolic compownds and sronger st acidant
capacity in extracts obizined from other Gt by-products (Xu
et &l 2008) However, it ethanol snd scetone the afficiency aof
e enctr action of phenolic compmonds inorested with tem peratune
(&t 120 min) The amoent of phenolic compminds increased 1.8-
2.6 times when ethanol wis used a3 extractant sohvent and the
temperatune increased from 25 to 55 °C. Higher yields were ob-
aimed with scetone wihen the empe e was inoesied, inoress-
ing 55 tmes o “Grande Naine” and 18 tmes lor "Groes®
ctltivar. The ratioof toLsl phenolic oompoamds o the tolal extrac-
ahie compounds rangsd from 0.30% o 20K This meant that in sl
e betwesn B0 and simost 100% of the extractalle compownds
wu'tmtplulik compeninds Methanol, ethanol, scetome and
of thise solvents with water had similar el cencies in
exiracting phenolic oompomemds from bansns peel Water ext racted
the least smment of phenalic compownds (0 30-2.0% of the exirso-
ahile compownds)
Choosing the sppropriate sohvent 5 one of the most impontsnt
factoes in obiaindng extracts with a high content of osctive oom-

punh.hguurl.d! Hﬁyhydmhdlglymul‘umdpm-

nolle comp Pl
methanol Ak al-hlmm Im;.tusphr sdvemul:huulyl
oetate, beetone and chlorofonm are wed Tor the ks polar and the
i ghty methosxylsted aglyoomne Mot that are very oomman i Dt
aldm Lalka et a1l 2007 ) The most polar phytode mi cal compownds
can be extracted wsing water. The reduls olt sined coinclde with
reparis that the mixture scetomewater is an efective solent lbr
extracting phenalic compoends from it by-products (Shai &
Leamig, 2006; Waolls, Wik, & L, 2003) Moreover, phenclic omm-
jpeovieml comtEnt wis comparastle toihe content desoribed in the lit-
eratwre for other extracts of Tt by-products (Lafka et sl 2007
Shul B Leang, 2006). However, other sthors have reported thet
ithe by-products of other plants swch 23 snichoke (Uorach et al.
202, pommegranste (Singh et sl 2002) and grape (Munthy e sl
2002 ) harve 10-2010 mes more phenaolic T low fecov-
ery of phemalic compoends olfained with water ondld be cased
by the midstion of phenalic comprsnds by polyphenol oxddase,
wiheress in methamol, sthanol snd acetone the enryme i inscti-
wated. Therefore, squeois extracts had a brown huae not observed
I esctrsets obisined wsing the ather solvents The increse in tem-
jperstie (from 25 to 55 °C) msayed was ot suffhcient w insctive
polyphemnal oo dase in squemnes ext s

The extracts oliainsd with scetome;water contained anthocys-
mins Wihen scetomne:waler extractions were cartied owt for 1 min
(25 amd 55°C)L the smount remained between 404 111 and
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455+ 78 g cyanidin 3-glumdide squivalents/100g DW bansns
peel. However, the extraction of these decreased
(20=-35%) wihen the extractionwas done st 55°Clor a longer period
oftime [ 120min) These smoents were mud |ower than thode de-
actibed by Lapornik et sl (2005) for redowrrant, blackounant 2mnd
grape by-produds and by Wolle et & (2003) for apple peels. An
amownt of 139+ 37 pg cyanidin 3-ghcoside equivalents/100 g
DW banana pesl was deteded in the extrscts in scetone when
ithe extraction was done st 25 amd 55 °C for 1 min. Maoreover,  neg-
ligikde amount of totsl monomeric anthocyaning of 27+ 9 pg
cyanidin 3-glucmide equivalents/100g DW was detected in meth-
anolic extracts. In the ather extracts anthocyaning were nat de-
tected (detection  limit (DL)L 10 pg cyanidin  3-glucmide
equival ents [ 100 g DWL

Banana pesl contained large amounts of dopamine and L-dapa,
catechal smines with 2 sigrificant sntioxidant activity (Tabde 4)
This atrong sctivity is related to their o-dihydroy structere 2nd
its im0 residue Dilitstes their hydrophilic cha racter (Kanaeswa
& Salaldbara, 2000) Extracts obtsined with methanol had the
higheat dopamine content, compared with the other solvents x-
axyed by a Daor ranging between 1.5-3.0 (methanol:water, etha-
nol:water, scetonewater of ethanol) amd 65-98 (water] The
v i o ovbe it imcres sed i grilica ntly wihen the et raction time
wiird i ncressed from 1 Lo 120 min (20 25°C) loe methanalic extrscts
and wihen the exiraction temperatune was increased fom 25 o
55 °C lor exitra s obisined with scetone:water. Varying extraction
e peera re of time wiven wsing other solvents revealsd no signif-
jcant changes in dopamine content of the extrags The metabalis-
ing precursor of dopamine (L-dopa) was les shundant than
oy e i b peed | metha mol swater, ethanol iwater snd sce-
i waber extracts oontained the largest amownts of this catechaol-
amine_ O the other hand, the lowest L-dopa content was bwnd in
exirad s oyt ned with water. The extraction of this compmend in-
oreased | 1.5-18 times) wiven the esira o ion i mper stwne inonessed
from 25 o 55°C for 120min with ethsnolwaster snd sce-
o weater The catechol smine contents reported by Kansexva &

Sakakibara (2000) from the pesl of npe (Muto sasminata Colls
AAA) brana nas were much lower (B0-560 mg dopamine/ 1008 fresh
peel and 1.1-8.0mg L-dopaf100 g fresh peel ) than those obisi ned
im this work.

Oitheer biosctive amponds that were ssxyed & potentislly
respondible for the antioxidant sctivity of banans pesls extracts,
auch & mcorbic acid (DL 100 pg mcorbic scid/100g DW)L
tocopherol (DL S500-1000 gg/100 g DW) or phytsterals (DL
FO0-400 g/ 1007 DW ), were not detected in the extracts wnder
the extraction conditions used in this work (solvent, water pH,
e mper atuwne, time snd oultivar)

4. Conclusions

There isa grest desl of antiocidant activity in bansns peel snd it
could be & very inexpendive sowrce of extrads rch in biosctive
compounds, & previousdly suggested by Someya et sl (2002)
Extracting banana peel with acetone 'water was not only very efli-
cient but abio produced extracts with high antiosddant capacity, x
confimed by various model fyatema This may be due Lo variston
i the quality and quantity of phenolic compownds and other bio-
active compoends present in the diferent extraas, such &5 cate-
cholamines and anthocyanins (mcorbic ackd, tocopherol and
phytsterals were notdetected | The antiosxddant sctivities of bans-
na pesl extracts abained from diferent ol tivars (“Grande Naine™
amil “Grpess™) were dimilar. However, the impact of other extrac-
tion conditions, swch & time or temperatune, should be studied
in greater depth. Further work is abo required for the isolation
amil charasctensation of individual phenolic compownds present in
varime extracts, to determine the medunims involed in the
antiosddant capacity of these by-product extrscts.
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Absiract  Several perennial legumes endemic i the
Canary Islands have beenrecognizedas forage resources
for semi-arid zones. In the period A08-2010, seed
collecting missions focused on the genera Adenararpus
DC., Bltuminariy Heist ex Fabr, Chamasrydrue Link,
Cicer L., Genfsiz L., Teline Medik. and Vicke L. were
camied out in the achipelago. Sixty-nine samples were
gatwered from 3] endemic @xa eight of which ame
thresiened. These accessions are conserved at the gens
bk of the Instituin Canariode Investigaciones Agrarias
for funher cheracierization and evaluation. Colleciion
and ex sitw conservation contribote 1o preserve endemic
legumes genetic resources for utilization in the Canary
Tslands and in other semi-arid regions of the wordd.
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Introduction

The Canary klands comprise seven volcanic islands
wgether witha numberof smaller isletslocated close to
the nonth-west coast of Africa (Fig. 1) Acconding to
the biogeographic dasification of Rivas Martinez
{2007), the Canary Idands consfitute a province within
the Canario-Madeirense Subregion (Mediemanean
Region), with two sub-provinces distinguished: ihe
Esstern Canaries (Lanzarote, Fuenteventura and their
msocisted islets, also incloding Selvagems klands
from Porugal) and the Western Canaries (Gran
Canaria, Tenerife, La Gomers, La Palma and El
Hierro).

The endemic flora of the archipelago is extremely
rich, with over 680 endemic taxa (species, subspecies
and varieties) corrently recognized ihat colectively
account for more dhan 50K of the total native flora
(Reyes-Betanoort et al. 2008). But unfortunstely, this
richness is incressingly hreaened a5 2 consequence
of fragmentation, alteration and habitat loss, mainly as
& result of activities sssocisted with urbanization,
clearing for crops, unsustainable grazing practices and
introduction of exotic plants and animak. Moreover,
the Canary Islands provide examples of species in risk
of extinction cansed primarily by homan pressure on
ecosystems (see Francisco-Ortega et al. 2000).

One hundred and ninety eight endemic spermato-
phytes representing more than 25% of the endemic
flora, are corrently included on the Canary Islands
Protected Species Catalogue (Gobiemo de Canarias
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20000 of which 151 are incloded in the Axlas ¥ Liboo
Rojo de la Flom Amenazads de Espafia (Bafsres
et al. 2004, 2007, 2000) that covers all of Spain.

An extensive network of protected areas {covering
approximately 409 of archipelago's area) has been
established to conserve the unigue and wulnerable
flora, wegetation, landscapes and colture of he
Canary Blands {Gobierno de Canarias 20011 Even
when the implementation of in sifu conservation
strategies within these protected habitats could be
considered the primary way to preserve biodiversity,
it slone cannot guarantiee long-emm secority for &
patticolar sprcies. Therefore, e sifo conservation
should be practiced & an effective complementary
tood in order to provide a safety back-up o respond to
unforeseen environmentsl changes. Thas, it is impor-
tant to apply a combinstion of In sifu snd ex situ
sirategies to ensure not only diversity conservation
bot ako to make germplasm easily available for
evaluation and use.

&l Springer

The Canmy Elands flora is especially rich in
leguminous species which are found colonizing a
great diversity of habitsts in 2 wide sltimdinal range
{03,500 m shove sea level) In panticolar, perennial
legumes play essential roles in agro-ecosystems of
smi-aid zones in the archipelago, where they
constitute indispensable feed respurces for livesinck
mainly dusing dry summer period. Besides, these
plants contribute to prevent soil erosion and to restone
and regenerae degraded areas because of their rapid
gowth, drought tolerance and shility for nitrogen
fination (see Pérez de Paz et al. 1986; Santamaria
et al 1997; Chines ef al. 2007},

Several leguminous shrubs native to Canary Ilands
have been smdied sz 8 soorce of animal forage:
Adenoca rpus folivlosus (Alton) DC. var. folinlosus
{(Ventura et sl 2004); Bifuminaria biuminosa (L.)
CH Stirton var. cnssfusculs Méndez, Femdndez et
Santos, B. blasminosa var, albomargimsie Méndez,
Ferndndez et Santos {Méndez et al. 2006, Ventura etal
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2009); Chamaecydsus profferus (L.£) Link subsp.
proliferus var. palmensiz {Cheist) A. Hansen et Sm-
ding (Wentura et &, 2002); Taline conarlensis (L)
Webb et Berthel., Teline osyrinides(Svent. ) F.E. Gibbs
et Dingwall subsp. awyrioddes and T. osyrioddes subsp.
sericen (Kunize) del Arco (Chinea et al. 2007); Teline
stanopetala(Webb et Bepthel. ) Webbet Berthel. subsp.
stenopetala and T. stenopetala subsp. sercen (Pt et
Proust) del Arco (Olea et al. 1994), whereas other
species have not been evalusted and coold heve
potental value.

Despite in the archipelago most of perennial lego-
minous species are endemic (Pérez de Paz et al. 1986)
and several taxaare endangered (Gobiemo de Canarias
20100, collecting effonts have not been continwous and
e pitu conservation of these genstic rsources in e
Canary Llands i limited. Seed banking of Canarian
species was undertaken in 1973 ihrough the Antemis
project of the Universidad Politécnica de Madrid,
aimed at the conservation of endemic species from the
Therian Peninsola and Macaronesia (Gomez-Campd
19865). The Jardin Botinico Canario *Viera y Clavijo™
and the Instimto Canario de Investigaciones A grarias
(ICTA), located in Gran Canaria and Tenerife respec-
tively, have gene banks cumently involved in e
conservation of the native flors.

The present report summarizes the results of a
series of collecion missions camried oot in the Canary
Islands between 2008 and 2010 with she aim of
conserving germplasm of 31 endemic perenndal
legumes belonging o the geners Adenocarpus DC.,
Bingninaria Heist. ex Fabe, Chomascwisns Link,
Cleer L., Genisiz L., Teline Medik. and Vicle L.
Perennial endemic Lotus L. spacies were not inc lnded
in this survey because they are the subject of other
research project comently in progress, conceming the
conservation of genetic resources of Lodme sect.
Padrogls (Lowe) Brand ex Valdés from Macaronesia.

Exploration, collection and conservation

In compliance with avonomous region and local
regulstions goveming access to plant resources,
specific permits were obtained for collecting seeds
in the Canary Islands.

Collecting misions were caried out during lae
spring and summer, coinciding with seed ripening
time, in the period 2008-2010 within the framework

of the RF2007-00015 project financed by the Insimto
Macional de Investigacion ¥ Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA).

The itinerary developed for collecting representative
samples of perennial forsge legumes (Ademocarpus,
Bitwminarie, Chamascydsus, Cleer, Genlsio, Teline
and Viela species) covered & divessity of habitsts in the
archipelage at different alfindes ranging from 40 to
2,000 m above sea level. At each collecting site maire
froits/eeds were taken from rget populatons follow-
ing the basic straegy recommended by Brown and
Marshall (1993) modified according to disiribwionsal
range of the species, habitst diversity, local sbundance,
population size and amount of ripe seed at the time of
collecting. Seeds from all plants sampled within &
population were bulked in & labelled paper bag.
Geographical location and altfimde were reconded using
a GPFS device. Ewironmental informafion on the
colleciion sites and plant chearacterisfics were ako
recorded. At each collection site a passpont data sheet
was filled in, and the informafion was wansferred 0 2
database on completion of each expedition.

After cleaning, germinstion tests were camied oot
w0 analyze seed viability following Ellis etal. (1983)
procedures. Seeds of the collecied species ame
arthodox s0 they were dried to low moisire content
(3%) and placed in siright contsiners sinred at
—18°C at the gene bank of the ICIA, for forther
characterization and evalustion. A duplicate will be
given to the gene bank of the Ceniro de Recumsos
Fitogené icos (INLA, Spain).

Herbariom vooncher specimens were deposited at
ORT herberium, Jadin de Aclimataciin de La
Orotava, ICTA.

Resulis and discussion

Atotal of 69 seed samples belonging to 3] taxa, eight
of which are threatened, were collected from Tenerife
(38 accessions), La Palma (10 accessions), Gran
Canaria (1] accessions), La Gomera (3 accessions)
and El Hiero (5 sccessions) The results of dhe
colleciing missions are summarized in Table 1.
There are five taxa within the genus Adenocorpas
in the Canary Islands, where they constitue charac-
teristic elements in open areas of the laurel forest, the
pine woodland and the subalpine sorob (Lems 1958)
The two widespread taxa are A viscosus (Willd.)

& Springsr
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Table 1 Accessions collected in e Conory Islonds (3008E-3010)

Tuxem Lecal same: N Locssice®  Thrent saos®
Ademocarpus folioloms (Aioa) DC. var. follolone Codeso L G.PT
A, foliodomy (Mica) DC. var. villom Wbl o Berthel Coodeso 1 C
A, vizcoms (Willd) Webb & Beabel sabsp wacomy Codeso de combee 3 T
A, wiscoms (Wild) Webb & Beabel ssbep. spantiobies Ciodeso 1 P
RivasMan._ et Belmonts
Blmewinaria bisevdsosa L) C. H. Sfisce var albomargiusin Tedem 2 L
Ménder, Femdnder o Sanice
B. bisevinosa (L) C H Stirtcs var. crassiusculs Mindez, Tedem 2 T
Ferninder et Santes
Caamenecyils us prodlferus (L) Link sebep. profiferss var_profifrns  Escobda 1 T
Ch prodifierns (L £) Link sebep. prodiferns var comarieme Encobda 2 c
(Christ} G Kokl
Ch prodiferas (L. £) Link subep. prolifens var pabwesls Tagasse T HT
(Christ) A Hmsen o Sending
Ch prodifierns (L. £) Link sebep. prodifens var colderae Tagaseste bleco 2 P
LR Acebes
O prodiferus (L. £} Link sabop prodiferus var slewrenss (FiL} Eazcke 1 H
LR Acehes
Ch. prodifenu (L £) Link ssbep. sngunifolivs (Kuntre) G Kunked Escobda 3 GT
Ch. prodifinu (L £) Link ssbop. meridlomalls J. B Acches Escobda 2 C
Clcer camariense A Sasics o G. P. Lewis Gabancern. 2 ET [EC
Genisia bemehogrensly (Bolls ex Sveat) del Arco Retamds 1 P TEC; EN B 2ob(i)
Telime comariosls (L) Webb of Berel Retamds 7 T
T, micrephylia (DC) P. E Gibbs ot Dingwall Retama. smarilla T
T, mewvosa (Esteve) A Howen ot Sending Gil doma pednca 1 C E*; CR B2ab/E i)
T, cupricddes Svent ) P E Gibka ot Dingwall subap. o0 pioddes Retamds i T
T, e pricddes Svend ) P E Gibks ot Dingwall subep senices Retamds 1 T
(Hamtre) del Arco
T, pallids Poir) G Kunkel sbap pallids Gildma i T [BC; VD2
T.Lﬂ:mi&&!ﬂd“wmﬂmumn Jimdandte 1 G [EC
=]
T, paliids Poir)) G. Kunkel subsp silensls el Arco 2 T E; O Bi2ab(i, v);
Clali)
T. aplemdens (Webb o Borthel) del Arco Hemarem 1 P v
T, semopetals (Wi ot Borthel ) Wibb ot Borthel sbop. semopala Gade 2 P
T. semoperals (Webb o Beothel ) Webb ot Berthel. subop micvephplla  Jindana, Gacia. i H
(FiL & P i) deld Arco
T, stemopeials (Webh et Beohel | Wbl ot Besbel ssbap. sonisea Gade 1 P
(FiL & P i) deld Arco
T, sumopeinks (Webb et Beabel ) Webh of Besbel subop. gpachions  Retamcs 1 T
(Wb} del Axo
T, rosmarinfblis Webh of Borthel sabep rosmaridfols Jidasa 2 c [EC
Wil eirrhosa Chr Sm. C b lla. 4 T.H
¥, seanden R P Mumay Chichanilla 3 T

* Mumber of accessions

L £ Gran Canaria, [. Lanmarcie, & La Geoeners, B El Hiaro, P La Pabra, T Teaedfs

© Eeatinction risk, ¥ valsemble, EC specics of intorest for Canarian e
eadegered,

Ambiente Expasia W07}

& Springer

caysicms | Goblomo de Casaries 2010); CRorisically cadmgerd, EN
VU valecmble [UTCH (000) coiteda for Spein Balars ot gl 2004, 00T, J006; B* cxtinction ek (i sedo de Medio
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Webb et Benhel, which was collecied in xeric
habimis in the subalpine zone of Tenerife (var
wiscowur) and La Palma (var. spartiokies Rivas-Mart
et Belmonte), and A follolomss which was found
in more mesic habitsts in Tenerife, La Palma, La
Gomera (var. foliolsus), sd Gran Canaria (var.
villosus Webb & Berthel. ).

B. bltuminosa, a common native species, has two
endemic varieties in the archipelago (Méndez et al
1991). Seeds of the var albomorgingiy were col-
lected from populations located in semi-arid habitsts
of the nonth of Lanzarote at 230 m of altitude, whilst
the var. cresdusculy was obtained in a dry area af
1,100 m above sea level in Tenerife.

Cicer canariense A. Santos eof GP. Lewks, a
perenndal wild relstive of chickpes, & a rare and
namowly disiwriboted endemic species. It has been
collected in the more humid hebitats of the dry
bioclimatic belt characeristic of the pine forest
{1,400 m above sea level) in Tenesife and La Palma.

The three subspecie s and five varieties of C. profife-
rus present in the archipelago (Acebes-Ginovés et al
1991) were sampled in Tenerife [subsp. prolifrus var.
prolifrus ad var. palmensls (inroducedin ihisisland),
and sobsp amgusdfoliue (Kontze) G Kunkel], Gran
Canaria [subsp. proliferes var coneriese (Chrish)
G. Kunkel and subsp. meridlonalis], La Palma [subsp.
prolifere var. palmensiz(Christ) A. Hansen et Sunding
and var. colderae LR. Acebes], La Gomera (subsp.
angustlipliug ad El Hiero [subsp. profiferus var
hlerrends (Pit.) LR. Acebes]. The different taxa were
foundin a wide altimdinal range, mainlyin the pine and
laurel forests in the westem and central islands.

Gendta is represented by a single endemic spacies,
G. bemehoavenss (Bolle ex Svent) del Arco, nar-
rowly disiribuied only in La Palma (Sanios Guoemra
1975). One accession was obiained from a high
elevation zone (above 2,000 m) of this island.

The genus Teline is represented by nine endemic
species in the archipelago (del Arco Aguilar 1993)
Except for T. rosmarinifolis Webb et Berthel. subsp.
eunfolla del Arce, T. senopeiala subsp. pasciovakaa
{del Arco) del Arco and T. safsololdes del Arco et
Actbes, not callecied in this survey, 14 taxa (inchuding
species and subspecies) were collected in Tenerife
[T omoriends, T. osyriides subsp. osyrloddes,
T. osyrivides subsp. sericen, T. pallida (Poir)
G. Konkel subsp. paflids, T pallida subsp. silends
del Arco, T. stenopetala subsp. spachiane (Webb) del

Arco], La Palma [T splendans (Webb et Berthel ) del
Arco and T. sienopetale subsp. sienopetals and T. sieno-
petala subsp. sericea], Gran Canaria [T. microphyla
(D) P.E. Gibbs et Dingwall, T nssmarinifola subsp.
rogmarinfola and T. nervosa (Esiewe) A Hansen et
Sunding] and La Gomera [T. pallida subsp. gomera:
(P. E. Gibbs et Dingwall) del Arco and T senapetala
subsp. microphylla (Pit. et Proust) del Arco]. Teline
populations were foond in a range of habitsis in the
archipelago. Forinstance, T. canaeriansis is a prominent
component of the openhabitsts inside the potential area
of Erica L. and Myrica L. communifes { Myrion fayas-
Ericfon arborese Oberdorfer) in Teneyife and Gran
Canaria; T. pallids is relegated to salic rocky habittsin
the oldest massifs | Anaga and Teno) of Tenerife and La
Gomera {del Arco Aguilar 20000 whilst T seicrophylla
grows ina wide altitodinal range from middle lands to
the summit, in Gran Canaria.

Two perennial endemic species of Vickr wene
colleced: V. scondens R. P. Musray in the lanre] and
Erca-Myrica forests at 10001200 m above sea
level in Tenerife and V. cirhosa Chr. Sm. in e
Bamanco de Bojamé in Teno massif, in the rocky
slopes of southem Tenerife, and the forest Zone of
Einams in El Hisro.

The divesity of legume accessions collecied
within this project highlights the Canary Islands as
an important soorce of forage plants well adapted to
climatic and soil conditions thet prevail in e
archipelago.

The forage quality of several native legume
species has been fully recognized for the Canary
Islands bt also for other arid regions of the wordd
where they have besn evalusted or are corrently
analyzed, for example C. proliferus subsp. palmensis
in Souihemn Europe, Morth Adrica, Chile, Ausiralia
and New Zealand (Francisco-Ortega ef al 1991,
Armredondo et al. 1998; Papanastasis ef al. 2008) and
B. binsminors var, aloesarginats in Avsiralia (Real
et al 2009

Apart from their valoe as feed for livestock, an
incressing interest is being given to legume species
from Canary Llands for other purposes than forage
use. Thos, several species have been reporied be
wefol & omamental plants (eg Lucla Saoquillo
et al. 1994), a5 a source of compounds of pharma-
centical inerest (e.g. Mariinez et al. 20100, for soil
erosion control (e.g. Chinea et al. 2007), a5 & souroe
of pesistance to multiple siresses [see Guma et al

& Springsr
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(20000 and references therein] and a5 aliemative
pulping raw material for paper industry (e.g. Jiménez
et al. 2007

As the islands ecosystems are very fragile, he
importance of conserve native species needs to be
emphasized. Forwermore, the Canarian flora contains
many species of very restriced diswibution and e
presence of endangered taxa is significant. Although
habitat alierafion is perhaps the most important facior
in causing decline of nadive plants richness, e
competition for resources with exotic plant invaders
(e.g. Kunkel 1976) and the introduction of herbivores
(e.g. Garzin-Machado et al 2010) have a very
negative impact on the flora. In this sense, natoral
habitmis preservation and gene banks actions both
would conribute 1o maintsin the genetic resounces of
the archipelage. For his purpose, i determine
conservation priorities consideration should be given
to the species value from a global perspective, taking
into sccount agronomic potential, shundsnce, rarity,
threats to their habitats from agricoltral and urban
developments, and environmental issues including
climate change.

The accessions obimined during our collecting
missions and conserved at the gene bank will provide
maierial for fulre research programmes aimed to
leam more about the namre of these unique species as
well as to identificate genotypes with potenial for
their wiilization in farming systems of e Canary
Islands and in other semi-arid regions of the world.

This work bus been sspported by the
Immfitnte, Maciomal de Invesfigmcifn y Tecmologin Agmria y
M ia and co- foanced with FEDER fands (Project
REXNTO0015).
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