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DESCRIPCION

Produccién de hidrégeno mediante la expresion heterdloga de una NAD(P)H deshidrogenasa de tipo Il en
Chlamydomonas

La presente invencion se refiere a la mejora de la produccion de hidrégeno por Chlamydomonas reinhardtii.

El hidrogeno es una materia prima esencial de la industria quimica, y constituye igualmente un combustible
llamado a desempefar un papel importante en los afios futuros. Las pilas de combustible alimentadas por
hidrégeno permiten, mediante la reaccién del hidrégeno con el oxigeno del aire, producir electricidad de manera
no contaminante, y no expulsando mas que vapor de agua. Los avances tecnolégicos en el campo de las pilas
de combustible vuelven su uso a gran escala cada vez mas factible.

Sin embargo, la mayor parte del hidrégeno usado actualmente se produce a partir de fuentes de energia fosiles,
tales como petroleo o carbon, mediante técnicas generadoras por si mismas de contaminacion, tales como la
conversion catalitica de hidrocarburos del gas natural o el craqueo del petréleo o del carbon.

Parece por tanto deseable disponer de procedimientos rentables que permitan la produccién de hidrégeno a
partir de una fuente de energia primaria renovable y limpia (no liberadora de gas con efecto de invernadero).

Ciertas algas verdes unicelulares pertenecientes a los géneros Scenedesmus, Chlorococcum, Chlorelle (orden
de las Chlorococcales), Lobochlamys y Chlamydomonas (orden de las Volvocales), tales como la especie
Chlamydomonas reinhardtii, son capaces de producir hidrégeno a partir de energia solar, usando agua como
donante de electrones y protones.

En estas algas, el hidrogeno se produce por una hidrogenasa con hierro, que tiene una alta actividad especifica.
Esta enzima esta conectada a la cadena fotosintética de transferencia de electrones PSI a través de un
transportador de electrones comun, la ferredoxina. Los electrones necesarios para la produccién de hidrégeno
pueden proporcionarse al PSI por la actividad del PSII (ruta A) o por el uso de las reservas carbonadas a través
de la reduccion fotoquimica de plastoquinonas (ruta B). Estas dos rutas se esquematizan en la Figura 1.

Leyenda de la Figura 1: En linea continua, la ruta A dependiente del PSII; en linea de puntos, la ruta B apoyada
en una reduccion de plastoquinonas independiente del PSII.

PSI: fotosistema I; PSII: fostosistema Il; RuBP: 1,5-bisfosfato de ribulosa; LHC: complejo colector de luz; FNR:
ferredoxina NDAP reductasa; Fd: ferredoxina; Pc: plastocianina; cytb6: citocromo b6; cytf; citocromo f; NDH:
NADH deshidrogenasa; PQ(H).: plastoquinol; Qa: quinona a; P680 y P700: centros reactivos de PSI y PSII,
respectivamente.

En condiciones naturales, la produccion de H, no es mas que un fendmeno transitorio. Efectivamente, el
hidrégeno es muy sensible al O,. Ahora bien, la fotdlisis del agua que interviene al nivel del fotosistema Il, que
proporciona electrones para la produccion de H, a través de la ruta A, produce igualmente O» que induce una
inhibicion rapida de la hidrogenasa.

Se han propuesto diversas soluciones para remediar este problema. La primera solucién se apoya en una
produccion en la oscuridad, las demas en una produccién con luz usando en parte la ruta B que, al contrario que
la ruta A, no conduce a la produccién de oxigeno.

Por ejemplo, la patente U.S. 4.532.210 describe un procedimiento que alterna las fases de luz y oscuridad. En el
transcurso de los periodos luminosos, las algas producen O, y acumulan reservas de hidrocarburos producidos
por fotosintesis. Estas reservas se usan a continuacion de forma anaerodbica durante las fases oscuras para
producir hidrogeno. Este procedimiento necesita una purga de nitrégeno para alcanzar la anaerobia. Esta
limitado también por la eficacia de la produccion de H» en la oscuridad, que es inferior por un orden de magnitud
a la produccion con luz.

La solicitud U.S. 2001/0053543 describe un procedimiento basado en la inhibicién reversible del fotosistema Il
por carencia de azufre. Este procedimiento comprende una etapa de cultivo de algas verdes con luz y en un
medio con contenido normal de azufre, para permitir la acumulacion de reservas de hidrocarburos, y una etapa
de cultivo en recipientes sellados y con luz en un medio desprovisto de azufre. La inhibicion del fotosistema II
conlleva la suspension de la produccion de oxigeno por la fotosintesis. Cuando las algas (cuya respiracion no
esta inhibida por la carencia de azufre) han usado la totalidad del oxigeno presente en el medio, se vuelven
anaerdbicas y usan las reservas de hidrocarburos constituidas gracias a la fotosintesis para producir Hz. La
alternancia de fases de cultivo en presencia y ausencia de azufre permite una separacion temporal de las fases
luminosas de produccién de O; y Ho.

La solicitud U.S. 2003/0162273 propone un procedimiento alternativo para inducir una carencia de azufre que
inhiba el fotosistema Il; se trata del uso de un alga modificada genéticamente que subexpresa una sulfato
permeasa cloroplastica.
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Los procedimientos descritos anteriormente permiten evitar la inhibicién de hidrogenasa con hierro, al separar la
produccion de Oz de la de H,. Sin embargo, la produccion de hidrégeno por los tres procedimientos descritos
anteriormente presenta limitaciones. El primer procedimiento se apoya en la actividad fermentativa del alga en la
oscuridad, fenédmeno poco eficaz que no conduce mas que a una produccion de hidrégeno marginal. El segundo
y tercer procedimientos se apoyan en el funcionamiento paralelo de la rutas A y B. Al estar acompafiada la ruta A
de un desprendimiento de oxigeno, debe mantenerse a un nivel inferior al consumo de O; respiratorio con el fin
de mantener la anoxia. La ruta A esta por tanto limitada por la capacidad respiratoria de las algas. La
contribucion de la ruta B es significativa pero limitada.

La presente invencion tiene como objetivo mejorar el rendimiento de esta segunda ruta (B). Con este objetivo, los
inventores han tenido la idea de usar en el cloroplasto una NADH deshidrogenasa de tipo Il para estimular la
reaccion de reduccion de plastoquinonas.

Las NADH deshidrogenasas de tipo | y Il son enzimas capaces de reducir las quinonas de cadenas de
transferencia de electrones. Estan asociadas a las cadenas respiratorias mitocondriales y bacterianas
(KERSCHER, Biochim. Biophys. Acta 1459: 274-283, 2000).

Las NADH deshidrogenasas de tipo | (NDH-I) son complejos multiméricos transmembrana que comprenden de
14 a aproximadamente 50 subunidades. Este tipo de complejo solo oxida la NADH y presenta una actividad
asociada al bombeo de protones.

Las NAD(P)H deshidrogenasas de tipo Il (NDH-II) son enzimas monomeéricas de tipo oxidorreductasa de peso
molecular comprendido entre 30 y 60 kDa capaces de reducir las quinonas de las cadenas respiratorias
bacterianas o de las cadenas mitocondriales de plantas y levaduras, oxidando NADH o NADPH. Su asociacion
con las cadenas fotosintéticas de plantas y algas se ha propuesto igualmente, pero no se ha demostrado hasta
hoy. Este tipo de enzima no se ha puesto de manifiesto en el reino animal.

En los cloroplastos de las plantas superiores, se ha demostrado la existencia de un complejo NDH-I funcional
(BURROWS et al., EMBO J. 17: 868-876, 1998; SAZANOV et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 1319-1324,
1998; HORVATH et al., Plant Physiol. 123: 1337-1349, 2000) y se ha propuesto igualmente la existencia de una
actividad de tipo NDH-II (CORNEILLE et al., Biochim. Biophys. Acta 1363: 59-69, 1998). En Chlamydomonas
reinhardltii, los genes que codifican el complejo NDH-I cloroplastico estan ausentes. Sin embargo, se ha sugerido
la existencia de una actividad de tipo NDH-II (COURNAC et al., Int. J. Hydrog. Energy 27: 1229-1237, 2002;
PELTIER y COURNAC, Annu. Rev. Plant Biol. 53: 523-550, 2002).

En particular, COURNAC et al. (Int. J. Hydrog. Energy 27: 1229-1237, 2002) se interesa en la produccion de
hidrégeno en Chlamydomonas reinhardtii y en la cianobacteria Synechocystis. Los autores han estudiado el
sistema de transferencia de electrones y han puesto de manifiesto en Chlamydomonas que la reducciéon no
fotoquimica de plastoquinonas necesita una NAD(P)H-PQ oxidorreductasa que deber ser una NADH de tipo II.

La presente invencion se define por las reivindicaciones 1 a 5 siguientes.

Los inventores describen el uso de una NAD(P)H deshidrogenasa de tipo Il (NDH-II), o de un polinucleétido que
codifica dicha proteina, para aumentar la capacidad de un alga verde de producir hidrégeno.

Segun un modo de realizacion preferido, dicha alga verde es un alga verde unicelular, elegida con preferencia
entre las Chlorococcales, especialmente los géneros Scenedesmus, Chlorococcum, Chlorella, y las Volvocales,
especialmente los géneros Lobochlamys y Chlamydomonas.

Segun una disposicion preferida de este modo de realizacion, dicha alga pertenece al género Chlamydomonas.
Ventajosamente, dicha alga pertenece a la especie Chlamydomonas reinhardtii.

Se define como “NDH-II” a cualquier flavoenzima que posea:

a) caracteristicas comunes al conjunto de las NAD(P)H deshidrogenasas, a saber i) la capacidad de
catalizar la reduccién de quinonas de las cadenas de transferencia de electrones mediante la oxidacion
de NADH o de NAD(P)H usando FAD o FMN como cofactor flavinico, y ii) la presencia en su secuencia
de al menos un ejemplar del motivo de consenso GxGxxG en que “G” representa una glicina y “x”
representa un aminoacido cualquiera, que corresponde al sitio de fijacion del cofactor flavinico y del

NAD(P)H;

b) caracteristicas especificas de las NAD(P)H deshidrogenasas de tipo Il, a saber a actividad en forma de
un monémero de 30 a 60 kDa o de un homodimero, el hecho de no realizar una transferencia
transmembrana de protones y de poseer una actividad insensible a la rotenona.

Para una revision detallada de las NDH-Il, se pueden resefiar las revisiones de YAGI (J. Bioenergetics
Biomembranes 23: 211-224, 1991), de KERSCHER (Biochim. Biophys. Acta 1459: 274-283, 2000) y de MELO et
al. (Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68: 603-616, 2004).
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Los inventores han usado asi la NDH-II de Agrobacterium tumefaciens (n°® de acceso a NCBI: Al2824; n° de
acceso a SWISSPROT: Q8UDUS6), denominada igualmente de aqui en adelante Agtundh2. La secuencia
nucleotidica que codifica esta enzima se representa en la lista de secuencias del anexo con el nimero SEQ ID
NO: 1, y la secuencia polipeptidica deducida con el nimero SEQ ID NO: 2.

Son otras NDH-II que pueden usarse para el empleo de la presente invencion, a modo de ejemplos no limitativos,
las NDH-II de Acidianus ambivalens (AJ489504), de Corynebacterium glutamicum (CAB41413.1), de Escherichia
coli (NP_415627), de Synechocystis sp. (HOWITT et al., J. Bacteriol. 181(13): 3994-4003, 1999; ORF sIr1743:
BAA17783), de Zymomonas mobilis (AAD56918), de Bacillus subtilis (NP_389111), de Azotobacter vinelandi
(AAK19737), de Trypanosoma brucei (AAM95239.1), de Solanum tuberosum (CAB52796.1, CAB52797.1), de
Saccharomyces cerevisiae (YML120C (NP_013586), YMR145¢c (NP_013865.1), YDL085w (NP_010198.1)), de
Neurospora crassa (CAB41986, EAA27430) y de Yarrowia lipolytica (XP_505856).

Ventajosamente, se puede usar igualmente una NDH-II enddégena de Chlamydomonas reinhardtii. Se han
identificado secuencias que codifican presuntas NDH-Il en la secuencia completa del genoma de
Chlamydomonas reinhardtii (version 2) en el sitio “http://genome jgi-psf.org/chire2/chire2.home.html2”, con las
identificaciones C_310108, C_1170009, C_5950001, C_1890016, C_1450028, C_1450029 y C_270109. A partir
de estas secuencias, los inventores han identificado una secuencia que codifica eficazmente una NDH-II. Esta
secuencia, denominada de aqui en adelante N2Cr2, se representa en la lista de secuencias del anexo con el
numero SEQ ID NO: 3, y la secuencia polipeptidica deducida, denominada N2Cr2, se representa por el nimero
SEQ ID NO: 4.

Los inventores han clonado y expresado un fragmento de N2Cr2 correspondiente a los nucleétidos 199-1857 de
la secuencia SEQ ID NO: 3 (y que codifica por tanto un polipéptido correspondiente a los aminoacidos 67-619 de
la secuencia SEQ ID NO: 4) y han mostrado que el polipéptido codificado por este fragmento correspondia a una
NDH-II de localizacion cloroplastica.

La NDH-lII N2Cr2, asi como cualquier fragmento de esta proteina que presente una actividad NAD(P)H
deshidrogenasa, y los polinucleétidos que codifican dicha NDH-II o dicho fragmento forman parte igualmente del
objeto de la presente invencion.

Cierto numero de las NDH-II mencionadas anteriormente presentan una afinidad preferencial por NADH. Ahora
bien, aunque NADH y NADPH estén ambos presentes dentro del cloroplasto, es el NADPH el que representa la
forma mayoritaria. Con el objetivo de aumentar la eficacia en un contexto cloroplastico, al usar las NDH-II
preferiblemente NADH, los inventores han tenido la idea de modificar estas enzimas para aumentar su eficacia
para NADPH.

Han efectuado una mutagénesis dirigida de Agtundh2, y han mostrado que la sustitucion del residuo acido
(glutamato en el caso de Agtundh2) situado, en las enzimas que usan preferiblemente NADPH, al final de la
segunda lamina B del motivo B-o- de enlace de nucledtidos piridinicos (denominado igualmente “motivo de
Rossman”), por un residuo polar neutro tal como los encontrados en la misma posicidn en las enzimas que usan
preferiblemente NADH, permitia aumentar su afinidad por NADPH.

Los inventores describen una NDH-II mutante obtenida a partir de una NDH-II que usa preferiblemente NADH,
mediante sustitucion del residuo de glutamato o aspartato al final de la segunda lamina  del motivo B-a-p de
enlace de nucledtidos piridinicos por un residuo polar neutro, preferiblemente un residuo de glutamina o
asparagina.

Este residuo corresponde, por ejemplo, a la posicion 201 de la secuencia de Agtundh2 (SEQ ID NO: 2), y a la
posicién 285 de la secuencia de N2Cr2 (SEQ ID NO: 4).

La Figura 2 representa un alineamiento de secuencias de diferentes NDH-II, al nivel del sitio de enlace de los
nucledtidos piridinicos. La secuencia de consenso del motivo B-a-p se representa debajo del alineamiento de
secuencias; ® representa un residuo hidréfilo; A representa un residuo hidréfobo y # representa el residuo
situado al final de la segunda lamina B; se trata de un residuo acido en las NDH-II que usan preferiblemente
NADH, y de un residuo polar neutro en las NDH-II que usan preferiblemente NADPH (por ejemplo, como se
muestra en el alineamiento de la Figura 2, las NDH-II ST-NDB1 y NC-NDE1 tienen un residuo de glutamina en
esta posicion).

La presente invencion tiene como objeto un procedimiento para incrementar la capacidad de un alga verde de
producir hidrégeno, caracterizado porque comprende la transformacion genética de dicha alga por un
polinucleétido que codifica una NAD(P)H deshidrogenasa de tipo Il (NDH-II) tal como se define anteriormente, y
la expresion de dicha NDH-II en dicha alga, en el que dicha NDH-II:

— presenta al menos un ejemplar del motivo de consenso GxGxxG en que “G” representa una glicina y “x”
representa un aminoacido cualquiera,
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— tiene la capacidad de catalizar la reduccion de quinonas de las cadenas de transferencia de electrones
mediante la oxidaciéon de NADH o NDPH usando un cofactor flavinico, y

— es, en su forma activa, un monémero de 30 a 60 kDa o un homodimero.

Para el empleo de la presente invencion, se usaran las técnicas habituales de ingenieria genética. De forma
clasica, se construye un modulo de expresion disponiendo un polinucleétido que codifica la NDH-II que se desea
expresar bajo el control de secuencias de regulacion de la expresion (especialmente promotoras y terminadoras
de la transcripcion) apropiadas. Ventajosamente, dicho polinucleétido que codifica la NDH-II esta fusionado con
una secuencia de orientacion cloroplastica.

El médulo de expresiéon puede comprender igualmente, ademas, elementos de regulacion de la transcripcion y/o
de la traduccion, entre los cuales se citaran especialmente los activadores (potenciadores) o atenuadores
(silenciadores) de la transcripcion, las secuencias lider, las secuencias de poliadenilacion, etc.

El médulo de expresion asi obtenido se inserta a continuacion en un vector apropiado, que se usa para
transformar la célula o el organismo hospedador elegido. Las herramientas y procedimientos diferentes
utilizables para la transformacion de algas verdes son conocidos por si mismos, y pueden usarse para el empleo
de la presente invencion (para una revision, ROCHAIX et al., “The Molecular Biology of Chloroplasts and
Mitochondria in Chlamydomonas”, Kluwer Academic Publishers, Holanda, 1998).

A modo de ejemplos no limitantes de secuencias de regulacion de la expresion (promotores, terminadores, etc.),
y de secuencias de orientacion cloroplastica utilizables en el marco de la presente invencion, se citaran:

- para una expresion nuclear, los promotores, terminadores y péptidos de orientacion de los genes RbcS2
que codifica la subunidad pequefia de RUBISCO (ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa)
(GOLDSCHMIDT-CLERMONT y RAHIRE, J. Mol. Biol. 191: 421-432, 1986); AfpC que codifica la
subunidad y de la ATP sintetasa cloroplastica (QUINN y MERCHANT, Plant Cell 7: 623-638, 1995;
KINDLE y LAWRENCE. Plant Physiol. 116: 1779-1791, 1998) y PetE que codifica plastocianina (QUINN
y MERCHANT, 1995, anteriormente citado; KINDLE, Plant Mol. Biol. 38 : 365-377, 1998), que pueden
combinarse de forma diferente; y

- para una expresion cloroplastica, los promotores, terminadores y péptidos de orientacion de los genes
Rbc que codifica la subunidad grande de RUBISCO; AfpB que codifica la subunidad B de ATP sintetasa
y PsbA que codifica la subunidad D1 del fotosistema || (BATEMAN y PURTON, Mol. Gen. Genet. 263:
404-410, 2000).

A modo de ejemplos no limitantes de marcadores de seleccion utilizables en el marco de la presente invencion,
se citaran:

- para una expresion nuclear, los genes Arg7 que codifica arginosuccinato liasa de Chlamydomonas, que
complementa un mutante deficiente y por tanto auxotrofo de arginina (DEBUCHY et al., EMBO J. 8 :
2803-2809, 1989); Nit 1 que codifica la nitrato reductasa de Chlamydomonas, que complementa un
mutante deficiente y por tanto incapaz de crecer con nitratos como Unica fuente de nitrogeno (KINDLE
etal., J. Cell Biol. 109 : 2589-2601, 1989); Nic7 que codifica una enzima que interviene en la biosintesis
de nicotinamida de Chlamydomonas, que complementa un mutante deficiente y por tanto auxétrofo de
nicotinamida (FERRIS, Genetics 141: 543-549, 1995); Oeel que codifica una subunidad del fotosistema
Il de Chlamydomonas que complementa un mutante estrictamente heterétrofo (MAYFIELD y KINDLE,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87: 2087-2091, 1990); aadA que codifica aminoglucésido adenina
transferasa de E. coli que confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina a cualquier cepa de
Chlamydomonas (CERUTTI et al., Genetics. 145: 97-110, 1997); ble que codifica una proteina de
fijaciéon a bleomicina de Streptoalloteichus hindustanus que confiere resistencia a fleomicina a cualquier
cepa de Chlamydomonas (STEVENS et al., Mol. Gen. Genet. 251: 23-30, 1996); debiendo expresarse
los genes que codifican resistencias a antibidticos bajo el control de secuencias reguladoras de
Chlamydomonas como las de RbcS2 ; y

- para una expresion cloroplastica, la complementacion de un mutante obtenido por delecién o insercion
en un gen que codifica una proteina de la cadena fotosintética por el gen nativo portado por el
fragmento de ADN insertado, por ejemplo, el gen psbH que codifica una subunidad del PSII (BATEMAN
y PURTON,. Mol. Gen. Genet. 263: 404-410, 2000) y los genes aadA que codifica aminoglucésido
adenina transferasa de E. coli que confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina y aphA-6 que
codifica aminoglucésido fosfotransferasa de Acinetobacter baumanii que confiere resistencia a
kanamicina y amikacina.

La transformacion de algas verdes puede realizarse por diversos procedimientos tales como, por ejemplo, la
insercion de un ADN en el genoma nuclear por transformaciones por perlas de vidrio (KINDLE, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 87: 1228-1232, 1990), por biolistica (DEBUCHY et al., EMBO J. 8: 2803-2809, 1989) y por
electroporacion (SHIMOGAWARA et al., Genetics. 148: 1821-1828, 1998).
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Para la transformacion del ADN cloroplastico, y la expresiéon en cloroplastos, se usara ventajosamente la
insercion por recombinaciéon homologa de un ADN flanqueado por secuencias homdlogas a la del genoma
cloroplastico y correspondientes a zonas neutras del genoma (no codificantes y no reguladoras), asi como las
técnicas de transformacion citadas anteriormente para la insercién en el genoma nuclear, en particular la
biolistica que da los mejores rendimientos.

La invencion se refiere igualmente a algas verdes transformadas por un polinucleétido que codifica una NDH-II
tal como se define anteriormente.

Las algas verdes segun la invencion pueden usarse para la produccion de hidrégeno en las mismas condiciones
que las algas verdes no transformadas. Pueden usarse, por ejemplo, en el marco de procedimientos tales como
los descritos en la patente U.S. 4.532.210 o la solicitud U.S. 2001/0053543 citados anteriormente.

La presente invencidon se comprendera mejor con la ayuda del complemento de descripcion siguiente, que se
refiere a ejemplos no limitantes que muestran la capacidad de una NDH-II de Agrobacterium de interaccionar con
la cadena fotosintética de transporte de electrones de Chlamydomonas reinhardti y de reducir las
plastoquinonas, e ilustra la transformacién de Chlamydomonas reinhardtii por un polinucleétido que codifica dicha
NDH-II.

EJEMPLO 1: CLONACION Y EXPRESION EN E. COLI DE LA NDH-Il DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS.

I- Aislamiento del gen de NDH-II

Se amplifico el gen Agtundh22 que codifica la NDH-II de Agrobacterium tumefaciens (n° de acceso a NCBI:
Al2824; n° de acceso a SWISSPROT: Q8UDUSG) a partir del ADN genoémico de Agrobacterium tumefaciens (cepa
C58) usando el par de cebadores siguiente:

cod: N2Ag.mfe.F

CGCCAATTGATGCAAGAACATCATGTT (SEQ ID NO : 5)

anticod: N2Ag.6His.PstR
AAAACTGCAGTCAATGATGATGATGATGATGGGCCTCGTCCTTCAGCG (SEQ ID NO : 6)

Se insertaron los sitios de restriccion mfel y Pstl (en cursiva) en los cebadores de codificacion y anticodificacion,
respectivamente en 5" y en 3’ de los codones de inicio y terminacién (en negrita). Se inserté un marcaje
compuesto de 6 codones de histidina (subrayado) en 5’ del codén de terminacion. Se realizo la amplificacion en
las condiciones siguientes:

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccion especifico que contiene MgCl, 1,5 mM
Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

300 ng de ADN

1,5 unidades de polimerasa Taq Expand High Fidelity (Roche)

- Condiciones de amplificacién:

3 mina95°C + 1 min a 80 °C: 1 ciclo

1 mina95°C + 1 min a 70 °C (-0,5 °C en cada ciclo) + 2 min a 72 °C: 20 ciclos
1mina95°C + 1 mina60°C + 2 min a 72 °C: 10 ciclos

6 minutos a 72 °C: 1 ciclo.

El producto de amplificacion comprende la secuencia que codifica la NDH-Il y, en 3’ de la misma, una secuencia
que codifica un marcaje compuesto por 6 codones de histidina.

II- Expresion en E. coli y purificacion

1- Clonacion
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Se digirié el producto de amplificaciéon con mfel y Pstl (New England Biolab, protocolo recomendado por el
fabricante) y se introdujo por ligamiento (ligasa de New England Biolab, protocolo recomendado por el fabricante)
en un vector de expresion digerido con EcoRl 'y Pstl.

Este vector, pSD80, porta un médulo de resistencia a ampicilina, un promotor Taq fuerte y un gen represor Laq
iQ (PATEL y DUNN, J. Bacteriol. 177: 3917-3922,1995; SMITH et al., Biochem. 35: 8805-8814, 1996).

Se introdujo a continuacion el producto de ligamiento por electroporacion en dH10R de E. col.

Se cribaron a continuacion los transformantes resistentes a ampicilina por PCR usando los mismos cebadores y
las mismas condiciones que se indican anteriormente, con el fin de verificar la presencia del gen Agtundh?.

Se verificd a continuacién la construccion mediante secuenciaciéon usando cebadores especificos del vector
pSD80, asi como cebadores internos del gen Agtundh?2.

PSDB80.F 5-GAGCTGTTGACAATTAAT-2' (SEQID NO : 7)
PSDB0.R 5-AGGACGGGTCACACGCGC-3' (SEQ ID NO: 8)
MN2Ag.307.F 5-TGGCCACCGGCGCGCGT-3' (SEQ ID NO : 9)
MN2Ag.650.1 5-TGCGAAGGAAGCGCTTGA-3 (SEQID NO : 10)
N2Ag.901.R  5-TTCCTGATTGACCGCGG-3' (SEQ ID NO : 11)

Después de verificar que la secuencia y la insercion eran correctas, se nombrd este plasmido pSDN2Ag6H y
sirvio para contransformar por electroporacion la cepa dH10R de E. coli con un vector (pRare, Novagen) portador
de los 6 ARNt mas raros de E. coli.

Se eligio un de los cotransformantes resistentes a ampicilina y cloranfenicol para la expresion y purificacion de la
proteina NDH-II 6His.

2- Expresion

Se inoculd un cultivo de medio LB (Luria Berthani), en presencia de ampicilina y cloranfenicol, de un volumen de
1 I en un matraz Erlenmeyer de 2,5 | a 1/50 a partir de un precultivo de 15 h, y se incubé a 37 °C con agitacion
hasta una densidad 6ptica de 0,5.

Se indujo la expresion de NDH-II 6His durante 2 h con isopropiltio-3-D-galactésido 0,5 mM (IPTG).

Se recogieron a continuacién las células por centrifugacion, se aclararon con medio de cultivo nuevo y se
conservaron a -80 °C.

3- Purificacion
Se publicé el protocolo de purificacion por BJORKLOF et al. (FEBS Letts., 467: 105-110, 2000).

Se descongelaron las células y se resuspendieron en EDTA 2,5 mM, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 0,2
mM, Tris-Cl 200 mM, pH 8 a una concentracion de aproximadamente 1 g por 10 ml. Se afiadieron 300 ug/ml de
lisozima y se incubd la mezcla durante 1 h en hielo.

Se centrifugd a continuacion la suspension durante 60 min a 120.000 x g. Se sometié el sedimento a un choque
osmotico por resuspension en un tampén de fosfato de potasio 10 mM, pH 8, que contenia EDTA 2 mM, PMSF
0,2 mM, se homogeneizé con la ayuda de un Potter y después se volvio a centrifugar (60 min, 120.000 x g).

Se retomo la fraccion de membrana en el tampon precedente y se homogeneizd con un Potter. Se solubilizaron a
continuacién las membranas mediante la adicion de dodecilmaltésido (DM) a una concentracion final del 0,2 %
(peso/vol) y una relacion de detergente/proteina de 0,1 y de NaCl 500 mM de concentracion final. Se agita la
suspension, se incuba en hielo durante 30 min y después se centrifuga (60 min, 120.000 x g).

Se realizé la purificacion de la enzima por cromatografia de afinidad de presién media en columna de niquel
(columna quelante HiTrap de 5 ml, Amersham Biosciences, Uppsala) a 4 °C mediante un sistema de
cromatografia (Aktd FPLC, Amersham Biosciences, Uppsala). Se preequilibré en primer lugar la columna con
tampon fosfato de potasio 50 mM (pH 7,5) que contenia NaCl 500 mM, 0,2 % de DM e imidazol 20 mM. Después
de depositar la muestra, se aclaré la columna con la solucion precedente sin imidazol (solucién A) para eliminar
todas las proteinas no fijadas. Se eluyd por ultimo la columna con una concentracién creciente de una solucion
que contenia imidazol 250 mM (solucion B). Se recogieron fracciones de 5 ml a diferentes proporciones de
solucién concentrada de imidazol (10 %, 15 %, 50 %, 100 %).
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Aparece un pico proteico detectado por fluorescencia en el cromatograma para una concentracion de imidazol
125 mM (Figura 3A). Se analiza el contenido proteico de las fracciones recogidas (26-29) por electroforesis en
gel de acrilamida al 13 % en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) (Figura 3B). Para comparacion, se
analizaron igualmente las muestras correspondientes a la fraccion total (T) de partida asi como a las fracciones
solubles (S) y de membrana (M).

Se transfirieron a continuacion las proteinas a membrana de nitrocelulosa y se marcaron por inmunotransferencia
con un anticuerpo primario monoclonal (Sigma) dirigido contra una secuencia de polihistidina durante 1 h, y
después un anticuerpo secundario dirigido contra IgG de ratén, acoplado con fosfatasa alcalina, durante 1 h
igualmente.

Se observa en la Figura 3B (29) la presencia de una banda fuerte marcada por anticuerpo cuyo peso molecular
es inferior a 50 kDa, lo que corresponde al tamario de proteina esperado (44 kDa). Se encuentra esta proteina en
la fraccion de membrana (M) y no en la fraccion soluble (S).

Se concentro la fraccion 29 por ultrafiltracion hasta un volumen de 900 ul. Se afadié entonces un volumen de
220 pl de glicerol puro y se conservo la enzima a -80 °C. Se evalud la concentracion de enzima en un gel PAGE-
SDS por comparacion con una escala patron de BSA (seroalbumina bovina)

lll-Caracterizaciéon de la enzima

1- Andlisis de la coenzima

Se determind la naturaleza de la coenzima por fluorimetria como se describe por FANG y BEATTIE (Biochem.
41: 3065-3072, 2002). Se llevo a ebullicion la enzima purificada durante 3 a 4 min y después se centrifugo.

Se analizé el sobrenadante por HPLC usando una columna Supelcosil LC-DP de 150 x 4,6 mm (Supelco). La
fase movil esta compuesta por 80 % de 0,1 % de TFA en agua y 20 % de 0,1 % TFA en acetonitrilo al 40 %. El
caudal en la columna a temperatura ambiente es de 1 ml/min. Se regularon las longitudes de onda de excitacion
y emision del detector de fluorescencia respectivamente a 450 y 525 nm. Se analizaron en paralelo patrones de
FAD (Sigma) y FMN (Sigma).

Se puede ver en la Figura 4 que el pico de emision de la muestra de enzima (N2Ag) corresponde exactamente al
pico del patron de FAD.

Estos resultados muestran que el cofactor de NDH-II de Agrobacterium tumefaciens es FAD.
2- Medida de la actividad enzimatica en membranas bacterianas

En el experimento siguiente, se determind la capacidad de esta enzima de transferir electrones a la cadena
respiratoria de E. coli.

Se dosifico la actividad de NDH-II de Agrobacterium tumefaciens con la ayuda de membranas de una cepa de E.
coli deficiente en NDH-1 y NDH-II (ndh::tet, nuoB::nptl).

Se cultivo la cepa ANNO022 de E. coli (cepa madre AN398; WALLACE y YOUNG, Biochim. Biophys. Acta. 461:
84-100, 1977) en 50 ml de LB-tetraciclina hasta el final de la fase exponencial del crecimiento (DO= 1). Se
recogieron a continuacion las células por centrifugacion (15 min, 3200 x g) y se lavaron dos veces con 10 ml de
solucion que contenia Tris-Cl 200 mM, pH 8, EDTA 2,5 mM y PMSF 0,2 mM. Se disgregaron a continuacion con
dos pasadas por prensa de French a una presién de 110 MPa.

Se recuperd la fraccion de membrana por centrifugacion (30 min, 48500 x g) y se resuspendio en 200 pl de
tampon de analisis (tampodn fosfato 50 mM, pH 7,5 y NaCl 150 mM).

Se mide el consumo de O, de las membranas de ANN0222 de E. coli mediante un electrodo de Clark (DW2/2,
Hansatech, King’s Lynn, Inglaterra). Después de afiadir la enzima purificada, este procedimiento ha permitido
determinar su actividad especifica.

Se preincubd durante 10 min en hielo la mezcla de reaccion que contenia 10 pul de membranas bacterianas, 1,5
pl de enzima purificada (conservada a 1 mg/ml) antes de diluir en 990 pl de tampdn de analisis (tampon fosfato
50 mM, pH 7,5 y NaCl 150 mM) y se introdujo por pipeteo en la camara de analisis del electrodo. Se siguid la
reaccion a 25 °C en presencia de concentraciones crecientes de NADH o NADPH como donantes de electrones.

Siguiendo la reaccién en ausencia de membranas bacterianas, se observo que la enzima presenta una actividad
de captacion directa de O,. Esta, fuertemente reducida en presencia de SOD y catalasa, esta ligada a la
formacion de especies activas de oxigeno (Figura 5).

Con el fin de medir Unicamente la actividad oxidasa respiratoria ligada a las membranas, se afiadieron catalasa
(1000 U/ml) y superoxido dismutasa (SOD) (500 U/ml) a la mezcla de reaccion. Se cuantificd el efecto de la
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inhibicién del difenilenyodonio (DPI) después de 10 min de incubacion en hielo en presencia de la mezcla de
enzima-membranas. Se realizaron las cinéticas de inhibicién en presencia de NADH 200 uM o NADPH 2 mM.

La actividad maxima de la NDH-Il de Agrobacterium (Vmsx = 5 pmol de Oz'min”-mg de proteina™) esta
comprendida en el orden de magnitud de otras NDH-II descritas en la bibliografia. Al pH fisiolégico, esta enzima
tiene una fuerte afinidad por NADH (Km =10 uM) (Figura 6A), pero igualmente una afinidad no despreciable por
NADPH (Km = 50 uM) (Figura 6B), lo que es raro para una enzima bacteriana. Esta caracteristica es interesante
para hacer funcionar esta enzima en el cloroplasto, pues este compartimento celular contiene NADPH en
abundancia. La enzima se ve muy afectada por los inhibidores clasicos de NDH-II, y especialmente por DPI con
una lsp de 10 yM (Figura 6C).

EJEMPLO 2: PUESTA DE MANIFIESTO DE LA REDUCCION DE PLASTOQUINONAS DE
CHLAMYDOMONAS REINHARDTII POR LA NDH-Il DE AGROBACTERIUM

Se analizé la actividad de reduccién de plastoquinonas por la NDH-II de Agrobacterium midiendo la fluorescencia
de la clorofila. En presencia de un destello débil no actinico, la medida de la fluorescencia de la clorofila
proporciona una indicacién del estado rédox de las plastoquinonas.

|- Preparacion de membranas de tilacoides

Se extrajo un cultivo de 200 ml de Chlamydomonas reinhardtii (de tipo silvestre 137c) en fase exponencial de
crecimiento (aproximadamente 5x10° células'ml™) y después se centrifugd (5 min, 1000 x g). Se lavaron las
células con tampén HEPES-NaOH 35 mM (pH 7,2), se resuspendieron en 10 ml de tampodn de lisis (tricina-NaOH
50 mM, pH 8, NaCl 10 mM, MgCl, 5 mM, 1 % de BSA, benzamidina 1 mM y PMSF 1 mM) y se conservaron en
frio y en la oscuridad para las etapas siguientes.

Se paso la suspension dos veces a través de una prensa de French a 13,8 MPa. Se centrifugé en primer lugar el
lisado (5 min, 4 °C, 500 x g) para eliminar las células no lisadas, se sedimentaron a continuacion las membranas
de tilacoides a 10.000 x g durante 10 min y se resuspendieron en 250 a 500 yl de tampdn de analisis (tricina-
NaOH 50 mM, pH 7,2, NaCl 10 mM y MgCl> 5 mM).

II- Reduccién de plastoquinonas

Se midi6 la fluorescencia del fotosistema Il gracias a un fluorimetro de luz modulada (PAM 101-103, Walz,
Effeltrich, Alemania).

Se us6 una luz modulada no actinica (650 nm, 1,6 kHz) para determinar el nivel de fluorescencia clorofilica Fo.
Se midié el nivel maximo de quorescenua clorofilica Fn bajo un destello saturante de 1 segundo
(aproximadamente 1000 ymol de fotones:- m?s ) Con el fin de evitar la reoxidacién de las plastoquinonas, se
realizaron los experimentos en cond|C|ones anaerobicas mediante Ia adicién a la mezcla de reaccion de glucosa
(20 mM), glucosa oxidasa (2 mg-ml”) y catalasa (1000 unidades-ml™). Se incubaron las membranas de tilacoides
con o sin NDH-II (1,5 ug-ml™ de concentracion final) durante 10 min en hielo y se compard la tasa de reduccion
de plastoquinonas antes y después de la adicion de NADH 200 uM. Se presentan los resultados en la Figura 7
(NDH2Ag = presencia de la NDH-1I de Agrobacterium; control = presencia de la enzima nativa sola; DPI = efecto
de inhibicion del DPI).

La Figura 7 muestra que la fluorescencia de la clorofila medida en membranas de tilacoides de Chlamydomonas
aumenta después de la adicién de NADH. Este aumento corresponde a la reducciéon no fotoquimica de las PQ
por la enzima nativa del alga. Sin embargo, en presencia de la NDH-II de Agrobacterium purificada (NHD2Ag), el
aumento de la fluorescencia es mas rapido y mas intenso. La reduccion de plastoquinonas es por tanto superior
a la efectuada por la enzima nativa sola (control). Esta es la demostracion de la capacidad de la NDH-II de
Agrobacterium de interaccionar con la cadena fotosintética de transporte de electrones.

Con el fin de cuantificar este efecto de la NDH-II de Agrobacterium sobre el flujo de electrones desde NAD(P)H
hasta los aceptores del PSI, se realizaron medidas de consumo de oxigeno en presencia de metilviologeno (un
aceptor del PSI) de DCMU (un inhibidor del PSII) o de un donante de electrones NADH (200 uM) o NADPH (2
mM).

Los tilacoides de Chlamydomonas (50 pl, correspondientes a 85 ug- ml" de clorofila) se disponen en un electrodo
de Clark que contiene 900 ul de tampdn de analisis (trlcma -NaOH 50 mM, pH 7,2, NaCl 10 mM y MgCl, 5 mM,
DCMU 25 pM, metilviolégeno 50 pM, SOD (500 U-ml™), catalasa (1000 U-ml™"), mixotiazol 4 uM, SHAM (acido
salicilhidroxamico) 800 uM. Estos dos ultimos compuestos se afiaden con el fin de inhibir la captacién de O
respiratorio.

En estas condiciones, la fraccion de captacion de oxigeno fotoinducida sensible a DNP-INT (2-yodo-6-isopropil-3-
metil-2',4,4’-trinitrodifeniléter; 10 uM), inhibidor del citocromo bef, es proporcional a la transferencia de electrones
entre NAD(P)H y la cadena fotosintética.
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La adicion de 1,5 yg de NDH-1l de Agrobacterium tumefaciens purificada estimula esta transferencia de
electrones de 20 a 45 nmol-min'1-mg'1 de clorofila cuando se usa NADPH como donante, y de 21 a 67 nmol-min
1-mg'1 de clorofila cuando se usa NADH como donante.

Este experimento permite por tanto cuantificar la estimulacion de la transferencia de electrones entre NADPH (o
NADH) y las plastoquinonas de tilacoides mediante la adicion de la NDH-II de Agrobacterium tumefaciens. La
estimulacion es de un factor de aproximadamente 2 en el caso de NADPH y de un factor de aproximadamente 3
en el caso de NADH.

Estos resultados in vitro permiten suponer que una expresion heterdloga de una NDH-Il en Chlamydomonas
reinhardtii (y mas genéricamente en cualquier alga susceptible de producir hidrégeno), sea cloroplastica o
nuclear con orientacion hacia el cloroplasto, puede aumentar la actividad plastoquinona reductasa
intracloroplastica y la produccion de H; asociada.

EJEMPLO 3: TRANSFORMACION DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTII POR LA SECUENCIA QUE
CODIFICA LA NDH-Il DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

I- Construccion del plasmido pSADN2Ag

Se amplifico el gen Agtundh2 por PCR a partir del genoma de A. tumefaciens (cepa C58) usando los cebadores
siguientes:

ndhAgTu.F

5'—Tl'3bCCCGGGATGEMGMEATCﬂTG1_[—3' (SEQ ID NO: 12)
(Tm 66,5 °C)
y
ndhAgTu.R

5-CCGCAATTGTCAGGCCTCGTCCTTCAG-3' (SEQ ID NO : 13)
(Tm 69,5 °C)
y en las condiciones siguientes:

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccion especifico que contiene MgCl, 1,5 mM
Cebadores 0,5 uM final

Mezclas de dNTP 200 uM final

300 ng de ADN

1,5 unidades de polimerasa Taq Expand High Fidelity (Roche)

- Condiciones de amplificacién:

3 mina 95°C + 1 min a 80 °C: 1 ciclo

1 mina95°C + 1 min a 60 °C + 2 min a 72 °C: 30 ciclos
6 minutos a 72 °C: 1 ciclo.

El producto de amplificacion se digiri6 con Smal/mifel.

Se digirio el plasmido pGEND2 (FISHER y ROCHAIX, Mol. Genet. Genomics 265: 888-894, 2001) con
Nael/EcoRl, para escindir la secuencia que codifica la proteina PsaD, con excepcion del péptido de orientacion
cloroplastica. Se reemplazo6 el fragmento escindido por el fragmento Smal/mfel obtenido a partir del producto de
amplificacion del gen N2Ag.

El plasmido resultante, denominado pSADN2Ag, contiene por tanto la secuencia que codifica la NDH-II de
Agrobacterium tumefaciens bajo el control del promotor del gen psaD, y en fusién traduccional con el péptido de
orientacion cloroplastica de la proteina PsaD.

lI- Transformacion de Chlamydomonas reinhardtii
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Se us6 un mutante de Chlamydomonas reinhardtii deficiente en arginosuccinato liasa (CC-2852 arg7 cwl5 mt+;
Chlamydomonas Center, Duke University, Durham, EE.UU.), y por tanto auxétrofo de arginina. Se ponen en
cultivo las algas en medio TAP, en un volumen de 200 ml (HARRIS, “The Chlamydomonas sourcebook”,
Academic Press, San Diego, 1989) suplementado con arglnlna 100 mg/l, con agitacion, a una temperatura de 25
°C y luz continua de aproximadamente 35 pymol de fotones- m?.s”

Al final de la fase exponencial (concentracién de aproximadamente 10’ celulas/ml) se concentran las algas por
centrifugacion y se retoman en TAP para obtener una suspension de 3- 10® células/ml.

Se usa el plasmido PSADN2Ag con el plasmido p389 (Chlamydomonas Center, Duke University, Durham,
EE.UU.; http://www.chlamy.org/strains/plasmids.html) compuesto por un fragmento de ADN nuclear de
Chlamydomonas de un tamafio de 7,1 kb, incluyendo el gen Arg7, y clonado en BamHI en el vector pBR329,
para cotransformar las algas.

Se mezclan en un tubo 300 mg de perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro (Sigma), 10 ul de plasmldo
PSADN2Ag (=1 ug), 2 pl de plasmido p389 (=0,2 pg) y 350 ul de suspension de algas (= aproximadamente 10°
células). Se agita durante 15 segundos mediante un vortex regulado a la velocidad maxima. Se afiaden a
continuacion 650 pl de TAP y, después de homogeneizacion, se usa la suspension para inocular dos placas Petri
(450 pl sobre cada placa) que contienen medio TAP (agar 15 g/l) sin arginina.

Al cabo de 10 dias de incubacion con luz continua (35 pmol-m%s™) a 25 °C, se trasplantan las algas sobre el
mismo medio. Después de 2 trasplantes, se recogen los transformantes que hayan crecido sin arginina.

Se seleccionan los transformantes que hayan integrado el gen N2Ag detectando la presencia de este gen por
PCR.

Se lisan las colonias segun el protocolo siguiente:

Se retoma cada colonia en 100 pl de agua estéril (filtracion milliQ®). En un tubo de 1,5 ml, se mezclan 5 pl de
tampon 10X de PCR, 1 pl de SDS al 0,01 %, 1 yl de DTT 200 mM, 3 pl de células y 39 pl de H20.

Se efectuan 5 ciclos de congelacion/descongelacion (entre nitrégeno liquido y bafio de agua a 55 °C).
Se afiaden 2 pl de proteinasa K 10 pg/ml y se incuba durante 1 h a 55 °C.

Se inactiva la proteinasa K mediante un tratamiento de 5 minutos a 95 °C.

Se efectua la PCR usando los cebadores ndhAgTu.F y ndhAgTu.R, y en las condiciones siguientes:

- Mezcla de reaccion:

Para 25 ul de volumen final

2,5 ul de tampoén 10X

2 Jl de mezcla de dNTP

1,25 ul de cada cebador

2,5 yl de BSA 10X

3 ul de lisado de células

0,3 pl de polimerasa Taq (Qiagen)
12,2 yl de H,O

- Condiciones de amplificacién:

3 mina95°C + 1 min a 80 °C: 1 ciclo
1mina95°C + 1 min a 60 °C + 2 min a 72 °C: 30 ciclos
6 minutos a 72 °C: 1 ciclo.

Se efectud un control positivo reemplazando el ADN gendémico de Chlamydomonas por el plasmido que ha
servido para transformacion.

Se analizaron los productos de amplificacion por migracion sobre un gel de agarosa al 1 % y se visualizaron
después de marcar el gel con bromuro de etidio (Figura 8). Se deposit6 un marcador de peso molecular en
paralelo en el gel con el fin de estimar el tamafio de los productos de amplificacion obtenidos.
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Los transformantes que han integrado el gen de la NDH-II presentan una banda de aproximadamente 1,2 kb
observada igualmente en el control positivo. La proporcion de cotransformantes (= que hayan integrado los dos
plasmidos) es de aproximadamente un 50 %.

lll- Expresion de la NDH-II:

Se verifico la expresion del gen de la NDH-II de Agrobacterium por PCR-TI en 6 cotransformantes. Se extraen los
ARN totales a partir de 25 ml de cultivo en fase exponencial con el kit RNeasy®, segun las indicaciones del
fabricante (Qiagen). Se preparan los ADNc con la ayuda del kit Omniscript®, segun el protocolo recomendado
por el fabricante (Qiagen) ajustando el volumen de los diferentes ARN para obtener 2 pug en cada reaccion.

Se efectua la PCR usando los cebadores ndhAgTu.F y ndhAgTu.R, y en las condiciones siguientes:

- Mezcla de reaccion:

Tampodn de reaccion especifico que contiene MgCl, 1,5 mM
Cebadores 0,5 uM final

Mezclas de dNTP 200 uM final

300 ng de ADNc

1,5 unidades de polimerasa Taq Expand High Fidelity (Roche)

- Condiciones de amplificacién:

3 mina95°C + 1 min a 80 °C: 1 ciclo
1mina95°C + 1 min a 60 °C + 2 min a 72 °C: 30 ciclos
6 minutos a 72 °C: 1 ciclo.

Se realizd un control negativo para verificar que los amplicones observados no provienen de una amplificacion
del ADN nuclear persistente después de la etapa de digestion incluida en el protocolo de extraccion de ARN.
Para este control, se reemplazan los 300 ng de ADN obtenidos después de la etapa de transcriptasa inversa por
5 ul de solucién del ARN precedente a esta etapa.

Para controlar la eficacia del protocolo de extraccion, asi como el nivel de expresion de la NDH-II, se amplificé en
paralelo el ADNc de actina 1, que es una proteina expresada constitutivamente y en alta cantidad.

Se analizaron los productos de amplificacién por migracion en un gel de agarosa al 1 % y se visualizaron
después de marcar el gel con bromuro de etidio (Figura 9). Se depositd en paralelo sobre el gel un marcador de
peso molecular con el fin de estimar el tamafo de los productos de amplificacién obtenidos.

Los cotransformantes que expresan el gen de la NDH-Il presentan una banda de aproximadamente 1,2 kb
correspondiente al tamario del inserto. El control negativo no presenta ninguna banda, lo que significa que las
preparaciones de ARN no estaban contaminadas con ADN gendmico, mientras que si presenta un producto de
amplificacion por actina. Todos los cotransformantes ensayados expresan el gen de la NDH-ll a niveles
diferentes, pero del mismo orden de magnitud que el de la actina.

EJEMPLO 4: COMPLEMENTACION FUNCIONAL DE UNA CEPA DE E. COLI DEFICIENTE EN NDH

| — Ensayo de complementacion del crecimiento

Se ensayo la funcionalidad de la proteina Agtundh2 in vivo en un hospedador heterélogo determinando su
capacidad de restaurar el crecimiento de una cepa mutante de E. coli, ANN.0222, deficente en NDH-1 y NDH-2.
Esta cepa crece normalmente en medio LB, pero es incapaz de crecer en medio M9 minimo suplementado con
manitol como Unica fuente de carbono.

Se transformé quimicamente la cepa ANN.0222 de E. coli (CaCly) con el plasmido pSDN2Ag6H. Se
seleccionaron los transformantes en medio LB de agar (suplementado con 1 % de triptona, 0,5 % de extracto de
levadura y 0,5 % de NaCl, pH 7) que contenia ampicilina (100 pg/ml). Se cultivaron los transformantes y la cepa
de origen hasta el medio de fase exponencial a 37 °C en medio LB liquido que contenia ampicilina (100 ug/l). Se
aclararon las células con medio M9 estéril suplementado con manitol como Unica fuente de carbono (1X sales
M9, MgSO, 2x10° M, CaCl, 107 M, 0,4 % de manitol). Se diluyeron a continuacion las células en medio
M9/manitol y se inocularon sobre un medio sdélido M9/manitol/agar que contenia ampicilina y diferentes
concentraciones de IPTG. Se incubaron las placas Petri a 37 °C durante 2 dias. Como control, se inocularon las
mismas células en paralelo en placas que contenian medio LB de agar que contenia ampicilina y diversas
concentraciones de IPTG, y se incubaron después a 37 °C durante una noche.
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Se ilustran los resultados por la Figura 10A, que representa la formacion de colonias sobre medio rico (LB) y
sobre medio minimo suplementado con manitol (M9+manitol) para la cepa ANN0222 y el transformante que
expresa Agtundh2 (sefialado como AtuNdh2 en la Figura). Se indican las concentraciones de IPTG por encima
de cada carril correspondiente.

El crecimiento de las cepas mutantes no transformadas esta considerablemente limitado sobre medio minimo, en
ausencia o en presencia de IPTG (0,1 mM). En contraposicion, se restauro el crecimiento sobre medio minimo de
la cepa que expresa Agtundh2 después de induccién por IPTG 0,1 mM. Se observé una complementacion parcial
del mutante incluso en ausencia de IPTG, lo que sugiere un cierto nivel de expresion de la proteina
independiente de IPTG.

Il — Actividad de NADH deshidrogenasa de membrana

Se prepararon dos lotes de fracciones de membrana de ANN.0222 de E. coli a partir de un cultivo de la cepa de
muestra sobre medio LB y de un cultivo de la cepa que ha incorporado el plasmido pSDN2Ag6H cultivada sobre
medio LB en presencia de IPTG 0,1 mM. Se llevaron los cultivos hasta una densidad 6ptica de 1 a 600 nm. Se
recogieron las células por centrifugacion (15 min, 3200 x g), se aclararon dos veces y se resuspendieron en 10
ml de tampédn A (Tris-Cl 200 mM, pH 8, EDTA 2,5 mM y PMSF 0,2 mM; (30)). Se disgregaron a continuacion las
células mediante dos pasadas a través de una prensa de French a 110 MPa. Se retomd la fraccién de
membrana, recogida por centrifugacion (30 min, 4 °C, 48500 x g), en 200 ul de tampdén B (tampdn fosfato 50 mM,
pH 7,5 y NaCl 150 mM). Se midié la captacién de O con la ayuda de un electrodo de Clark (DW2/2, Hansatech,
King's Lynn, Inglaterra) en dos alicuotas de 2 pl de estas fracciones de membrana, diluidas en 1 ml de tampon A
a 25 °C y en presencia de NADH.

Se ilustran los resultados por la Figura 10B, que representa la captacion de O, en presencia de NADH de
membranas de ANN0222 de E. coli preparadas a partir de la cepa de referencia (control) y de la cepa que
expresa Agtundh2.

Mientras que no se ha detectado ninguna actividad de captaciéon de O, en las membranas de la cepa de control
en respuesta a la adicion de NADH, se ha detectado en cambio una captacién de O, elevada en las mismas
condiciones en membranas de la cepa transformada con pSDN2Ag6H. (Fig. 10B). Expresada en las membranas
de E. coli, Agtundh2 es capaz de oxidar NADH y NADPH con velocidades maximas del mismo orden, pero con
una afinidad mucho mas fuerte por NADH.

lll = Expresion de proteina

Se confirm6 por inmunodeteccion la expresion de proteina Agtundh2 en la cepa ANN.0222 transformada.

Se produjo un suero de conejo contra proteina Agtundh2 purificada (Agro-Bio, Villeny, Francia). Se extrajeron las
fracciones proteicas soluble y de membrana como se indica anteriormente. Se cargaron estas fracciones
proteicas, asi como las alicuotas de la proteina Agtundh2 purificada, sobre gel PAGE-SDS al 10 %, se
sometieron a una electroforesis y se transfirieron después a membranas de nitrocelulosa. Se incubaron a
continuacién las membranas de nitrocelulosa durante 30 minutos en leche (3 % de leche descremada en polvo
en agua con adicion de 0,1 % de TBST) y se aclararon después con TBST al 0,1 % de nuevo durante 1h y 30
min con el anticuerpo anti-Agtundh2 diluido 1/10000. Se aclararon a continuacion las membranas tres veces
durante 10 minutos con TBST al 0,1% y se incubaron después durante 1 h con un anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1/10000. Se realizé la reaccion de deteccidon siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante (Sigma).

Se ilustran los resultados por la Figura 11: Panel de la izquierda: inmunodeteccién en las fracciones proteicas
soluble (S) y de membrana (Mb) de la cepa ANN0222 de E. coli, transformada con el vector pSD80 "vacio” o con
la construccion portadora de Agtundh?2, y expuesta a IPTG 0, 0,1 o 0,5 mM. La carga del gel correspondia al final
a una dilucién de 1/400 de las fracciones soluble y de membrana de 50 ml de cultivo recogidos a DOggo= 1 (0 sea
2,5 ug de proteinas sobre los carriles correspondientes a las fracciones de membrana y 30 ug de proteinas sobre
los correspondientes a las fracciones solubles). Panel de la derecha: inmunodeteccion de Agtundh2 purificada a
0,1, 0,2 y 0,3 pg/carril de izquierda a derecha.

Se encontro la mayor parte de la proteina en las fracciones de membrana, detectandose una proporcion menor
en las proteinas solubles. Se detectd una expresion significativa de Agtundh2 incluso en ausencia de IPTG, lo
que esta de acuerdo con la complementacion parcial observada en estas condiciones (véase la Fig. 10A).

Para determinar la eficacia catalitica de Agtundh2 expresada en E. coli, se estimo la actividad especifica a partir
de las cantidades determinadas por transferencia Western.

Basandose en las intensidades relativas de las sefiales obtenidas para la proteina Agtundh2 purificada y para las
fracciones de membrana, se estimé la cantidad de proteina Agtundh2 en los experimentos ilustrados por la Fig.
10B en 0,6 pg de proteina. Las captaciones de O, maximas en estas condiciones se estiman asi en 13,2/0,6= 22
nmol de Oz min™. pg de protel’na'1, o sea 44 nmol de NADH min'1-ug de proteina'1.
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EJEMPLO 5: MODIFICACION DE LA ESPECIFICIDAD RELATIVA DE AGTUNDH2 POR NADH Y NADPH

| — Amplificacion del gen Agtundh2

Se amplifico el gen Agtundh?2 a partir del plasmido pSDN2Ag6H usando el par de cebadores siguientes:
*cod : N2Ag .Ncol

ATGGAAGAACATCATGTTGTCGTC (SEQ ID NO : 14)

Se inserto el sitio de restriccion Ncol (en cursiva) en el cebador de manera que se superpusiese con el codén de
inicio del gen (en negrita) y modificando la cuarta base de la secuencia (C se vuelve G).

*anticod : N2Ag.Xbal
CCGTCTAGATCAGGCCTCGTCCTTCAGCGT (SEQ ID NO : 15)

Se inserto el sitio de restriccion Xbal (en cursiva) en el cebador anticodificante en 3’ del codén de terminacion del
gen (en negrita).

Se realizo6 la amplificacion en las condiciones siguientes:

1-Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccion especifico 1X
MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de ADN

1 unidad Pfx platinum (Invitrogen)

2-Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo
30sa94°C +1 minab55°C + 3 min a 68 °C: 25 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Il — Introduccién de la mutacién E201Q en la secuencia del gen Agtundh2:

Se introdujo la mutacién E201Q del gen Agtundh2 dentro de la secuencia del gen mediante la técnica de
mutagénesis dirigida llamada “fusién de PCR”. Se obtuvieron los fragmentos correspondientes a la primera etapa
de amplificacion usando el plasmido pSDN2Ag6H como matriz. Los pares de cebadores usados son los
siguientes:

* Codificante: N2Ag .Ncol ;
*Anticodificante: N2Ag.E201Q.R

AGGGCCGGCCTGCACAAGCAA (SEQ ID NO : 16)

El cebador N2Ag.E201Q.R permite introducir la mutacion E201Q (en negrita).

Estos dos cebadores permiten obtener el fragmento 5’ que contiene la mutacién E201Q.
* Anticodificante: N2Ag.Xbal;

* Codificante: N2Ag.E201 Q.F

TTGCTTGTGCAGGCCGGCCCT (SEQ ID NO : 17)

El cebador N2Ag.E201Q.F permite introducir la mutacion E201Q (en negrita).

Estos dos cebadores permiten obtener el fragmento 3’ que contiene la mutacién E201Q.
14
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- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccién especifico 1X
MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de ADN

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo
30sa94°C +1 minab55°C + 3 min a 68 °C: 25 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Los dos fragmentos de amplificacién encierran la mutacion de interés introducida gracias a los cebadores
N2Ag.E201 Q.F y N2Ag.E201 Q.R.

Se realiza la segunda etapa de amplificacion mezclando los dos fragmentos de amplificacion obtenidos en la
etapa precedente. Estos dos fragmentos van a hibridar gracias a su secuencia comun
(TTGCTTGTGCAGGCCGGCCCT) (SEQ ID NO: 17) y van a constituir asi la matriz. Se realiza la amplificacion
usando los dos cebadores N2Ag.Ncol y N2Ag.Xbal, en las condiciones siguientes:

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccioén especifico 1X

MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de fragmento N2Ag.Ncol/N2Ag.E201Q.R
200 ng de fragmento N2Ag.Xbal/N2Ag.E201Q.F
1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo
30 sa94°C +1 mina55°C + 6 min a68°C: 30 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

lll = Clonacion de las construcciones

Se digiri6 el producto de amplificacién con Ncol y Xbal (New England Biolabs, protocolo recomendado por el
suministrador) y se introdujo por ligamiento (ADN ligasa T4 de New England Biolabs, protocolo recomendado por
el suministrador) en el vector pBAD24 digerido con Ncol y Xbal. Este vector porta un médulo de resistencia a
ampicilina, un promotor de tipo pBAD inducible por arabinosa. Se introdujeron a continuacioén los productos de
amplificacion por electroporacion en dh10B de E. coli Se seleccionaron los transformantes resistentes a
ampicilina y se verificd la presencia del inserto mediante extraccion del ADN plasmidico y digestion con Ncol e
Hindlll.

Se verificaron a continuacion las dos construcciones por secuenciacion usando cebadores internos del gen
Agtundh2 (N2Ag.E201Q.F; N2Ag.Ncol; N2Ag.E201 Q.R; N2Ag.Xbal).

La secuenciacion mostré que se habia introducido la mutaciéon deseada (E201 Q). El plasmido se nombré
E201Qc1.

IV — Actividad de la proteina modificada
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Se determind la afinidad de la proteina purificada por NADH y NADPH.

Se ilustran los resultados por la Figura 12. Mientras que la proteina de tipo silvestre (A) presenta una actividad
netamente superior a NADH 2001 pM con relacién a la registrada de NADPH 200 uM, la proteina modificada (B)
presenta una afinidad comparable por los dos sustratos.

EJEMPLO 6: IDENTIFICACION DE UNA NDH2 DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTII DE LOCALIZACION
CLOROPLASTICA

| — Amplificacién del gen

Se aislo el ARN total de cultivos de C. reinhardtii sobre medio TAP (extraidas entre 1x10° y 1x10” células/ml),
usando el kit QIAGEN RNeasy® Plant Mini, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizé la sintesis
de ADNc usando el sistema de transcriptasa inversa Omniscript™ (QIAGEN) con un cebador oligo-dT. Se
amplificaron los productos de reaccion por PCR con la polimerasa turbo pfu (Stratagene) en un termociclador
OmniGene Hybrid.

- Condiciones de amplificacién del ADNc:

Desnaturalizacion a 94 °C: 5 min
30sa94°C,40sa72°Cy2mina 72 °C: 5ciclos
30sa94°C,40sa68°Cy2mina 72 °C: 5ciclos
30sa94°C,40sa65°Cy2mina 72 °C: 5ciclos
30sa94°C,40sa62°Cy2mina 72 °C: 15 ciclos
Extension a 72 °C: 5 min.

Los cebadores utilizables para la amplificacion de N2Cr2 son:

5-ATGCATAGCCTTGATGGCCAAAAC-3" et (SEQ ID NO : 18)
5-TCACACTCGCGAGATGTCGCG-3'. (SEQ ID NO : 19)

Estos dos cebadores han permitido amplificar un ADNc (1662 pb) por PCR-TI. La nueva secuencia asi
identificada se bautizd6 como N2Cr2. EI ADNc correspondiente a N2Cr2 codifica un polipéptido de 533
aminoacidos con una masa predicha de 60,5 kDa.

Comparando la secuencia de este ADNc con las secuencias gendmicas disponibles de C. reinhardtii, se advirtio
que corresponde de hecho a una proteina truncada de 65 aminoacidos en su extremo N-terminal.

Se representa la secuencia completa de ADNc de N2Cr2 en la lista de secuencias del anexo con el nimero SEQ
ID NO: 3, y la secuencia polipeptidica deducida con el nimero SEQ ID NO: 4. El ADNc clonado corresponde a
los nucledtidos 196-1857 de la secuencia SEQ ID NO: 3, y codifica un polipéptido correspondiente a los
aminoacidos 67-619 de la secuencia SEQ ID NO: 4.

La proteina codificada por la secuencia de ADNc de 1662 pb clonada, aunque truncada en su extremo N-
terminal, codifica una proteina que presenta eficazmente una actividad de NADH deshidrogenasa y que ha
permitido generar un anticuerpo que reconoce la proteina N2Cr2 en Chlamydomonas, como se ilustra a
continuacion.

Il = Clonacién del gen en pSD80

Se amplificd la region codificante de N2Cr2 de la secuencia de ADNc de 1662 pb por PCR usando los cebadores
correspondientes a las partes N- y C-terminales de la secuencia extendidas por bases adicionales que confieren
los sitios de restriccion EcoRI, Smal y una secuencia codificante de 6-histidina. Se insertaron los sitios EcoR! y
Smal (subrayados) en los cebadores de codificacion (F) e inverso (R), respectivamente en 5’ y 3’ de los codones
de inicio y terminacion. Se insert6 la secuencia codificante de 6-histidina (en cursiva) en el cebador F en 3’ del
codon de inicio de la region codificante de N2Cr2. Las secuencias de los oligonucleétidos son por tanto:

*F-EcoRl:

5-CGGAATTCATGCATCATCATCATCATCATCATAGCCTTGATGGCCAAAAC-3 (SEQ ID NO : 20)

y
*R-Smal:
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5'-TCCCCCGGGTCACACTCGCGAGATGTCGCG-3(SEQ ID NO : 21).

Se digirié el ADNc amplificado con EcoRl'y Smal y se inserté en el vector de expresion pSD80 portador de la
resistencia a carbenicilina (Patel y Dunn, 1995) previamente digerido con EcoRIl'y Smal. Se verifico el plasmido
resultante denominado pSD80-N2Cr2 mediante secuenciacion y se usé después para transformar la cepa DH103
de E. coli por electroporacion. Las células portadoras de pSD80-N2Cr2 se denominan DH10B3(pSD80-N2Cr2). Se
realizé la expresion de N2Cr2 marcado con 6-His en 2 | de medio LB inoculado con 10 ml de un cultivo durante
una noche de DH10B(pSD80-N2Cr2), y se dispuso después (a 140 rpm) a 37 °C en presencia de carbenicilina
(50 pg-ml™). Aproximadamente 4 h después de la inoculacién, habiendo alcanzado las célula una DOgoo nm de
0,5, se inicid la expresion de N2Cr2 marcado con 6-His mediante la adicion de isopropiltio-B-D-galactésido
(IPTG) 100 uM. Se recogieron las células 5 h después de la induccién, se aclararon con 25 ml de medio LB
(centrifugacion a 4355 g, 1 min, 4 °C) y se almacenaron a -80 °C.

Il = Purificacién sobre columna de la proteina marcada

Se realizaron el aislamiento y purificacion por afinidad mediante niquel de N2Cr2-6His segun el protocolo de
BJORKLOF et al. (2000, anteriormente citado). Se descongelaron las células DH10p(pSD80-N2Cr2) en hielo y se
retomaron en tampén EDTA 2,5 mM, PMSF 0,2 mM, Tris-Cl 200 mM, pH 8,0, aproximadamente a 1 g por 10 ml.
Se afiadi6 lisozima y se agité la mezcla durante 1 h sobre hielo. Después de esto, se disgregaron las células
mediante dos pasadas sucesivas por prensa de French (110 MPa). Se centrifugo el lisado a 12.000 g durante 1
h, se recogié después del sobrenadante y se us6 para la purificacion de N2Cr2-6His por cromatografia de
afinidad por niquel, usando una resina Histrap HP (Amersham Bioscience). Se preequilibré la columna con un
tampon que contenia trietanolamina 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 25 mM, pH=7,5 (tampdn A). Después de
cargar la muestra, se aclaré la columna dos veces con dos volimenes de columna de tampén A, después se
aclaro con un volumen similar de Tris-Cl 50 mM, 0,2 % (p/v) de dodecilmaltésido, pH=7,5 (tampdn B) y finalmente
con un volumen de columna de Tris-Cl 50 mM, 0,2 % (p/v) de dodecilmaltésido, CaCl; 10 mM, pH= 7,5 (tampdn
C). Después de este “lavado de calcio”, se aclaro la columna de nuevo con tres volimenes de tampon B y dos
volumenes de tampodn A. Se eluy6 a continuacion N2Cr2-6His usando un gradiente de imidazol realizado a partir
de trietanolamina 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM, pH 7,5. Se desprendié la N2Cr2-6His de la columna
con imidazol aproximadamente 180 mM; se concentré la fraccidén correspondiente por ultrafiltracion usando el
sistema “Amicon Ultra 30 kDa" (Millipore). Se afiadié glicerol para una concentracion final de 50 % (v/v) y se
almaceno la enzima a -80 °C.

IV = Produccién de un anticuerpo contra la proteina recombinante:

Usando el protocolo de purificacion anterior, se obtuvieron 2 mg de proteina. Se verific la pureza de la proteina
sobre gel coloreado con azul de Coomassie y se us6 el material para producir un suero dirigido contra N2Cr2,
mediante la inmunizacién de un conejo.

V — Fraccionamiento celular:

Obtencion de las fracciones totales, mitocondriales y solubles:

Con el fin de determinar la localizacién subcelular de la proteina dentro de las células de Chlamydomonas
reinhardtii, se ha procedido a un fraccionamiento celular que permite separar la fraccién de desechos,
mitocondrias y proteinas solubles. Se ha usado para ello una cepa sin pared celular (CW15) que permite obtener
un fraccionamiento celular “facil” por lisis con prensa de Yeda.

Se centrifugan 400 ml de un cultivo de CW15 en fase exponencial de crecimiento de Chlamydomonas reinhardtii
durante 5 min a 500 g a 4 °C; se retoma después el sedimento en 50 ml de HEPES 35 mM, pH 7,2 y se vuelve a
centrifugar durante 5 min a 500 g a 4 °C. Se introduce el sedimento retomado en 12,5 ml de tampodn de lisis
(tricina-NaOH 50 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 5 mM, pH= 8) en una prensa de Yeda para efectuar el
fraccionamiento. Se incuban las células bajo Nz en la prensa durante 6 min a 800 kPa y después se recuperan
gota a gota.

Se centrifuga a continuacion la muestra durante 5 min a 500 g a 4 °C. Se recoge el sedimento en 2 ml de SDS al
1 %. Se centrifuga el sobrenadante a 3220 g durante 8 min a 4 °C. El sedimento contiene tilacoides, que no se
recuperan pues estan contaminados por membranas mitocondriales. Se centrifuga el sobrenadante durante 1
hora a 100.000 g a 4 °C. El sedimento contiene mitocondrias y se retoma en 1 ml de SDS al 1 %. El
sobrenadante constituye la fraccion soluble. Se precipitan las tres fracciones con acetona (al 80 % para las
proteinas totales y de membrana y al 60 % para la fraccion soluble). Se dosifica una muestra de cada fraccion
usando la técnica del acido bicinconinico (kit de ensayo BC, Uptima UP40840A, INTERCHIM).

Extraccion de tilacoides

Con el fin de obtener las fracciones cloroplasticas no contaminadas con membranas mitocondriales, se efectud
una purificacion por gradiente de Percoll (COURNAC et al., J. Biol. Chem., 275, 23, 17256-17262, 2000).
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Para ello, se centrifugan 600 ml de un cultivo de Cw15 en medio de fase exponencial de crecimiento a 500 g
durante 5 min a 4 °C. Se lava el sedimento una vez con 50 ml de HEPES 35 mM a pH= 7,2 y se vuelve a
centrifugar durante 5 min a 500 g a 4 °C. Se retoma el sedimento en 12,5 ml de tampén A (sorbitol 0,3 M, HEPES
50 mM, pH 8,2, EDTA 2 mM, MgCl, 5 mM) y se introduce en la prensa de Yeda durante 3 min a 450 kPa. Se
deposita el material por encima de un gradiente de Percoll (40-60 %) y se centrifuga durante 20 min a 4000 g. Se
recoge el anillo correspondiente a los cloroplastos intactos y se diluye a 10 veces su volumen con tampén A. Se
centrifuga la muestra durante 15 min a 3220 g, se retoma el sedimento con 3,5 ml de SDS al 0,2 % y después se
precipita con acetona al 80 %.

Se dosifica la muestra segun el procedimiento de acido bicinconinico.

VI — Transferencia Western:

Se preparan 100 yg de cada fraccion centrifugando el volumen adecuado durante 10 min a 10.000 rpm vy
resuspendiendo el sedimento en tampon de carga 1X. Se cargan 5 pl (o sea 5 pg) de cada fraccion sobre un gel
de PAGE-SDS al 10 %. Como control, se cargan igualmente aproximadamente 0,1 ug de proteina purificada
sobre el gel. Después de la migracion, se transfieren las proteinas (transferencia semiseca) sobre una membrana
de nitrocelulosa (Life sciences, BioTrace NT).

Se marcan a continuacion las proteinas por inmunotransferencia usando como anticuerpo primario el anticuerpo
obtenido contra la proteina recombinante (AGRO-BIO). La incubacién dura 1 hora a temperatura ambiente. Se
afnade después el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo) acoplado con un fluorocromo durante 1 hora. Se
realiza la deteccion usando el escaner infrarrojo Odyssey de la compaiiia LICOR.

Se ilustran los resultados por la Figura 13.

Se localiza en la fraccion tilacoide la banda que reacciona de manera mas intensa. Es de tamario ligeramente
mayor que la N2Cr2 recombinante producida. Esta diferencia de tamafo es probablemente debida al hecho de
que la proteina recombinante esta truncada en el extremo N con relacién a la secuencia predicha de proteina
madura en Chlamydomonas.

EJEMPLO 7: CLONACION DE AGTUNDH2 EN EL PLASMIDO PXX6 PARA TRANSFORMACION EN
CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

| — Construccién del fragmento para clonar:

Con el fin de poder expresar la proteina Agtundh2 en Chlamydomonas reinhardtii, se cre6 un producto de fusion
entre el gen rbcS2 de Chlamydomonas reinhardtii y el gen Agtundh2 de Agrobacterium tumefasciens. Para ello,
se dispuso la secuencia del péptido de transito de rbcS2 en 5’ del coddn de inicio de Agfundh?2 y se dispuso la
secuencia de la region 3’ UTR de rbcS2 en 3’ del codon de terminacion de Agfundh2, usando la técnica de PCR
de fusion.

Amplificacion del péptido de transito de rbcS2

En un primer momento, se amplific6 el péptido de transito de rbcS2 a partir de ADN gendmico de
Chlamydomonas reinhardtii usando el par de cebadores siguientes:

*N2Ag.Xhol :

CGGCTCGAGATGGCCGCCGTCATTGCCAAG (SEQ ID NO : 22)

Se introdujo el sitio de restriccion de la enzima Xhol (en cursiva) en 5’ del codén de inicio (en negrita) del gen
rbcS2.

*TP.ndh.R:

GACGACAACATGATGTTCTTGCATCTGGTTGGCCTGAGCCGGGGCAGC (SEQ ID NO : 23)

Se indica la region correspondiente a la secuencia del péptido de transito de rbcS2 en cursiva, y aquella
correspondiente a la extension de Agtundh2 en caracteres normales.

- MEZCLA DE REACCION:

Tampén de reaccion especifico 1X

MgSO4 1,5 uM final
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Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 p final

200 ng de ADN

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- CONDICIONES DE AMPLIFICACION:

2 min a 94 °C: 1 ciclo

30sa94°C +1mina60°C + 3 mina68 °C: 30 ciclos

10 min a 68 °C: 1 ciclo

Amplificacion del gen Agtundh2

Se amplifico el gen Agtundh?2 a partir del plasmido pSDN2Ag6H usando el par de cebadores siguientes:
* TP.ndh.F:

GCTGCCCCGGCTCAGGCCAACCAGATGCAAGAACATCATGTTGTCGTC (SEQ ID NO : 24)

Se introdujo una extensién correspondiente al final de la secuencia del péptido de transito de rbcS2 (en cursiva)
en 5’ del coddn de inicio (en negrita) de Agtundh?.

*rbcS2.3.R:

GCTCAGATCAACGAGCGCCTCCATTCAGGCCTCGTCCTTCAGCGTCTC (SEQ ID NO : 25)

Se introdujo una extensién correspondiente al inicio de la secuencia de la regién 3' UTR de rbcS2 (en cursiva) en
3’ del codon de terminacion de Agtundh?2 (en negrita).

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccién especifico 1X
MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP200 pM final

200 ng de ADN

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo

30sa94°C +1mina55°C + 3 min a68 °C: 30 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Amplificacion de la region 3’ UTR de rbcS2:

Se amplificé la regién 3' UTR de rbcS2 a partir de ADN gendémico de Chlamydomonas reinhardtii usando el par
de cebadores siguientes:

rbcS2.3.F
GAGACGCTGAAGGACGAGGCCTGAATGGAGGCGCTCGTTGATCTGAGC (SEQID NO : 26)
N2Ag.Kpnl :

CGGGGTACCCTGCAAATGCTGTCTCCA (SEQ ID NO : 27)
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Para el cebador rbcS2.3'.F, se introdujo una extension correspondiente a la region C-terminal de Agfundh2 (en
cursiva) en 5’ del inicio de la secuencia 3' UTR de rbcS2 (en caracteres normales).

Para el cebador N2Ag.Kpnl, se introdujo el sitio de restriccion de la enzima Kpnl (en cursiva) en 3’ del final de la
secuencia de la regién 3’ UTR de rbcs2 (en caracteres normales).

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccién especifico 1X
MgSO4 1,5 pM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de ADN

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo

30sa94°C +1mina60°C + 3 min a68 °C: 30 ciclos

10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Amplificacion de un fragmento de fusion entre el péptido de transito de rbcs2 y el gen Agtundh2.

Se mezclan los fragmentos de amplificacion correspondientes al péptido de transito de rbcS2 y al gen Agtundh2
y sirven de matriz para la amplificacion del fragmento de fusion que usa el par de cebadores siguientes (véase
anteriormente):

N2Ag.Xhol
rbcS2.3'.R

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccién especifico 1X

MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de fragmento del péptido de transito de rbcs 2
200 ng de fragmento del gen Agtundh2

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo
30 sa94°C +1 minab55°C +6 min a68°C: 30 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Amplificacion del fragmento de fusion entre el péptido de transito de rbcS2, el gen Agtundh2 y la region
3’ UTR de rbcS2:

Se mezcla el fragmento de fusién obtenido anteriormente (péptido de transito de rbcS2 + gen Agtundh?2) con el
fragmento correspondiente a la region 3' UTR de rbcS2 para servir de matriz en la tltima etapa de amplificacion
usando el par de cebadores siguientes: N2Ag.Xhol ; N2Ag.Kpnl.

- Mezcla de reaccion:

Tampon de reaccién especifico 1X
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MgSO4 1,5 uM final

Cebadores 0,5 uM final

Mezcla de dNTP 200 uM final

200 ng de fragmento de péptido de transito + gen Agtundh2
200 ng de fragmento 3’ UTR de rbcS2

1 unidad de Pfx platinum (Invitrogen)

- Condiciones de amplificacién:

2 min a 94 °C: 1 ciclo
30sa94°C +1 mina55°C + 6 min a68°C: 30 ciclos
10 min a 68 °C: 1 ciclo.

Il = Clonaciéon del fragmento de fusién en el plasmido pXX6:

Se digiri6 el producto de fusién con Xhol y Kpnl (New England Biolabs, protocolo recomendado por el
suministrador) y se introdujo por ligamiento (ADN ligasa T4 de New England Biolabs, protocolo recomendado por
el suministrador) en el plasmido pXX6 previamente digerido con Xhol y Kpnl.

El plasmido pXX6 se describe por (FUHRMANN M et al., Plant Mol. Biol., 55, 6, 869-881, 2004). Porta un médulo
de resistencia a ampicilina, una region del promotor fuerte Hsp de Chlamydomonas reinhardtii que optimiza la
transcripcion, el gen dispuesto en 3’, el promotor constitutivo del gen rbcS2 de Chlamydomonas reinhardtii 'y el
primer intron del gen rbcS2 de Chlamydomonas reinhardfii.

Se introdujo a continuacion el producto de ligamiento por electroporacién en dh10p de E. coli.

Se seleccionaron los transformantes resistentes a ampicilina y se verificod la presencia del inserto por extraccion
del ADN plasmidico y digestion con las enzimas Xhol y Kpnl.

Se verific6 a continuacion la construccion por secuenciacion usando los cebadores siguientes: N2Ag.Xhol;
N2Ag.Kpnl; TP.ndh.R; TP.ndh.F; rbcS2.3".F.

Después de verificar que la secuencia y la insercién eran correctas, se usa este plasmido, denominado
pXX6N2Ag, para cotransformar mediante la técnica de perlas de vidrio la cepa CW15 de Chlamydomonas con el
plasmido aphVIII portador de resistencia a paromomicina y la cepa 388 (auxotrofa de arginina) de
Chlamydomonas con el plasmido pArg portador del gen Arg7 codificante de arginosuccinato liasa.
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Gln

tgg
Trp

ES 2535981 T3

cay
Gln

cgc
Brg

toc
Ser
40

tecg
Ser

aac
Bsn

gac
Gly

aaq
Lys

gda
Gly

25
cgt
Arg

gag
Glu

ctc
Leu

goa
Ala

cte
Leu
10

tgc
Cys

caa
Gln

tct
Ser

aag
Lys

atg
Mat

27

gct
Ala

gtc
Val

cga
Arg

teog
Ser

act
Thr
15

Lcg
Ser

gcg
Ala

gqct
Bla

teca
Ser

ageo
Ser
&0

gct
Ala

ttc
Phe

ggc
Gly

gcc
Ala

gtg
Val
45

ccg
Fro

aag
Lys

ot

Leu

tgc
Cys

cac
His
30

acg
Thr

gta
Val

cot
Fro

aag
Lys
15

acc

Thr

act
Thr

tat
Tyr

cgc
Arg

=l==!
Als

cag
Gln

ggc
Gly

gcg
Ala

aco
Thr

ctyg
Leu
80

ctg
Leau

a8

96

144

240

2848



ccg
Pro

aac
Asn

atg
Met

aag
Lys
145

aag
Lys

tgc
Cys

aac
Bsn

aaqg
Lys

Lttt
Fhe
225

ctog
Leu

gcg
Ala

ceo
Pro

cac
His

cag
Gln
305

acc
Thr

tac
Tyx

gag
Glua
130

ggc
Gly

qag
Glu

tte
Phe

aac
Asn

tee
Ser

210

qag
Glu

ctqg
Leu

acg
Ala

aac
Rsn

gtg
Val
290

tte
Phe

agc
Ser

ttc
Phe
115

gag
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

acg
Thr
155

att
Ile

coc
BRrg

.F!l'!q

Thr

gag
Glu

oty
Leu
275

ctg
Leu

aag
Lys

atc
Ile
100

ctg
Leu

cgt
Arg

ttec
Phe

gtg
Val

atg
Met
180

bttt
Fhe

gag
Glu

[sfaded

Ala

ttt
Phe

ctg
Leu
260

gtc
Val

teoeo
Ser

cge
Arg

85

agc
Ser

tac
Tyx

tcc
Ser

tac
Tyr

tgc
Cys
165

age
Ser

gge
Gly

gac
Rsp

gtg
Val
245y

tac

Tyr

aag
Lys

acc
Thr

gcg
Ala

tcg acc
Ser Thr

acg cog
Thr Pro

att gtg
Ile Val
135

gaq gct
Glu Ala
150

tge ttc
Cys FPhe

tac gac
Tyr Asp

atc aag
Ile Lys

goc aac
Ala Asn
215

ctg cct
Leu Pro
230

gtg gtg
v Val

%

gac atg
Asp Met

gac gtg
Asp Val

tac gac
Tyr Asp
285

ggc atc
Gly Ile
31a

ES 2535981 T3

tat

ctg
Len
120

gag
Glu

ctg
Leu

ccg
Pro

gga

200

agg
Arg

gce
Al=

ggc
Gly

atc
Ile

tco
Ser
280

cge

Arg

aag
Lys

gag
Glu
105

ctyg
Leu

coo
Pro

tgc
Cys

gayg
Glu

ctg
Leu

aca
Thr

ggc
Gly

gag
Glu
265

ate

Tle

goo
Alas

ctg
Leu

cte
Leu

ccqg
Fro

gtg
Val

aaqg
Lys

gac
Asp
170

gtc
Val

gac
Asp

cCC
Pro

agc
Gly
250

gag
Glu

cag
Gln

att
Ile

gtc
Val

28

atc
Ile

act
Ala

cgc
Axg

gac
Asp
155

gcg
Lla

atg
Met

cag
Gln

C teg

Ser

gag
Glu
235

cCC
Pro

gac
Asp

gtg
Val

age
Ser

cte
Leu
315

gtc
Val

gtyg
Val

2ac
Asn
140

att
Ile

tac
Tyx

cgc
Aryg
220

gag
Glu

acg
The

ctc
Leau

gtg
Val

ctg
Leu
300

aac
Asn

gte
Val

gcg
Ala
125

ttc
Phe

gac
Asp

cta
Leu

gtc
Val

tgc
Cys
205

Val

gag
Glu

ggc
Gly

Lo
Ser

gag
Glu
285

tac

Tyr

agt
Ser

tcg
Ser
110

acc
Thr

atc
Ile

ccg
Pro

gac
Asp

agt
Gly
130

ttc
Fhe

teog
Ser

cge

Arg

gtg
Val

asg
Lys
270

ctg
Leu

acc
Thr

cat
Arg

35

cct
Fro

gga
Gly

gtg
val

gtc
Val

agc
Ser
175

tca
Ser

tac
Tyr

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu
255

ctc
J

atg
Met

goo
nla

gtg
Val

eqgo
Arg

acc
Thr

ggc
Gly

gco
Ala
1&0

goo
Ala

atg
Val

ttc
Phe

tgc
Cys

aaqg
Lys
240

gtg
Val

tac
Tyr

gac
Asp

gag
Glu

gcg
hla
320

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

16

864

912

960



tcc
Ser

gtc
Val

aac
Asn

ttc
Phe

ggc
Gly
385

gcg
Ala

gat
Asp

tcc
Ser

caa
Gln

ccg
Pro
465

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

gtg

=

Val

gac
Asp

ccg
Pro

agyg
Arg
370

tcc
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

acc
Thr
450

gcg
Ala

gtg
Val

att
Ile

cag
Gln

aac
Asn
530

atc

Ile

gag
Glu

atc
Ile

ctg
Leu
358

tct
Ser

atc
Ile

gac
Asp

cgc
Arg

gag
Glu
435

ggce
Gly

'gat

Asp

ctg
Leu

ctt
Leu

gtg
Val
515

cgc

Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
340

gtg
Val

gtg
Val

tgg
Trp

tat
Tyx

cta
Leu
420

tte
Phe

gtc
Val

gcg
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
500

gcc
Ala

gtc
Val

ccce
Pro

ggc
Gly
325

ttt
Phe

<€gg
Arg

ctg
Leu

gcg
Ala

gcc
Ala
405

agc
Ser

agc
Ser

aag
Lys

gcg
Ala

gac
Asp
485

aag

Lys

aac
Asn

acg
Thr

ttc
Phe

gtg
Val

ggc
Gly

cag

‘Gln

aca
Thr

ctg
Leu
390

gag
Glu

ttg
Leu

cac
His

cgc
Arg

gcg
Ala
470

ggc
Gly

gtg
Val

cag
Gln

gdg9
Gly

agg
Arg

gtg
val

gcg
Ala

ctg
Leu

gat
Asp
375

ggc
Gly

cag
Gln

gag
Glu

ctg
Leu

ttc
Phe
455

gcg
Ala

aat
Asn

gac
Asp

cag
Gln

gcc
Ala
535

tac
Tyxr

ES 2535981 T3

c€gg
Arg

tgt
Cys

cag
Gln
360

gac
Asp

gac
Asp

ctg
Leu

gag
Glu

gag
Glu
440

ggc
Gly

gcg
Ala

acg
Thr

aag
Lys

ggc
Gly
520

ccg
Pro

ttc
Phe

gtg
val

gtg
val
345

gag
Glu

tgc
Cys

gcc
Ala

ttt
Phe

ctg
Leu
425

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly
505

aag

Lys

gag
Glu

cac
His

gtg
Val
330

tgg
Trp

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

gag
Glu
410

cgg
Arg

cac
His

ctg
Leu

agc
Ser

atc
Ile
490

ctt
Leu

tac
Tyxr

ctg
Leu

aag
Lys

29

aac
Asn

gcc
Ala

ctg
Leu

cgc
Arg

acc
Thr
395

cag
Gln

gtg
Val

gcg
Ala

gtc
Val

aac
Asn
475

tcc

Ser

cgc
Arg

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

aag
Lys

act
Thx

ccg
Pro

gte
Val
380

att
Ile

gce
Ala

ctg
Leu

cgc
Arg

gce
Ala
460

agc
Ser

aag
Lys

gcg
Ala

gcg
Ala

gca
Ala
540

tcg
Ser

gcc
Ala

ggc
Gly

ggg
Gly
365

aag
Lys

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

tte
Phe
445

aag

Lys

agc
Sexr

gag
Glu

ctg

Leu

gcg
Ala
525

gcg
Ala

gcc
Ala

aac
Asn

atc
Ile
350

cag
Gln

ggc

Gliy

cag
Gln

acc
Thr

aac
Asn
430

ctg
Leu

tcg
Ser

cag
Gln

cag
Gln

cct
Pro
510

gtg
Val

ctg
Leu

gcce
Ala

gag
Glu
335

gcc
Ala

agc
Ser

agc
Ser

cce
Pro

aac
Asn
415

acc
Thr

gac
Asp

cte
Leu

ccc
Pro

ttc
Phe
495

gcce
Ala

ttt
Phe

gcg
Ala

tac
Tyr

agce
Ser

atg
Met

cac
His

gac
Asp

aag
Lys
4100

cgc
Arg

gca
Ala

agc
Ser

agt
Ser

ttt
Phe
480

aag
LyS

acg
Thr

gcg
Ala

gac
Asp

gtg

=7

Val

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680



545

gge
Gly

gge
Gly

ttc
Phe

aag
Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

agc
Ser

acg
Thr

tcc
Ser

atc
Ile
610

4

gac
Asp

ggc
Gly

tte
Phe
595

ttt
Phe

618

PRT

aag
Lys

gcg
Ala
580

cgce

Arg

ggce
Gly

gcc
Ala
565

ggc
Gly

aac
Asn

cgc
Arg

550

gtg
Val

ttt
Phe

cag
Gln

gac
Asp

ttc
Phe

gtg
Val

tgt
Cys

atc
Ile
615

Chlamydomonas reinhardtii

4
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gac
Asp

tgg
Trp

ctg
Leu
600

tcg
Ser

ctg
Leu

aag
Lys
585

gtc
Val

cga
Arg

ccc
Pro
570

agc
Ser

gce
Ala

gtg
Val

30

555

aag
Lys

tac
Tyxr

gcc
Ala

tga

ttc
Phe

gag
Glu

gac
Asp

999
Gly

acg
Thr

tgg
Trp
605

ccg
Pro

atg
Met
590

ctg
Leu

cte
Leu
575

tcg

Ser

cgc
Arg

560

acg
Thr

cag
Gln

acc
Thr

1728

1776

1824

1857
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Met Asn Met Leuw Leu Gln Gln Gln Lys Leu Ala Ala Gly Cys Lys Gln
Arg Ser Val Rla Gln Pro Ser Arg Gly Cys Val Ala Ala His Thr Gly
20 25 30
Leu Arg Ser Gly RBrg Val Rla Ser Arg Gln Arg Ser Val Thr Thr Als
35 40 45
Val Met Thr PFro Fro Rla Lys Ser Glu Ser Ser Ser Pro Val Tyr Thr
50 55 ]
Thr Met Ser Leu Rsp Gly Gln Asn Leu Lys Thr Ala Lys Pro Arg Leu
65 70 15 80
Val Val Leun Gly Ser Gly Trp Gly Ala Met Ser Phe Leu Lys RAla Leun
BS =4] 95
Fro Thr Ser Ile Ser Ser Thr Tyr Glu Leu Ile Val Val Ser Pro &rg
100 105 110
Asn Tyr Phe Leu Tyr Thr Pro Leu Leu Pro Ala Val Ala Thr Gly Thr
115 120 125
Met Glu Glu Arg Ser Ile Val Glu Pro Val Arg Rsn Phe Ile Val Gly
130 135 : 140
Lys Gly Glu Phe Tyr Glu Ala Leu Cys Lys Asp Ile Asp Pro Val Ala
145 150 155 1ed
Lys Glu Leu Val Cys Cys Phe Pro Glu Asp Ala Gly Leu Asp Ser Ala
165 170 175
Cys Phe Lys Met Ser Tyr Asp Val Leu Val Met RAla Val Gly Ser Val
180 185 150
Asn Rsn Thr Phe Gly Ile Lys Gly Val Asp Gln Tyr Cys Phe Tyr Fhe
185 200 205
Lys Ser Ile Glu Asp Ala Asn Rrg Leu Arg Ser Arg Val Ser Glu Cys
210 215 220
FPhe Glu Arg Ala Ala Leu Pro ARla Thr Pro Glu Glu Glu Arg Lys Lys
225 230 235 ' 240
Leu Leu Thr Phe Val Val Val Gly Gly Gly Fro Thr Gly Val Glu Val
245 250 255
Ala Rla Glu Leu Tyr Esp Met Ile Glu Glu 2sp Leun Ser Lys Leu Tyr

31



Pro
His
Gln
305
Ser
Val
Asn
Fhe
Gly
385
Bla
Bsp
Ser
=1ln
Fro

465
Ala

Rla
Gly

Lys
545
Gly

Gly
Fhe-

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asn
Val
290
Phe
Val
Rsp

Pro

Arg
370
Ser
Leu
Gly
Lys
Thr
450
Bla
Val
Ile
Gln
Asn
530
Ile
Ser
Thr

Ser

Ile
610

5
27

Leu
275
Leu
Lys
Glu
Ile
Leu
355
Ser
Ile
Asp
Arg
Gla
£33
Gly
Asp
Leu
Leun
Val
515
Arg
Lys
Asp
Gly
Phe

595
Phe

ADN

Artificial

260
Val

Ser
Arg
Rsp
Lys
340

Val

Val

Tyr
Leu
420
Fhe

Val

Ala

Gly
500
Ala
Val
Pro
Lys
Ala
580
Arg

Gly

N2Ag.mfe.F

5

Lys
Thr
BAla
Gly
325
Fhe
Arg
Leu
Ala
Rla
405

Ser

Ser

. Asp

485
Lys

Asn
Thr
Fhe
Ela
585
Gly

Asn

Arg

Asp
Tyr
Gly
310
Val
Gly
Gln
Thr
Leu
390
Glu
Leun
His
Arg
Ala
470
Gly
Val
Gln
Gly
Arg
550
Val
Fhe

G1ln

Asp

Rsp
295
Ile
Val
nla
Leu
Asp
375
Gly
Gln
Glu
Lie=u
FPhe
455
Ala
Asn
Aspo
Gln
Ala
535
Tyr
Fhe
Yal

Cys

Ile
Bls

ES 2535981 T3

Ser
280
Erg

Lys

Gln
360
Asp

Asp
Leu
Glu
Glu
440
Gly
Ala
Thr
Lys
Gly

520
Fro

Asp
Terp
Leu

e00
Ser

265
Ile

Ala
Leu
Val
Val
3435
Glu
Cys
Ala
Fhe
Leu
425
Glu
Gly
Ala
zlu
Gly
05
Lys
Glu
His
Leu
Lys
58S

Val

Arg

Gln
Ile
Val
Val

330
Trp

Lys
Met
Bla
Glu
410
Arg
His
Leu
Ser
Ile
480
Leu
Tyr
Leu
Lys

Iro
570
Ser

Bla

Val

32

Val
Ser
Leu
315
Bsn
Ala
Lan
Arg
Thr
395
Gln
Val
Ala
Wal
As=n
1758
Ser
Arg
Leu
Rszp

Gly
355
Lys
Tyr

Ala

Val
Leu
300
Asm
Lys
Thr
Fro
Val
340
Ile
Ala
Leu
Arg
hla
460
Ser
Lys
Ala
Ala
Rla
540
Ser
Fhe

Glu

Asp

Glu
285
Tyr
Ser
hEla
Gly
Gly
365
Lys
Asp
hep
Leu
Fhe
445
Lys
Serx
Glu
Leu
Ala
525
Ala
Ala
Gly

Thr

Trp
605

270
Leu

Thr

Asn
Ile

350
Gln

Gly
Gln
Thr
430
Leau
Ser
Gln
Gl
Fro
510
Val
Leu
Ala
Fro
Met

580
Leu

Mat
Bla
Val
Glu
335
Ala
Ser
Ser
Fro
Asn
415
Thr
Asp

Leu

Phe
495
Ala
Phe
Ala
Tvr
Leu
575

Ser

Rrg

Asp
Glu
Ala
320

Ser

Met

Asp

Lys
400

Phe
480
Lys
Thr
Ala
Asp
YVal
5a0
Thr

Gln

Thr
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cgocaaltiga tgcaagaaca tcatgtt 27

<210> 6
<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> N2Ag.6His.PstR

<400> 6

aaaactgcag tcaatgatga tgatgatgat gggeoctcgte cticageg

<210> 7

<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> PSDB80.F
<400> 7

gagctgttga caattaat

<210> 8
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> PSD80.R

<400> 8

aggacgggtc acacgoge

<210> 9
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> N2Ag.307.F

<400> 9

tggccaccgg cgegegt

<210> 10
<211> 18

18

17

33

48
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<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

ADN
Artificial

N2Ag.650.f
10

tgcgaaggaa gegettga 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

11

17
ADN
Artificial

N2Ag.901.R
11

ttcctgattg accgegg 17

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

12

27
ADN
Artificial

ndhAgTu.F
12

tccocococggga tgcaagaaca tocatgit

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13

27
ADN
Artificial

ndhAgTu.R
13

cocgcaatigt caggectcgt ccticag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

14

24
ADN
Artificial

N2Ag.Ncol

ES 2535981 T3
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27
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<400> 14

atggaagaac atcatgtigt cgic 24

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> N2Ag.Xbal
<400> 15

ccgictagat caggectegt cottcagegt 30
<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> N2Ag.E203Q.R
<400> 16

agggccggcc tgcacaagea a 21

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial
<220>
<223> N2Ag.E203Q.F
<400> 17
ttgcttgtgc aggocggoco t 21
<210> 18
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial
<220>
<223> N2Cr2.F
<400> 18

atgcatagcc ttgatggcca aaac 24

<210> 19
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<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> N2Cr2.R
<400> 19
tcacactcgc gagatgicge g
<210> 20
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> F-EcoRl
<400> 20

ES 2535981 T3

21

cggaattcat goeatcatcat catcatcatc atagccefttga tggocaaaac

<210> 21
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> R-Smal
<400> 21

tcocoococgggt cacactcgog agatgicgeg 30

<210> 22

<211> 30

<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> N2Ag.Xhol
<400> 22

cggcicgaga tggoogocgt cattgocaag 30

<210> 23
<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

36
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<223> TP.ndh.R
<400> 23

ES 2535981 T3

gacgacaaca tgatgtictt gcatctggtt ggectgagec ggggeage 48

<210> 24
<211> 48
<212> ADN
<213> Attificial
<220>

<223> TP.ndh.F
<400> 24

gctgoococcgg ctcaggeocaa ccagatgcaa gaacatcatg tigtogte 48

<210> 25

<211> 48

<212> ADN
<213> Attificial
<220>

<223> rbcS2.3'.R
<400> 25

gctcagaica acgagcgcct ccattcagge ctegtoctic agegtcic 48

<210> 26

<211> 48

<212> ADN
<213> Attificial
<220>

<223> rbcS2.3'.F
<400> 26

gagacgctga aggacgaggc cigaatggag gogetcgttg atctgage 48

<210> 27

<211> 27

<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> N2Ag.Kpnl
<400> 27

cggggtaccc tgcaaatgcet gtctcca

27

37
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para incrementar la capacidad de un alga verde de producir hidrégeno, caracterizado
porque comprende la transformacion de dicha alga por un polinucleétido que codifica una NAD(P)H
deshidrogenasa de tipo Il (NDH-II), y la expresion de dicha NDH-II en dicha alga, en el que dicha NDH-II:

“yn

presenta al menos un ejemplar del motivo de consenso GxGxxG en que “G” representa una glicina y “x
representa un aminoacido cualquiera,

tiene la capacidad de catalizar la reduccion de quinonas de las cadenas de transferencia de electrones
mediante la oxidacion de NADH o NDPH usando un cofactor flavinico, y

es, en su forma activa, un monémero de 30 a 60 kDa o un homodimero.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicha NDH-II es una NDH-II mutante
obtenida a partir de una NDH-II que usa preferiblemente NADH, mediante sustitucion del residuo glutamato
o aspartato situado al final de la segunda lamina  del motivo B-a-B de enlace de nucleétidos piridinicos por
un residuo polar neutro.

Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque dicha NDH-II se
elige entre:

la NDH-II Agtundh2 de Agrobacterium tumefaciens, definida por la secuencia SEQ ID NO : 2, o una
NDH-II mutante obtenida a partir de Agtundh2 por sustitucién del residuo de glutamato en posicién 201
de la secuencia SEQ ID NO: 2 por un residuo de glutamina;

la NDH-II N2Cr2 de Chlamydomonas reinhardtii, definida por la secuencia SEQ ID NO: 4, o por un
fragmento de la misma que comprende los aminoacidos 67-619 de la secuencia SEQ ID NO: 4, o una
NDH-II mutante obtenida a partir de N2Cr2 por sustitucion del residuo de glutamato en posicion 285 de
la secuencia SEQ ID NO: 4 por un residuo de glutamina.

Alga verde transformada por un nucleétido que codifica una NDH-II tal como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

Uso de un alga verde segun la reivindicacion 4 para la produccion de hidrogeno.
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