Клонирование АТФазы Р-типа морской микроводоросли Dunaliella maritima
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Микроводоросли, обитающие в соленых средах, поддерживают низкие внутриклеточные концентрации Na+ за счет функционирования в плазматических мембранах (ПМ) Na+-транспортирующих АТФаз Р-типа. Для некоторых морских водорослей (Heterosigma akashiwo, Porphyra yezoensis) было показано наличие Na+-АТФаз, схожих с Na+,K+-АТФазами животных клеток. Для морской микроводоросли Dunaliella maritima функционирование Na+-АТФазы Р-типа было убедительно продемонстрировано в экспериментах на выделенных везикулах ПМ. Была поставлена задача клонировать Na+-АТФазу из D.maritima с целью дальнейших исследований по экспрессии и функциональной активности этого фермента. На основе двух наиболее консервативных аминокислотных мотивов АТФаз Р-типа - DKTGTLT и TGDGVND, были созданы вырожденные нуклеотидные последовательности-праймеры, которые были использованы для поиска Na+-АТФазы D.maritima методом полимеразной цепной реакции. С использованием подобранных праймеров, на матрице тотальной РНК из D.maritima  методом ОТ-ПЦР был амплифицирован фрагмент ДНК размером около 800 нуклеотидов.  Секвенирование показало, что полученный фрагмент идентичен срединному фрагменту H+-АТФазы плазматической мембраны экстремально галотолерантной микроводоросли D. salina (ABB88698.1).

Проведенный параллельно анализ пяти транскриптомов родственного солеустойчивого вида D. tertiolecta  не обнаружил у этой микроводоросли АТФаз, которые можно было бы однозначно отнести к группе Na+-АТФаз. Вместе с тем, были обнаружены последовательности, содержащие ORF АТФаз, относящихся к различным группам АТФаз Р-типа: IB (переносчики тяжелых металлов), IIA (Ca2+-АТФазы), IIIA (H+-АТФазы), IV (флиппазы), V (катион-транспортирующие АТФазы с неопределенной специфичностью). Две найденные in silico H+-АТФазы D.tertiolecta (HA1Dte и HA2Dte) существенно различаются по аминокислотной последовательности: HA1Dte (1131 а.о.) схожа с известными и функционально изученными H+-АТФазами высших растений, а HA2Dte (923 а.о.) схожа с функционально не изученной H+-АТФазой из экстремально галотолерантной водоросли D. salina (ABB88698.1). Мы предположили, что из двух Н+-АТФаз, транскрипты которых найдены в транскриптоме D.tertiolecta, один фермент (HA1Dte) переносит протоны, тогда как другой (НА2Dte), возможно, не является Н+-АТФазой, а  переносит ионы Na+. Следует отметить, что клонированный ранее фрагмент АТФазы D.maritima также идентичен и срединному фрагменту HA2Dte.  
Для проверки гипотезы была поставлена задача клонировать АТФазу из D.maritima, гомологичную HA2Dte, с целью дальнейших исследований по экспрессии и функциональной активности этого транспортного фермента. Исходя из схожести нуклеотидных последовательностей АТФаз D.maritima, D.tertiolecta и D. salina, на основании известных последовательностей последних двух видов были подобраны праймеры для амплификации кДНК (~2900 п.н.) содержащей ORF HA2 D.maritima. С этими праймерами была амплифицирована последовательность ~2900 п.н., которая была клонирована в векторе pYES2 для последующего функционального анализа. На основании полученной последовательности HA2 D.maritima были подобраны праймеры для экспериментов по оценке уровня экспрессии этого гена при разных условиях засоления методом ПЦР в реальном времени. Исследование поддержано РФФИ, гранты № 13-04-01098, №16-04-01544.
