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1. INTRODUCCION



1.1. LAS CIANOBACTERIAS
1.1.1. Caracteristicas generales de las cianobacterias.

Este grupo de bacterias se caracteriza por llevar a cabo una fotosintesis
oxigénica similar a la de proclorofitas y plantas superiores (Stanier y Cohen-
Bazire, 1977), siendo su aparato fotosintético muy similar al de cloroplastos,
tanto en su aspecto funcional como estructural. Sin embargo, aunque las
proclorofitas, consideradas cianobacterias, poseen clorofila b, al igual que los
cloroplastos (Burger-Wiersman y Post, 1989; Morden y Golden, 1991}, el resto de
las cianobacterias carece de ésta, presentando pigmentos antenas alternativos
denominados ficobilinas (Sherman et al., 1987), los cuales aparecen también en
los cloroplastos de algas rojas (Wolfe et al., 1994).

Desde el punto de vista morfolégico, se sitia a las cianobacterias dentro
de las bacterias Gram (-), debido a la existencia en su pared de una membrana
externa y una capa de peptidoglicano (Woese, 1987) y se dividen
fundamentalmente en 2 grupos, segin la clasificacién mds aceptada (Rippka et
al., 1979). Estos son: unicelulares, secciones I y II, segiin presenten divisién por
fisién binaria o muiiltiple, y filamentosas, secciones III, IV y V, segin no formen
heterocistos (III) o si, con divisién en uno (IV) o0 m4s planos (V).

En cuanto a su crecimiento, la mayoria de las cianobacterias son
autétrofas estrictas, si bien algunas especies son capaces de vivir
mixotréficamente (utilizan azicares como fuente de carbono y energia a la vez que
realizan la fotosintesis), fotoheterotréficamente (utilizan sustratos orgdnicos,
manteniéndose inhibido el flujo no ciclico electrones), o heterotréficamente (en
oscuridad y usando sustratos orgdnicos) (Rippka et al., 1979). Como fuente de
nitrégeno utilizan nitrato, nitrito y amonio, aunque algunas tienen ademds, la
capacidad de fijar dinitrégeno (Rippka et al., 1979). La nitrogenasa, enzima
encargada de esta fijacién, es extremadamente sensible al oxigeno, por lo que en
algunas cianobacterias existen células especializadas, denominadas heterocistos,
donde no se realiza la fotosintesis oxigénica, al carecer de fotosistema II (Wolk,
1982) y en otras, se produce una separacién temporal entre los procesos de
fijacién de dinitrégeno y de fotosintesis (Mitsui et al., 1986). La asimilacién de
estas fuentes nitrogenadas estd directamente relacionada con la sintesis de
esqueletos carbonados, lo que implica la fijacién de CO,, fundamentalmente a
través del ciclo reductivo de las pentosas fosfato (Stanier y Cohen-Bazire, 1977),
si bien existe una segunda via a través de la fosfoenol piruvato carboxilasa
(Weathers y Allen, 1978) y posteriormente a través del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos, el cual es incompleto debido a la carencia de las actividades
2-oxoglutarato deshidrogenasa y succinil-CoA sintetasa (Pearce et al, 1969;
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Stanier y Cohen-Bazire, 1977), teniendo un papel biosintético en la formacién de
 aminodcidos (Stanier y Cohen-Bazire, 1977).

Las cianobacterias utilizan la ferredoxina como donador de electrones en
miiltiples reacciones, tal como la fotoreduccién del NADP*, reduccién de nitrato y
nitrito, sintesis de glutamato y otros procesos redox. Esta proteina presenta una
masa molecular de aproximadamente 11 kDa y un centro [2Fe-2S]y puede ser
sustituida en algunas de sus funciones por flavodoxina (flavoproteina de
aproximadamente 22 kDa que contiene FMN), cuya sintesis se induce en
condiciones de deficiencia de hierro, como ocurre en la transferencia de electrones
desde las membranas fotosintéticas hasta la FNR (Bottin y Lagoutte, 1992;
Pueyo y Gémez-Moreno, 1993; Razquin et al., 1994).

Los estudios evolutivos, basados en el andlisis de secuencias génicas
nucleares y cloroplastidicas de plantas, evidencian un origen cianobacteriano del
cloroplasto (Giovannoni et al., 1988; Douglas y Turner, 1991), lo que apoya la
teoria endosimbionte (Gray, 1989), aunque el estudio de las distancias evolutivas
a partir de secuencias de RNA 16S, ha permitido establecer que de las cinco
secciones las II, IV y V son las m4ds homogéneas desde un punto de vista
filogenético (Giovannoni et al., 1988).

El organismo utilizado para realizar este trabajo, Synechocystis sp. PCC
6803, es una cianobacteria unicelular perteneciente a la seccién taxonémica I, que
puede crecer en condiciones de fotoautotrofia, mixotrofia, fotoheterotrofia y
heterotrofia (Rippka et al, 1979; Anderson y McIntosh, 1991). Esta
cianobacteria, al igual que el resto, es poliploide y posee en torno a 12 copias
cromosémicas por célula (Labarre et al.,, 1989), presentando una capacidad
natural para ser transformada con DNA fordneo (Gregorieva y Shestakov, 1982),
lo que la hace un organismo idéneo para llevar a cabo estudios genéticos y de
biologia molecular. El genomio de esta cianobacteria estd siendo secuenciado en
su totalidad (Kotani et al., 1995), lo que permitird disponer del mapa genético
completo y de la secuencia de todos sus genes, herramienta idénea para llevar a
cabo estudios encaminados a la clonacién y mutagénesis de los mismos y a un
andlisis completo de la organizacién génica de un organismo fotosintético.

1.1.2. Metabolismo del nitrégeno en cianobacterias.

Las cianobacterias utilizan como fuente de nitrégeno nitrato y amonio y
algunas especies, urea y determinados aminodcidos (Guerrrero y Lara, 1987;
Flores y Herrero, 1994; Montesinos et al., 1995), asi como dinitrégeno las especies
de cianobacterias fijadoras.

La asimilacién de las distintas fuentes inorgdnicas nitrogenadas ocurre a
partir de la forma mds reducida, el amonio, el cual es incorporado a los
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esqueletos carbonados mediante la accién secuencial de la glutamina sintetasa
(GS) y glutamato sintasa (GOGAT), en la ruta que se conoce abreviadamente
como ciclo GS-GOGAT (Meeks et al., 1977; 1978). Este proceso requiere la
utilizacién de 2-oxoglutarato, sintetizado por la accién de la isocitrato
deshidrogenasa (IDH), asi como ATP y dos equivalentes de poder reductor
aportados por la ferredoxina reducida. Este reductor es necesario también para
las actividades nitrato (2 electrones) y nitrito reductasa (6 electrones), lo que hace
de la asimilacién de nitrato un proceso tipicamente fotosintético (Candau et al.,
1976; Marqués et al, 1992). El amonio provoca, ademds, la represién de otros
sistemas de asimilacién de nitrégeno, tales como el de nitrato o el de dinitrégeno,
en el caso de las especies fijadoras (Flores y Herrero, 1994).

La utilizacién de 2-oxoglutarato, por la ruta GS-GOGAT o por la accién de
la glutamato deshidrogenasa (GDH), relaciona directamente la asimilacién del
nitrégeno con el metabolismo del carbono. En algunas cianobacterias existen
enzimas con actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) (Neilson y Doudoroff,
1973), habiéndose encontrado en Synechocystis sp. PCC 6803 una dependiente de
NAD, NAD-GDH y otra de NADP, NADP-GDH (Florencio et al., 1987; Chdvez y
Candau, 1991), codificada esta ltima por el gen gdhA (Chédvez et al., 1995). Las
enzimas IDHs han sido caracterizadas en las cianobacterias Synechocystis 6803 y
Anabaena 7120, habiéndose clonado los genes correspondientes, icd (Muro-Pastor
y Florencio, 1992; 1994; Muro-Pastor et al., 1996).

La asimilacién de nitrato ocurre mediante un proceso que requiere el
transporte activo del mismo al interior celular (Flores et al., 1983; Lara et al.,
1987; Rodriguez et al., 1992) y su posterior reduccién hasta amonio, mediante la
accién de las enzimas nitrato y nitrito reductasas (Manzano et al., 1976;
Candau, 1979; Guerrero et al., 1981). El nitrato y el nitrito se transportan de
forma activa a través de un sistema multicomponente de 4 polipéptidos,
productos de los genes nrtA, nrtB, nrtCy nrtD (Omata et al., 1993), los cuales
forman una unidad transcripcional con los genes estructurales para la nitrato
(narB) y nitrito reductasas (nirA) en Synechococcus 7942 (Luque et al. (1992;
Omata et al., 1993) y Anabaena 7120 (Frias et al., en preparacién). En el caso de
Synechocystis 6803, éstos genes no forman una unidad transcripcional similar a
la comentada anteriormente, pues el gen para la nitrato reductasa se encuentra
alejado del resto (datos obtenidos de la secuencia del genomio de Synechocystis).
En Synechococcus 7942 se han encontrado dos genes, nirB y nicB, delante del
operén nirA, los cuales forman una unidad transcripcional, habiéndose sugerido
que nirB se requiere para la mdxima expresién de la actividad de la nitrito
reductasa y que ntcB regula la utilizacién de fuentes de nitrégeno, controlando la
expresién de genes implicados en el metabolismo del mismo (Suzuki et al., 1995).
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En todas las cianobacterias estudiadas, el amonio inhibe el transporte de
nitrato (Ohmori et al., 1977; Flores et al., 1989; Lara et al., 1987) y reprime la
transcripcién del operén nirAnrtABCDnarB (Suzuki et al., 1993; Luque et al.,
1994) y nirBntcB(Suzuki et al., 1995). Cuando la ruta GS-GOGAT es inhibida por
MSX (GS) o azaserina (GOGAT) se suprimen, ambos efectos del amonio,
sugiriendo que son productos de metabolizacién del mismo, a través de esta ruta,
los responsables de esta represién (Flores y Herrero, 1994).

Las cianobacterias presentan una glutamina sintetasa tipicamente
procaridtica, GSI, que ha sido bien caracterizada, presentando estructura
dodecamérica y requerimiento de cationes divalentes para su actividad (Sampaio
et al., 1979; Florencio y Ramos, 1985; Mérida et al., 1990). El gen estructural de
esta enzima, gin4, ha sido clonado en varias cianobacterias tanto unicelulares
como filamentosas. Recientemente, en la cianobacteria Synechocystis 6803 se ha
localizado una segunda enzima con actividad glutamina sintetasa, GSIII, cuyo
gen estructural, ginN ha sido clonado y secuenciado (Reyes y Florencio, 1994). El
andlisis de la existencia de este gen en las otras especies de cianobacterias,
muestra que éste se halla presente sélo en cianobacterias no fijadoras de
dinitrégeno (Reyes y Florencio, 1994).

La actividad de la enzima GSI de diversas cianobacterias disminuye
lentamente tras la adicién de amonio a cultivos que utilizan nitrato o dinitrégeno
como fuente de nitrégeno, llegando al 50% a las 10-20 h (Flores y Herrero, 1994).
Sin embargo, en la cianobacteria Synechocystis 6803, la adiciéon de amonio
provoca un fuerte y rdpido descenso de la actividad GS, llegando a un 10% del
nivel inicial a los 20-30 min (Mérida et al., 1991a). Esta inactivacién, que
probablemente supone la unién no covalente a la GSI de una proteina de 14 kDa
(Reyes y Florencio, 1995a), puede ser revertida por eliminacién del amonio del
medio de cultivo o por tratamientos in vitro (Mérida et al, 1991b). La inactivacién
de la GSI se ha detectado, igualmente, en cultivos de Synechocystis 6803
sometidos a oscuridad o incubados con DCMU, pudiéndose prevenir por adicién
de glucosa. Estos resultados sugieren que la actividad de la enzima GSI est4
controlada por el estado redox celular (Reyes et al., 1995b), lo cual se observa
también a nivel de regulacién transcripcional (Reyes y Florencio, 1995b). Una
regulacion similar ha sido descrita para la tiorredoxina de esta misma
cianobacteria, proteina no implicada directamente en el metabolismo del
nitrégeno, aunque si ligada a la fotosintesis (Navarro y Florencio, 1996; Navarro
y Florencio, en preparacién), lo que sugiere una regulacién comin por el estado
redox, de aquellos genes implicados en el metabolismo fotosintético.

Un esquema que resume la interrelacién entre la fotosinteis, fijacion de
CO, y asimilacién de nitrégeno en cianobacterias, figura 1.
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Fig. 1. Principales rutas metabédlicas de asimilaciéon de
nitrégeno y carbono en cianobacterias y su interrelacion con
el proceso fotosintético.

Tanto la actividad GSI como la GSIII, asi como la transcripcién de los
correspondiente genes en Synechocystis 6803, estdn regulados por la fuente de
nitrégeno, produciéndose un incremento de las mismas en condiciones de carencia
de fuente nitrogenada, méds acusado en el caso de la GSIII (gen ginN) y un
descenso en crecimiento con amonio, a diferencia del crecimiento con nitrato
(Reyes y Florencio, 1994).

Se

ha observado también en las cianobacterias Synechococcus 7942 y

Anabaena 7120 Una regulacién negativa por amonio de la transcripcién de los
genes ginA (Luque et al., 1994; Frias et al, 1994; Wei et al., 1994). Una
regulacién positiva en condiciones de carencia de nitrégeno, similar a la observada
para Synechocystis 6803, se observa en diversas cianobacterias, como Anabaena
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7120, Calothrix 7601 y Synechococcus 7942, alcanzdndose un aumento de 2-5
veces en la cantidad del mRNA del gen ginA (Tumer et al., 1983; Elmorjani et al.,
1992; Cohen-Kupiec et al., 1993; Luque et al., 1994).

La actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa (IDH), los niveles de esta
proteina y de transcritos del gen icd, se ven incrementados en condiciones de
estrés de nitrégeno, tanto en Synechocystis 6803 como en Anabaena 7120 (Muro-
Pastor et al., en prensa).

Respecto a las glutamato sintasas de cianobacterias, est4 bien
caracterizada la proteina de Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1992), enzima
dependiente de ferredoxina. La actividad Fd-GOGAT en este organismo aumenta
en carencia de nitrégeno, aunque no se incremente a niveles comparables a los de
la actividad GS en las mismas condiciones. En la cianobacteria Anabaena 7120,
de la cual se ha clonado el gen gitS que codifica la Fd-GOGAT (Martin-Figueroa,
comunicacién personal), se ha determinado una mayor actividad Fd-GOGAT en
crecimiento con dinitrégeno que con nitrato o amonio (Martin-Figueroa et al,
1995). Sin embargo, no queda claro si este aumento de la actividad es debido a
una induccién de la misma en estas condiciones de crecimiento, 0 a un aumento
de actividad Fd-GOGAT en los heterocistos, ya que los estudios previos
realizados con las cianobacterias Anabaena variabilis (Amar et al., 1982) y
Anabaena 7120 (Gupta y Carr, 1981), son contradictorios al respecto.

Se han clonado los genes correspondientes a los activadores
transcripcionales NtcA de Synechococcus 7942 (Vega-Palas et al, 1992),
Synechocystis 6803 y Anabaena 7120 (Frias et al., 1993). La proteina NtcA,
requerida para la completa expresién de las proteinas sujetas a regulacién por
amonio, interacciona con el DNA, habiéndose demostrado su unién a las zonas
promotoras de los genes nirA, ginA y del propio nicA de Synechococcus 7942
(Luque et al., 1994), icd (Muro-Pastor et al., en prensa) y glnA de Synechocystis
6803 (Reyes et al., en preparacién). La estructura consenso para promotores que
requieren NtcA es:

GTA......Ng'....TAC....N,,.....TANST...N4-4 ~ tsp

Se han obtenido mutantes del gen nicA de Synechococcus 7942, incapaces
de inducir la nitrato reductasa, la nitrito reductasa, los sistemas de transporte de
nitrato y amonio y afectados en la cantidad de proteina GS (Vega-Palas et al.,
1990). Igualmente, se ha aislado un mutante del mismo gen de Anabaena 7120,
incapaz de asimilar dinitrégeno o nitrato, no acumula RNAm correspondiente a
los genes de nitrogenasa (nifHDK), nitrito reductasa (nird) y glutamina sintetasa
{glnA) cuando se elimina el amonio del medio de cultivo y no es capaz de
desarrollar heterocistos ni presenta induccién del gen hetR (gen regulador
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requerido para el desarrollo de heterocistos), lo que indica que el desarrollo de
estas células especializadas estd también controlado por NteA (Frias et al.,
1994).

1.2. GLUTAMATO SINTASAS

Las glutamato sintasas catalizan la transferencia reductiva del grupo
amida de la glutamina al 2-oxoglutarato, con la participacién de dos equivalentes
de poder reductor, originando la formacién de dos moléculas de glutamato, de las
cuales una entra de nuevo en la ruta:

Gln + 2-oxoglutarato + 2Fd,.; > 2Glu+2Fd,,

Gln + 2-oxoglutarato + NAD(P)H + H* = 2 Glu + NAD(P)"

Segin la especificidad por el donador inmediato de electrones, se han
dividido en dos grupos, las que utilizan piridin nucleétido NADH-GOGAT, EC
1.4.1.13 o NADPH-GOGAT, EC 1.4.1.14) y las que utilizan ferredoxina (Fd-
GOGAT, EC 1.4.7.1).

Las enzimas dependientes de NADPH estdn formadas por dos
subunidades, la subunidad o (subunidad grande), de 135-170 kDa y la
subunidad B (subunidad pequefia), de 45-55 kDa, las cuales han sido bien
caracterizadas en Escherichia coli, Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium,
Rhodospirillum rubrum y Rhodobacter capsulatus (Miller y Stadmian, 1972; Trotta
et al., 1974; Hemmild y Miéntsilad, 1978; Carlberg y Nordlund, 1991; Vanoni et
al., 1991; Igeniio et al., 1993). Sin embargo, en el caso de la NADIIPH-GOGAT de
E. coli, se ha descrito que la enzima nativa estd compuesta por 4
heterotetrameros aff, con una masa molecular de aproximadamente 800 kDa
(Miller y Stadman, 1972). En A. brasilense, el protémero afi contiene una
molécula de FMN y otra de FAD, ademds de distintos centros sulfoférricos
(Vanoni et al.,, 1991), si bien en el caso de la bacteria fototréfica Rhodobacter
capsulatus E1F1 se ha decrito la presencia de 4 mol FAD y 4 moles de azufre
14bil por mol de dimero de enzima (Igefio et al., 1993). Estudios recientes sobre
la glutamato sintasa de, A. brasilense indican que es la subunidad o la que
presenta FMN y un centro [3Fe-4S]y la subunidad B la que presenta FAD y dos
centros [4Fe-4S] (Vanoni et al., 1996) La existencia del centro {3Fe-4S] ha sido
también descrita para las glutamato sintasas de E. coli (Rendina, 1980),
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Azotobacter vinelandii (Peisach et al., 1979) y Bacillus subtilis (Matsuoka y
Kimura, 1986).

Las NADH-GOGATSs son enzimas monoméricas de aproximadamente 220
kDa, siendo este monémero similar al conjunto de las dos subunidades de las
NADPH-GOGATSs unidas y aparecen tanto en levaduras (Cogoni et al., 1995),
como en plantas (Gregerson et al., 1993) y algas (Miyatake y Kitaoka, 1981;
Madrquez et al., 1984). Sin embargo, en el caso de Saccharomyces cerevissiae, 1a
proteina nativa presenta una masa molecular, calculada por filtracién en gel, de
610 kDa, lo que indica que se trata de un trimero, ya que la subunidad presenta
un tamaiio de 200 kDa (Cogoni et al., 1995). En plantas superiores, la NADH-
GOGAT se ha localizado en tejidos no fotosintéticos, como raiz y nédulos y ha
sido bien caracterizada (Suzuki y Gadal, 1984; Chen y Cullimore, 1988; Anderson
et al., 1989; Gregerson et al., 1993; Lam et al, 1995).

Recientemente ha sido descrita la existencia de dos glutamato sintasas en
la cianobacteria Plectonema boryanum, siendo una dependiente de ferredoxina,
compuesta por una udnica subunidad y otra de NADH, formada por dos
subunidades, a diferencia del resto de NADH-GOGATSs caracterizadas hasta el
momento (Okuhara et al., en preparacién).

Las Fd-GOGATSs son enzimas monoméricas de tamafio comprendido entre
160-180 kDa, equivalentes a la subunidad o de bacterias y presentes tanto en
cianobacterias (Marqués et al., 1992) como en los cloroplastos de algas (Galvan et
al., 1984; Valentin et al., 1993) y de plantas superiores, a diferencia de las
NADH-GOGATSs (Lea y Miflin, 1974; Suzuki y Gadal, 1982; Botella et al., 1988;
Hirasawa y Knaff, 1992; Lam et al., 1995). Una caracterizacién bioquimica de
estas enzimas muestra la presencia de un centro [3Fe-4S] en espinaca (Knaff et
al,, 1991) y en el alga Chlamydomonas reinhardtii (Mdrquez, 1985). En las Fd-
GOGAT's de estos dos organismos se ha determinado la presencia de FAD y FMN
(Hirasawa y Tamura, 1984; Mdrquez et al., 1986), aunque sélo se ha detectado
FMN en el caso de la enzima de la cianobacteria Synechococcus 6301 (Marqués et
al., 1992). Estudios m4ds recientes sobre la Fd-GOGAT de espinaca muestran que
sélo posee 1 FMN por molécula de enzima y no FMN y FAD como previamente se
habia descrito (Hirasawa et al.,1996).

Hasta el momento se han determinado los potenciales de oxido-reduccién
del FMN y del centro [3Fe-4S] de la Fd-GOGAT de espinaca, tanto por medidas
de cambios de absorbancia usando ditionito sédico como reductor y ferricianuro
potdsico como oxidante (para el FMN), como por técnicas de voltametria ciclica
(para FMN y centro sulfoférrico). Ambos grupos son isopotenciales con un valor
E_= -200 + 25 mV y n=2, calculado por la ecuacién de Nernst (Hirasawa et al,
1992; 1996).
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Se han clonado y secuenciado los genes correspondientes a las
subunidades o (gltB) y B (gitD) de las NADPH-GOGATSs de E. coli (Oliver et al.,
1987) y A. brasilense (Pelanda et al., 1992). El gen de la NADH-GOGAT de S.
cerevissiae (GUS) ha sido también clonado (Cogoni et al., 1995) y secuenciado
(Ballario, en preparacién). Han sido igualmente aislados y secuenciados los genes
correspondientes a la NADH-GOGAT de alfalfa (Gregerson et al., 1993), asi como
a la NADH-GOGAT y Fd-GOGAT de la cianobacteria Plectonema boryanum
(Okuhara et al., en preparacién), las Fd-GOGATs del alga roja Antithamnion sp.
(Valentin et al., 1993) y Porphyra purpurea (Reith y Munholland, 1995) y el cDNA
total de maiz (Sakakibara et al.,, 1991) y parciales de espinaca (Nalbantoglu et
al., 1994), tabaco (Zehnacker et al., 1992), cebada (Avila et al., 1993) y pino
(Garcia-Gutiérrez et al., 1995) que codifican la Fd-GOGATSs. Dos ¢cDNAs distintos
de Fd-GOGATS, una en hojas, gen GLU1 y otra en raices, genGLU2, han sido
clonados en Arabidopsis, al igual que el correspondiente a la NADH-GOGAT, gen
GLT1, la cual se encuentra en raices.

Un andlisis comparativo de las secuencias de aminodcidos deducidas,
muestra la existencia de regiones fuertemente conservadas, correspondientes a
los dominios de unién de glutamina, FMN y centro [3Fe-4S] (Sakakibara et al.,
1991; Pelanda et al., 1992). Se ha determinado un espaciamiento caracteristico

de 3 Cys para el centro [3Fe-4S] (se muestra la estructura en la figura 2),
CX;CHX,C, con el que probablemente se coordina.

®

SCys / l

>~ w ——(8)
_®
SCys% ‘v /

S-Cys
Fig. 2. Estructura de la agrupacién sulfoférrica [3Fe-45].
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El papel fisiolégico de las diferentes GOGATSs no estd hasta el momento
bien definido en eucariotas fotosintéticos. Estudios realizados con guisante, hojas
de cebada y plantas de Arabidopsis parecen indicar que las Fd-GOGATs (GLU1
para Arabidopsis) estdn implicadas en la asimilacién primaria del nitrégeno y del
amonio procedente de la fotorrespiracién (Matoh y Takahashi, 1982; Wallsgrove
et al., 1982; Lam et al, 1995). Por el contrario, la NADH-GOGAT, asi como la
segunda Fd-GOGAT (GLU2) de Arabidopsis, pueden ser enzimas auxiliares de la
ruta anterior o funcionar como fuente de sintesis de glutamato para el transporte
intracelular (Lam et al., 1995). El aislamiento de mutantes fotorrespiratorios de
plantas, deficientes en Fd-GOGAT, pero con actividad NADH-GOGAT, asi como
mutantes del gen GLT1 de Arabidopsis, ha permitido establecer el papel
inequivoco de la Fd-GOGAT en la reasimilacién de amonio (Somerville y Ogren,
1980; Kendall et al., 1986; Lam et al., 1995).

En C. reinhardtii se ha sugerido que la Fd-GOGAT es responsable de la
asimilacién y reasimilaciéon del amonio, mientras que la NADH-GOGAT
participaria como enzima auxiliar del ciclo en oscuridad y en condiciones adversas
de crecimiento (Mdrquez et al., 1986a).

Se ha observado un aumento de la actividlad NADH-GOGAT de
Monoraphidium braunii en condiciones de carencia de fuente de nitrégeno (Vigara,
1995), asi como de la actividad Fd-GOGAT de la cianobacteria Synechococcus
6301 en las mismas condiciones (Marqués, 1988). En hojas de maiz se ha
descrito una induccién de la actividad Fd-GOGAT y de la transcripcién del gen
correspondiente, tanto en hambre de nitrégeno (Suzuki et al., 1996) como al
someter éstas a iluminacién (Sakakibara et al., 1991). Un aumento por luz de la
expresiéon del gen GLU1 (FAd-GOGAT) se ha descrito también en Arabidopsis
(Lam et al., 1995), mientras que en pldntulas de pino, el mRNA de la Fd-GOGAT
y la actividad correspondiente aumentan cuando éste crece en oscuridad (Garcia-
Gutiérrez et al., 1995).
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1.3. OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El objetivo de este trabajo fue, en principio, la caracterizacién del gen de
la Fd-GOGAT de Synechocystis 6803, asi como de la proteina correspondiente y el
andlisis de mutantes del mismo.

El descubrimiento de dos enzimas con actividad glutamato sintasa en
esta cianobacteria, llevé a un estudio de los genes correspondientes y a un
andlisis comparativo de los mismos, entre si y con el resto de secuencias de
glutamato sintasas disponibles.

La obtencién de mutantes simples de cada gen y de mutantes dobles
seria la herramienta idénea para intentar analizar la funcionalidad de cada
enzima.

La expresién heteréloga de los genes en E. coli y la caracterizacién de las
correspondientes proteinas nativas y recombinantes nos permitiria determinar la
similitud entre ellas y la funcionalidad de las proteinas recombinantes y, por
tanto, utilizar este sistema para obtener cantidades adecuadas de ambas
proteinas lo que nos permitiria llevar a cabo estudios de estructura-funcién a
partir de la mutagénesis dirigida de residuos criticos de los correspondientes
genes.
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2. MATERIALES Y METODOS



2.1.1. Cianobacterias
2.1.1.1. Estirpes de cianobacterias utilizadas.

La realizacién del presente trabajo se ha centrado en la cianobacteria
Synechocystis sp. PCC 6803, organismo unicelular heterétrofo facultativo y no
fijador de dinitrégeno, perteneciente a la seccién I de la clasificacién taxonémica
de las cianobacterias propuesta por Rippka et al. (1979).

Las estirpes de cianobacterias utilizadas se relacionan en la Tabla 1.

Tabla 1.- Estirpes silvestres de cianobacterias utilizadas en este

trabajo.

Estirpe Seccién? Referencia
Synechocystis PCC 6308 I Rippka et al., 1979
Synechococcus PCC 7942 I Rippka et al., 1979

PCC 6301 I Rippka et al., 1979
Pseudanabaena PCC 6903 III Rippka et al., 1979
Anabaena PCC 7120 v Rippka et al., 1979

ATCC 29413 v Catdlogo ATCC
Nostoc PCC 6705 v Rippka et al., 1979
Calothrix PCC 7601 v Catdlogo PCC
Fischerella UTEX 1829 A" Catdlogo UTEX

a
Seccién taxonémica segin Rippka et al., 1979 (1.1.1).

Las estirpes de Synechocystis 6803 obtenidas en este trabajo y sus
caracteristicas mds relevantes se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Estn'pes de Synechocystls sp. PCC 6803 obtemdas en este

trabaJo .

Estirpe Caracteristicas

SFN1+ gltB:cat, Cm" (+)

SFN1- gltB:cat, Cm' ()

SFN2+ gltSmpt, Kmr *)

SFN2- gltS:npt, Km' (-

SFN3 gltB:cat , CmT; gltS:npt, KmT

no totalmente segregado

a
+/- indican la orientacién del gen de resistencia respecto al gen inactivado. El
signo + indica la misma orientacién y el - la orientacién contraria.

2.1.1.2. Medios y condiciones de cultivo de cianobacterias.

Los medios empleados para cultivar las distintas estirpes de
Synechocystis 6803 y otras cianobacterias empleadas en este trabajo se basan en
el denominado BG11 (Rippka et al., 1979), cuya composicién es la siguiente:

+ BG11
NaNO3 17,6 mM
MgS04 0,30 mM
CaClo 0,24 mM
NagCO3 0,20 mM
Ko HPO4 0,20 mM
H3BO3 46 ntM
Acido citrico 28,5 pM
Citrato férrico-amdnico (15 % Fe) 6 mg/l
MnCly 9,1 pM
Nag-EDTA 2,4 pM
NagMoQOy4 1,6 pM
ZnSO4 0,8 pM
CuS04 0,3 pM
CoClg 0,2 utM

* BG11C: BG11 suplementado con NaHCO3 12 mM.
* BG119C: BG11C sin fuente de nitrégeno combinada.
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Cuando se utiliz6é amonio como fuente de nitrégeno el NaNOg fue
sustituido por NH4Cl a una concentracién de 10 mM o 15 mM, afiadiéndose

tampén TES-NaOH (pH 7,5), a una concentracién final de 20 mM o 30 mM,
respectivamente. Los medios conteniendo todos sus componentes excepto el
tampén TES-NaOH se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 1 atm de
sobrepresién y 121 °C de temperatura (autoclave Selecta modelo P). El tampén
TES-NaOH se esterilizé por filtracién a través de membranas de nitrocelulosa con
poros de 0,22 pm de didmetro suministrados por Millipore (Puerto Rico) o filtros
Acrodisc Gelman (EE.UU.) de 0,2 pm de didmetro de poro.

La adicién de otros compuestos como aminodcidos o antibiéticos se realizé
previa esterilizacién de los mismos por filtracién. Las concentraciones finales de
los distintos antibi6ticos empleados fueron: cloranfenicol, 20 pg/ml y kanamicina
50 pg/ml o 500 pg/ml, segin la estirpe utilizada.

Para someter las células a tratamientos de ausencia de fuente
nitrogenada, se cultivaron en medio BG11C, se recogieron por centrifugacién como
se describe en el apartado 2.1.3. y se lavaron y resuspendieron en medio
BG11gC.

El crecimiento de los cultivos en medio liquido tuvo lugar en condiciones
termostatizadas a 30 °C bajo iluminacién continua de 50 nEm-2s-1,
suministrada por paneles de tubos fluorescentes de luz blanca (Sylvania daylight
F20w/D o similares), bien en condiciones de burbujeo con una mezcla aire-CO2 en
la proporcién 98,5:1,5 (v/v) (en tubos de vidrio de 40 6 150ml, en frascos de Roux
de 750 ml o en botellas de 20 1), o sin burbujeo en matraces Erlenmeyer
incubados a 150 rpm en incubadores orbitales Gallenkamp (Gran Bretafia)
modelo INR.401.010W.

Para las purificaciones y en todos los experimentos fisiolégicos
(determinacién de actividades enziméticas, curvas de crecimiento y extracciones
de RNA para estudios de regulacién transcripcional), se utilizaron cultivos en
medio liquido en las condiciones de burbujeo anteriormente descritas. Para los
aislamientos de DNA, o para los experimentos de transformacién genética se
utilizaron cultivos en matraces.

Para cultivar en medio sélido, se suplement6 al medio liquido con agar a
una concentracién final del 1 %. Para ello, se disolvieron las sales en la mitad del
volumen de agua a utilizar y el agar (Bacto-Agar Difco) en la otra mitad. Una vez
esterilizados todos los componentes, se mezclaron y el medio se veriié en cajas de
Petri a razén de 35 a 40 ml por caja. La utilizacién de antibiéticos y las
condiciones de iluminacién fueron las descritas para los cultivos liquidos.
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2.1.2. Escherichia coli
2.1.2.1. Estirpes de Escherichia coli utilizadas.

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo y los genotipos
correspondientes se recogen en la Tabla 3.

Tabla 8.- Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo.

Estirpe Caracteristicas Referencia
K12 Silvestre Sambrook et al.,
1989

DH5a F-, endAl, hsdR17(mK* 1K), Hanahan, 1983
supE44, thi-1, recAl1 gyrA96, relAl
DlacU169 (f80d-lacZDM15)

MC1061 hsdR, merB, araD139, D(araABC- Meissner et al.,
lent)7679, DlacX74, galU, galK, 1987
rpsL, thi

HB101 SupE44, hsdS20, (rm), recA13 Boyer y Roulland
ara-14, proA2, lacY1, galK2, -Dussoix, 1969
rpsL20, xyl-5, mil-1, merB

CLR207 RecA F-, thi-1, leu-6, his-1, argH1 Mattaj et al.,
gitB31, gdhAl, lacY1, gal-6 1982
xyl-T7, mtl-2, rpsL9, trp, tonA2
tsx-68, supE44, hsdR, (mk* k)

BMH71-18 mutS thi ,supE, Alac-proAB), [mutS::Tn 10] "US.E.
F' [proAB*; laclq lacZ , AM15] mutagenesis

Kit", Pharmacia
(Suecia)

En la tabla 4 se detallan las estirpes de E. coli generadas en este trabajo

con sus caracteristicas mds relevantes.
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Tabla 4.- Estirpes de E. coli generadas en este trabajo.

Estirpe Caracteristicas”

CLR-pFN12 CLR207 RecA conteniendo el pldsmido pFN12
CLR-pFN13 CLR207 RecA conteniendo el pldsmido pFN13
CLR-pFN14 CLR207 RecA conteniendo el pldsmido pFN14
CLR-pFN15 CLR207 RecA conteniendo el pldsmido pFN15
CLR-pFN23 CLR207 RecA conteniendo el plasmido pFN23
CLR-pFN24 CLR207 RecA conteniendo el pldsmido pFN24

*Las caracteristicas de los pldsmidos se indican en la Tabla 5.
2.1.2.2. Medios y condiciones de cultivo de Escherichia. coli.
Como medio habitual de crecimiento de E. coli , tanto en cultivos liquidos

como sélidos, se utilizé el medio Luria-Bertani (L.B) (Sambrook et al., 1989), cuya
composicién es la siguiente:

NaCl 10 gl
Bactotriptona 10 gl
Extracto de levadura 5¢gfl

En el caso del medio sélido, se afiadié agar a una concentracién final del

1,5 % (p/v). El medio completo se esteriliz6 en autoclave como se ha descrito
(2.1.1.2).

El medio SOB (Sambrook et al., 1989) se utiliz6 para cultivos

destinados a la preparacién de células competentes. Su composicién es la
siguiente:

Bactotriptona 20 g/l
Extracto de levadura 5¢g/l
NaCl 10 mM
MgClo 10 mM
MgS04 10 mM
KCl 2,5 mM
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El medio se esteriliz6 en autoclave como ya se ha descrito, excepto las
sales de magnesio, que se esterilizaron separadamente -por -filtracién y “se = -
mezclaron con el resto del medio una vez enfriado.

El medio minimo utilizado en los experimentos de complementacién fue el
descrito por Mattaj et al., 1982. Su composicién es la siguiente:

Tampén fosfato potdsico, pH 7,5 27 mM
NH4Cl 15 mM
NagS04 14 mM
MgSO4 1 mM

Como fuente de carbono se utilizé glucosa o glicerol a una concentracién
final de 27 mM, esterilizados separadamente en autoclave y afiadidos al medio
una vez frios. El medio en forma sélida se preparé afiadiendo agar a una
concentracién final de 1,5 %.

Los antibidticos, esterilizados por filtracién, se afiadian en caso necesario,
a las siguientes concentraciones:

Medio ri Medi .
Ampicilina 100 pg/ml 40 pg/ml
Cloranfenicol 25 pg/ml 5 pg/ml

Los cultivos en medio liquido se realizaron a 37 °C en tubos o matraces
Erlenmeyer de volumen quintuple al del cultivo y con agitacién orbital continua a
200 rpm en aparatos New Brunswick Scientific (EE.UU.) modelo G25. Los
cultivos en medio sélido se realizaron en cajas de Petri a 37 °C.

2.1.2.3. Obtencién de células de partida para la purificacién de proteinas.

Para obtener células destinadas a la purificaciéon de la ferredoxina o
glutamato sintasas de Synechocystis 6803 expresadas en E. coli, se utilizaron 2
viales de células competentes (200 nl) de la estirpe requerida, por cada litro final
de cultivo. Cada vial fue transformado, segin se describe en el apartado 2.5.1,
con 0,5-1 pg de pldsmido y con ellos se inocularon matraces Erlenmeyer
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conteniendo medio LB (2 viales/20 ml). Tras incubar en agitacién- a 200 rpm y 37
°C durante 8 horas, se emplearon 20 ml de estos cultivos-para inocular matraces
de 5 1 de volumen conteniendo 2 1 de LB y se cultivaron las células en iguales
condiciones durante 12-16 horas.

2.1.3. Métodos de recogida de células

En los cultivos liquidos de volimenes inferiores a seis litros, las células se
recogieron por centrifugacién, bien en microcentrifuga Eppendorf (12.000x g, 10
min), bien en centrifuga de mesa Heraeus (2.500 x g, 5 min) o en centrifuga
refrigerada Sorvall (EE.UU.) modelos RC2-B y RC5-C (7.000 x g, 10 min), segtin el
volumen del cultivo. Para centrifugar cantidades superiores, se utilizé un sistema
de flujo continuo Szent-Gyorgyi-Blum Sorvall (EE.UU.) a 18.000xg y 4 °C.

2.2. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
2.2.1. Determinacién de la actividad glutamato sintasa
2.2.1.1. Ensayo in vitro de la actividad glutamato sintasa.

La actividad GOGAT se determiné segin el método descrito por Marqués
et al. (1989), cuantificando la formacién de glutamato por HPLC, segin se
describe en el apartado 2.7.2. La mezcla de ensayo contenia en un volumen final
de 0,9 ml: 45 pmol de tampédn fosfato potdsico pH 7,5; 5 pmol de glutamina; 1
pmol de 2-oxoglutarato; 1 pmol de aminooxiacetato, una cantidad apropiada de
extracto libre de células o proteina purificada y como transportador de electrones,
10 nmol de ferredoxina (actividad Fd-GOGAT) o 0,25 pmol de metilviolégeno
(actividad MV-GOGAT). La reacci6n se inicié por la adicién de 0,8 mg de ditionito
sédico recién disueltos en 0,1 ml de NaHCO3 0,12 M y se detuvo tras incubarlo a
30°C el tiempo indicado, afiadiendo 0,25 ml de la mezcla de reaccién a 0,15 ml
de HCl 1 mM, en hielo. Tras centrifugar a 12.000 x g, 4 min a 4°C, la muestra se
neutralizé diluyendo 25 pl del sobrenandante con 600 pl de tampén fosfato
potdsico 50 mM pH 7,5. Una unidad (U) de actividad glutamato sintasa
corresponde a la formacién de 1 pmol de glutamato por minuto.

2.2.1.2. Ensayo in vitro de la actividad glutamato sintasa usando piridin
nucleétidos como donadores de electrones.

La mezcla de ensayo fue la descrita en el apartado anterior, excepto que
se omitieron el donador y el transportador de electrones y se usé el piridin
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nucleétido correspondiente. En este caso, la reaccién se inici6é por la adicién de
* NADPH a concentracién final de 0,25 mM (actividad NADPH-GOGAT), o NADH 1
mM (actividlad NADH-GOGAT). La determinacién y definicién de actividad
glutamato sintasa son las descritas anteriormente.

2.2.1.3. Ensayo in vitro de la actividad glutamato sintasa usando ferredoxina:
NADP'-éxidorreductasa.

Esta reaccién utiliza NADPH como reductor de la ferredoxina:NADP'-
éxidoreductasa (EC 1.6.7.1) (FNR), la cual a su vez, transfiere los electrones a la
ferredoxina, donador natural de la glutamato sintasa.

A la mezcla de ensayo descrita en el apartado 2.2.1.1, se le afiadieron
600 mU de FNR de Anabaena 7120, una cantidad adecuada de preparacién
enzimdtica y ferredoxina a una concentracién final de 30 pM. La reaccién se
inicié por la adicién de 1 mM de NADPH en un volumen final de 1 ml. La
determinacién del glutamato formado y de la actividad glutamato sintasa se
indican en el apartado 2.2.1.1.

2.2.1.4. Ensayo in situ de la actividad glutamato sintasa.

Para el ensayo in situ, un volumen de células de cianobacterias
conteniendo una cantidad total de clorofila de 15-25 pg, o bien 1 ml de cultivo de
células de E. coli incubadas durante 12-16 h a 37 °C, se recogieron por
centrifugacién como se describe (2.1.3) y se lavaron con tampén fosfato potdsico
50 mM pH 7,5. Las células se resuspendieron en la mezcla de ensayo indicada en
el apartado 2.2.1.1, conteniendo en este caso 5 pmol de 2-oxoglutarato y metil
violégeno a concentracién de 10 mM como transportador de electrones. Tras la
adicién de 20 pl de tolueno, se agité vigorosamente la mezcla de reaccién durante
1 min para permeabilizar las células y se inici6 y detuvo la reaccién en las
condiciones descritas anteriormente. El glutamato formado y la actividad
glutamato sintasa se determiné segin se indica en el apartado 2.2.1.1.

2.2.2. Determinacion de la actividad glutamina sintetasa
2.2.2.1. Ensayo de la actividad transferasa de la glutamina sintetasa.

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se estimé segin el
método descrito por Shapiro y Stadtman (1970). Para el ensayo in situ, un

volumen de cultivo de células conteniendo 5-10 pg de clorofila se centrifugé a
12.000 x g, durante 1 minuto a temperatura ambiente y las células se
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resuspendieron en 0,8 ml de una mezcla de ensayo que contenia: 66,7 pmol de
“tampén HEPES-NaOH (pH 7); 40 pmol de L-glutamina; 4 pmol de MnClg y 0,5
mmol de ADP. A esta suspensién se le afiadieron 0,1 ml de una mezcla recién
preparada de cloruro de hidroxilamina 1,2 My NaOH 1,2 M en proporcién 1:1y
20 pl de una solucién de MTA al 1,25 % en agua, para permeabilizar las células.
Despusés de agitar vigorosamente durante 10 s, la reaccién se inici6 por adicién de
50 pl de una solucién NagHAsO4 0,4 M. Como testigos (o blancos) se realizaron
ensayos en paralelo que contenian agua en lugar de arseniato. La mezcla de
reaccién se incubé durante 5 6 10 min a 30 °C y la reaccién se detuvo por adicién
de 2 ml de una disolucién de FeCl3 en medio dcido (ver apartado 2.7.5) para
revelar el y-glutamilhidroxamato producido en la reaccién. Para el ensayo in vitro
se utilizé 1a misma mezcla de ensayo suprimiendo el MTA y afiadiendo, en lugar
de células, una cantidad apropiada de preparacién proteica.
Una unidad de actividad transferasa de la GS se define como la cantidad
de enzima necesaria para producir 1 pmol de y-glutamilhidroxamato por minuto
en estas condiciones de ensayo.

2.3. METODOS DE PURIFICACION Y ANALISIS DE PROTEINAS
2.3.1. Preparacion de extractos celulares

Los extractos crudos de células de Synechocystis 6803 o de E. coli se
obtuvieron siguiendo tres procedimientos, segin la cantidad de extracto necesario
y del volumen de cultivo.

2.3.1.1. Rotura por ultrasonidos.

Para volumenes de extractos superiores a 2 ml y en el caso de las
purificaciones, se utilizé un tratamiento con ultrasonidos. Una vez recogidas las
células por centrifugacién, se resuspendieron en el tampén correspondiente a cada
caso a razén de 5 ml/g células y se suplementé con PMSF a una concentracién
final de 1 mM (a partir de una solucién 100 mM en isopropanol). En el caso de
preparacién de extractos para las purificaciones de la Fd-GOGAT, GItB, de
Synechocystis 6803 tanto nativa como expresada en E. coli, se utiliz6 una mezcla
de inhibidores de proteasas que incluian PMSF 2 mM, 4cido €-aminocaproico 1
mM (desde una solucién concentrada 500mM) y benzamidina 1 mM (solucién
concentrada 100 mM). Las suspensiones, mantenidas en hielo, se sometian a un
tratamiento con ultrasonidos durante 1 min 30 s en ciclos de 30 s, alternados con
ciclos de 1 min en los que se cesé el tratamiento, con objeto de evitar un
calentamiento excesivo. La frecuencia de los ultrasonidos, producidos por un
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sonicador Branson (Reino Unido) modelo B12, fue de 20 KHz y su potencia de 75

'W. Una vezconcluido el tratamiento de rotura, la suspensién celular se someti6 a
centrifugacién durante 15 min a 18.000 x g. El sobrenadante obtenido constituyé
el extracto crudo libre de células.

2.3.1.2. Rotura con nitrégeno liquido.

Para vohimenes de extractos entre 0,5 y 2 ml, las células, una vez
recogidas por centrifugacién, se resuspendieron en un volumen del tampén
correspondiente comprendido entre los indicados, se les afiadi6 PMSF a una
concentracién final de 1 mM o la mezcla de inhibidores de proteasas descrita en
el apartado anterior y se sometieron a congelacién con nitrégeno liquido,
triturdndose en un mortero hasta reducirlas a polvo antes de llegar a
descongelarse. El polvo de células se recogié en tubos Eppendorf y tras su
descongelacién se centrifugé la preparacién a 12.000 x g y 4 °C durante 15 min
para conseguir el extracto crudo libre de células.

2.3.1.3. Rotura con perlas de vidrio.

En el caso de requerir pequefias cantidades de extracto con objeto de
someter las muestras a electroforesis o para determinar actividades enziméticas,
se utilizé6 un método de rotura con perlas de vidrio. Para ello, un volumen de 1 6 2
ml de cultivo se centrifugé en tubos Eppendorfy el precipitado celular se lavé con
200 pl del tampén deseado en cada caso. Tras volver a centrifugar se
resuspendié entre 100 y 500 nl del mismo tampén suplementado con 1 mM de
PMSF, segin la cantidad de células. A esta suspensién se le afiadié una
cantidad equivalente a 50 pl de perlas de vidrio (0,25-0,30 mm de didmetro)
Sigma (EE.UU.) por cada 100 pl de tampén.

En el caso de extractos de células de Synechocystis, se sometié la
suspensién celular anterior a 4 periodos consecutivos de 30 s de agitacién
vigorosa en agitador automdtico, alternados con periodos de 1 min en hielo.
Cuando el extracto era de células de E. coli, el tratamiento consistié en dos
periodos de 15 s de agitacién vigorosa, alternados con periodos de 30 s en hielo.
Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién durante 10 min a 12.000 x g
y 4 °C, constituyendo el sobrenadante el extracto crudo libre de células.
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2.3.2. Purificacién de la ferredoxina de Synechocystis 6803 expresada
en Escherichia coli

Para la purificaciéon de la ferredoxina de Synechocystis 6803, se
sobreexpresé en E. coli DH50 el plasmido pCK1 (Schmitz et al., en preparacién),
que contiene el gen que codifica la ferredoxina de esta cianobacteria (petF) bajo el
control de su propio promotor y del promotor PLac. Para ello, 14s células de E. coli
se transformaron con este vector, segiin se describe en el apartado 2.1.2.3 y
finalmente se recogieron, por centrifugacién, células procedentes de 6 1 de cultivo
en medio LB con ampicilina como antibiético.

El tampén usado para la purificacién fue fosfato potdsico 20 mM pH 7,5
(tampén A) y todo el proceso se realizé a 4 °C. Las células se lavaron, se
resuspendieron en este tampén y posteriormente se sometieron a rotura por
ultrasonidos, como se indica en el apartado 2.3.1.1. Tras la rotura, se centrifugé
la suspensién a 18.000 x g durante 15 min y el sobrenadante se sometié a una
segunda centrifugacién a 40.000 x g durante 45 min en ultracentrifuga Beckman
modelo L8-80M (EE.UU.), constituyendo el sobrenadante obtenido el extracto
crudo libre de células.

2.3.2.1. Primera cromatografia de intercambio iénico.

Se emple6 DEAE-celulosa microgranular suministrada por Sigma (EE.UU)
equilibrada inicialmente con tampén concentrado, Tris-HCl 0,5 M (pH 7,5) y
reequilibrada posteriormente en la columna con el tampén A. La columna
utilizada fue de vidrio de 2,5 cm de didmetro y 15 ¢cm de altura. Los gases
disueltos en las suspensiones de DEAE-celulosa se eliminaron, antes de montar
las columnas, mediante una bomba de vacio Millipore modelo XX5522050
(EE.UU.).

El flujo de aplicacién de las muestras y el del solvente de lavado y elucién
(40 mV/h) se regulé por medio de bombas peristdlticas LKB tipo Perpex 10.200
(Alemania). Las fracciones del eluato se recogieron automdticamente con un
colector Pharmacia modelo Frac-100 (Suecia). Tras la aplicacién de la muestra, la
columna se lavé con 4 volimenes de columna de tampén A suplementado con
0,25 M de NaCl. La ferredoxina se eluyé lavando la columna con 0,5 M de NaCl
en tampén A.
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2.3.2.2. Precipitacién mediante sulfato aménico.,

El eluato procedente de la cromatografia anterior se someti6 a
precipitacién con sulfato aménico al 50 % de saturacién y tras centrifugar a
12.000 x g durante 15 min, el sobrenadante se dializé frente a 2 1 de tampén A
durante 6 h y posteriormente, frente a otros 2 1 durante 12-14 h.

2.3.2.3. Segunda cromatografia de intercambio iénico

La muestra, dializada como se explica en el apartado anterior, se sometié a una
segunda cromatografia en DEAE-celulosa, en columna de 1 ¢cm de didmetro y 7
cm de altura. El flujo de aplicacién de la muestra, lavado y elucién fue 20 ml/h.
Las condiciones de lavado y elucién de la ferredoxina fueron las descritas en el
apartado 2.3.2.1.

La concentracién de la ferredoxina se estimé por absorbancia a 422 nm
empleando un coeficiente de extincién 6.5 mM-lem 1, calculado para la
ferredoxina de la cianobacteria Synechococcus 6301 (Smillie y Entsch, 1971).

2.3.3. Preparacion de geles de ferredoxina Sefarosa

Para la preparacién de geles de ferredoxina Sefarosa, se utilizé Sefarosa
4B activada con CNBr de Pharmacia (Suecia). Se utilizé 1 ml de gel hinchado (un
g de matriz seca equivale a 3,5 ml hinchada) por cada 7 mg ferredoxina. La
cantidad deseada de matriz se hinch6 en HCl 1 mM durante 15 min y a
continuacién se lavé con 200 ml HCl 1 mM por cada gramo de matriz seca. Este
gel se mezclé durante 2,5 h a temperatura ambiente y con agitacién suave con la
ferredoxina disuelta en tampén bicarbonato sédico 0,1 M, pH 8,4, conteniendo
NaCl 0,5 M,. La matriz se filtré y lavé posteriormente con el mismo tampén para
eliminar la ferredoxina no acoplada. En estas condiciones, aproximadamente el
95 % de la ferredoxina quedé unida a los grupos de la matriz, bloquedndose el
resto de grupos con Tris-HCI 0,1 M, pH 8 (20 ml/g gel seco) durante 3 h. El gel
resultante fue lavado tres veces con 0,1 M acetato sédico, pH 4, conteniendo 0,5
M NaCl y otras tres con NaCl 0,5 M en Tris-HCl 0,1 M, pH 8, alternadamente, a
razén de 20 ml/g gel seco. Finalmente, 1a matriz se equilibré con tampén fosfato
potdsico 20 mM, pH 7,5. Tras cada uso, la columna fue lavada con el mismo
tampén, suplementado con 1,5 M NaCl, seguido de lavado en tampén sin sal y
s6lo equilibrada con tampdén B (apartado 2.3.4.) antes de cada uso, pues el
2-mercaptoetanol presente en este tampén provoca decoloracién de la ferredoxina
unida a la matriz.
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2.3.4. Técnicas cromatogriaficas usadas en la purificacién de la
ferredoxina glutamato sintasa, GItS.

El tampén usado para la purificacién de la Fd-GOGAT, GItS, es el
descrito para la purificacién de la Fd-GOGAT de Synechococcus 6301 (Marqués et
al.,1992) y consiste en tampén fosfato potdsico 20 mM, pH 7,5 conteniendo
glutamina 1mM; 2-oxoglutarato 1 mM; EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM
(tampén B).

2.3.4.1. Cromatografia de intercambio iénico.

Se emple6 DEAE-celulosa preparada como se describe (2.3.2.1) y
equilibrada en tampén B. Las columnas usadas fueron de vidric y de tamaiio
variable, segin la cantidad de extracto de partida.

2.3.4.2. Cromatografia de filtracién en gel Ultrogel AcA34.

En el caso de la cromatografia usada como segundo paso de purificacién
de la FAd-GOGAT, se usé una columna de vidrio calibrado de Pharmacia (Suecia)
de 2,5 cm de didmetro por 90 ecm de altura, conteniendo un lecho de gel Ultrogel
AcA34 de LKB y equilibrada con tampén B (4 volimenes). Las condiciones
generales de cromatografia fueron las descritas en el apartado 2.3.2.1.

2.3.4.3. Cromatografia de afinidad en gel de ferredoxina-Sefarosa.

Para la cromatografia de afinidad usada como paso final de purificacién
de la Fd-GOGAT, se emple6 una columna de vidrio conteniendo un lecho de gel de
ferredoxina Sefarosa preparado segin se describe en el partado 2.3.3., de 2 cm
de didmetro y empaquetada hasta 7 cm de altura. Las condiciones generales de
cromatografia fueron las descritas en el apartado 2.3.2.1.

2.3.4.4. Cromatografia de filtracién en gel NovaPacK S300.

Se utiliz6 un sistema de cromatografia liquida de baja presién (FPLC)
Waters (EE.UU.), compuesto por un inyector 650E y conectado a una bomba
modelo 600E que creaba un flujo de solvente de 0,2 ml/min. La salida del
inyector estaba conectada a una columna de cromatografia NovaPacK S300 de
0,8 x 30 cm. La columna se equilibré con tampén B suplementado con NaCl 0,1
M. La muestra, 0,1 ml, se aplicé directamente, con una jeringuilla de 1 ml de
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volumen, a través del inyector y se recogieron fracciones de 0,2 ml. La salida de la
columna estaba conectada a un detector de absorbancia modelo 486 cuyos datos
se procesaron automiticamente mediante un integrador modelo ABB Goertz
(EE.UU.). El volumen de elucién (V) de cada muestra se determiné siguiendo la
absorbancia a 280 nm y por deteccién en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS. El volumen vacio (Vy) se estimé como el volumen de elucién de una muestra
conteniendo azul dextrano al 1 % y el volumen total (Vt), como el de una muestra
de ferricianuro potdsico al 0,02 %.

La masa molecular de las Fd-GOGATSs, en condiciones nativas se
determiné siguiendo el método de Andrews (1965), representando la K,
(Ve-Vo/Vi-Vy) frente al logaritmo de 1a masa molecular. Las proteinas utilizadas
como marcadores y los valores considerados como masas moleculares fueron:
catalasa (232 kDa), aldolasa (158 kDa), seroalbumina bovina (64 kDa) y
ovoalbimina (45 kDa).

2.3.5. Electroforesis de proteinas
2.3.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.

La electroforesis de protefnas en condiciones desnaturalizantes se llevé a
cabo en aparatos Mini-Protean II de Bio-Rad (EE.UU.) o Vertical Slab Gel
Electrophoresis Units modelos SE250 y SE600 de Hoefer Scientific Instruments
(EE.UU). El gel de separacién, el de concentracién y el tampén de electrodo
contenian dodecil sulfato sédico al 0,1 %. La concentracién de acrilamida fue del 6
% en los geles de separacién y las muestras se mezclaron con un volumen igual de
tampén de carga, que contenia: tampén Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8), glicerol al 20
% (viv), SDS al 4 %, 2-mercaptoetanol al 10 % (v/v) y azul de bromofenol al
0,0025 %, todo ello en agua destilada. La desnaturalizacién de las muestras se
llevé a cabo calentando a 100 °C durante 3 min y la electroforesis se desarrollé a
temperatura ambiente.

Se utilizaron como patrones de masas moleculares las siguientes
proteinas suministradas por Bio-Rad (EE.UU.): miosina (200 kDa), 8-
galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B de musculo de conejo (97,4 kDa),
seroalbimina bovina (66,2 kDa) y ovoalbimina de gallina (45 kDa). Para la
determinacién de las masas moleculares, se representé el logaritmo de las masas
moleculares de las proteinas marcadoras frente a la movilidad electroforética
relativa de cada proteina, respecto al frente de electroforesis, obteniéndose asi
una curva patrén.
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2.3.5.2. Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se visualizaban
sumergiendo los geles en una solucién de azul de Coomassie R-250 al 0,1 %,
dcido acético al 10 % (v/v) y metanol al 40 % (v/v) en agua. Tras 15 min de tincién
a temperatura ambiente, los geles se lavaron varias veces con una solucién de
metanol al 40 % (v/v) y 4cido acético al 10 % (v/v) en agua. Una vez concluido este
tratamiento, las proteinas aparecian como bandas de color azul. Los geles se
conservaban en 4cido acético al 10 % (v/v) en agua o se secaban utilizando un
secador de geles Drygel modelo SE1160 de Hoefer Scientific Instruments
(EE.UU.).

2.3.6. Técnicas inmunolégicas

2.3.6.1. Obtencién de antisuero de conejo anti-Fd-GOGAT, GItS, de Synechocystis
sp. PCC 6803.

Aproximadamente 0,5 mg de GItS de Synechocystis 6803, purificada
hasta homogeneidad como se describe en el apartado 3.7., se diluy6é hasta 5 ml
con tampén Tris-HC1 50 mM (pH 7,9) y se le afiadié una cantidad equivalente de
adyuvante incompleto de Freund. Se homogeneizé la suspensién hasta conseguir
una emulsién uniforme y se inyecté en varios puntos del cuerpo de un conejo
albino neozelandés de aproximadamente 1,5 kg de peso, de forma subcuténea.
Transcurridos quince dias de esta primera inyeccién se realizaron nuevas
inyecciones subcutdneas, con 0,2 mg de enzima purificada cada una y preparada
de la misma forma que se ha descrito previamente. A los 15 dias de la iltima
inyeccién de antigeno, se realizé la extracciéon de sangre al conejo. Tras
coagulacién y centrifugacién de la sangre a 12.000 x g, 15 min a 4 °C, se tom6 el
sobrenadante y se procedié a la inactivacién del complemento por calentamiento
a 55 °C durante 15 min, tras lo cual volvi6 a centrifugarse en las mismas

condiciones constituyendo el sobrenadante el suero inmune anti-Fd-GOGAT,
GItS.

2.3.6.2. Inmunodeteccién de GOGAT en geles de poliacrilamida (Western blot).

La presencia de Fd-GOGAT en muestras sometidas a electroforesis, se
detecté6 mediante inmunorreaccién con anticuerpos policlonales monoespecificos
anti-Fd-GOGAT, de la cianobacteria Synechoccocus sp. PCC 6301, o con suero
anti-Fd-GOGAT, GItS, obtenidos como se describe en el apartade 2.3.6.1. Una
vez concluida la electroforesis, las proteinas se transferian a membranas de
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nitrocelulosa Bio-Rad (EE.UU.) de 0,45 pm de didmetro de poro, en un aparato
‘Nova Blot de Pharmacia (Suecia) siguiendo las instrucciones-del fabricante. La
transferencia se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora, a
intensidad constante y utilizando como tampén de electrodo una solucién de Tris
(5,89 g/), glicina (2,93 g/1), SDS (0,375 g/l) y metanol al 20 % (v/v). El proceso de
transferencia se siguié mediante el empleo en la electroforesis de patrones de
masa molecular pretefiidos. A continuacién, la membrana se incubé durante 1
hora en una solucién bloqueante preparada con leche en polvo desnatada Molico-
Sveltesse de Nestlé (Espaiia) al 5 % (p/v) en tampén TBS (Tris-HCl 15 mM, pH
7,4 y de NaCl 0,2 M). Posteriormente, la membrana se incubé con el antisuero
anti-Fd-GOGAT, diluido (1:1000) en solucién de bloqueo, durante 2 h a
temperatura ambiente y agitacién constante. Tras lavar la membrana cuatro
veces, durante 5 min cada una, en tampén TBS suplementado con Tween 20 al
0,05 % (v~v) (SIGMA, EE.UU.), se incubé la misma con una solucién de
anticuerpos (inmunoglobulina G) de oveja anti-inmunoglobulina G de conejo,
conjugados con peroxidasa de rdbano Sigma (EE.UU.), diluidos (1:1.000) en
solucién de lavado, durante 45 min a temperatura ambiente y con agitacién
constante. Tras repetir el proceso de lavado descrito anteriormente, se revelé la

actividad peroxidasa sumergiendo la membrana en una solucién de cloronaftol
(30 mg en 10 ml de metanol), HoO9 (250 pl, 3 % p/v) y TBS (50 ml).

2.3.7. Concentracién de proteinas por ultrafiltracién

La concentracién de proteinas se realizé por ultrafiltracién, centrifugando
a 4500 x g y 4 °C durante 30-60 min, utilizando aparatos Centricon 30
suministrados por Amicon (EE.UU.) o microconcentradores Microsep 10K o 30K
suministradoes por Filtron (EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante en
cada caso. Se emple6 un rotor SS34 en una centrifuga refrigerada RC5C Sorvall
(EE.UU.).

2.3.8. Cambio de tampén y eliminacién de sales y moléculas pequeiias
de preparaciones de proteinas y DNA

En los casos en los que se requeria cambiar el tampén o bien eliminar las
sales contenidas en un volumen pequefio de muestra (100-500 nl), se emple6 una
filtracién forzada a través de Sephadex G-25 o G-50, siguiendo el método de Orly
y Selinger descrito por Penefsky (1977). Para ello, jeringas de pldstico de 1 ¢ 2
ml, o bien pequeiias columnas de pldstico, se llenaron con Sephadex G-25 o G-50
hinchado y se equilibraron con dos volimenes del tampén en el que se deseaba
dejar la muestra. Las columnas se centrifugaron 2 min a 1100 x g para eliminar
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el exceso de tampén, tras lo cual se aplicé la muestra (inferior a un décimo del
volumen de lecho) y se centrifugé durante 4 min-a 1100 x g, recogiéndose-en un
tubo de centrifuga. Cuando se trataba de eliminar las sales o cambiar el tampén
a mayores volimenes de soluciones proteicas, se utiliz6 cromatografia de
filtracién en gel en columnas de vidrio de distinto didmetro y altura, segin el
volumen de muestra a aplicar (1-5 % del volumen de columna). En este caso, las
condiciones generales de la cromatografia fueron las descritas (2.3.2.1).

Las muestras proteicas de alta concentracién salina destinadas a
electroforesis se dializaron sobre membranas de microdidlisis tipo VS, de 0,025
pm de tamafio de poro, suministradas por Millipore (Irlanda). Las membranas
se situaban flotando en cajas de Petri conteniendo 50 ml de tampén estdndar, se
aplicaba la muestra en la superficie y se mantenia a 4 °C durante varias horas.

23.9. Formacién de complejos entre la Fd-GOGAT, GItS, de
Synechocystis expresada en E. coli y distintos transportadores de
electrones

Para la formacién de estos complejos, se utilizé una carbodiimida soluble,
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), que activa grupos aminos
facilitando su reaccién con grupos carboxilos préximos. Los tratamientos con
EDC, a una concentracién final de 4 mM, se realizaron a 30 °C, en tampén
fosfato potdsico 10 mM, pH 7,2 y en un volumen final de 20-40 pl con
aproximadamente 8 pg de GItS purificada como se describe en el apartado 3.7.,
por cada 10 nl finales y 35 pM de ferredoxina o flavodoxina. A diferentes
tiempos de tratamiento se tomaron muestras de 10 nl y se mezclaron con un
volumen igual de tampén de carga para electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS, apartado 2.3.5.2, para detener la reaccién y se sometieron a
electroforesis desnaturalizante.

2.3.10. Determinaciéon de la secuencia amino-terminal de GItS de
Synechocystis expresada en E. coli

La determinacién se realiz6é mediante la degradacién secuencial de
Edman. La muestra, aproximadamente 10 pg, tratada con fenilisctiocianato, se
aplicé a una membrana de fibra de vidrio y la secuenciacién de aininodcidos se
llevé a cabo en un secuenciador automdtico Applied Biosystems modelo 470 A
conectado a un analizador de aminodcidos.
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2.3.11. Técnicas espectroscépicas

2.3.11.1. Determinacién de los espectros de absorcién de GItS de Synechocystis
6803 expresada en E. coli..

Para llevar a cabo la determinacién de los espectros de absorcién, las
muestras de Fd-GOGAT fueron preparadas en tampén fosfato potdsico 20 mM,
pH 7,5, conteniendo 2-mercaptoetanol 1 mM y EDTA 1 mM. La anaerobiosis de
las preparaciones se consigui6é mediante el gaseo de las mismas, en cubeta
cerrada con tapén de goma, usando gas nitrégeno libre de oxigeno y
manteniéndose durante todo el proceso. Los espectros de absorcién fueron
obtenidos usando un espectrofotémetro ultravioleta/visible Varian modelo Cary 1
(Australia).

Las muestras se redujeron con ditionito sédico 50 mM, en condiciones
anaerébicas, como se ha indicado anteriormente, usando una microjeringa de
vidrio S.G.E. (Australia) tipo GSG de 50 pl. La reduccién de GItS fue medida por
la desaparicién del mdximo de absorcién a 436 nm.

La reoxidacién de las muestras, previamente reducidas con ditionito, se
consiguié afiadiendo a la preparacién 2-oxoglutarato 50 mM. La reoxidacién de
GItS se siguié por el incremento de absorbancia a 436 nm.

2.3.11.2. Espectroscopia de resonancia paramagnética del electrén (EPR).

Las medidas de EPR para determinar el centro sulfoférrico se realizaron
en la frecuencia de la banda X con 3-80 nM de GItS en tubos de cuarzo de EPR,
usando un espectrémetro Bruker ER-200-SDR-D-SRC equipado con un criostato
de flujo continuo. Las temperaturas a las que se realizaron las medidas, la
modulacién de la amplitud y los valores de g se indican en las figuras. La
cuantificacién de las sefiales de [Fe-S] se realizé usando una solucién de
CuEDTA como patrén.

Los andlisis de EPR se llevaron a cabo en colaboracién con el grupo del
profesor Pierre Sétiff, perteneciente al servicio de bioenergética/lURA 1290 (CNRS)
del Departamento de Biologia Celular y Molecular, C. E. A., en Saclay, Francia.

2.3.11.3. Medidas potenciométricas.

Las titulaciones redox de la Fd-GOGAT, GItS, se han llevado a cabo
siguiendo los cambios de absorbancia a 445 nm, al afiadir alicuotas de ditionito
sédico (11 mM) como reductor y ferricianuro potdsico (15 mM) como oxidante, todo
preparado en tampén fosfato potdsico 10 mM, pH 7 y manteniendo la
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anaerobiosis con argon. No se siguieron los cambios de absorbancia a 436 nm
(médximo de absorbancia), para evitar interferencia con el agente -oxidante. El
potencial se determiné mediante un electrodo de potencial de Pt-Ag/AgCl Ingold
(Dr. W. Ingold, Suiza), conectado a un potenciémetro Beckman 4500 (Beckman
RIIC Ltd., Gran Bretafia) y previamente calibrado con una solucién saturada de
quinhidrona (E’, pH 7, + 280 mV a 20°C).

Como mediadores redox se usaron 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (E,’, pH 7, -
145 mV), antraquinona-2-sulfonato (E’, pH 7, -225 mV) y benzil violégeno (E,
pH 7, -311 mV).

2.3.12. Anailisis de flavinas.

La flavina asociada a la ferredoxina-glutamato sintasa de Synechocystis
6803 se identific6 mediante cromatografia liquida de alta presién (HPLC), por
comparacién con patrones de FMN y FAD, segin el método descrito (Light et al.,
1980).

2.3.12.1. Extraccién de flavinas por incubacién a 100 °C.

Se siguié una simplificacién del método descrito por (Faeder y Siegel,
1973). Muestras de 20 pl de glutamato sintasa purificada conteriiendo 50 6 100
pg de proteina en tampén fosfato potdsico 10 mM, pH 7, se incubaron en tubos
Eppendorfs durante 10 min a 100 °C, tras lo cual se enfriaron a 4 °C y se
centrifugaron a 12.000 x g durante 15 min. El sobrenadante conteniendo la
flavina liberada se analizé mediante HPLC como se indica (2.3.12.3).

2.3.12.2. Extraccién de flavinas por hidrélisis con TCA en frio.

El método utilizado se describe en (Koziol,1971). A muestras de 20 pl de
glutamato sintasa purificada conteniendo 50-100 png de proteina se le afiade un
volumen igual de 4cido tricloroacético al 20 % y se incuba a 4 °C durante 10 min,

tras lo cual se centrifuga a 12.000 x g durante 15 min. El sobrenadante obtenido
se neutraliza por adicién de 10 nl de fosfato dipotdsico 4 M. La suspensién se
analiza mediante HPLC como se indica (2.3.12.3).

2.3.12.3. Anadlisis de flavina por HPLC.
La separacién de flavinas se llevé a cabo mediante HPLC utilizando el

método de elucién isocratico (Light et al, 1980). Para ello, se empleé un
cromatégrafo Waters (EE.UU.), compuesto por una bomba peristéltica modelo
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501 y un inyector universal U6GK, un detector de fluorescencia AC-420, provisto de
un filtro de excitacién de 450 nm y un filtro de emisién de 530 nm y un integrador
modelo 745. La separacién se llevé a cabo en una columna de octadecilsilano en
soporte de silice Novapack C,; de 15 cm de largo y 3,9 mm de didgmetro interno.
El solvente empleado fue tampén acetato aménico 5 mM, pH 6, suplementado con
50 % metanol, bombeado a un flujo constante de 1 ml/min.

Las flavinas se identificaron por comparacién con patrones externos de
FMN y FAD tratados en cada caso del mismo modo que las muestras.

2.4. METODOS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE DNA Y RNA
2.4.1. Plasmidos utilizados

En la Tabla 5 se relacionan los pldsmidos utilizados, no construidos en
este trabajo, asi como sus caracteristicas mds notables. Los pldsmidos pRL161 y
PRL171 se utilizaron para obtener los genes de resistencia a kanamicina y
cloranfenicol que fueron usados para la mutagénesis de los genes gltB y gitS. El
pldsmido pBluescript II SK(+) (denominado pBS) fue el vector utilizado en las
clonaciones estdndar, salvo cuando se indican y el pldsmido pUC19 fue usado
para llevar a cabo las mutagénesis dirigidas del gen gltS.

Tabla 5.- Plismidos utilizados no construidos en este trabajo.

Pldsmido Caracteristicas Referencias
pBluescript II SK(+) ApT, oriF1 colElori, lacZ Stratagene
pUC19 ApT, oriF1 colElori, lacZ Stratagene
pRL161 Ap", Km!, C.K1 (npt de Tn5), Elhai y Wolk,
derivado de pBR322 1988

pRL171 Ap’, CmT, C.C1 Elhai y Wolk,
(cat de pKT210), derivado 1988
de pBR322

pBG1 CmT, oriP15, gdhA Mattaj et al.,

1988

pCK1 Ap'.pUC conteniendo el gen petF Schmitz et al.,

que codifica la ferredoxina de en preparacion

Synechocystis 6803
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En la tabla 6 se relacionan los pldsmidos construidos en este trabajo.

Tabla 6.- Plismidos construidos en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas

pFN3 Fragmento Xmnl (3,9 kb) de DNA genémico de Synechocystis
6803, conteniendo parte del gengltB, en pBS EcoRV.

pFN4 Fragmento Smal (4,9 kb) de DNA genémico de Synechocystis
6803, conteniendo parte del gen gitS, en pBS Smal.

pFN5/6 Fragmento HindIII (6,3 kb) de DNA genémico de Synechocystis
6803, conteniendo el gen gltB, en orientacién igual (5) o
contraria (6) al sentido de transcripcién del promotor PLac del
plasmido, en pBS HindIII.

pFN7/8 Fragmento Clal (9,3 kb) de DNA genémico de Synechocystis
6803, conteniendo el gen gltS, en orientacién igual (7) o
contraria (8) al sentido de transcripcién del promotor Plac del
pldsmido, en pBS Clal.

pFN9 Eliminacién del fragmento Apal de 4,3 kb de pFN7.

pFN 10(+/-)a Sustitucién de un fragmento HinclI (894 pb) de pFN6 (gen gitB)
por C.C1.

pFN11(+/-=)a Insercién de C.K1 en Xbal de pFN9 (gen gltS).

pFN12 Fragmento EcoRV-HindIII (5 kb) de pFN5 conteniendo el gen
gitB en pBS Smal-HindIIl.

pFN13 Eliminacién de 3 kb BglII-BamHI de pFNS8.

pFN14 Fragmento Apal de pFN13 (4,6 kb) conteniendo el gen gitS,
hecho romo con Klenow, en pBS EcoRV.

pFN15 Eliminacién de la zona 5' del gen gltB contenido en pFN12.

pFN20/21 Fragmento HindlIII (3,7 kb) del gen gltS, en pUC19 Hindlll, en
orientacién igual (21) o distinta (20) al sentido de transcripcién
del promotor PLac.

pFN22 pFN21 conteniendo la mutacién C1173S.

pFN23 Cambio del fragmento HindIII (3,7 kb) de pFN14 por el
fragmento HindlIII (3,7 kb) de pFN22 conteniendo la mutacién
C1173S.

pFN24 Cambio del fragmento HindIIl (3,7 kb) de pFN14 por el

fragmento HindIIl (3,7 kb) de pFN22 conteniendo Ila
mutaciénC11738S, en sentido contrario al original.

* (+/-) indica el sentido de insercién de C.C1 y C.K1 en relacién al sentido de
transcripcién de los genes gltB y gltS, respectivamente.
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2.4.2. Aislamiento y anidlisis de DNA
2.4.2.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli.

Para el aislamiento de DNA plasmidico a pequeiia escala, se emplearon
dos métodos alternativos: un método de lisis alcalina y un método de lisis por
ebullicién. El primero de estos métodos, descrito originalmente por Birnboim y
Doly (1979), consiste en la lisis de las células en presencia de SDS y NaOH,
seguida de la eliminacién del DNA cromosémico y las proteinas mediante
precipitacién con acetato potdsico y centrifugacién. Este procedimiento se llevé a
cabo segin se describe en Sambrook et al., (1989). Las preparaciones se
sometian a extracciones con fenol:cloroformo (1:1, v/) para reducir el contenido
proteico de las mismas. El método alternativo de lisis por ebullicién,
originalmente descrito por Holmes y Quigley (1981), consiste en la lisis de las
células mediante hervido en presencia de Tritén X-100 y se realizé, igualmente,
seguin Sambrook et al., (1989). El aislamiento de DNA plasmidico destinado a la
secuenciacién se realizé por los métodos indicados seguidos de desproteinizacién
con fenol.

El DNA utilizado para digestién con exonucleasa III de E. coli (apartado
2.4.5.1.) se aislé por el procedimiento de lisis alcalina seguido de tratamiento con
RNAasa A de pdncreas bovino, Boehringer Mannheim (Alemania), a una
concentracién final de 20 pg/ml y precipitacién con polietilenglicol (Ausubel et al.,
1989) o bien por ebullicién, seguido igualmente por tratamiento con RNAasa Ay
filtrado en columnas de Sephadex G50, segin el método descrito por Penefsky
(1977).

2.4.2.2. Aislamiento de DNA total de cianobacterias.

El aislamiento de DNA total de cianobacterias se llevé a cabo segin el
método descrito por Cai y Wolk (1990), basado en la rotura de las células con
perlas de vidrio. Células procedentes de 50 ml de cultivo en medio BG11 o
derivados se recogieron por centrifugacién (6.000 x g, 10 min) y se resuspendieron
en 400 nl de tampén TO,1E (Tris-HCl 10 mM; EDTA 0,1 mM, pH 7,5). A la
suspensién celular se le afiadieron 150 pl de perlas de vidrio estériles (0,25-0,30
mm de didmetro; Sigma, Alemania), 20 pl de una solucién de SDS al 10 % y 450
pl de una mezcla de fenol:cloroformo 1:1 (v/v). La suspensién se sometié6 a
continuacién a 10 ciclos de 1 min de agitacién vigorosa intercalados con ciclos de
1 min de incubacién en hielo. El lisado se centrifugé (12.000 x g, 15 min, 4 °C)y
se someti6 el sobrenadante a sucesivas extracciones con fenol:cloroformo 1:1v/v).
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El DNA se precipit6é finalmente con 2,5 volimenes de etanol absoluto frio, en
presencia de acetato s6dico a una concentracién final de 0,3 M (pH 5,2). -

Para las extracciones de DNA de Synechocystis 6803, se aiiadié a los
cultivos penicilina-G a una concentracién final de 100 pg/ml 20 h antes de
proceder a su aislamiento.

Antes de ser utilizadas, las perlas de vidrio se sometieron a un
tratamiento con dcido nitrico y HCl concentrados (3:1) durante 12 h, seguido de
numerosos lavados con agua destilada, posterior esterilizacién en autoclave y
secado.

2.4.2.3. Amplificacién de fragmentos de DNA de Synechocystis 6803 mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la amplificacién de fragmentos de DNA correspondientes a regiones
internas a los genes glitB y gltS de Synechocystis 6803, se utilizé como molde DNA
total de esta cianobacteria, obtenido segiin se describe en el apartado 2.4.2.2. La
reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 50 nl, conteniendo Tris-HCI 10
mM, pH 8,3; MgClp 1,5 mM; KCl 50 mM; gelatina 0,1 mg/ml; 0,2 mM de cada
dNTP; 50 pmol de cada oligonucleétido; 1,5 ng de DNA total de Synechocystis
6803 y 2,5 U de Taq DNA polimerasa suministrada por Boehringer (Alemania).
A esta mezcla se le afiadié un volumen igual de aceite mineral Sigma (EE.UU.)
para evitar la evaporacién. La amplificacién se realizé en un aparato Gene Ataq
Controller de Pharmacia (Suecia) o Mastercycler 5330 de Eppendorf (Alemania) y
consistié en un primer ciclo de 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1 min de
desnaturalizacién a 94 °C; 1 min de renaturalizacién a 42 °C y 1 min de
polimerizacién a 72 °C y un ciclo final de 1 min a 94 °C; 1 min a 42 °C y 10 min
a 72 °C,

El resultado de la PCR se analizé segin se describe (2.4.2.4).
2.4.2.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se realizaron segin se describe en Sambrook et al. (1989), utilizando
geles de agarosa al 0,7-1 % preparados en tampones TBE 0,5x (TBE 1x estd
compuesto por Tris-borato 45 mM y de EDTA, 1 mM, pH 8,0) o TAE (Tris-acetato
40 mM y EDTA, 10 mM, pH 7,7). Las electroforesis se realizaron en aparatos
GNA-100 0 GNA-200 suministrados por Pharmacia (Suecia). A cada muestra se
afiadié 1/10 de su volumen de tampén de carga formado por 0,25 % de azul de
bromofenol; 0,25 % de xileno-cianol FF y 30 % (v/v) de glicerol, en agua. Cuando
se deseaba eliminar el RNA de las muestras, se trataban éstas con RNAasa A de
péncreas bovino a una concentracién final de 20 pg/ml.
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Para determinar el tamafio de los fragmentos de DNA sometidos a
electroforesis, se emplearon como marcadores los fragmentos provenientes de la
digestién del fago A con Hind III o con Hind III y EcoRI.

Tras la electroforesis, los geles, que incluian bromuro de etidio a una
concentracién de 5 pg/ml, se sometieron a iluminacién con luz ultravioleta de 302
nm para visualizar los fragmentos de DNA.

2.4.2.5. Extraccién de fragmentos de DNA de geles de agarosa.

Se emplearon dos métodos, el primero basado en la solubilizacién de la
agarosa con Nal y adsorcién de los fragmentos de DNA a perlas de vidrio,
realizdndose el proceso de extraccién tras desarrollar la electroforesis, empleando
tampén TAE utilizando los productos suministrados bajo la denominacién
GeneClean (BIO 101 Inc.,, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
segundo método consiste en la congelacién de los fragmentos de agarosa
conteniendo el DNA, a -70 °C durante 1 hora en jeringuillas desechables de 1 ml.
En este caso, el DNA se extrajo haciendo presién con el émbolo de la jeringuilla y
suministrando calor por frotamiento de la misma, sometiéndose éste a
continuacién a extraccién con fenol:cloroformo 1:1 (v/v). El DNA se precipité
posteriormente con 2,5 volimenes de etanol absoluto frio en presencia de acetato
s6dico a una concentracién final de 0,3 M (pH 5,2).

2.4.2.6. Deteccién de secuencias de DNA mediante hibridacién con sondas
radiactivas (Southern blot).

La hibridacién del DNA fijado a filtros de nylon, con sondas marcadas
radiactivamente, se llevé a cabo segin Ausubel et al. (1989). Para ello, una vez
realizada la electroforesis de DNA en gel de agarosa al 0,7 %, éste se incubé
durante 15 min con agitacién suave en una solucién de Hd 0,25 N para
despurinizar parcialmente el DNA. Posteriormente se lavé con agua destilada y
se incubé durante una hora en una solucién desnaturalizante de NaOH 0,5 N
conteniendo NaCl 1,5 M, manteniéndose también en agitacién suave. A
continuacién se realizé la transferencia del DNA a filtros de nylon Zeta-Probe
suministrados por Bio-Rad (EE.UU.), utilizdndose un aparato de transferencia
por vacio TransVac TE80 de Hoefer Scientific Instruments (EE.UU.) y siguiendo
las instrucciones del fabricante, tras lo cual se horneé el filtro durante dos horas
a 80 °C.

Los filtros se prehibridaron durante 4-6 horas con una solucién
compuesta por: tampén fosfato potdsico 25 mM, pH 7; SSC 5x (el tampén SSC 1x
contiene NaCl 0,15 M y citrato sédico, 15 mM, pH 7,0); disolucién de Denhardt 5x
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( Denhardt 1x contiene 0,2 g/l de ficol tipo 400, 0,2 g/l de polivinilpirrolidona y 0,2
g/l de seroalbimina bovina); DNA de esperma de salmén 50 pg/ml y SDS al 1 %.
Transcurrido el tiempo de prehibridacién, se afiadié la sonda de DNA marcada
radiactivamente y se llevé a cabo la hibridacién durante 15 h. La temperatura de
prehibridacién e hibridacién fue de 55 °C, 65 °C o 68 °C, dependiendo del grado
de homologia existente entre la sonda y el DNA a hibridar.

Los filtros, una vez hibridados, se lavaron con agitacién moderada a
temperatura ambiente con las siguientes soluciones: SSC 2x, SDS 0,1 % (5 min);
SSC 2x, SDS 0,1 % (15 min); SSC 0,5x, SDS 0,1 % (15 min); SSC 0,1x, SDS 0,1 %
(15 min) y a 42 °C con SSC 0,1x, SDS 1 % (30 min). Este ultimo lavado se
suprimié en las hibridaciones heterélogas. Tras los lavados, la hibridacién
presente en los filtros se detecté en un analizador de radiactividad Instantimager
Electronic Autoradiography de Packard Instrument Co. (EE.UU.) y se sometieron
éstos a autorradiografia a -70 °C con peliculas Valca (Espaiia) modelo HPX-44,
utilizdndose para ello una carcasa de exposicién Sigma (EE.UU.) y pantallas
intensificadoras Lightning Plus (Dupont) (EE.UU.). Una vez transcurrido el
tiempo de exposicién, se revelé la pelicula empleando reactivos reveladores y
fijadores suministrados por Valca (Espafia) y segin las instrucciones del
fabricante. R

2.4.2.7. Manipulaciones enzim4aticas del DNA.

Las endonucleasas de restriccién, asi como la ligasa, la fosfatasa alcalina,
el fragmento Klenow de 1a DNA polimerasa o la nucleasa S1 empleados fueron
suministradas por Boehringer Mannheim (Alemania), Pharmacia (Suecia) o
Promega (EE.UU.) y se utilizaron siguiendo las instrucciones indicadas por los
proveedores.

Los fragmentos de DNA que se iban a utilizar como sondas en las
hibridaciones se obtenian mediante restriccién de los pldsmidos adecuados y se
purificaban mediante electroforesis en gel de agarosa y extraccién de las bandas
correspondientes, como se describe en el apartado 2.4.2.5. Aproximadamente 100
ng de dichos fragmentos se marcaban radiactivamente utilizando 20-30 nCi de
5'7a-32P)dCTP (3000 mCi/mmol) suministrado por New England Nuclear (Gran
Bretaria). Se emplearon alternativamente dos equipos de marcaje suministrados
por Boehringer Mannheim (Alemania), "Nick translation kit” y Pharmacia
(Suecia), "Random primed DNA labeling kit", de acuerdo con las instrucciones de
los proveedores. En todos los casos, el exceso de nucleétidos no incorporados se
eliminaba mediante filtracién de las muestras a través de columnas de Sephadex
G-50 (Apartado 2.3.8.).
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~ 24.3. Aislamiento y analisis de RNA total de Synechocystis 6803
2.4.3.1. Aislamiento de RNA total de Synechocystis 6803.

Todas las soluciones utilizadas en las extracciones se trataron con dietil
pirocarbonato 0,1 % (v/v) para eliminar restos de RNAasa.

2.4.3.1.1. Extraccién de RNA con fenol caliente.

Se empleé el método descrito por Mohamed y Jansson (1989), basado en
el uso de fenol caliente, con algunas modificaciones. Las células procedentes de
50 ml de cultivo en medio BG11 o derivados, se recogieron por centrifugacién
(12.000 x g, 4 min y 4 °C) y se resuspendieron en 1 ml de solucién de
resuspensién preenfriada (sacarosa 0,3 M; acetato sédico 10 mM, pH 4,5). La
suspensién celular se transfiri6é a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé
(12.000 x g, 30 s), tras lo cual el precipitado celular se congelé en nitrégeno
liquido y se guardé a - 80 °C hasta el momento de proseguir el aislamiento,
resuspendiéndose entonces en 250 nl de la solucién de resuspensién méds 75 nl
de Na2-EDTA 250 uM. Esta preparacién se verti6 en un mortero conteniendo
nitrégeno liquido y se someti6 a trituracién, afiadiéndose a continuacién 375 nl
de tampén de lisis (SDS 2 % (p/v); acetato sédico 10 mM, pH 4,5).
Posteriormente, el lisado se incubé a 65 °C durante 3 min y se le afiadieron 700
pl de fenol a esta misma temperatura, incubdndose de nuevo a igual
temperatura durante otros 3 min. La preparacién se centrifugé a continuacién a
12.000 x g durante 5 min a 4 °C, repitiéndose la extraccién con fenol caliente dos
veces, realizdndose finalmente otra extraccién con fenol:cloroformo 1:1 (v/v). El
RNA se precipité afiadiendo 1/5 del volumen de la muestra de una solucién de
LiCl 10 M y 2,5 volimenes de etanol absoluto frio. Tras centrifugacién (15 min,
12.000 x g) y secado, el RNA se resuspendié en 20 nl de HoO. Para determinar la
concentracion y la calidad del RNA obtenido, se cuantificé
espectrofotométricamente como se describe en el apartado 2.7.7. y se sometié a
electroforesis en geles de agarosa como se describe en el apartado 2.4.2.4.
Cuando fue necesario, el contenido de DNA se eliminé mediante tratamiento con
DNAasa I libre de RNAasa suministrada por Boehringer Mannheim (Alemania)
siguiendo el protocolo descrito por Ausubel ez al. (1989).

2.4.3.1.2. Extraccién de RNA con perlas de vidrio.

Las células correspondientes a 50 ml de cultivo en medio BG11 o
derivados se recogieron por centrifugacién (12.000 x g, 4 min y 4 °C) y se
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resuspendieron en 400 pl de de tampén TO,1E. A la suspensién celular se le
afiadieron 150 pl de perlas de vidrio estériles (0,25-0,30 mm de diémetro; Sigma,
Alemania), 20 pl de una solucién de SDS al 10 %, 450 pl de una mezcla de
fenol:cloroformo 1:1 (v/v), DTT 10 mM y 40 U de RNAsin suministrada por
Promega (EE.UU.). Tras 10 ciclos de 1 min de agitacién vigorosa alternados con
ciclos de 1 min en hielo, se centrifugé la suspensién (12.000 x g, 10 miny 4 °C).
El sobrenadante se someti6 a 2 extracciones con fenol:cloroformo 1:1 (VW) y se
precipité el RNA con 2,5 volimenes de etanol absoluto y 1/5 de volumen de LiCl
10 M. Tras posterior centrifugacién en iguales condiciones, se lavé el sedimento
con etanol al 80 % y se resuspendié en 40 nl de TE una vez seco éste. Para la
eliminacién del DNA se afiadieron a la preparacién de RNA 40 U de DNAasa I
suministrada por Boehringer Mannheim (Alemania) y 10 mM de MgSOy4,
incubdndose durante 30 min a 30 °C. Posteriormente, se sometié la preparacién
a extraccién con fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y se precipité el RNA con 2,5 volimenes
de etanol absoluto y 1/10 de acetato sédico 3 M (pH 4,5). Finalmente, el RNA se
resuspendié en HoO, tras lavar el sedimento con etanol al 80 % y secarlo. La
cuantificacién del RNA y su visualizacién se realizé como se describe en el
apartado anterior.

2.4.3.2. Detecci6n de RNAm mediante hibridacién con sondas de DNA
radiactivas (Northern blot).

El RNA total se sometié a electroforesis segiin Sambrook et al. (1989),
utilizando geles de agarosa al 1 % conteniendo formaldehido al 1,9 % (Vv) y
preparados en tampén MOPS (MOPS 20 mM; acetato sédico 5 mM y EDTA 0,5
mM). Las electroforesis se realizaron en aparatos GNA-100 o GNA-200
suministrados por Pharmacia (Suecia). Las muestras, con un volumen final de
20,5 pl, contenian 15 pg de RNA; 1 nl de tampén MOPS 10x; 3,5 pl de
formaldehido; 10 nl de formamida desionizada y 1 nl de bromuro de etidio (0,5
pg/ml). Los geles, una vez finalizada la electroforesis, se sometian 2 dos periodos
de lavado durante 15 min en agua destilada a 65 °C para eliminar el
formaldehido, equilibrdandose a continuacién en tampén SSPE 10x (el tampén
SSPE 1x contiene NaCl 0,36 M; fosfato sédico 0,02 My EDTA 2 mM, pH 7,7). A
continuacién, el RNA se transfiri6 a filtros de nylon Hybond-N+ (Amersham, Gran
Bretaria), utilizdndose para ello un aparato de transferencia por vacio TransVac
TE80 de Hoefer Scientific Instruments (EE.UU.) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. La transferencia se llevé a cabo durante 1 h utilizando NaOH 50 mM
como solucién de transferencia.

Las hibridaciones se realizaron segiin las instrucciones de! fabricante de
las membranas empleadas en estos experimentos. Para ello, los filtros se
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prehibridaron 4-6 horas a 42 °C en una solucién compuesta de SSPE 5x;
disolucién de Denhardt 5x; formamida 50 % (v/v); SDS 0,1 % (p/v) y DNA de
esperma de salmén 50 pg/ml. Transcurrido el tiempo de prehibridacién, se
afiadi6 la sonda de DNA marcado radiactivamente, desnaturalizada y se
procedié a realizar la hibridacién durante 15 h, a igual temperatura.

Los filtros, una vez hibridados, se lavaron con agitacién moderada usando
las siguientes soluciones: SSPE 2x, SDS 0,1 % (2 veces a temperatura ambiente
durante 10 min); SSPE 1x, SDS 0,1 % (1 vez a 65 °C durante 15 min). Tras los
lavados, los filtros se sometieron a autorradiografia y se analizé la hibridacién en
las mismas condiciones descritas para las hibridaciones de DNA.

2.4.4. Amplificacién de DNA a partir de RNA total de Synechocystis
6803 (RT-PCR)

2.4.4.1. Obtencién de ¢cDNA utilizando RNA total de Synechocystis 6803.

Para la obtencién de cDNAs correspondientes a los genes gltB y gltS de
Synechocystis 6803, se utilizaron oligonucleétidos complemetarios a los RNA
mensajeros de cada uno de estos genes.

Para la reaccién de sintesis de los cDNAs se utilizé Tris-HCl 27 mM, pH
8,3; MgClg 13,5 mM; DTT 7,5 mM; 250 pmol del oligonucleétido correspondiente;
2,5 mM de cada ANTP; 20 U de AMV transcriptasa reversa suministrada por
Promega (EE.UU.), 20 U de inhibidor de RNAasa Rnasin, Promega (EE.UU.),y 1
ng de RNA total en un volumen final de 20 pl y a 42 °C durante 1 hora. Una vez
finalizada la reaccién, la mezcla se llevé hasta 200 nl con HgO.

2.4.4.2. Amplificacién de DNA, utilizando ¢DNA, mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR)

La reaccién de amplificacién de DNAs correspondientes a los genes gltB y
gltS de Synechocystis 6803, se llevé a cabo por PCR, segin se describe (2.4.2.3),
utilizando como molde una dilucién 1/20 de la suspensién de cDNA anterior y con
sélo 20 ciclos de amplificacién.

El resultado de la PCR se analizé usando geles de agarosa al 0,7 %,
segin se describe en el apartado 2.4.2.4., y posterior hibridacién con sondas
correspondientes a los genes gltB y gltS de Synechocystis 6803, como se indica en
el apartado 2.4.2.6.
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24.5. Secuenciacién de DNA

2.4.5.1. Obtencién de deleciones seriadas de fragmentos de DNA mediante
digestién con exonucleasa III.

La obtencién de pldsmidos delecionados en forma seriada, se llevé a cabo
mediante digestién con exonucleasa III de E. coli, utilizando el equipo "double-
stranded nested deletion kit" suministrado por Pharmacia (Suecia) o "Erase-a-
Base System" de Promega (EE.UU.), siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Este método se basa en las propiedades de dicha enzima, especifica
para DNA de doble cadena y que digiere una de ellas, comenzando por un
extremo 5' protuberante (Henikoff, 1984). El hecho de que la enzima no actie
sobre extremos 3' protuberantes, la hace idénea para realizar digestiones
unidireccionales de pldsmidos tratados con una enzima de restriccién que genere
estos extremos y con una segunda que produzca extremos 5' protuberantes. De
“esta forma, la delecién ocurre sélo a partir del extremo 5' protuberante, evitando
asf que ocurra en zonas funcionalmente esenciales del vector. El DNA plasmidico
empleado en este proceso se aislé por los procedimiento de lisis alcalina o de
ebullicién y se purificé como se describe en el apartado 2.4.2.1.

Los pldsmidos utilizados a tal efecto, se digirieron en primer lugar con la
enzima que proporcionaba extremos 3' protuberantes y a continuacién con la que
proporcionaba extremos 5' protuberantes, sometiéndose posteriormente a
digestién con exonucleasa III. Se extrajeron muestras alicuotas a diferentes
tiempos de tratamiento con la exonucleasa III y los pldsmidos obtenidos se
trataron con nucleasa S1, generdndose asi extremos romos. La mitad de cada
muestra se someti6 a electroforesis en gel de agarosa, para comprobar el
resultado del proceso y la otra mitad se ligé con ligasa del fago T4, para
recircularizar los fragmentos obtenidos. Tras la ligacién, se transformaron células
de E. coli y se seleccionaron los clones deseados.

2.4.5.2. Reacciones de secuenciacién. Electroforesis vertical en geles de urea-
poliacrilamida.

El DNA plasmidico empleado en los experimentos de secuenciacién se
obtuvo mediante lisis alcalina o ebullicién (2.4.2.1) y seguido de desproteinizacién
con fenol:cloroformo. La secuenciacién se llevé a cabo siguiendo el método descrito
por Sanger et al. (1982), basado en el uso de didesoxirribonucleétidos de adenina,
guanina, citosina y timina para producir paradas aleatorias durante la reaccién
de polimerizacién a partir del cebador. El nucleétido empleado para marcar
radiactivamente las cadenas sintetizadas en dichas reacciones fue &'
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[0-35S]AATP (1.212 pCi/pmol), suministrado por New England Nuclear (Gran
Bretafia). Como cebadores se emplearon los oligonucleétidos comerciales "Reverse
primer" y "M13-20 primer", suministrados por Boehringer Mannheim (Alemania),
adecuados para secuenciar pldsmidos derivados de pBluescript II. Los reactivos y
la DNA-polimerasa empleados en las reacciones fueron los incluidos en el equipo
Sequenase versién 2.0, suministrado por United States Biochemical (EE.UU.). Se
siguieron las instrucciones del fabricante, excepto en la eliminacién del hidréxido
sédico utilizado para la desnaturalizacién del DNA molde, que se realizé por
filtracién a través de columnas de Sephadex G-50 (apartado 2.3.8.), previamente
equilibradas en tampén TO,1E.

Los productos de las reacciones de secuenciacién se separaron en geles de
poliacrilamida al 6 % (p/v), conteniendo 4,68 M de urea en tampén TBE. Se
empleé un aparato de electroforesis modelo SE 1500, suministrado por Hoefer
Scientific Instruments (EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante,
desarrolldndose la electroforesis entre 50 y 60 °C de temperatura a una potencia
constante de 130 W. El producto de una misma reaccién se dividia en tres partes
que se sometian a electroforesis de distinta duracién, consiguiéndose con ello
determinar en cada caso una secuencia de al menos 300 bases.

Terminada la electroforesis, los geles se pasaban a papel Whatman 3-
MM y se secaban utilizando un secador de geles Drygel Sr. modelo SE1160 de
Hoefer Scientific Instruments (EE.UU.). La autorradiografia se realizaba con
peliculas Kodak X-OMAT-S 100, en carcasas de exposicién Sigma (EE.UU.), a
temperatura ambiente, empledndose para el revelado de las peliculas reactivos
suministrados por Valca (Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5. METODOS DE TRANSFORMACION GENETICA
2.5.1. Obtencién de células competentes y transformacién de E. coli

La preparacién de células competentes de E. coli de las diferentes estirpes
utilizadas se llevé a cabo mediante el procedimiento descrito por Hanahan
(1985). Las células se cultivaban en 100 ml de medio liquido SOB {apartado
2.1.2.2.) con agitacién vigorosa, hasta alcanzar una absorbancia a 580 nm de
entre 0,45 y 0,65. Tras mantener el cultivo en hielo durante 15 min, las células
se recogian por centrifugacién (750 x g, 15 min y 4 °C) y se resuspendian en 33 ml
de solucién RF1 fria (tampén acetato potdsico 30 mM, pH 5,8; RbCly 100 mM;
MnClg 50 mM; CaCly 10 mM y glicerol al 15 % (v/v)) esterilizada por filtracién.
Tras mantener la solucién en hielo durante 30 min, se repitié el proceso de
centrifugacién anterior y se resuspendieron las células en 8 ml de solucién RF2
fria (tampén MOPS-NaOH 10 mM, pH 7,0; RbClg 10 mM; CaClp 25 mM y glicerol
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al 15 % (v/v)). Las células asi preparadas se conservaron a -70 °C en alicuotas de
200 nl. La competencia de las células se comprobé transforméndolas con
cantidades conocidas de DNA plasmidico, obteniéndose en torno a 107
transformantes/pg de DNA.

Para transformar las células competentes, el DNA transformante
(médxime 20 pl) se mezclaba suavemente con una alicuota de células competentes
descongelada en hielo, empleando tubos (13 x 75 mm) de poliestireno-cristal
suministrado por Soria Greiner S.A. (Espafia). Tras incubar 45 min en hielo, se
sometian a un choque térmico de 45 s a 42 °C y se volvian a incubar en hielo
durante 2 min. La suspensién se suplementaba posteriormente con 0,8 ml de
medio LB y se incubaba durante una hora a 37 °C. A continuacién, las células se
sembraban en medio LB sélido con el antibiético adecuado para la seleccién de
los transformantes. Cuando las mezclas de transformacién iban a ser sembradas
en medio minimo para los experimentos de complementacién, tras la incubacién a
37 °C en medio LB, se lavaban las células con medio minimo, antes de
sembrarlas en las cajas de medio selectivo.

Cuando se utilizaron pldsmidos y estirpes de E. coli que permitieran
identificar clones portadores de moléculas recombinantes gracias a la inactivacién
por insercién del gen lacZ, el medio se suplementé con 0,2 pM de IPTG y 40
mg/ml de X-gal. Las colonias con pldsmidos recombinantes mostraron color
blanco, frente al color azul de las que no lo portaban.

2.5.2. Transformacién de Synechocystis 6803

La transformacién de Synechocystis 6803 se llevé a cabo siguiendo el
método descrito por Chauvat et al. (1986). Las estirpes de Synechocystis 6803 se
cultivaron en 50 ml de medio BG11C a 30 °C y 150 rpm hasta densidad éptica a
580 nm de 0,5, inoculdndose desde esta suspensién un nuevo cultivo hasta
alcanzar una densidad éptica a 580 nm de entre 1,0 y 1,5. En este monento, las
células se recogieron por centrifugacién a temperatura ambiente y se lavaron dos
veces con BG11C, resuspendiéndose a continuacién en 5 ml del mismo medio.
Alicuotas de 1 ml de esta suspensién se mezclaron con 1 pg de DNA
transformante, disuelto en 100 pl de tampén T0,1E y se incubaron a la luz y 30
°C durante 1,5 horas. Posteriormente, la suspensién celular se sembré en cajas
de medio BG11C que se incubaron a la luz y 30 °C durante 20 horas, momento
en el que se le afiadieron 0,4 ml de cloranfenicol (1 mg/ml) o 0,4 ml de
kanamicina (10 mg/ml). Como control negativo se realizaban experimentos
equivalentes sin afiadir DNA.
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2.6. MUTAGENESIS DIRIGIDA DEL GEN gltS DE Synechocystis 6803

Para la realizacién de las distintas mutagénesis dirigidas del gen gltS de
Synechocystis 6803, se utiliz6 el sistema "U.S.E. Mutagenesis Kit" de Pharmacia
(Suecia). Este método se basa en la eliminacién de unico un sitio de restriccién del
pldsmido usado, segin el procedimiento descrito por Deng y Nickoloff (1992).
Para ello, se utiliza un oligonucleétido portando la mutacién disefiada, con el fin
de introducir ésta en una secuencia conocida del DNA y un segundo
oligonucleétido que elimina un tnico sitio de restriccién no esencial en el
pldsmido, el cual sirve como base para la seleccién de los pldsmidos mutados.
Puesto que ambos oligonucledtidos hibridan con la misma cadena del DNA
plasmidico, es posible sintetizar una nueva cadena de DNA conteniendo las dos
mutaciones.

Los pldsmidos usados en los experimentos de mutagénesis fueron pFN20
y pFN21 (apartado 2.4.1.) y se obtuvieron mediante lisis alcalina (apartado
2.4.2.1.), incluyendo extraccién con fenol:cloroformo (1:1).

2.6.1. Hibridacién de los oligonucleétidos al pldsmido y sintesis de la cadena de
DNA mutada.

La reaccién de hibridacién inclufa la utilizacién del oligonucleétido "U.S.E.
Selection primer” suministrado por Pharmacia (Suecia), complementario al sitio
de restriccién Scal del vector pUC19 y conteniendo la mutacién que hace cambiar
esta diana por Mlul:

5' CTGTGACTGGTGACGCGTCAACCAAGTC 8'

Una alicuota de 25 pmol del oligonucleétido anterior, 25 pmol del
oligonucleétido con la mutacién disefiada en cada caso (apartado 3.13) y 0,025
pmol de pldsmido se llevaron hasta un volumen final de 20 pl en tampén OPA
(Tris-acetato 10 mM; acetato magnésico 10 mM y acetato potdsico 50 mM, pH
7,5). Tras incubar a 100 °C durante 5 min y enfriar en hielo otros 5 min, se
incubé la preparacién durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se afiadieron 7 pl de una solucién conteniendo 2,86 mM de cada ANTP; 4,34 mM
ATP y 1,43x del tampén OPA, asi como 3 pl de la mezcla de reaccién que incluia
DNA ligasa del fago T4 (0,83-1,17 kw/ml); DNA polimerasa del fago T4 (0,83-
1,67 ku/ml) y proteina del gen 32 del fago T4 (0,2-0,28 mg/ml), en tampén
acuoso. La mezcla anterior se incubé a 37 °C durante 1 h y se detuvo la reaccién
calentando a 85 °C durante 15 min.
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2.6.2. Primera ronda de seleccién

La preparacién anterior se someti6 a digestién con la enzima de
restriccién Scal como se indica en el apartado 2.4.2.7, en un volumen final de 50
pl. De esta forma se reduce la capacidad de los pldsmido silvestres (que
contienen el sitio Scal) para transformar células de E. coli .

Se utilizaron 20 pl de la mezcla de pldsmidos silvestres y mutados
resultado de la digestién anterior, para transformar alicuotas de 200 nl de la
estirpe de E. coli BMH71-18 mutS, la cual es defectiva en reparacién de
mutaciones en el DNA y por tanto, no revierte las mutaciones introducidas con los
oligonucleétidos usades. La transformacién de las células de E. coli se realizé
segin se describe en el apartado 2.5.1. Con la mezcla de transformacién se
inocularon 3 ml de medio LB con ampicilina, a 100 ng/ml de concentracién final y
se incubaron en agitacién a 37 °C durante 12-16 h.

2.6.3. Segunda ronda de seleccién

Para conseguir la mdxima eficiencia en el proceso de mutagénesis, los
pldsmidos obtenidos por lisis alcalina ( 2.4.2) a partir de la estirpe de E. coli
BMH71-18 mutS, transformada como se describe en el apartado anterior, se
sometieron a digestién con la enzima de restriccién Mlul. De esta forma, se
digirieron aquellos pldsmidos que portaban la mutacién que hacia aparecer el
sitio de restriccién Mlul, mientras que los plasmidos silvestres o los que sélo
portaban la mutacién en el gen gltS quedaron recircularizados. El resultado de
esta digestién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %, segun
2.4.2.4. y se extrajo la banda correspondiente a DNA plasmidico linearizado,
seguin se describe en el apartado 2.4.2.5. Posteriormente se recircularizaron los
plasmidos aislados del gel de agarosa usando DNA ligasa del fago T4, segin
2.4.2.7.

2.6.4. Obtencién e identificacién de mutantes.

Las mezclas de ligacién, obtenidas como se describe en el apartado
anterior, se utilizaron para transformar alicuotas de 200 pl de células de E. coli
DH50a. Las mezclas de transformacién se sembraron en cajas conteniendo medio
LB con ampicilina (100 pg/ml) y varios de los clones aparecidos se usaron para
extraer DNA pldsmidico, segin (2.4.2.1). Posteriormente, los pldsmidos se
digirieron con la enzima de restricci6on Mlul y se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %. Se seleccionaron aquellos clones en los
que se obtuvo el plismido en forma lineal, indicando esto gue contenian la
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mutacién que hacia aparecer el sitio wnico de restriccion Miul. Algunos de los
" clones conteniendo este nuevo sitio de restriccién se usaron para realizar
reacciones de secuenciacién (2.4.5.2), con el fin de comprobar la existencia en el
gen gltS de la mutacién disefiada.

2.7. OTROS METODOS ANALITICOS

2.7.1. Determinacién de la concentracién interna de aspartico,
glutdmico y glutamina en células de Synechocystis 6803

Para determinar las concentraciones intracelulares de aspdrtico,
glutdmico y glutamina se realizé una extraccién mediante lisis dcida de las
células, como se describe en Romero et al., 1989. Para ello, fracciones alicuotas de
0,9 ml de un cultivo con una concentracién de clorofila de aproximadamente 10
pg/ml, se mezclaron con 0,1 ml de HCl 2 N enfriado en hielo. La mezcla se agité
durante 10 s y se centrifugé (12,000 x g, 5 min y 4 °C). El sobrenadante
constituyé el lisado celular donde se analizaron los distintos aminodcidos. Se
tomaron 150 pl de este lisado y se tamponé con tampén fosfato potdsico 50 mM
pH 7,5 hasta un volumen de 1,25 ml y el aspdrtico, el glutdmico y la glutamina-
se determinaron mediante HPLC, como se describe en el apartado siguiente.

2.7.2. Separaciéon y determinacién de aspdrtico glutdmico y glutamina
mediante HPLC

Para la separacién y determinacién de aspdrtico, glutdmico y glutamina
se utilizé6 un sistema de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) Waters
(EE.UU.), compuesto por un inyector U6K, conectado a una bomba modelo 501
que creaba un flujo constante de solvente. La salida del inyector estaba
conectada a una columna de cromatografia en fase reversa Novapak Cig de 3,9
mm x 15,0 cm, precedida por una precolumna de 3,9 mm x 4,0 cm rellena de
perlas de vidrio, en serie con un detector de fluorescencia Ac-420 provisto de
filtros de 338 nm (excitacién) y 425 nm (emisién). Los datos obtenidos se
procesaron automédticamente mediante un integrador modelo 745. La
derivatizacién y la cromatografia se realizaron como se describe (Marqués et al.,
1989). Las muestras de aminodcidos se derivatizaron antes de su inyeccién,
usando 50 pl de cada una ellas e incubdndose a temperatura ambiente durante
90 s con 150 pl de una mezcla derivatizante conteniendo 27 mg de o-
ftaldialdehido (OPA) disueltos en 0,5 ml de metanol; 4,5 ml de tampén borato
sédico 0,4 M, pH 10y 20 pl de 2-mercaptoetanol. Transcurrido ese tiempo, se
inyectaron 40 pl de la muestra. La cromatografia en fase reversa de los OPA-
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derivados asi obtenidos se llevé a cabo de forma isocrdtica, empleando como
solvente tampén fosfato sédico 20 mM pH 17,5, conteniendo 22 % de metanol y 2
% de tetrahidrofurano, bombeado a través de la columna a un flujo constante de
1 ml/min, creando una presién de aproximadamente 2.400 psi.

2.7.3. Determinacion de clorofila

El contenido celular de clorofila @ se determiné espectrofotométricamente,
tras someter las células a una extraccién de la misma con metanol, siguiendo el
método descrito por Mackinney en 1941. Las células contenidas en 0,5-1 ml de
suspensién celular, se recogieron mediante centrifugacién a 12.000 x g, en una
centrifuga Eppendorfy el sedimento se resuspendi6 en 1 ml de metanol absoluto.
Tras agitar vigorosamente durante 2 min, la preparacién se centrifugé durante
30 s a 12.000 x g, determindndose la concentracién de clorofila en el
sobrenadante empleando un coeficiente de extincién de 74,46 ngl mi em -1 4 665
nm.

2.74. Determinacién de la cantidad de proteina

El contenido celular de proteina se determiné directamente en células
enteras siguiendo la modificacién del método de Lowry et al. (1951) descrita por
Markwell et al. (1978), empleando ovoalbiimina de gallina como patrén.

El contenido de proteina de los extractos crudos y otras preparaciones
libres de células se determiné segiin el método descrito por Bradford (1976),
usando el reactivo para proteinas de Bio-Rad (EE.UU.) y siguiendo el
procedimiento de microensayo recomendado por el fabricante. Como patrén se
empleé ovoalbiimina.

2.7.5. Determinacién de y-glutamilhidroxamato

El y-glutamilhidroxamato formado en el ensayo de la actividad
transferasa de la GS, se determiné por reaccién con cloruro férrico en medio dcido
(Shapiro y Stadtman, 1970). Para ello, a 1 ml de disolucién conteniendo
v-glutamilhidroxamato (mezcla de ensayo de la reaccién de la GS tras incubacién
a 30 °C) se le afiadian 2 ml del reactivo de hierro en medio 4cido ( 7,73 ml de HCl
al 37 %; 12 g de 4cido tricloroacético y 33,3 g de FeCls-6H20, llevados a un
volumen final de 11con H20). La concentracién del producto colore::do formado se
determiné espectrofotométricamente, utilizando un coeficiente de extincién a 500
nm de 0,89 mM-1-cm1,
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2.7.6. Determinaqién de amonio

Para la determinacién de amonio se utilizé el reactivo de Nesslers (Merk,
Alemania). Para ello, 0,1 ml de solucién A (tetraiodomercuriato (II) de potasio) se
mezclaban con 0,1 ml de solucién B (NaOH) y se llevaba a un volumen final de
1,9 ml con HpO, afiadiéndose posteriormente 0,1 ml de muestra. La
concentracién de amonio se estimé espectrofotométricamente a 420 nm,
empleando una recta patrén realizada utilizando soluciones con concentraciones
conocidas de amonio.

2.7.7. Cuantificacién de DNA y RNA

La cantidad de DNA se estimé tras electroforesis de una fraccién de la
muestra en un gel de agarosa conteniendo bromuro de etidio. La fluorescencia
emitida por las moléculas de bromuro de etidio intercaladas en el DNA de la
muestra , tras iluminar con luz ultravioleta, se comparaba con la emitida por las
moléculas intercaladas en cantidades conocidas de fragmentos de DNA del fago
lambda, también incluidos en el gel. .

Alternativamente, el DNA se cuantificaba por su absorbancia a 260 nm,
considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a 50 ng/ml de DNA
bicatenario o a 20 pg/ml de oligonucleétidos. El RNA se cuantificaba
espectrofotométricamente considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a
40 pg/ml de RNA.

2.7.8. Determinaciones espectrofotométricas

Las medidas de absorbancia de luz visible o luz ultravioleta, se
realizaron en un espectrofotémetro de diodos Hewlett Packard 8452A (Alemania)
conectado a un ordenador Hewlett Packard (Francia) modelo H.P, Vectra QS/16S
o en un espectrofotémetro Hitachi U-1100 (Japén).

2.8. TRATAMIENTO INFORMATICO DE SECUENCIAS DE DNA Y
PROTEINAS

Para la bisqueda de fases de lectura abierta, localizacién de sitios de
restriccién y traduccién a proteina de secuencias nucleotidicas, se utilizaron los
programas DNA-Strider en su versién 1.1, disefiado por Christian Mark (Service
de Biochimie, Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay, Francia) y MacMolly's Heart
en su versién 3.0, desarrollado por Ursula Priedomuth y Uwe Schoneberg, Soft
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Gene (Alemania) y compilado por A. Hochberg (DuPont de Nemours and Co.,
La conexién con el Centro Informdtico Cientifico de Andalucia (CICA)
permitié la utilizacién del paquete informético del Genetic Computer Group
(GCQ) de la Universidad de Wisconsin (EE.UU.) (Devereaux et al., 1984) en su
versién 7.1y 8.x y el acceso al banco de secuencias del European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) en Heidelberg (Alemania). La bisqueda de
similitudes de una secuencia con las contenidas en el banco de datos del
EMBL/Genbank, se realizé utilizando la aplicacién FASTA (Pearson y Lipman,
1988) contenida en el paquete GCG. El alineamiento de secuencias homélogas se
realizé utilizando el programa Pileup de este mismo paquete informético, que
usa el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) y mediante arreglo manual. La
determinacién de los porcentajes de identidad entre las secuencias de
aminodcidos se realizaron utilizando los programas Bestfit y Gap, los cuales se
basan en el mejor alineamiento entre dos secuencias, calculando el ndmero de
residuos idénticos entre ambas.
Los estudios filogenéticos se llevaron a cabo empleando el paquete informdtico
PHYLIP (Felsenstein, 1989) versién 3.5 p.
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3. RESULTADOS



8.1. CLONACION Y CARACTERIZACION DE LOS GENES
ESTRUCTURALES DE LAS Fd-GOGATSs (gltB Y gltS) DE Synechocystis
sp. PCC 6803

En este apartado se describe la clonacién de los genes estructurales de las
ferredoxina glutamato sintasas (Fd-GOGATSs) de Synechocystis sp. PCC 6803, con
objeto de caracterizarlos y poder obtener mutantes afectados en la actividad Fd-
GOGAT, a fin de clarificar su papel fisiolégico en esta cianobacteria. La expresién
de dichas proteinas en Escherichia coli nos permitird obtener las cantidades
necesarias para poder llevar a cabo estudios de estructura-funcién de las mismas,
empleando de la mutagenésis dirigida de residuos concretos.

3.1.1. Obtencién por PCR de un fragmento de DNA interno a los genes
de las glutamato sintasas de Synechocystis

Los estudios previos realizados por nuestro grupo en la cianobacteria
Synechococcus sp. PCC 6301, ponfan de manifiesto la existencia de una enzima
con actividad glutamato sintasa dependiente de ferredoxina (Marqués ef al.,
1992). Basdndonos en estos resultados, pensamos en la existencia de un tnico
gen que codificase la Fd-GOGAT de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803.
Con objeto de clonar el gen estructural de esta enzima y a partir de la
comparacién de las secuencias de aminoédcidos de las diferentes glutamato
sintasas conocidas, se seleccionaron dos oligonucleétidos correspondientes a
secuencias internas de las mismas, perfectamente conservadas entre ellas, con el
fin de obtener mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) un
fragmento de DNA interno a dicho gen. Como oligonucleétido directo se usé el
correspondiente a los residuos 1097-1102 de la FAd-GOGAT de maiz (Sakakibara
et al., 1991) idéntico al 998-1003 de la subunidad grande de la NADPH-GOGAT
de E. coli (Oliver et al., 1987) y como oligonucleétido reversos el correspondiente a
los residuos 1494-1499 y 1395-1400 de las mismas glutamato sintasas.

PHHDTI Y C EYMT G
5' CCTCATCATGATATTTA &' 3' ACACTTATATACTGACC &'
c ¢ C C C G C G T
G A C
A G
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Utilizando los dos oligonucleétidos indicados, se llevé a cabo la
amplificacién de DNA, por PCR, segiin se describe en 2.4.2.3., utilizando como
molde DNA total de Synechocystis. El resultado de la PCR fue analizado
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Como se muestra en la figura
3A, una banda de 1,2 kb y otra de 0,7 kb se amplificaron en estas condiciones,
siendo la primera de ellas de tamaiio similar al fragmento de DNA comprendido
entre los oligonucleétidos usados, tanto en maiz como en E. coli.

El fragmento de 1,2 kb fue aislado del gel (apartado 2.4.2.5.) y se sometié
a digestién con distintas enzimas de restriccién. En la figura 3B, carril 1, se
muestra la digestién con Hincll, apareciendo tres bandas de 1,2 kb, 0,7 kb y 0,5
kb, mientras que la digestién con BstXI (carril 6) dio 4 fragmentos de 1, 0,7,0,5 y
0,2 kb. Cuando se utiliz6 la enzima de restriccién Sau3Al (carril 3), aparecieron
més de cinco fragmentos, cuyo tamaifio total fue mayor de 1,2 kb. Estos
resultados sugerian, claramente, que la amplificacién por PCR daba lugar a dos
fragmentos de 1,2 kb, probablemente correspondientes a genes diferentes para

glutamato sintasas, aunque no habia evidencias previas de la existencia de dos
GOGATSs en cianobacterias.

FIGURA 3. Identificacion del DNA obtenido mediante
amplificacién por PCR.

A, E] resultado de la PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa
al 1 %.

B, Andlisis de restriccién del producto de PCR de 1,2 kb, digerido con
distintas enzimas de restriccién.
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3.1.2. Deteccién de hibridacién homéloga entre la sonda amﬁlificéd"ﬁw
por PCR y el DNA genémico de Synechocystis sp. PCC 6803.

El fragmento de 1,2 kb obtenido mediante amplificacién por PCR, fue
usado como sonda para llevar a cabo una hibridacién homéloga, usando DNA
total de Synechocystis digerido con varias enzimas de restriccién.

El resultado de la hibridacién se muestra en la figura 4. En el carril 2,
correspondiente a DNA digerido con Dral, aparecen cuatro bandas de
hibridacién, siendo tres de ellas mayores de 1,2 kb, mientras que con Haell,
carril 5, aparecieron tres bandas, igualmente, mayores que la sonda usada.
Teniendo en cuenta estos resultados y el hecho de que habian sido amplificados
por PCR dos fragmentos de 1,2 kb, concluimos que las sondas usadas en la
hibridacién con DNA total de Synechocystis hibridaron con dos genes distintos.

Dral HindIll Xmnl
kb Hincll Smal Haell

FIGURA 4. Hibridacion de DNA total de Synechocystis 6803
con la sonda de 1,2 kb amplificada por PCR.

El DNA de Synechocystis 6803 se digiri6 con las enzimas de restriccién
que se indican y se hibridé usando como sonda el fragmento de 1,2 kb
amplificado por PCR, a 65 °C. Las condiciones experimentales se detallan
en el apartado 2.4.2.6.
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3.1.3. Clonacion de los genes gliB y gltS de Synechocystis 6803.

Para el aislamiento de los genes gltB y gitS se utiliz6 la estrategia de “clonacién
mediante construccién de subgenotecas”, cuyas etapas fundamentales se
esquematizan en la figura 5.

Basdndonos en los resultados de la hibridacién que se muestra en la
figura 4, se procedié a la digestién del DNA genémico y al aislamiento de los
fragmentos Smal de 4,9 kb y Xmnl de 3,9 kb, los cuales fueron usados para la
construccién de librerias genémicas de ADNs de estos tamaiios, usando el
pldsmido pBluescript II SK(+) (pBS) como vector. Estas librerias fueron
analizadas mediante hibridacién en colonias en E. coli MC1061, usando el
fragmento de PCR de 1,2 kb como sonda.

1.- Identificacién de 2.- Aislamiento de los fragmentos de DNA del
bandas de hibridacién. tamario deseado a partir de un gel
' preparativo de agarosa

>
>

=1
> =]|—+= 2
T 3

IIIIIIIIIIIIIIIIIII@IIII

3.- Extraccién de los fragmentos contenidos en las distintas fracciones de agarosa.

.® .® . An4lisis de una alicuota
6 —> Extiicmén —> por hibridacién

Conservaciéon de una
alicuota a -202C
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4.- Clonacién de la fraccién que contiene el fragmento deseado en el
plasmido pBS.

5.- Transformacién de E. coli MC1061 o HB101 y seleccién en medio con
ampicilina.

6.- Transferencia a filtros de nitrocelulosa y conservacién de duplicados.

7.- Seleccién de los clones positivos, por hibridacién en filtros de nitro-
celulosa conteniendo réplicas de las colonias transformantes.

FIGURA 5. Esquema del proceso de clonacion de fragmentos
de DNA cromosémico mediante construccion de wuna
subgenotecas.

Se muestran las etapas principales del proceso desde la deteccién de
secuencias homélogas a la sonda utilizada, hasta la obtencién de clones de
E. coli que contienen el fragmento deseado clonado en el plasmido.

De los m4s de 200 clones analizados para cada una de las subgenotecas,
fueron seleccionados dos conteniendo el fragmento Xmnl y uno conteniendo el
fragmento Smal. Los pldsmidos obtenidos a partir de estos clones se
denominaron pFN3, en el caso de Xmnl (idénticos para los dos clones) y pFN4,
para la subgenoteca con Smal, mostrando sus mapas de restriccién, claras
diferencias entre ellos, figura 6.

Los insertos contenidos en los pldsmidos pFN3 y pFN4 fueron
secuenciados por sus extremos por el procedimiento de la terminacién de cadenas
de didesoxinucleétidos, utilizando como cebadores oligonucleétidos comerciales
cuyas secuencias complementarias se encontraban localizadas en pBS a ambos
lados de los insertos clonados. Se identificaron de esta forma secuencias
homélogas a los genes gltB de E. coli (subunidad grande de la NADPH-GOGAT) y
glsF de maiz (Fd-GOGAT), en uno de los extremos de cada uno de los insertos.
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FIGURA 6. Mapas de restriccién de los insertos de DNA de
Synechocystis contenidos en los plismidos pFN3 y pFN4.

Mapas de restriccién de los fragmentos Xmnl y Smal clonados. Las flechas
indican la localizacién de los genes de las glutamato sintasas, asf con su sentido
de transcripcién. Los oligos 1 y 2 corresponden a los oligonucleétidos usados
para la amplificacién, por PCR, del fragmento de 1,2 kb.

La comparacién con glsF, de las dos secuencias obtenidas de los insertos
contenidos en pFN3 y pFN4, confirmé la existencia de dos genes diferentes para
la glutamato sintasa, denominados, desde este momento, gitB (pFN3) y gitS
(pFN4), con una alta homologia entre ellos, en las zonas secuenciadas figura 7.

gltB IPLEEVEPIEAIMRKRFKTGAMSYGSISKEAHESLATIAMNRIGGKSNT

glts ceecsscssssscnce eeessscesss EAHETLAIAMNRLGAKSNS
glsF IPIGKVESATSIVERFCTGGMSLGAISRETHEAIAIAMNRIGGKSNS 994
gltB cecrsecsccssncces cecoee secerccccccccccnns ceeccccse
glts GEPPEDVVRYLSLDDVDSEGNSPTLPHL . c e cco s oo cscccsne

glsF GEGGEDPIRWNPLTDVVDGYSPTLPHLKGLONG. ¢ ¢ « « o « eesacas 1028

FIGURA 7. Comparacién de las secuencias de aminodcidos deducidas
de los insertos de DNA de Synechocystis contenidos en los pldsmidos
PFN3 y pFNA4.

gltB y gltS, corresponden a los dos genes de las glutamato sintasas de
Synechocystis y glsF corresponde al gen que codifica la Fd-GOGAT de maiz. La
comparacién de las secuencias se hizo usando el programa Pileup. Los nimeros
indican la posicién del tltimo residuo.
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Teniendo en cuenta la masa molecular relativa descrita para las Fd-
GOGATSs de la cianobacteria Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1992) y maiz
(Sakakibara et al., 1991), aproximadamente 160 kDa, procedimos a la clonacién
completa de los genes gltB y gltS de Synechocystis 6803, esperando un tamafio
medio de 5,5 kb. Se usaron sondas internas a cada uno de los genes, para llevar
a cabo una nueva hibridacién homéloga con DNA genémico de esta cianobacteria
digerido con distintas enzimas de restriccién. El resultado de la hibridacién
muestra la existencia de reaccién cruzada de los dos genes con las sondas
utilizadas, sugiriendo una alta homologia entre ellos, figura 8.

A B

wp | HindIl BsiXT Clal BamHI BsiXI Bglll

gltB gltS

FIGURA 8. Anilisis mediante hibridacién homéloga de DNA
total de Synechocystis, usando como sondas fragmentos
internos a los genes gltB y gltS.

El DNA de Synechocystis se digirié con las enzimas de restriccién que se
indican y se hibridé a 65 °C con los fragmentos internos a los genes gitB y
gltS, mostrados en la figura 9. Las condiciones experimentales se detallan
en 2.4.2.6.

Basdndonos en los mapas de restriccién de pFN3 y pFN4, en el tamaiio
esperado de los genes, aproximadamente 5,5 kb y en el resultado de la
hibridacién mostrada en la figura 8, nos propusimos clonar los genes gitB y gltS
completos, construyendo dos genotecas de fragmentos HindIII de aproxi
madamente 6,3 kb (Fig. 8A, carril 1) y fragmentos Clal de aproximadamente 9,3
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kb (Fig. 8B, carril 1), las cuales fueron analizadas por hibridacién en colonias de
E. coli HB101, usando las sondas utilizadas en la hibridacién mostrada en la
figura 8. De los 256 clones analizados para gitB fueron positivos dos (fragmentos
HindIIl) y catorce de los 477 de gltS (fragmentos Clal). De estos clones se
aislaron los pldsmidos pFN5 y pFN6, que solapan con el inserto contenido en
pFN3 y se extienden 4 kb hacia la zona 5°, comprendiendo la totalidad del gen
gltB, y pFN7 y pFN8, que solapan con el inserto contenido en pFN4 y se
extienden 7 kb hacia la zona 5, conteniendo el gen gltS completo. En la figura 9
se muestran los mapas de restriccién de los insertos contenidos en pFN5/6 y
pFN7/8.

FN5/6
P gltB 6,5 Kb

i

EcoRV  BstENl BstEll Xmnl BstXI BstXI HindIll

Xmnl Bglll Smal
mn. g ma >
_ pFN3
Sonda I
pFN7/8 gltsS 6,5 Kb
I | l | [
Apal  HindIll Kpnl Xbal Clal BamHI
'
pFN4
1kb Sonda II

FIGURA 9. Mapas de restricciéon de los insertos contenidos en
los pldsmidos pFN5/6 (gltB) y pFN7/8 (gltS).

Se muestran los mapas de restriccién de los insertos contenidos en los
plasmidos pFN5/6 y pFN7/8, conteniendo los genes gltB y gitS, con las
enzimas de restriccién mas relevantes. Las flechas finas indican los
fragmentos de los pldsmido pFN3 y pFN4 equivalentes a los pldsmidos
mostrados en la figura.

3.1.4. Secuenciaciéon y andlisis de los insertos de pFN5 y pFN7 que
contienen los genes gitB y gltS.

Dado que los insertos contenidos en pFN5 y pFN7 parecian contener la
totalidad de los genes gltB y gltS, se procedié a la secuenciacién de estos
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fragmentos, utilizando para ello deleciones seriadas realizadas con exonucleasa
ITI como se describe en el apartado 2.4.5.1.

La secuenciacién se llevé a cabo por el procedimiento de la terminacién de
cadenas con didesoxinucledtidos (2.4.5.2.). De las deleciones se obtuvieron
fragmentos de secuencias parciales de longitud variable que se superpusieron
para obtener la secuencia lineal completa. La estrategia de secuenciacién se
siguié en las dos cadenas del DNA,

3.1.4.1. Secuencia del gen gitB.
La secuencia de nucleétidos del inserto contenido en el pldsmido pFNb5 se
determiné en las dos cadenas. Mediante el anilisis por ordenador de las 5367 pb

se determinaron las zonas de lectura abierta (ORFs) en las seis fases posibles.
El resultado de este estudio se muestra en la figura 10.

PARES DE BASES
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1000 2000 3('!00 4000 5000

FIGURA 10. Anidlisis de las posibles fases de lectura abierta
existentes en el fragmento de DNA de Synechocystis 6803 que
contiene el gen gliB.

Las lfneas verticales cortas indican codones que codifican el aminoécido
metionina; las lfneas verticales largas indican codones de terminacién de
la traduccién. El estudio se realizé utilizando el programa DNA-Strider
(2.8).

Del anilisis de las fases de lectura abierta, tan sélo la correspondiente a
la fase 1 en la figura 10, presentaba el tamafio adecuado para codificar la
glutamato sintasa, GItB, de Synechocystis 6803. Esta, de 4650 pb, daria lugar a
una protefna de 1550 residuos con una masa molecular de 168.964 Da, lo cual
estaria de acuerdo con el tamafio determinado para otras Fd-GOGATs (Marqués
et al., 1992).
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FIGURA 11. Secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA de
Synechocystis que contiene el gen gltB.

Sobre la secuencia de nucleétidos se muestra, en rojo, la secuencia de
aminodcidos traducida a partir de la ORF (fase 1). Las dos posibles metioninas de
inicio de la secuencia se indican en azul, precedidas por posibles secuencias de
unién de ribosomas, en verde. La cisteina 43 reconocida para la maduracién de la
proteina se indica en azul. En la zona 3’, en verdes se muestran las secuencias
correspondientes a un posible terminador transcripcional.
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Como se muestra en la figura 11, aparecen en la secuencia de gitB dos
codones putativos de iniciacién de la traduccién, ATG, precedidos por posibles
secuencias de unién a ribosomas (secuencias de Shine-Dalgarno). Igualmente, en
la zona 3’ del gen aparecen dos secuencias de DNA complementarias que podrian
actuar como terminadores de la transcripcidn.

3.1.4.2. Secuencia de gitS.

Utilizando el pldsmido pFN7 se llevé a cabo la secuenciacién, en doble
cadena, de la mayor parte del inserto contenido en este pldsmido. La
secuenciacién se llevé a cabo de 1a misma forma que se ha indicado para glitB,
utilizando fragmentos de secuencia de longitud variable, obtenidos por deleciones
seriadas con la exonucleasa III. Se secuenciaron un total de 5914 pb, de los que
se determinaron las zonas de lectura abierta (ORFs) contenidas en las seis fases,
figura 12.
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FIGURA 12. Anidlisis de las posibles fases de lectura abierta
existentes en el fragmento de DNA de Synechocystis 6803 que
contiene el gen gitS.

Las lineas verticales cortas indican codones que codifican el aminodcido
metionina; las lfneas verticales largas indican codones de terminacién de la
traduccién. El estudio se realizé utilizando el programa DNA-Strider (2.8.).

Del andlisis de las fases de lectura abierta, sélo la correspondiente a la
fase 2 en la figura 10, presentaba el tamafio adecuado para codificar la
glutamato sintasa, GItS, de Synechocystis 6803. Esta fase presenta un tamario de
4674 pb y codificaria una protefna de 1558 residuos con una masa molecular de
170.208 Da, tamario similar al de otras Fd-GOGATs y a la proteina que
codificaria el gen gltB de Synechocystis .
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FIGURA 13. Secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA de Synechocystis
que contiene el gen gitS.

Sobre la secuencia de nucleétidos se muestra, en rojo, 1a secuencia de aminoécidos traducida a partir de la

ORF (fase 2). Las dos posibles metioninas de inicio de la secuencia se indican en azul y son precedidas por
posibles secuencias de unién de ribosomas, en verdes. La cisteina 37 reconocida como sitio de maduracién de la
proteina se indica en azul. En la zona 3’ se muestran, en verdes, las secuencias correspondientes a un posible
terminador transcripcional.

82



En la figura 13 se muestra la secuencia nucleotidica y la deducida de
aminodcidos de parte del fragmento de DNA de Synechocystis contenido en el
pldsmido pFN7. La secuencia de aminodcidos correspondiente al gen gitS, al
igual que la correspondiente al gen gltB, presenta dos posibles metioninas de
iniciacién de la proteina, precedidas por posibles secuencias de unién de
ribosomas (secuencias de Shine-DalgRNAo). En la zona 3’ aparecen dos
secuencias de nucleétidos complementarias que podrian actuar como terminador
de la transcripcién.

3.2. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS GENES gliB Y gltS DE
Synechocystis. COMPARACION CON OTRAS GLUTAMATO SINTASAS

Las secuencias de aminodcidos deducidas de los genes gltB y gitS de
Synechocystis se compararon con las secuencias disponibles en los bancos de
datos del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL, Heidelberg y
GenBank) (2.8.).

3.2.1. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de glutamato
sintasas.

El resultado de la comparacién del producto de los genes gltB y gltS con la
subunidad grande de las NADPH-GOGATs de bacterias, las Fd-GOGATs y
NADH-GOGATSs disponibles, revelé la existencia de una alta homologia entre
ellas, lo que confirmaba que tanto gltB como gltS codificaban glutamato sintasas.

En la figura 14 y 15 se muestran los alineamiento entre las secuencias de
glutamato sintasas disponibles, asi como la localizacién de los posibles dominios
funcionales: dominio de unién glutamina amido transferasa, sitio de maduracién,
sitio de unién del centro sulfoférrico [3Fe-4S] y sitio de unién de FMN.
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FIGURA 15. Comparacién de las secuencias de aminodcidos de glutamato sintasas.

Las secuencias de aminodcidos deducidas de los genes gltB y gltS de Synechocystis se compararon con las
secuencias de glutamato sintasas disponibles, usando el programa pileUp (apartado 2.8.) y optimizado manualmente. Las
secuencias deducidas de gltS y glfB se marcan en rojo y azul respectivamente. El dominio glutamina amidotransferasa se
indica en verde. El sitio de maduracién se recuadra en amarillo. El sitio de unién de FMN se marca en rojo y el centro
sulfoférrico se presentan sombreado en azul. Los residuos aspértico y lisina/arginina implicados en la unién de la cadena
ribitilo del FMN se marcan con A. Las tres cistefnas del centro sulfoférrico se marcan con A. Los asteriscos indican
identidades en todas las GOGATs. La flecha indica la Cys implicada en la maduracién . Los niimeros indican la posicién

del tltimo residuo.
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Synechocystis B ...... «++s JMPCHEGLHPL .......VPNFCTVT SPMNSSHLAPQVQ.. 31

P. boryanum B cesennns sessssssnncanss sesssssssssesas ~MIMTRYGLPAKD.. 12

5. cerevisiae stsecsssessssye Sesssmsnsnsenss o ess . « . MPVLKSDNFDPL EEAYEGGTIQNYNDE HHLHKSWANVIPDKR 42

Alfalfa MSNSLSLTFTALNNP QINATSNPNARLRPL ARVTRCSATCVERKR WLGTKLRSGGGLERI QLWESGGLGRLPKLR VAVKSSFSAVPFDKPM 90
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Maiz D.....LNHILSERG ACGVGFVANLKNMSS FDIVRDALMALGCME HRGGCGADSDSGDGA GLMSAVPWDLFDDWA SKQGLALFDRRNT.. 169
Antithamnion sp. G.....YPSIVSERD ACGVGFIANLNSKPS NKIVTEALNALSCME HRGGCGADNISGDGA GVTIQIPWDIFISEG INFLPKLOSNQOSILN 100
P. purpurea S..c.....TEKERD ACGVGFIADVNNIAN HKIVVOALEALTCME HRGACSADRDSGDGA GITTAIPWNLFQSGL KDKGIIIQKNESI.. 105
P. boryanum S  G.....QRWLVEERD ACGVGFIVDQQOGRAS HDLMSKALIALSCME HRGGCSADQDSGDGA GVMAEIPWEILNQWA SDRGVTLKPGY.T.. 109
Synechocystis S Geves QPWLVEERD ACGVGFIANLRGKPD HTLVEQALKALGCME HRGGCSADNDSGDGA GVMTAIPRELLAQWF NTRNLPMPDGDRL.. 108
Synechocystis B G.....LYDPQNEHD ACGVGFIVQMKGKVS HDIVEQGLOMLVNLE HRGACGCEPNTGDGA GILIQVPHKFI.QKI AGAEGITIPAPG..Q 113
P. boryanum B  G.....LYDPQFEHD ACGVGFIVOMKGOPS HSIVQQALTILANLE HRGACGAETNTGDGA GILMQVPHGFF.QKV TATLNITLFDAG..Q 94

5. cerevisiae G.....LYDPDYEHD ACGVGFVANKHGEQS HKIVTDARYLLVNMT HRGAVSSDGN.GDGA GILLGIPHEFMKREF KLDLDLDIPEMG..K 124
Alfalfa G.....LYDPAFDKD SCGVGFVAELNGQSS RKTVTDALEMLVRMT HRGACGCEANTGDGA GILVALPHGFY.QEV ...VDFQLPPQG..N 169
A. brasilense P.....E....DEHD ACGVGFIAATDGKPR RSVVEKGIEALKAVW HRGAVDADGKTGDGA GIHVAVPQKFFKDHV KVIGHRAPDNK.... 106
E. coli GEVHDMLYDKSLERD NCGFGLIAHIEGEPS HKVVRTATHALARMQ HRGATLADGKTGDGC GLLLOKPDRFFRIVA QERLAFRK......N 110

LR de e Rk * *
SITIO DE MADURACION
Espinaca «GVGMVFLPKDDLLA EE...A.KKVVLDTF AQEGIEVIGWRSVPT NVSVVGRNAKETMPN . .STDDIERELYICR 117
Maiz «GVGMVFLPQDEKSM EE...A.KAATEKVF VDEGLEVLGWRPVPF NVSVVGRNAKETMPN . . NADDIERELYISR 249
Antithamnion sp. YGVRMILRSSDD..L DK...I.KKIFSWAL DEYQLDLISWRNVPV DKSILGEESKFNQPL . . IDYKLDKHLYLVR 179
P. purpurea «GVGMLFLP. . TSKL QE...S.KKIIENVI, KEENLEVVGWRLVPT VEEVLGKQAYLNKPH VEQMFC . « SKNELEQQLFLVR 182
P. boryanum s .GVGMVFLPQDSAIA AE...T.KQVAEKII AEEGLTLLGWRSVPV QPEVLGVQARDNQPL IEQLIVQS..EV... ..ADEELERKLYVAR 183
Synechocystia S +GVGMVFLPQEPSAR EV...A.RAYVEEVV RLEKLTVLGWREVPV NSDVLGIQAKNNQPH IEQILVTCPEGC... ..AGDELDRRLYIAR 188
Synechocystis B YAVGNIYGSPDPLAR A....EARQKFNDIV AQEGLKVLGWRDIPT QNEPLGETAIASEPF MQQVYIARPEGLT.. ..DDLDFERKLYVIR 195
P. boryanum B GVGMVYSSPDRAQR E....AGRRIFEQVV DNSTLGETAKASEPF MQOVFIQRSADLA.. ..DDLAFERKLYVIR 176
S. cerevisiae YAVGNVFFKKNEKNN KEKNLIKCQKIFEDLA ASFNLSVLGWRNVPV DSTILGDVALSREPT ILQPLLVPLYDEKQP EFNETKFRTQLYLLR 214
Alfalfa YAVGMFFLPKSDSRR K. ...ESENIFTKVA ESLGHKVLGWRSVPT DNTGLGKSAQLTEPV IEQVFLTPSSD.... ..SKVDLEKQMYILR 249
A. brasilense LAVGQVFLPRISLDA QE...ACRCIVETEI LAFGYYIYGWRQVPI NVDITGEKANATRPE IEQIIVGNNKGV... ..SDEQFELDLYIIR 188
E. coli YAVGMLFLNKDPELA A....AARRIVEEEL QRNTLSIVGWRDVPT NEGVLGEIALSSLPR IEQIFVNAPAG.... .HRPRDHBRRLE'IAI:. 191
* * *
Espinaca KLIER..AAS...SH TWASELYFCSLSNQT IIYKGMLRSEVLGM. FYYDLQ...NERYTS PFAIYHRRYSTNTSP RWPLAQ..PMRFLGH 196
Maiz KLIER..AAK. ..SF SWADELYFCSLSSRT IVYKGMLRSEVLGQ. FYLDLY...NELYKS PFAIYHRRFSTNTSP RWPLAQ..PMRLLGH 328
Antithamnion sp. KRIEKLVSKL...DI NTNKQFYICSFSSKT IVYKGMLRSEFLVK. YYNDLS...NSLYVS NFAMYHRRFS' KWSLAQ. .PMRFMAH 260
P. purpurea KRIERYIGIN. ..GK EWAHEFYVCSLSCYT IVYKGMMRSAVLGQ. FYQDLY...HSEYTS SFAIYHRRFSTNTMP KWPLAQ..PMRFISH 263
P. boryanum s KRIHRTLAVR. . .PE AGFDELYVCSFSTRT IVYKGMVRSEILGK. FYLDLQ...NPEYKT TFALYHRRFSTNTMP KWQLAQ..PMRLLGH 264
Synechocystis S SIIGKKLA. ... . ++.BDFYVCSFSCRT IVYKGMVRSIILGE. FYLDLK...NPGYTS NFAVYHRRFSTNTMP RWPLAQ..PMRLLGH 262
Synechocystis B KLTHGAIRSP,.... KIDTYWYVASLSART LVYKGMLTTAQVGQ. YYPELH...DPDMES ALALVESRFSTNTFP SWERSH..PYRYIAH 274
P. boryanum B KRSHSATRQT. . ... GIDPFWYPASLSCRT LVYKGMLMPLQVKE. YYPDLS...DPDLQS ALGLVHSRFSTNTFP SWERSH..PYRYIAH 255
5. cerevisiae KEASLQI........ GLENWFYVCSLNNTT IVYKGQLTPAQVYN. YYPDLT...NAHFKS HMALVHSRFSTNTFP SWDRAQ..PLRWLAH 290
Alfalfa KLSMVSITSALNLQS DGITDFYICSLSSRT VIYKGQLTPAQLGEY YYADLG...NERFTS YMALIHSRFSTNTFP SWDRAQ..PFRVLGH 334
A. brasilense RRIEKAVKGE. . .QI ...NDFYICSLSARS ITYKGMFLAEQLTT. FYPDLL...DERFES DFATIYHQRYSTNTFP TWPLAQ..PFRMLAH 266
E. coli RATERRLEA...... «.DKDFYVCSLSNLV NIYKG.....CVCRR ICRVLSGSCGPASGM AICLFHQRFSTNTVP RWPWRNRSAIWRITV 268
* * L 2] * * Kk hhkw * *
Espinaca NGEINTIQGNLNWMR SREPSIQSPVW...R GRENEIRPYGNPKAS DSANLDSAAELLIRS GR.TPEEALMILVPE AYKNHPTLMIKYPEA 282
Maiz NGEINTIQGNLNWMR SRETTLKSPVW...R GREHEICPFGDPKAS DSANLDSTAELLLRS GR.SPAEALMILVPE AYKNHPTLSIKYPEV 414
Antithamnion sp. NGEINTLLGNLNWNK SKESLLKSSIWS... DYYDILSPITNLENS DSANLDSVLELFIHS GR.TPQEALMILIPE AYRNQPALSL.FPEI 345
P. purpurea NGEINTLLGNLNWMR SREPLLEKSPIW...K NRIDELKPITNKDNS DSANLDAAVELLIAS GR.SAEEALMILVFE APQNQPEFN.KNTEI 348
P. boryanum S5 NGEINTQLGNVNWMR AREADLANEVWG... DRIDLLKPTVNSNNS DSANLDNVMELLVRS GR.SPVEALMMMVPE AYKNQPELA.DHPEI 349
Synechocystis § NGEINTLLGNINWMA AREKELEVSGWT..K AELEALTPIVNQANS DSYNLDSALELLVRT GR.SPLERAMILVPE AYKNQPALK.DYPEI 348
Synechocystis B NGEINTMRGNVNWMQ ARQALFESSLFG... EDMAKVQPVINIDGS DSTIFDNALELLYLA GR.SLPEAVMMMIPE PWSAHESMS...QEK 357
P. boryanum B NGEINTLRGNINWMH ARQSLFESDLFG... DDLRKAQPVINIDGS DSTIFDNALELLTLS GR.SLPHAVMMMIPE PWTAHESMS...PER 328
5. cerevisiae NGEINTLRGNKNWMR SREGVMNSATF...K DELDKLYPIIEEGGS DSAALDNVLELLTIN GTLSLPEAVMMMVPE AY..HKDMD...SDL 372
Alfalfa NGEINTLRGNVNWIK AREGLLKCKELGLSE NDLKKFLPIVDANSS DSGCFDGVLEFLLHS GK.SLPEAVMMMIPE AWQNDKNMD...PQR 420
A. brasilense NGEINTVKGNVNWMK AHETRMEHPAFG... THMQDLKPVIGVGLS DSGSLDTVFEVMVRA GR.TAPMVEMMLVPQ ALTSSQTTPDNH... 349
E. coli KSTPSPVTANG...R ARTYKFOTPLIP... .DLHDAAPFVNETGS DSSSMDNMLELLLAG GM.DIIRAMRLLVPP AWQNNPDMD...PEL 347
* - * hk * - * *
Espinaca VDFYDYYKGQMETWD GPALLLFSDGKTVGA CLDRNGLAPARYWRT VDNVVYVASEVGVLP MDESKVTMKGRLGPG MMISVDLSSGQVYEN 372
Maiz TDFYDYYKGQMEAWD GPALLLFSDGRTVGA TLDRNGLRPARYWRT SDDFVYVASEVGVIP MDESKVVMRGRLGPG MMITVDLOTGQVLEN 504
Antithampion sp. TDFYEYYSILQEPWD GPALVVFTDGKFVGA TLDRNGLRPARYTIT DDGFISLSSETGVSN INSQNVVTKGRLGPG QMLCVDLSKNLVLDN 435
P. purpurea SDFYEYYSGLQEPWD GPALVVFTDGKVIGA TLDRNGLRPARYVIT KDNLVIVSSESGVVQ VEPSNIKSKGRLGPG QMISVDIISHKILNN 438
P. boryanum F- TNFYEYNSGVQEAWD GPALLAFCDGKIVGA TLDRNGLRPARYSIT RDGYFVVGSEAGVVD LPESEIIEKGRLGPG QMIAFDLOSREVLKN 439
Synechocystis 5 SDFHDYYSGLQEPWD GPALLVFSDGKIVGA GLDRNGLRPARYCIT KDDYIVLGSEAGVVD LPEVDIVEKGRLAPG QMIAVDLAEQKILKN 438
Synechocystis B KAFYKYHSCLMEPWD GPASIAFTNGKMMGA VLDRNGLRPSRYYVT KDDLVIMASEAGVLP IEPERVAKKGRLQPG RMFLVDMEQGRIIAD 447
P. boryanum B RAFYKYHSCLMEPWD GPASTAFTDGRMMGA VLDRNGLRPSRYYVT KDDLVIMASEAGVLP KGRLQPG RMFLVDMEQGRIVAD 418
5. cerevisiae KAWYDWAACLMEPWD GPALLTFTDGRYCGA ILDRNGLRPCRYYIT SDDRVICASEVGVIP IENSLVVQKGKLKPG DLFLVDTQLGEMVDT 462
Alfalfa KAFYEYYSALMEPWD GPALISFTDGHYLGA TLDRNGLRPGRFYVT HSGRVIMASEVGVVD IPPEDVCRKGRLNPG MMLLVDFEKQIVVND 510
A. brasilense KALIQYCNSVMEPWD GPAALAMTDGRWVVG GMDRNGLRPMRYTIT TDGLIIGGSETGMVK IDETQVIEKGRLGPG EMIAVDLOSGKLYRD 439
E. coli RAFFDFNSMHMEPWD GPAGIVMSDGRFAAC NLDRNGLRPARYVIT KDKLITCASEVGIWD YQPDEVVEKGRVGPG ELMVIDTRSGRILHS 437
* hhk ARk * hkhkhkE & * * L B ke * *



Espinaca
Maiz

TEVRRRVASSNPYGK WVKENLR...SLKAV NFLSRALL. .

TEVKKTVASASPYGT WLQECTR...LIKPV NFLSSTIM....:..

eesessessesEND TILRNQQAFGYSSED VOMVIESMASQGKEP 440

......... DNE TVLRHQQAFGYSSED VQMVIESMASQGKEP 572

Antithamnion sp. WMIKQQISQKFPYKE WVNKYQS...NLNLL EYLNDFTF....... .. .+ DKV QMNRWHTAFGYTNED VELVIEHMASSAKEP 503
P. purpurea KEIKTSVAGKTPYGD LLKESRQ...ILGHQ AFFSEQQV...uess a2s .ESK KLMQLQTAFGYTNED VELVIEHMASQGKEP 506
P. boryanum S  WEIKQRIANAHPYGE WLKQNRK...TLKSH AFLESTAL....+2s ++sssss0s--DAK SLLTHQTAFGYTLED LEMVIQDMAAQGKEP 507
Synechocystis §  YQIKQQAAQKYPYGE WIKIQRQ...TVASD SFAEKTLF....ees svessesss-«NDAQ TVLOQOAAPGYTAQD VEMVVVPMASQGKEP 507
Synechocystis B  EEIKQEIVSQHPYGE WLAANLKSLEQLPSP GNVPGT....vxess ssvevssass.DAE SLRORQMAFGYTFEE LRILLAPMGRDGVEA 516
P. boryanum B  EEIKHQIASAEPYQOD WIDQHMVSLADLKDA P.PSSS....vs00s sssssesesss-DLN TVLORQLAFGYTFEE LRLLITPMARDGVEA 486
5. cerevisiae KKLKSQISKRQDFKS WLSK.VIKLDDLLSK T..........ANLV PKEFISQDSLSLKVQ S.DPRLLANGYTFEQ VTFLLTPMALTGKEA 540
Alfalfa DALKEQYSLARPYGD WLEKQKTELKDIIDS VHESDIVPPTISGVP PLSNDDVDMENMGIQ GLLAPLKAFGYSVES LEILLLPMAKDGVEA 600

A. brasilense RELKDHLATLKPWDK WVQNTTHLDELVKTA SLKGEPSD...:c.. ssssvesssq+MDKA TMED MELILHPMVEDGKEA 511
E. coli AFTDDDLKSRHPYKE WMEKKVRRLVPFEDL P....c.sz.2222- »..DEEVGSRELDDD TLASYDKQFNYSAEE LDSVIRVLGENGQEA 510

*
Espinaca TFCMGDDIPLAVMSQ KPHMLYDYFKQRFAQ VTNPAIDPLREGLVM SLEVNIGKRGNILEV GPENASQVILPSPVL NEGELEALVN....D 526
Maiz TFCMGDDIPLAVLSQ RPHLLYDYFKQRFAQ VTNPAIDPLREGLVM SLEVNIGKRGNILEV GPENADQVALSSPVL NEGELETLLN....D 658
Antithamnion sp. TFSMGDDTPLPILSE KPHLIYDYFKORFAQ VTNPAIDPLRESLVM SLITYLGPKGNILEP TAIMAKSIKLESPIT NENEL.AQLN....S 588
P. purpurea TFCMGDDIPLATLSE KSHILYDYFKQRFAQ VTNPAIDPLRESLVM SLTIQIGHKSNLLDD QPVLAKHIKLDSPII NEGELNA.IL....E 591
P. boryanum S TFCMGDDIPLAVLSE RPHLLYDYFKQRFAQ VTNPPIDPLREKLVM SLTMQLGERGNLLKI NSDGANLFLLDSPVL TEPELDQ.IR....E 592
Synechocystis § TFCMGDDTPLAVLSH KPRLLYDYFRQRFAQ VINPPIDPLRENLVM SLAMFLGKRGNLLEP KANPRRTIKLRSPLV NEVELQA.IK....T 592
Synechocystis B IG! VLSD KPRLLYNYFQQLFAQ VTNPPIDSIREEIIT SAETTIGGEGNLLDP RPESCRLIELKTPIL TNEDLAKLRALD..D 604
P. boryanum B  VGAMGADTPLAVLSD RPKLLYDYFKQLFAQ VTNPPIDSIREEIIT SAETTIGAEKNLLKP LPESCHLIELKSPIL SNEDLAKLKQVD..E 574
S. cerevisiae LGSMGNDAPLACLNE NPVLLYDYFRQLFAQ VTNPPIDPIREANVM SLECYVGPQGNLLEM HSSQCDRLLLKSPIL HWNEFQALKNIEAAY 630
Alfalfa LGSMGNDTPLAVMSN REKLTFEYFKQMFAQ VTNPPIDPIREKIVT SMRCMVGPEGDLTET TEEQCHRLSLKGPLL STKEMEAIKKMN..Y 688
A. brasilense IGSMGDDSPIAVLSD KYRGLHHFFRONFSQ VTNPPIDSLRERRVM SLKTRLGNLGNILDE DETQTRLLQLESPVL TTAEFRAMRD....Y 597
E. coli VGSMGDDTPFAVLSS QPRITYDYFRQQFAQ VTNPPIDPLREAHVM SLATSIGREMNVFCE TEGOAHRLSFKSPIL LYSDFKQLTTMK..E 599
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Espinaca PLLKAQMLPIFFDIR KGVEGTLEKRLNRLC EAADEAVRNGSQMLV LSDRSEE......LE PTRPAIPILLAVGAV HQHLIQNGLRMYTSI 610
Maiz SKLKPKVLSTYFDIR KGLDGSLDKTIQALC EEADAAVRSGSQLLV LSDRSEA......PE PTRPAIPILLAVGAI HQHLIQNGLRMSASI 742
Antithamnion sp. FNLSVVTVPTFIDKH LSTQTFVDKILE.IC SQCDSYISQGIEILV LSDRIE......ILP VDKIFVSPLLIVGAV HHYLIKKQLRHKVSL 671
P. purpurea SKLSCAHINTIFKVE KGPND.FKKQIEQLC ESASQAILSGNNILI LSDKND......ILE SEKVSIPPLLAAGAV HHHLINKGLRQDASI 674
P. boryanum S  SGLATANLSTLFEVA AGPEG.LKAAVARLC EQATEAVRSGSKILV LSDRLDQSGNPTOLN ADYSYTPPMLAVGAV HHHLIQKGLRMRASL 685
Synechocystis § GQLQVAEVSTLYDL. DGVNS,LETALDNLV KTAIATVQAGAEILV LTDRPNRRNIGLRIK V..,FIPPLLAVEAV HHHLIRAGLRLKASL 677
Synechocystis B DEFKSVTLDILFDPN QGEAG.LKTALDNLF TEADQAISQGANLII LSDRQ........VS AEKAAIPALLAVSGL HRHLIRNGSRTKVGL 685
P. boryanum B  QGFKSTTIAIVFDPK SGVKG.LESAIDNLC TQADQATEAGINLII LSDRS........VD AENAPIPALLAVAGV HHHLIRTGARTRVGL 665
5. cerevisiae PSWSVAEIDITFDKS EGLLG.YTDTIDKIT KLASEAIDDGKKILI ITDRK........MG ANRVSISSLIATSCI HHHLIRNKQRSQVAL 711
Alfalfa RGWRSKVIDITYSKE RGTKG.LEEALDRIC TEAHNATSEGYTTLV LSDRA........FS KKHVAVSSLLAVGAV HQHLVKTLERTRVAL 769
A. brasilense MGDTAAEIDATFPVD GGPEA.LRDALRRIR QETEDAVRGGATHVI LTDEA........MG PARAATPAILATGAV HTHLIRSNLRTFTSL 678
E. coli EHYRADTLDITFDV. ..TKTTLEATVKELC DKAEKMVRSGTVLLV LSDRN........IA KDRLPVPAPMAVGAI QTRLVDQSLRCDANI 657
* * - *
Espinaca VVDTAQCFSTHQFAC LIGYGASAICPYLAL ETCRQWRLSNKTVNL MRTGKIPTVTIEQAQ ..NNFCKAVKSGLLK ILSKMGISLLSSYCG 698
Maiz VADTAQCFSTHHFAC LIGYGASAVCPYLAL, ETCROWRLSNKTLNL MRNG] QAQ ..RNFIKAVKSGLLK ILSKMGISLLSSYCG 830
Antithamnion sp. 'AL LIGYGASATCPYLAF LTVRQWWHNSRTQKL MSTGKLSRLTIQESQ ..DNYRSATEKGLLK ILSKMGISLLSSYHG 759
P. purpurea ITETAQCWSTHHFAC LIGYGASAICPYLAF ETARHWWS MSKGRLPACNIQEAQ ..ANYKKAVEAGLLK ILSKMGISLLSSYHG 762
P. boryanum S VVDTAQAWSTHHFAC LIGYGASAVCPYLAL ESVROWWSDSKTQAL MERGKIKSASIAAVQ ..ANFRKAIEDGLLK ILSKMGISLLSSYQG 773
Syngchocystis S  IVDTAQCWSTHHFAC LVGYGASATCPYLAL ESVRQWWLDEKTQKL MENGRLDRIDLPTAL ..KNYRQSVEAGLFK ILSKMGISLLASYEG 765
Synechocystis B VLESGEPREVEHFAV LLGYGCGAINPYLAF ETL.....DG....M IAEGLLVNVDHKTA. C.KNYIKAATKGVIR VASKIGISTIQSYRG 764
P. boryanum B  VLESGEPREVHHFAM LIGYGCGAINPYLAF ETI.....ES....M TAQGLLPNLEYATA. C.RKNYTKSATRGVVK VASKIGISTIQSYRG 744
S. cerevisiae ILETGEAREIHHFCV LLGYGCDGVYPYLAM ETLVRMNREG....L LRNVNNDNDTLEEGQ ILENYKHAIDAGILK VMSKMGISTLASYKG 797
Alfalfa MVESAEPREVHHFCT LVGFGADATCPYLAT EATWRLQVDG....K IPPKASGDFNSKDEL V.KKYFKASTYGMMK VLAKMGISTLASYKG 854
A. brasilense NVRTAEGLDTHYFAV LIGVGATTVNAYLAQ EAIAERH........ .RRGLFGSMPLEKGM ..ANYKKATDDGLLK IMSKMGISVISSYRG 757
E. coli IVETASARDPHHFAV LLGFGATAIYPYLAY ETLGRLVDT YRTUML. .2ssvza. «..NYRNGINKGLYK IMSKMGISTIASYRC 755
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Espinaca AQIFEIYGLGKDVVD IAFQGSVSKMGGLTL DELARETLSFWVKAF SE.......DTAKRL ENFGFIQFRPGGEYH VNNPEMSKLLHKAV. 780
Maiz AQIFEIYGLGOEVVD LAFCGSVSKIGGLTI. DELGRETLSFWVKAF SE.......DTAKRL ENFGFIQSRPGGEYH ANNPEMSKLLHKAI. 912
Antithamnion sp. AQIFEILGLGODVVD LAFSGTVSRLNGMTL NELYEDSLKSYNLAF IT.......EIPKKL PNLGYVQYRPSAEYH VNNPEMSKTLHKAV. 841
P. purpurea AQIFEILGLGSEVVN FAFKGTTSQIGGLSM EELGQETVNIHSKAF SQ.......VKTKKL ANYGFVQYRPGGEYH INNPEMSKALHQAV. 844
P. boryanum S AQIFEAIGIGGDLLN TGFFGTASRLGGLTL AELAQEILSFHSKAF PE.......LTTKKL ENFGFVQYRPGGEYH MNSPEMAKHLHQAV. 855
Synechocystis §  AQIFEAIGLGAELVE YAFAGTTSRVGGLPI ADVAGEVMVFHGMAF PE.......M.AKKL ENFGFVNYRPGGEYH MNSPEMSKSLHKAVA 847
Synechocystis B  AQIFEAVGLNQSVID EYFCRTSSRIQGSDL GVIAQEAILRHQHAF APR.....PGDLHTL DVGGEYQWRKDGEEH LFSPQTIHLLORAV. 848
P. boryanum B AQIFEAVGLNRSVVD RYFTWTASRIEGVDL EVITQEALLRHHQAF SER.....QPSGQTL GVGGEYQWRKEGEAH LFSPOTIHTLQRAV. 828
S. cerevisiae AQIFEALGLDNSIVD LCFTGTSSRIRGVTF EYLAQDAFSLHERGY PSR...QTISKSVNL PESGEYHFRDGGYKH VNEPTAIASLODTV. 883
Alfalfa AQIFEALGLSSEVIE KCFAGTPSRVEGATF EMLAQDALHLHELAF PSRIFSPGSAEAVAL PNPGDYHWRKGGEVH LNDPLAIAKLOEAA. 943
A. brasilense GGNFEAIGLSRALVA EHFPAMVSRISGIGL NGIQKKVLEQHATAY NE....... EVVA.L PVGGFYRFRKSGDRH GWEGGVIHTLQQAVT 839
E. coli SKLFEAVGLHDDVVG LCFQGAVSRIGGASF EDFQQDLLNLSKRAW LAR.........KPI SQGGLLKYVHGGEYH AYNPDVVRTLOQAV. 835
* % - * * * * * *
Espinaca veseesee RNKSES AYAVYQQHLA..NRP VSVLRDLLEFKSDRA P.ISVGKVEPATSIV ERFCTGGMSLGAISR ETHEAIAIAMNRLGG B58
Maiz hada «..REKRDN AYTVYQQHLA..SRP VNVLRDLLELKSDRA P.IPIGKVESATSIV ERFCTGGMSLGAISR ETHEATATIAMNRIGG 990
Antithamnion Sp. .........RNNDNI LYSKYKSLLN..DRR PTNLRDLLELKTDRQ P.ISIDQVEDVNSVL MRFCTGGMSLGALSR ETHETLAIRMNRIGG 919
P. purpurea veeesess  RGYNPE YYNSYQRLLQ..NRP PTALRDLLKLKSNKQ P.IATDKVESMENIL HKFCTGGMSLGALSR ETHETLAIAMNRIGG 922
P. boryanum 5  .........RTKNPD HYDLYQOKHLA..GRP LTALRDLLDFKSDRA A.ISIDEVEPAIDIV KRFCTGGMSLGALSR EAHEVLAIAMNRIGG 933
Synechocystis S  AYKVGGNGNNGEAYD HYELYRQYLK..DRP VTALRDLLDFNADQP A.ISLEEVESVESIV KRFCTGGMSLGALSR EAHETLAIAMNRLGA 934
Synechocystis B ....s....REGNYE LYKQYAALVNEQNQK FFTLRGLLDFQ.DRE S.IPLEEVEPIEATM KRFKTGAMSYGSISK EAHESLAIAMNRIGG 927
P. boryanum B LFKQYAALVNEQONQQ HFTLRGMLQFK.PRQ P.IPLEEVEPIEATM KRFKTGAMSYGSISK EAHEALAIAMNRIGG 907
5. cerevisiae SWQLYVKKEME .ATR DCTLRGLLELDFENS VSIPLEQVEPWIEIA RRFASGAMSYGSISM EAHSTLAIAMNRLGA 963
Alfalfa AYKQYSKTTHELN.K ACNLRGLLKFK.DAA SKVPISEVEPASEIV KRFCTGAMSYGSISL EAHTALATAMNTIGG 1022
A. brasilense TFKKYSEQVN. .KRP PMQLRDLLELRSTKA P.VPVDEVESITAIR KRFITPGMSMGALSP EAHGTLNVAMNRIGA 916
E. coli veuseses. QSGEYS DYQEYAKLVNE..RP ATTLRHLLATTPGEN A.VNIADVEPASELF KRFDTAAMSIGALSP EAHEALAEAMNSIGG 913
& * & * *x * R & * * & * *
Espinaca KSNSGEGGEDPIRWR PLTDV.VDGYSSTLP HLKGLONGDTATSAI KQVASGRFGVTPTFL VNADQIEIKIAQGAK PGEGGQLPGKKVSAY 947
Maiz KSNSGEGGEDPIRWN PLTDV.VDGYSPTLP HLKGLONGDTATSAI KQVASGRFGVTPTFL VNADQIEIKIAQGAK PGEGGQLPGKKVSAY 1079
Antithamnion sp. KSNSGEGGEDSTRFK SIQDLDTSGVSRTFS HLKGLKINDLASSAT KQTASGRFGVTPEYL VNAKQLEIKTAQGAK PGEGGQLPGKKVSPY 1009
P. purpurea KSNSGEGGEDPVRFK VLNDVNESGNSDLLP HLKGLRNGDTASSAI KQIASGRFGVTPEYL MNAKQLEIKIAQGAK PGEGGQLPGKKISPY 1012
P. boryanum S KSNSGEGGEDPVRYK ILNEVE.NGTSPLLP HLKGLQTGDTANSAI KQVASGRFGVTPEYL MSAKQIETKMAQGAK PGEGGQLPGPKVSPY 1022
Synechocystis S KSNSGEPPEDVVRYL TLDDVDSEGNSPTLP HLHGLONGDTANSAI KQIASGRFGVTPEYL MSGKQLEIRMAQGAK PGEGGQLPGKRVSEY 1024
Synechocystis B KSNTGEGGEDPERF. TWTN......sevu. v+ ++ DOGDSKNSAT KQVASGRFGVTSLYL SQAREIQIKMAQGAK PGEGGQLPGKKVYPW 1000
P. boryanum B  KSNTGEGGEDPDRY. TWSN........... «....EQGDSKNSAI KQVASGRFGVTSLYL SQAREIQIKMAQGAK PGEGGQLPGRKVYPW 980
S. cerevisiae KSNCGEGGEDAERSA V..Qucuuvnvsens .ENGDTMRSAT KQVASARFGVTSYYL, SDADEIQIKIAQGAK PGEGGELPAHKVSKD 1035
Alfalfa KSNTGEGGEQPSRME PLAD.....c0ve.. .GSRNPKRSAT KQVASGRFGVSSYYL TNADELQTKMAQGAK PGEGGELPGHKVIGD 1095
A. brasilense KSDSGEGGEDPARFR PD. «vvvuunnn wv+ «....KNGDNWNSAI KQVASGRFGVTAEYL NQCRELEIKVAQGAK PGEGGQLPGFKVTEM 988
E. coli NSNSGEGGEDPARY. .....c.cce0vusas sxsnn..GTNKVSRI KQVASGRFGVTPAYL VNADVIQTKVAQGAK PGEGGQLPGDKVTPY 980
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FIGURA 15. Comparacién de las secuencias de aminodcidos de
glutamato sintasas.
Las secuencias correspondientes a las subunidades pequefias de las
y A. Brasilense se compararon con la
correspondiente subunidades de la NADH-GOGAT de la cianobacteria P.
boryanum y con las NADH-GOGATSs de alfalfa y S. cerevisiae. Los asteriscos
indican identidades en todas las secuencias. Los nimeros indican la posicién
del ltimo residuo.
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3.2.2. Dominio glutamina amido transferasa de las glutamato sintasas.

El sitio de unién glutamina amido transferasa incluye una regién,
residuos 43-102 de la proteina GltB y residuos 37-96 de GItS de Synechocystis,
muy similares a la misma regién de otras GOGATs y similar al dominio
glutamina amido transferasa de las glutamina amido transferasas tipo pur-F
(Mei y Zalkin, 1989; 1990; Pelanda et al.,, 1993). Una segunda regién de las
proteinas GItB, residuos 250-260, y GItS, residuos 238-248, de esta
cianobacteria, es similar a este mismo dominio en las amide transferasas tipo
trp-G, dominio que aparece también en el resto de glutamats sintasas (Mei y
Zalkin, 1989; 1990; Pelanda et al., 1993). Estos dominios contienen una cisteina
conservada implicada en la liberacién del grupo amido de la glutamina (Mei y
Zalkin, 1989; 1990), que, en el caso de las GOGATs, aparece sélo en la regién
amino terminal de éstas, en la regién similar a las glutamina amido
transferasas tipo pur-F (residuos 27-102). La figura 16 muestra sélo las dos
GOGATSs de Synechocystis 6803. ‘

col-Purl 1 CGIVGIA 25 HRG...QDAAGIIT 99 LAHNGNLTNA 185 DPNG
sub-Purl 1 CGVFGIW 25 HRG...QEGAGIVA 99 LAHNGNLVNA 172 DPNG
leg-NodM 2 CGIVGIV 26 YRG...YDSSGVAT 95 VVHNGIIENG 171 RNAG

Syn. GltB 43 CGVGFIV 72 HRGACGCEPNTGDG 250 LVHSRFSTNT 390 DRNG
Syn. GltS 37 CGVGFIA 66 HRGGCSDNADSGDG 238 VYHRRFSTNT 381 DRNG
AA A A A

AA A

FIGURA 16. Alineamiento de las secuencias correspondientes a los
dominio glutamina amido transferasas de las glutamato sintasas
de Synechocystis, GItB y GItS, con la region que incluye el
dominio glutamina amido transferasa de las glutamina amido
transferasas.

Las secuencias de amino4cidos de las glutamato sintasas, de Synechocystis,
GItB y GItS, se compararon con las secuencias de aminodcidos de las glutamato
sintasas disponibles y con las secuencias de glutamina amido transferasas tipo
pur-F que se indican (Pelanda et al., 1993). Con A se sefialan los residuos
conservados en las secuencias de glutamina amido transferasas. E. col-Purl y B.
sub-Purl (fosforibosil pirofosfato amido transferasas de E.coli y Bacillus
subtilis); R. Leg-NodM (Rhizobium leguminosarum NodM); Syn (Synechocystis
6803).

3.2.3. Sitio de maduracién de las glutamato sintasas.
La cisteina descrita en el apartado anterior como implicada en la

liberacién del grupo amido de la glutamina, parece ser un sitio especifico
reconocido por una proteasa para dar lugar a la subunidad grande madura de la
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NADPH-GOGAT de bacterias (Oliver et al., 1987), a la NADH-GOGAT madura
de S. cerevisiae (Cogoni et al., 1995) y a la Fd-GOGAT madura de maiz
(Sakakibara et al., 1991), independientemente del péptido de trdnsito de ésta.
En el caso de GItB y GItS de Synechocystis, estas cisteinas corresponden a los
residuos 43 y 37, respectivamente y son reconocidas en las glutamato sintasas de
Synechocystis expresadas en E. coli, dando lugar a las proteinas maduras (3.5.4).

Maiz GACGVGFV 98
Antithamnion DACGVGFI 32
P. purpurea DACGVGFI 39
P. boryanum GlsF DACGVGFI 44

Synechocystis GltsS DACGVGFI 42
Synechocystis GltB DACGVGFI 48

P. boryanum GIltB DACGVGFI 29

S. cerevisiae DACGVGFV 59

Alfalfa DSCGVGFV 107

A. Brasilense DACGVGFI 42

E. coli DNCGFGLI 48
A

FIGURA 17. Alineamiento de las secuencias correspondientes al
sitio de maduracién de las glutamato sintasas de Synechocystis,
GItB y GItS, con las GOGATSs disponibles.

Las secuencias de aminoédcidos de las glutamato sintasas de Synechocystis,
GItB y GItS, se compararon con las secuencias de aminodcidos de las glutamato
sintasas disponibles. Se muestra la zona amino terminal, donde aparece el sitio
de maduracién. Con A se indica la cistefna reconocida por la proteasa para la
maduracién de las glutamato sintasas.

3.2.4. Sitio de unién de FMN de las glutamato sintasas.

Tanto GItB como GItS, asi como el resto de secuencias de glutamato
sintasas, presentan una regién de unién de FMN con bastantes residuos
idénticos a esa misma regién del flavocitocromo b, de Saccharomyces cerevisiae
(figuras 14 y 18). Estos dominios comprenden los residuos 1027-1134 y 1051-
1158 de las proteinas GlItB y GItS respectivamente, y poseen dos residuos
criticos, D1118/K1122 y D1142/K1146 (para GItB y GItS), correspondientes al
D419 y a la R423 del flavocitocromo b, de S. cerevisiae, los cuaies interaccionan
con la cadena ribitil del FMN (Chapman et al., 1991).
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FIGURA 18. Alineamiento de las secuencias correspondientes al
dominio de unién de FMN de las glutamato sintasas de
Synechocystis, GItB y GItS, con las de las GOGATs disponibles y
con el flavocitocromo b, de S. cerevisiae.

se indican los residuos D y K implicados en la interaccién con el grupo
ribitil del FMN. Los asteriscos indican identidades en todas las secuencias.

Con A

3.2.5. Sitio de unién del centro sulfoférrico de las glutamato sintasas.

Una regién muy conservada entre todas las GOGATSs corresponde al
centro 3Fe-4S vnico encontrado en las Fd-GOGATSs, asi como en la subunidad
grande de las NADPH-GOGATSs, aunque en bacterias se han localizado dos
centros hierro-azufre en la subunidad pequefia de la NADPH-GOGAT (Vanoni et
al., 1991). Este dominio comprende una regién rica en cisteinas en las proteinas
GltB (C1150, C1156 y C1161) y GItS (C1174, C1180 y C1185) de Synechocystis
que pueden alinearse con cisteinas similares de las otras secuencias de
glutamato sintasas (Knaff et al., 1991), figura 19. El espaciamiento de este
dominio, CX;CX,C, ha sido también descrito de las enzimas fumarato reductasa
de E. coli y succinato deshidrogenasa de B. subtilis, las cuales contienen también
un centro 3Fe-4S (Johnson et al., 1989; Manodori et al., 1992).
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Espinaca ATGCVMARICHTNNCPVGVASQRE 1118
Maiz ATGCVMARICHTNNCPVGVASQRE 1241
Antithamnion ATGCVMARVCHTNNCPVGVATQRQ 1170
P. purpurea ATGCIMARICHTNRKCPVGVATQRE 1182
P. boryanum GlsF AEGCIMARICHTNSCPVGVASQKE 1192
Synechocystis GltS AEGCIMARVCHTNNCPVGVATQQE 1194
Synechocystis GltB  SLGCIMMRACELNTCPVGIATONP 1162
P, boryanum GltB TLGCIMMRVCHLNTCPVGIATQDP 1150
S. cerevisiae AMGCVMLRRCHLNSCAVGIATQDP 1205
Alfalfa TLGCIMMRKCHKNTCPVGIATQDP 1258
A. brasilense AMGCIMVRQCHSNTCPVGVCVODD 1150
E.coli ALGCKYLRICHLNNCATGVATQDD 1142
E.coli Frds VWSCTFVGYCSEV.CPKHVDPARA 223

B.subtilis SdhB 230

LADCGNSQNCVQS . CPKGIPLTTS
A A A

FIGURA 19. Alineamiento de las secuencias correspondientes al
sitio de unién del centro 3Fe-4S de las glutamato sintasas de
Synechocystis, GItB y GItS, con las secuencias de GOGATSs
disponibles y otras enzimas con centro [3Fe-4S].

Las secuencias de aminoédcidos de las glutamato sintasas de Synechocystis,
GItB y GItS, se compararon con las secuencias de aminodcidos de las glutamato
sintasas disponibles, la fumarato reductasa de E. coli (FrdB) y la succinato
deshidrogenasa de B. Subtilis (SdhB). Con A se indican las 3 cistefnas
caracteristicas de este centro hierro-azufre.

3.2.6. Otros dominios de las glutamato sintasas.

El anilisis comparativo de las secuencias de aminodcidos de las
glutamato sintasas, pone de manifiesto la existencia de una zona fuertemente
conservada en todas las GOGATs y que comprende los residuos 978-1145 y
1002-1169 de GItB y GItS, respectivamente, con una identidad mayor del 60 %
(figura 14) y con 16 residuos de glicina conservados.

Todas las FA-GOGATSs analizadas presentan un regién que no aparece en
el resto de glutamato sintasas y que comprende los residuos 954-969 en el caso
de GItS de Synechocystis, con residuos H y K/H conservados en todas ellas.

Una regién que comprende 20 aminodcidos conservados en todas las
glutamato sintasas LISPPPHHDIYSIEDLAQLI (con un tnico cambio de los
residuos A y Q en alguna de ellas), aparecen tanto en GItB como en GItS,
residuos 1012-1032 y 1036-1056 respectivamente (figura 14)
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3.2.7. Andlisis de distancias evolutivas entre las glutamato sintasas

A partir de las comparaciones de las distintas secuencias de GOGATSs
presentadas en la figura 14, se calculé el porcentaje de identidad entre ellas,
realizando la comparacién dos a dos y calculando la identidad sobre la secuencia
més corta. La tabla 7 contiene los valores obtenidos para las diferentes GOGATs
expresados en tanto por ciento.

Tabla 7. Identidades entre las secuencias de aminodcidos de las glutamato

sintasas®.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. Fd-Syn. (GItS) - 44,3 452 429 420 |67,0 57,4 60,8 595 585| 455 416
2. Fd-Syn. (GItB) SN780 508 552 1454 417 437 432 4L9 450 412
8. NADH-P. boryamun (GItB) :‘\\51,1 56,0 545,8 43,4 43,7 46,0 43,0 43,7 439
4. NADH-S. cerevisiae \—\\\52,8 541,2 42,3 42,9 425 44,2 433 420
5. NADH-alfalfa \-\\543,8 43,1 44,1 43,1 41,9 43,9 425
6. Fd. P. boryanum (GIsF) 46,4 44,6
7. Fd-espinaca 43,8 426
8. Fd-maiz 439 425
9. Fd-P. purpurea 44,3 424
10. Fd-Antithamnion 42,2 41,1
1. NADPH-A. brasilense - 425

12. NADPH-E. coli

® La identidad de secuencias est4 basada en el alineamiento mostrado en la figura 14,

desde el aminoécido 97 al 1602 de la secuencia de maiz. La identidad entre cada dos

glutamato sintasas se calculd sobre la secuencia més corta. En negrita se indica la

identidad entre las dos GOGATs de Synechocystis. Con rayas continuas se muestra las

identidades entre GItS de Synechocystis y el resto de Fd-GOGATs, asi como la

iél(e)ntidad entre ellas y en raya discontinua, la identidad entre GItB y las NADH-
GATs.

Los resultados mostrados en la tabla 7 indican que existe una identidad
basal entre las GOGATSs de distintos origenes del orden del 45 %. La GOGAT de
Synechocystis, GItB, presenta la mayor identidad con la subunidad grande de la
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NADH-GOGAT de la cianobacteria Plectonema boryanum, 78 %, siendo ésta con
alfalfa del 55,2 % y 50,8 % con la NADH-GOGAT de S. cerevisiae. La identidad
de GItB con la otra GOGAT de Synechocystis, GItS, es del 44,3 %, similar a la
existente con el resto de Fd-GOGATs y con las subunidades grandes de las
NADPH-GOGATS bacterianas, 42-45 %. GItS, por el contrario, presenta su mayor
identidad con las Fd-GOGATSs tanto de la cianobacteria P. boryanum, como con
las de algas rojas y plantas superiores, entre 57-67 %, siendo su identidad con el
resto de glutamato sintasas de aproximadamente 40-45 %. Utilizando estos
datos y a partir de los métodos de mdxima verosimilitud y minima parsimonia,

se pudo elaborar un drbol de distancias evolutivas que se muestra en la figura
20.

Fd-Antithamnion
Fd-Syn GItS
NADH-Alfalfa
0,42 0,27
/% Fd-Maiz
017/ D =
0,12 0,18
Fd-Syn GItB 0,23 “Hepinaca
0,38 / \:,42
NADPH-E. coli
NADPH-Azospirillum

FIGURA 20. Arbol filogenético de las glutamato sintasas.

Se utilizaron métodos de méxima verosimilitud y minima parsimonia. Los
nimeros en circulos indican nodos y el resto de los nimeros indican las
distancias entre nodos.

Del drbol evolutivo se deduce que existen tres grupos diferenciados de
glutamato sintasas, uno correspondiente a las NADPH-GOGATSs bacterianas,
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otro correspondiente a las Fd-GOGATSs, incluyendo GltS de Synechocystis y un
dltimo grupo que incluye las NADH-GOGATSs y GItB de Synechocystis.

3.2.8. Andlisis comparativo entre los genes gltB y gltS de Synechocystis
6803.

En la tabla 8 se muestran las caracteristicas m4s importantes de los
genes gltB y gltS de Synechocystis, a nivel de andlisis de sus secuencias.

Tabla 8. Pardametros deducidos de las secuencias de gltBy gltS.

Tamaifio Proteina Identidad
GOGAT
residuos Mm, pI NADPH NADH Fd
(pb) (kDa) (%)
gliB 4650 1550 168,9 5,81 41-45 51-78 42-44
gltS 4674 1559 170,2 5,99 41-45 42-45 57-61

La identidad existente entre las dos secuencias deducidas de aminodcidos
de estos dos genes es de 44,3 %, presentando GItB zonas mds homdélogas a la
NADH-GOGATSs que a las Fd-GOGATSs, con las cuales muestra mayor similitud
GItS.

3.2.9. Anadlisis de la existencia de los genes gltB y gltS en diferentes
estirpes de cianobacterias.

Los genes gitB y gitS de Synechocystis se utilizaron como sondas para
llevar a cabo hibridaciones, en condiciones heterélogas, con DNAs extraidos de
distintas estirpes de cianobacterias correspondientes a las secciones I, III, IVy V,
segin la clasificacién de Ripka et al.(1979). Como se muestra en la figura 21, gltS
hibrida con el DNA de todas las estirpes usadas, mientras que gltB sélo muestra
hibridacién con Synechocystis sp. PCC 6308 (seccién I) y Pseudanabena sp. PCC
6903 (seccién III).
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FIGURA 21. Deteccién por hibridacién de secuencias homélogas a
los genes gltB y gltS de Synechocystis 6803 en diferentes
cianobacterias.

Dos pg de DNA de las distintas estirpes indicadas se digirieron con Hindlll,
excepto el DNA de Synechocystis 6308 que se digiri6 con Dral. Las sondas
utilizadas fueron los genes gltB y gltS completos.

3.3. GENERACION DE MUTANTES SIMPLES DE LOS GENES gltB y gliS
de Synechocystis 6803.

Con objeto de estudiar el papel fisiolégico de las glutamato sintasas y de
establecer si ambos genes codificaban proteinas funcionales en Synechocystis, asi
como para determinar la dependencia de éstas por el donador de electrones, se
procedié a la obtencién de mutantes, usando para ello la estrategia de insercién
de genes de resistencia a antibiéticos en el gen deseado.

8.3.1. Construccién de pldsmidos con versiones inactivadas de los genes
gliB y gltS. Transferencia a Synechocystis por transformacion.

Para mutar el gen gitB, se utiliz6 el pldsmido pFN3 que contenia parte de
dicho gen. En este caso, un fragmento Hincll de aproximadamente 1 kb se
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sustituyé por un fragmento de 1,9 kb que contenia el gen cat de pKT210 (C.C1)
que confiere resistencia a cloranfenicol. De esta forma se generaron los pldasmidos
pFN10+ y pFN10-, seguin el sentido de transcripcién del gen cat con repecto al del
gen gltB.

Para la inactivacién del gen gitS, se utilizé el pldsmido pFN4 y se inserté
en el sitio Xbal de gltS un fragmento de 1,3 kb que contenia el gen npt de Tn5
(C.K1) que confiere resistencia a kanamicina. Los pldsmidos obtenidos fueron
pFN11+ y pFN11-, segiin el sentido de transcripcién del gen npt con respecto al
gen gltS (figura 22A).

A

6,5 kb

[T
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4
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FIGURA 22. Inactlvaclon de los genes gltB y gltS de Synechocystis
sp. PCC 6803.

A) Regiones de DNA de Synechocyst;s 6803 en las que se  localizan los genes
gltB y gltS y las versiones de los genes cat y npt usados para la inactivacién de
estos genes.

B) Hibridacién de DNA total de Synechocystis 6803 (silvestre) y las estirpes
SFN1+/- y SFN2+/- cultivadas durante varias generaciones en medio BG11 con
los antibiéticos correspondientes. Las hibridaciones se realizaron a 68 °C
utilizando como sondas los genes gitB y gltS completos. Los detalles
experimentales se recogen en 2.4.2.6.

3.3.2. Anidlisis de la estructura cromosémica de las estirpes mutantes
obtenidas.

Dado que Synechocystis es un organismo poliploide (Labarre et al., 1989),
era necesario comprobar si ademds de haberse producido la integracién, la
segregacién de los cromosomas mutados era total respecto a los silvestres. Se
analizaron por hibridacién los DNAs extraidos de varias estirpes obtenidas de
cada una de las transformaciones con los pldsmidos pFN10+/- y pFN11+/- y se
comprobé que en todos los casos la segregacién de los cromosomas mutados habia
sido total. En la figura 22 B se muestra el an4lisis mediante hibridacién del DNA
de una estirpe tipo de cada transformacién, asi como del silvestre. En el caso de
los mutantes SFN1+ (pFN10+) y SFN1- (pFN10-), desaparece un banda de
aproximadamente 1 kb, que existe en la estirpe silvestre y aparece una nueva
banda de 7 kb que corresponde al aumento de 1,9 kb (gen cat) sobre la banda de
5 kb (silvestre) m4s el fragmento de DNA desde la diana HincIl hasta BstXI
(figura 22 A).

En el caso de las estirpes SFN2+ (pFN11+) y SFN2- (pFN11-), en la
hibridacién desaparece una banda de 8 kb y aparece otra de 9,3 kb que
corresponde a la suma de la anterior mds 1,3 kb (gen npt).

3.3.3. Andlisis de la actividad GOGAT de las estirpes mutantes
obtenidas.

Con objeto de determinar si los genes gltB y gltS de Synechocystis se
expresaban simultdneamente, se utilizaron los mutantes SFN1+ y SFN2+ a los
que se les determiné la actividad glutamato sintasa. Como se muestra en la
tabla 9, ambos mutantes presentaron actividad glutamato sintasa dependiente
de ferredoxina. La actividad Fd-GOGAT de la estirpe SFN2+ fue
aproximadamente un 75 % de la actividad de la estirpe silvestre, mientras que la
actividad que presenté la estirpe SFN1+ fue aproximadamente de un 50 %. No se
detect6 actividad dependiente de NADH ni de NADPH, lo que indicaba que
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ambos genes podrian codificar dos Fd-GOGATs distintas y que la enzima
codificada por el gen gltS es mds activa en nuestras condiciones de ensayo que la
codificada por el gen gltB. Estos resultados indican, ademds, que ninguno de los
dos genes es esencial si se expresa el otro. La determinacién de la existencia de
dos glutamato sintasas en la cianobacteria P. boryanum (Okuhara et al., en
preparacién), una de ellas dependiente de ferredoxina y la otra de NADH, asi
como las identidades calculads entre estas secuencias y las de las GOGATs de
Synechocystis, sugieren que GltB podria ser una NADH-GOGAT, a pesar de que
no hemos conseguido determinar tal actividad.

Tabla 9. Actividad Fd-GOGAT de las estirpes silvestre y mutantes de
los genes gltB (SFN1+) y gltS (SFN2+) de Synechocystis 6803".

Estirpe Actividad Fd-GOGAT (%)
(mU/mg proteina)

Silvestre 54,42 = 3,7 100
SFN1+ 41,93 £ 5,8 77
SFN2+ 25,40 = 3,6 47

® Las actividades se determinaron en extractos crudos de células de las estirpes
indicadas cultivadas en medio BG11. Los ensayos de actividad glutamato sintasa se
realizaron como se describe en el apartado 2.2.1.1 Los valores son las media mds la
error estdndar de tres ensayos independientes.

3.34. Identificacién de las GOGATSs, GItB y GItS, en Synechocystis 6803.

Para identificar los polipéptidos codificados por los genes gltB y gltS, se
llevé a cabo la purificacién parcial de ambas enzimas, utilizando las estirpes
silvestre, SFN1+ y SFN2+ de Synechocystis. Para ello se recogieron células
procedentes de 750 ml de cultivos, en medio BG11, de las estirpes indicadas y los
extractos crudos obtenidos de cada uno de los cultivos se sometieron a
cromatografia en DEAE celulosa, obteniéndose una purificacién de cinco veces y
una recuperacién del 75-80 %.

Como se muestra en la figura 23A, en el carril correspondiente a la estirpe
silvestre aparecen dos polipétidos de 170 y 180 kDa mientras que en el de
SFN1+ aparece sélo la banda de 180 kDa (GItS) y en el de SFN2+ el polipéptido
de 170 kDa (GItB). Estas mismas bandas son reconocidas por los anticuerpos
anti Fd-GOGAT de Synechococcus 6301 (figura 23 B), confirmando la existencia
de dos GOGATSs claramente distintas en Synechocystis 6803, codificadas por
genes distintos, que pueden ser inactivados independientemente.
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FIGURA 23. Detecciéon de los polipéptidos GOGATs de
Synechocystis sp. PCC 6803, SFN1+ y SFN2+.

A) Electroforesis en SDS, de extractos crudos de las estirpes de Synechocystis
6803, SFN1+ y SFN2+. Se cargaron 60 pg de protefnas en cada carril.

B) Inmunodeteccién con anticuerpos anti Fd-GOGAT de Synechococcus 6301 de
un filtro de nitrocelulosa, resultado de la transferencia de un gel en SDS
conteniendo 60 pg de proteinas de las estirpes indicadas.

3.4. GENERACION DE MUTANTES DOBLES DE LOS GENES gl¢tB Y gliS
DE Synechocystis 6803.

Con el fin de comprobar si la actividad glutamato sintasa era esencial
para el crecimiento de Synechocystis, se intenté obtener un mutante doble de los
genes gltB y gitS, utilizando para ello las construcciones y estirpes del apartado
anterior.

Con objeto de obtener un mutante doble para los genes gltBy gitS se
utilizé la estirpe SFN1+, mutante para el gen gitB. Esta estirpe, homocigética
para la copia inactivada del gen gitB, fue empleada como estirpe receptora para
llevar a cabo una transformacién (2.5.2) usando los pldsmidos pFN11+ y pFN11-
mostrados en la figura 22 A, los cuales contienen el gen gltS inactivado con el gen
npt que confiere resistencia a kanamicina.
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Las colonias aparecidas en la transformacién se sometieron a varias
rondas de segregacién en las que se aumenté la concentracién de kanamicina
hasta 200 pg/ml, en medio BG11. Posteriormente se extrajo DNA de algunos de
estos clones y se procedié a su hibridacién para comprobar la segregacién del gen
gltS. De todas las colonias analizadas, ninguna de ellas mostré una segregacién
mayor del 50 % de las copias inactivadas de dicho gen. En la figura 24 A se
muestra la hibridacién de dos clones representativos de la transformacién con
cada uno de los plasmidos indicados.

En un intento de aumentar la segregacién del gen gitS inactivado por la
insercién de la cassette de resistencia en los transformantes obtenidos, se
cultivaron algunos de éstos en medios BG11 con nitrato o amonio como fuente de
nitrégeno, con amonio m4s glutamato o 2-oxoglutarato o con glutamato o arginina
como tnica fuente nitrogenada, y la concentracién de kanamicina se llevé hasta
500 pg/ml. Se extrajo DNA de algunos de estos clones cultivados en las distintas
condiciones y se sometieron a hibridacién homéloga para comprobar si habia
aumentado la segregacién de dicho gen. Los resultados del Southern mostraron
que la segregacién de la copia mutada del gen gltS no aumenté en ninguna de las
condiciones indicadas.

FIGURA 24. Estructura cromosémica de los clones transformantes
obtenidos a partir de la estirpe SFN1+ e inmunodeteccién de las
distintas estirpes mutantes obtenidas en este trabajo.

A) Hibridacién en condiciones homélogas de 2 pg de DNA digerido con
Hincll de la estirpe silvestre de Synechocystis (S) y de dos clones obtenidos por
transformacién de la estirpe SFN1+ con pFN11+ (1) y pFN11- (2). La sonda
empleada fue el gen gltS de Synechocystis.

B) Inmunodeteccién de glutamato sintasa de extractos crudos de las estirpes
silvestre, SFN1+, SFN2+ y SFN3 (estirpe representativa de la mutagénesis
doble) de Synechocystis 6803. Se cargaron 50 ug de protefna por carril.
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La tabla 10 muestra la actividad Fd-GOGAT de dos de los clones
transformantes obtenidos. La actividad mostrada por éstos es aproximadamente
el 50 % de la actividad que presenta la estirpe SFN1+, lo cual concuerda con la
existencia de sélo el 50 % de copias silvestres del gen gltS en los transformantes
obtenidos a partir de esta estirpe. De ellos se seleccioné la estirpe SFN3
(resultado de la mutagénesis doble utilizando el pldsmido pFN11+) como estirpe
representativa, la cual presenta niveles de proteina GItS menores que las
estirpes silvestre y SFN1+, como se demuestra mediante la inmunodeteccién que
se presenta en la figura 24B.

Tabla 10. Actividad Fd-GOGAT de las estirpes mutantes de los genes
gltB (SFN1+) o gltB y gltS (A y B) de Synechocystis 6803°.

ESTIRPE Actividad Fd-GOGAT (%)
(mU/mg proteina)

SFN1+ 41,93 + 5,8 100

A 23,70 + 2,9 56

B 25,63 * 6,0 59

2 Las actividades se determinaron en extractos libres de células de la estirpe SFN1+ cultivada en
medio BG11 y de dos transformantes obtenidos cultivados en medio BG11 con nitrato (A) o
amonio (B). Los ensayos de la actividad glutamato sintasa se realizaron como se describen
(2.2.1.1) Los valores son la media mas la error estdndar de tres o cuatro ensayos independientes.
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3.5 INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES NUTRICIONALES Y DE LA
FASE DE CRECIMIENTO SOBRE LOS NIVELES DE ACTIVIDAD
Fd-GOGAT DE Synechocystis 6803 Y DE LAS ESTIRPES MUTANTES.

3.5.1. Crecimiento de Synechocystis 6803 y de las estirpes mutantes de
los genes gltB y gltS.

Con objeto de comprobar si la inactivacién de los genes gitB y gitS
provocaba algin efecto sobre el crecimiento de las estirpes mutantes obtenidas,
se procedi6 a determinar su crecimiento a lo largo del tiempo. Como e observa en
la figura 25, los mutantes simples SFN1+ (gltB) y SFN2+ (gitS) presentan un
crecimiento similar a la estirpe silvestre, mientras que la estirpe SFN3 (gitB,
gltS) crece mds lentamente que las estirpes anteriores. Este resultado, junto con
la posibilidad de inactivacién de cada gen por separado, sugiere que en las
condiciones normales de crecimiento ninguno de los dos genes es =sencial. La
diferencia de crecimiento de la estirpe SFN3 viene provocada por la inactivacién
de los genes, aunque pudiera ser que la concentracién de kanamicing usada, 500
pg/ml, tuviese una efcto negativo sobre este crecimiento.
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FIGURA 25. Crecimiento de las estirpes silvestre, SFN1+, SFN2+ y
SFN3 de Synechocystis 6803.

Las distintas estirpes se inocularon a una concentracién iniciz! de 0,1 pg de
clorofila por mililitro, excepto SFN3 que se inoculé a una concentracién inicial
de 1 pg por mililitro. El medio de cultivo empleado fue BG11.
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3.5.2. Niveles de actividad Fd-GOGAT y glutamina sintetasa de
Synechocystis 6803 a lo largo_del crecimiento en diferentes condiciones
de cultivo.

Con objeto de estudiar si existia alguna modulacién de la actividad
Fd-GOGAT en Synechocystis en funcién de la fuente nitrogenada utilizada, se
determinaron los niveles de actividad a lo largo de las distintas fases de
crecimiento, utilizando nitrato o amonio como fuente de nitrégeno. Como se
observa en la figura 26, no existe regulacién de la actividad Fd-GOGAT en estas
condiciones de crecimiento, a diferencia de lo que ocurre con la glutamina
sintetasa de este mismo organismo, la cual presenta unos niveles de actividad
GS transferasa mucho bajos en crecimiento con amonio que con nitrato. La
evolucién de la actividad Fd-GOGAT medida en esta cianobacteria es similar a lo
largo del tiempo en las dos condiciones de crecimiento, correspondiendo el mdximo
de actividad especifica (aproximadamente 60 mU/mg proteina) con el médximo de
actividad especifica GS transferasa en condiciones de crecimiento con nitrato. Los
niveles de proteina Fd-GOGAT, GItS, tampoco mostraban cambios significativos
a lo largo del tiempo en ninguna de las condiciones de cultivo, lo que sugiere que
la actividad Fd-GOGAT no es debida a una modulacién de la actividad de las
proteinas GItB y GItS a lo largo de las distintas fases de crecimiento. De estos
resultados se deduce que no existe una correlacién entre la regulacién de la
actividad glutamina sintetasa y de la glutamato sintasa de Synechocystis 6803
cuando éste crece empleando nitrato o amonio como fuente de nitrégeno.
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FIGURA 26. Evolucién de la actividad Fd-GOGAT y glutamina
sintetasa en células de Synechocystis 6803 cultivadas
fotoautotroficamente con amonio o con nitrato como fuente de
nitrégeno. .

Los cultivos fueron inoculados a una concentracién inicial de 0,1 pg de
clorofila por mililitro, con células cultivadas fotoautotréficamente en nitrate.
Los datos de actividad Fd-GOGAT son la media mas el error estindar de dos
experimentos independientes. El resto de los datos corresponde a la media de los
experimentos anteriores. En los dos paneles inferiores se muestran los niveles
de protefna GItS determinados mediante inmunodeteccién, utilizando
anticuerpos contra la Fd-GOGAT, GltS, de Synechocystis 6803, a lo largo del
crecimiento y habiendo cargado 50 pug de proteina total en cada caso.
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3.5.3. Inﬂuencia de la ausencia de fuente nitrogenada sobre la actividad
Fd-GOGAT y GS en las estirpes silvestre, SFN1+ y SFN2+ de
Synechocystis 6803.

La ausencia de fuente de nitrégeno provoca en Synechocystis el incremento
de los niveles de RNAm, de la actividad y de la sintesis de proteinas de algunas
enzimas directamente implicadas en la asimilacién del mismo, como es el caso de
la glutamina sintetasa (Reyes y Florencio, 1994), y de la isocitrato
deshidrogenasa (Muro-Pastor et al., , 1963). A raiz de estos resultados se ha
estudiado si la situacién metabélica que se crea en estas condiciones de carencia
de nitrégeno altera los niveles de las actividades glutamato sintasas, GItS y
GItB, tanto en este organismo como en las estirpes mutantes SFN1+ y SFN2+.
Cultivos de cada una de las estirpes indicadas se sometieron a periodos de
carencia de fuente nitrogenada determindndose las actividades Fd-GOGAT y GS
transferasa de cada uno de ellos. No hubo, en ningiin caso, variacién de la
actividad Fd-GOGAT mientras que si aument6 la actividad GS transferasa tanto
en la estirpe silvestre como en las mutantes, siendo este incremento similar en
todos los casos (tabla 11).

Tabla 11. Influencia de la ausencia de fuente nitrogenada sobre la

actividad GS transferasa de las estirpes silvestre y mutantes,
SFN1+ y SFN2+ de Synechocsytis 6803,

Actividad GS transferasa_

Estirpe (U/mg Prot)
0 4 9 Tiempo ()
Silvestre 0,6 (100) 0,9 (144) 1,0 (170)
SFN1+ 0,7 (100) 1,0 (130) 1,2 (160)
SFN2+ 0,6 (100) 0,8 (125) 0,9 (155)

* La actividad GS transferasa se ensayé in situ (2.2.2.10. Se muestran los
valores de un experimento tipico. Células de un cultivo de cada estirpe
cultivadas fotoautotréficamente en medio BG11, fueron recogidas y lavadas 3
veces con medio BG11,C. Posteriormente se resuspendieron en el mismo medio
a concentracién de clorofila igual a la inicial (aproximadamente 7 pg de
clorofila /ml). Los ntimeros entre paréntesis indican el porcentaje de actividad.
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_En las estirpes mencionadas se determinaron los niveles de proteina GItS,
asi como los de GSI, GSIII e IDH, los cuales aumentan en condiciones de carencia
de nitrégeno. Como se observa en la figura 27 por inmunodeteccién, no aumenté
la cantidad de proteina correspondiente a GItS ni en la estirpe silvestre ni en
SFN1+, lo que concuerda con la actividad Fd-GOGAT medida. Por el contrario,
los niveles del resto de proteinas aumentaron con el tiempo en las estirpes
mutantes, de manera similar a lo que ocurre con la estirpe silvestre.

Silvestre SFN1+ SFN2
Tiempo (h)
0 4 9 0 4 9 0 4 9
GUS | — o | | ™ — —
GSI
GSIII

IDH | ..

FIGURA 27. Cuantificacién mediante inmunodeteccién de los
niveles de GItS, GSI, GSIII e IDH en células de las estirpes
silvestre, SFN1+y SFN2+ de Synechocystis 6803 sometidas a
carencia de nitrégeno.

Se realizaron electroforesis en presencia de SDS de 25 pug de proteinas de
extractos crudos procedentes de células de las distintas estirpes indicadas,
sometidas a 4 y 9 horas de carencia de nitrégeno.

3.54. Niveles intracelulares de aminodcidos y de actividad GS
transferasa tras la adicién de amonio en Synechocystis 6803 y estirpes
mutantes obtenidas en este trabajo.
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La adicién de amonio a cultivos de Synechocystis 6803 creciendo con
nitrato como fuente de nitrégeno provoca una ripido descenso de los niveles
intracelulares de glutamato y un aumento paralelo de los niveles de glutamina.
Esta adicién provoca, por otra parte, una rdpida disminucién de la actividad
glutamina sintetasa en este organismo (Mérida et al., 1992). Para comprobar el
papel de las glutamato sintasas en este proceso se utilizaron las estirpes
mutantes de cada uno de los genes gltB y gitS, SFN1+ y SFN2+
respectivamente, asi como el doble mutante parcial SFN3 y la estirpe silvestre,
con el fin de medir los cambios en los niveles intracelulares de los aminodcidos
glutamato, glutamina y aspartato tras la adicion de 1 mM de amonio a los
cultivos, creciendo en nitrato.

Como se observa en la figura 28 A, los niveles iniciales de glutamato
antes de la adicién del amonio eran mayores en la estirpe silvestre
(aproximadamente 90 nmol/mg prot.) que en las estirpes mutantes, siendo de
éstas la estirpe SFN1+ (mutante de gltB) la que presentaba unos niveles més
elevados (aproximadamente 70 nmol/mg prot.) y las estirpes SFN2+ y SFN3
niveles ligeramente inferiores (60 nmol/mg prot.). Estos valores estdn en
concordancia con la actividad Fd-GOGAT que presentan estas estirpes,
existiendo una correlacién directa entre el nivel interno de glutamato y la
actividad glutamato sintasa. Sin embargo, los niveles de los aminodcidos
glutamina y aspartato son similares en todos los casos, si bien en el mutante
SFN3 el nivel inicial de glutamina era entre 1,5-2 veces mayor. Igualmente, en
todos los casos la concentracién de glutamato descendié a niveles de 5-10
nmol/mg prot a los 5 minutos de la adicién de amonio, al tiempo que se produjo
una subida de los niveles de glutamina a unos 50 nmol/mg prot. y una subida de
los niveles de aspartato a unos 20-25 nmol/mg prot., aunque en ¢l caso de la
estirpe SFN3 sélo llegaron a 10-15 nmol/mg prot.
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FIGURA 28. Efecto de la adicién de amonio sobre las
concentraciones internas de glutamato, glutamina y aspartico en
las estirpes silvestre, SFN1+, SFN2+ y SFN3, asi como de la
actividad GS transferasa.

Células de las estirpes silvestre, SFN1+, SFN2+ y SFN3 se cultivaron con
nitrato como unica fuente de nitrégeno y a t=0 se afiadi6 amonio hasta una
concentracién de 1 mM. A los tiempos indicados se tomaron muestras para la
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determinacién de glutamato, glutamina y aspértico tal y como se describe en el
apartado 2.7.2., panel A, o para la determinacién de la actividad GS transferasa,
panel B. Los datos son la media de tres experimentos independientes + el error
estandar.

Tanto en los mutantes simples como en la estirpe silvestre, la
recuperacién de los niveles internos iniciales de glutamato y glutamina se produjo
de forma similar, mientras que en la estirpe SFN3 esta recuperacién se produjo
de forma mucho m4s lenta, lo cual estd en concordancia con una menor actividad
Fd-GOGAT que llevaria a una sintesis méds lenta de glutamato y una
metabolizacién m4s lenta de la glutamina producida por la actividad GS.

Por otro lado, la caida de la actividad glutamina sintetasa fue
préicticamente igual en las estirpes silvestre y SFN2+ y similar a SFN1+,
mientras que en el caso de la estirpe SFN3 los niveles de actividad glutamina
sintetasa se mantuvieron mds altos y sé6lo llegaron a los niveles alcanzados por
las otras estirpes varias horas después de la adicién del amonio. Pensando que
este retardo en la caida de la actividad GS en la estirpe SFN3 pudiese ser debida
a una acumulacién interna de 2-oxoglutarato, como consecuencia de una menor
actividad Fd-GOGAT, se midieron los niveles de actividad GS tras la adicién de
amonio a cultivos de las estirpes silvestre y SFN3 cultivadas en medio BG11 y5
6 20 mM de 2-oxoglutarato durante 1, 5 y 24 horas. Los resultados de estos
experimentos no mostraron diferencias significativas, aunque pudiese ser que el
2-oxoglutarato no fuese transportado al interior de las células.

3.5.5. Niveles de actividad GS transferasa en cultivos de Synechocystis
6803 y la estirpe mutante SFN3 a lo largo de la curva de crecimiento en
distintas fuentes de nitrégeno.

Como se describe en el apartado anterior, el nivel intracelular del
aminodcido glutamina es mayor (1,5-2 veces) en la estirpe mutante SFN3 que en
las estirpes silvestre y mutantes SFN1+ y SFN2+ (figura 28 A),. Para ver si esta
mayor acumulacién de glutamina podia tener algin efecto sobre la actividad GS
transferasa de la estirpe SFN3, se midi6 ésta a lo largo de la curva de crecimiento
en cultivos de esta estirpe y de la estirpe silvestre de Synechocystis 6803
cultivadas en medio BG11 con nitrato o amonio como fuente de nitrégeno.

Como se observa en la figura 29, la actividad especifica GS transferasa de
las dos estirpes es similar en las distintas condiciones, lo que indica que ésta no
se ve afectada por el mayor nivel intracelular de glutamina de la estirpe SFN3 ni
por la disminucién en el nivel de actividad Fd-GOGAT de esta estirpe.
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FIGURA 29. Niveles de actividad GS transferasa, a lo largo del
crecimiento de las estirpes silvestre y SFN3 de Synechocystis 6803
en distintas fuentes de nitrégeno.

Células de las estirpes silvestre y SFN3 se inocularon a una concentracién
inicial de clorofia de 0,5 y 1 pg/ml, respectivamente, en medios BGll1
conteniendo nitrato. o amonio como fuente de nitrégeno. Los ensayos de la
actividad GS transferasa se realizaron segtn se describe en 2. 2.1.

3.5.6. Analisis transcripcional de los genes gltB y gltS

La cantidad de los transcritos correspondientes a los genes gliB y gltS se
analizaron tanto en la estirpe silvestre como en las estirpes mutantes SFN1+ y
SFN2+, utilizando los distintos métodos de extracciéon de RNA que se indican
(2.4.3). Tras la transferencia a filtros de nylon de geles de agarosa conteniendo
muestras con distintas cantidades de RNAs (15, 30 y 60 pg) procedentes de
cultivos de las estirpes indicadas, cultivadas en medio BG11, se realizaron
hibridaciones usando sondas correspondientes a la totalidad de los genes gitB y
8ltS o sondas de regiones internas a los mismos. En ningin caso fue posible
detectar hibridacién con los transcritos correspondientes a estos genes.

Se hicieron experimentos de “dot-blot” en las condiciones anteriores con
distintas cantidades de RNA sin que las hibridaciones dieranresultados
positivos.
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Para determinar si en los RNAs obtenidos estaban representados los
genes gltB y gltS, se realizaron experimentos de RT-PCR usando los
oligonucleédtidos utilizados para llevar a cabo la amplificacién del fragmento de
1,2 kb (3.1.1) y el resultado de éstas se someti6 a electroforesis en geles de
agarosa .Los filtros resultantes de la transferencia de estos geles se sometieron a
hibridacién usando como sonda el fragmento de PCR de 1,2 kb (3.1.1), figura 30.
Como puede observarse, tanto en la estirpe silvestre como en los mutantes
aparecié una banda de hibridacién que no aparece cuando se trata el RNA con
RNAasaantes de la RT-PCR (carril control).

o
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FIGURA 30. Detecciéon por hibridaciéon de los fragmentos
amplificados mediante RT-PCR, usando RNA de las estirpes
silvestre, SFN1+ y SFN2+ de Synechocystis 6803.

El resultado de la RT-PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1 %
y se transfirié a filtro de nitrocelulosa. La sonda usada para la hibridacién que
el fragmento de 1,2 kb obtenido por PCR (3.1.1).
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La expresién de los genes gltB y gitS de Synechocystis 6803 en E. coli
tiene un gran interés para determinar la capacidad de esta bacteria de expresar y
ensamblar correctamente proteinas funcionales con distintos grupos prostéticos,
como son flavinas y centros sulfoférricos. Para llevar a cabo este trabajo se ha
utilizado una estirpe de E. coli auxétrofa para glutamato, con los genes gdhA (que
codifica la glutamato deshidrogenasa) y gitB (subunidad grande de la NADPH-
GOGAT) inactivados y que, por tanto, carece de las actividades dependientes de
NADPH, glutamato deshidrogenasa y GOGAT.

3.6.1. Construcciones plasmidicas usadas para la expresién de los genes
gliB y gliS en E. coli CLR207 RecA.

Con objeto de expresar los genes gltB y gitS en E. coli se utilizaron dos
construcciones distintas para cada uno de ellos, una conteniendo su propio
promotor, adem4s del promotor PLac del pldsmido pBS utilizado para hacer las
construcciones, pFN12 (gltB) y pFN13, (gltS) y otra que contenia los genes gitB
(pFN15) y gltS (pFN14) bajo el control sélo del promotor PLac del pldsmido
(figura 31).

FIGURA 31. Construcciones plasmidicas usadas para la
gxpr;sién de los genes gltB y gltS de Synechocystis 6803 en

. coli.

pFN12 y pFN15 contienen el gen gltB bajo el control de su propio
promotor més el promotor PLac del pldsmido pBS o bajo el control
del promotor PLac, respectivamente. pFN13 y pFN14 contienen el
gen gltS también bajo el control de los promotores pLac y el suyo
propio, o bajo el control del promotor PLac solamente. Las flechas
indican los sentidos de transcripcién.
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8.6.2. Transferencia de las distintas construcciones plasmidicas a E. coli
CLR207 RecA y determinacién de la actividad glutamato sintasa de las
proteinas GItB y GIS recombinantes.

Las construcciones pFN12, pFN13, pFN14 y pFN15 fueron utilizadas
para transformar la estirpe de E. coli CLR207 RecA. El resultado de la
transformacién se sembré en cajas conteniendo medio minimo y medio rico (LB)
con ampicilina y se incubé a 37 °C durante varios dias. En medio minimo no
apareci6 ninguna colonia resultante de la transferencia de las construcciones
anteriores, mientras que si aparecieron éstas en el control llevado en paralelo con
el plasmido pBG1 conteniendo el gen gdhA de E. coli. Este resultado indicaba
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_ claramente que los genes gltB y gitS no eran capaces de restablecer la auxotrofia
“para el glutamato de la estirpe de E. coli utilizada.

De los clones cultivados en medio rico se seleccionaron las estirpes CLR-
pFN12, CLR-pFN13, CLR-pFN14 y CLR-pFN15, a las que se determiné la
actividad glutamato sintasa. Como se indica en la tabla 12, las estirpes de E. coli
transformadas con las construcciones plasmidicas conteniendo los genes gltB y
gltS presentaban actividad GOGAT, lo que indicaba que las proteinas GItB y
GItS se expresaban y eran funcionales.

Tabla 12,  Actividad glutamato sintasa usando distintos donadores de
electrones. *

Actividad GOGAT (mU/mg)

Estirpes Fd-GOGAT MV-GOGAT NADPH-GOGAT
CLR-pFN12 (gltB) 4,5+ 0,8 4+1 nd
CLR-pFN13 (gltS) 12+ 1,0 3+02 nd
CLR-pFN14 (gitS) 204 £ 8,5 18 £ 0,2 nd
CLR-pFN15 (gltB) 70+ 6 75+ 8 nd
SFN1+ (gltS) 38+ 6,5 7+0,2 nd
SFN2+ (gltB) 20+ 2 18+ 2 nd

CLR 207 RecA nd nd nd

K12 nd nd 12+2

* Los ensayos de actividad glutamato sintasa se llevaron a cabo en
extractos crudos de células de las estirpes de E. coli que se indican,
cultivadas en medio LB, y de Synechocystis SFN1+ y SFN2+
cultivadas en medio BG1. Se usaron ferredoxina, metil-violégeno o
NADPHcomo donadores de electrones. Los ensayos se realizaron
segin se describe (2.2.1.1). Los valores son la media + error estdndar
de tres o cuatro medidas diferentes. nd: no detectado.

Los resultados de la tabla 12 indican que la actividad Fd-GOGAT de las
estirpes CLR-pFN15 y CLR-pFN14 era entre 15-17 veces mayor que la mostrada
por las estirpes CLR-pFN12 y CLR-pFN13, respectivamente, lo que sugiere que
la expresién desde el promotor PLac es mds efectiva cuando los genes estdn
cercanos a este promotor. Por otro lado, la actividad presentada por las estirpes
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CLR-pFN15 (gltB) y CLR-pFN14 (gitS) respecto a las estirpes de Synechocystis
SFN2+ (ghtB) y SFN1+ (gitS) es 3,5 y 5 veces mayor, respectivamente. La
actividad GOGAT dependiente de metilviolégeno de la proteina GItS es menor
que la dependiente de ferredoxina, siendo ésta unas 12 veces menor en el caso de
la estirpe CLR-pFN14. Por el contrario, la proteina GItB muestra una actividad
muy similar con ambos donadores de electrones. No se detecté actividad
dependiente de NADPH en ninguna de las estirpes utilizadas, excepto en la
estirpe silvestre de E. coli K12, caya GOGAT es dependiente de NADPH,

El hecho de que E. coli sea capaz de expresar y ensamblar correctamente
las Fd-GOGATSs de Synechocystis, pero que éstas no restauren la auxotrofia para
el glutamato, sugiere que E. coli no posee donadores de electrones adecuados que
puedan ser utilizados por estas enzimas.

3.6.3. Identificacion del producto de expresién de los genes gliB y gltS
en E, coli.

Extractos crudos de las estirpes CLR-pFN14, CLR-pFN15 y CLR207
RecA, asi como las Fd-GOGATs de Synechocystis 6803 parcialmente purificadas
se usaron para realizar una electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida al 6%. Como se muestra en la figura 32A, en el carril de a
Synechocystis aparecieron dos bandas de 180 y 170 kDa, correspondientes a las
proteinas GItS y GltB, respectivamente, mientras que en los carriles de a CLR-
pFN14 y CLR-pFN15 aparecen bandas de 175 y 165 kDa, respectivamente, que
no aparecen en el carril de la estirpe CLR207 RecA y que consideramos que
corresponden a las proteinas recombinantes GItS y GlItB.
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FIGURA 32. Identificaciéon de los productos de expresion de
los genes gltB y gltS de Synechocystis 6803 en E. coli.

A) Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6%. Se
usaron muestras conteniendo 60 pg de protefnas de preparciones
parcialmente purificadas de Synechocystis 6803 (silvestre), SFN1+ y
SFN2+ y de extractos crudos de las estirpes CLR207 RecA, CLR-pFN14 y
CLR-pFN15. El gel se tiii6 con azul de Coomassie.

B), Inmunodeteccién con anticuerpos anti Fd-GOGAT, GItS, de
Synechocystis 6803de GItS recombinante purificada (4 pg) y de extractos
crudos de las estirpes SFN1+, CLR-pFN14 y CLR207 RecA (60 pg).

3.6.4. Maduracién de GItB y GItS en E. coli.

La diferencia de tamafio encontrada entre las proteinas nativas y
recombinantes es debida a la existencia en E. coli de una proteasa que reconoce
la secuencia de aminodcidos CGFG de la subunidad grande de la NADPH-
GOGAT, residuos 43 a 46, (Oliver et al., 1987), cortdndolo, de forma que queda
la cisteina en la proteina madura. Esta proteasa reconoce también las secuencias
CGVG de las Fd-GOGATSs recombinantes residuos 37 a 40 de GltS y 43 a 46 de
GItB, madurdndolas igualmente. La secuenciacién de la regién amino-terminal de
la proteina GItS recombinante (3.7.), demuestra que el primer aminodcido de esta
proteina esla cisteina indicada (figura 33). Este resultado sugiere que E. coli
madura de igual forma la proteina GItB.

Fd-Synechocystis GItS EERDACGVGFIANL

Secuencia amino terminal de GItS CGVGFIANL

FIGURA 33. Secuencia amino terminal de GItS expresada en
E. coli.

Se muestran las secuencias correspondientes al sitio de maduracién de
GltS, asf como la secuencia amino terminal determinada en la proteina
recombinante.

3.7. PURIFICACION DE LA Fd-GOGAT RECOMBINANTE, GItS.

La Fd-GOGAT, GItS, de Synechocystis 6803 expresada en E. coli se
purificé con objeto de comparar sus propiedades con las de la proteina nativa,
para asi poder llevar a cabo un estudio fisico-quimico y cinético de 1a misma.

La purificacién se llevé a cabo a partir de 18 g de células de la estirpe
CLR-pFN14 recogidas mediante centrifugacién y conservadas a -80 °C, como se
describe (2.1.3). Las células se rompieron por tratamiento con ultrasonidos y el
lisado se centrifugé a 15.000 x g, 15 min, seguido de centrifugacién del
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sobrenadante resultante a 40.000 x g durante 45 min. El sobrenadante de esta
segunda centrifugacién constituyé el extracto crudo. '

La actividad glutamato sintasa presente en el extracto crudo se purificé
hasta homogeneidad electroforética siguiendo las cuatro etapas de cromatografia
en columna que a continuacién se describen.

Todo el proceso se llevé a cabo a 4 °C usando tampdén fosfato potdsico 20
mM pH 7,5 conteniendo 2-oxoglutarato 1 mM, glutamina 1 mM, 2-mercaptoetanol
10 mM y EDTA 1 mM (Tampén A).

8.7.1. Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa.

El extracto crudo se adsorbié a una columna de DEAE-celulosa (2,56 cm x
18 c¢m) equilibrada con el tampén A. Tras lavar la columna con 3 volimenes de
lecho de este tampén a un flujo de 60 ml/h, 1a elucién se llevé a cabo aplicando un
gradiente de NaCl 0-0,5 M en 300 ml de tampén A, a un flujo de 50 mlh y se
recogieron fracciones de 4 ml. La actividad GOGAT se eluyé en un solo pico a una
fuerza iénica equivalente a 0,22-0,26 M NaCl, como se observa en la figura 34.
Las fracciones con alta actividad GOGAT se mezclaron para constituir el eluato
de la DEAE celulosa. ’
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FIGURA 34. Perfil de elucién de GItS recombinante en la
cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa.
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Las condiciones de la cromatografia se indican en (2.3.4.1). Se aplicé a la
columna un extracto crudo conteniendo 120 U de actividad MV-GOGAT.- -

El rendimiento de esta etapa fue del 107 % de la actividad inicial,
probablemente por reactivacién de la enzima o por una mayor actividad de ésta
debida a la fuerza iénica del eluato. El factor de purificacién fue de 3,1 veces,
consiguiéndose, ademds, la eliminacién de la ferredoxina enddégena que podia
interferir en etapas posteriores.

3.7.2. Filtracién en gel Ultrogel AcA 34.

El eluato de la DEAE-celuloa se sometié a precipitacién con sulfato
amoénico al 60% de saturacién. El sedimento obtenido se resuspendié en 9 ml
totales con tampén A y se sometié a filtracién en una columna de gel Ultrogel AcA
34 (intervalo de fraccionamiento 20.000-350.000; LKB) de 2,5 em x 91 cm
equilibrada en tampén A. El flujo utilizado durante la cromatografia fue de 20
mb/h, recogiéndose 90 fracciones de 5 ml, contados a partir del volumen vacio (130
ml). La actividad GOGAT aparecié como un iinico pico entre las fracciones 15y 27
(figura 35).
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FIGURA 35. Perfil de elucién de GItS recombinante en la
cromatografia de filtracién en gel Ultrogel AcA34.
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: o Lasfcondicipnesfde.' la. cromatografia se indican en (2.3.4.2), Se
aplicé a la columna una preparacién procedente de la cromatograffa en
DEAE-celulosa que contenfa 130 U de actividad MV-GOGAT.

Al final de esta etapa se recuperé el 55% de la actividad inicial con un
factor de purificacién de 3 veces.

3.7.3. Primera cromatografia de afinidad en gel de ferredoxina-Sefarosa.

El gel de ferredoxina-Sefarosa se preparé utilizando ferredoxina de
Synechocystis 6803 purificada a partir de células de E. coli transformadas con el
pldsmido pCK1 conteniendo el gen petF (2.3.2).

El eluato de la filtracién en gel con actividad GOGAT (68 ml) se aplicé a
una columna de ferredoxina-Sefarosa (2 em x 6,5 cm) equilibrada a un flujo de 18
ml/h con tampén A justo antes de su uso ya que el 2-mercaptoetanol contenido en
este tampén parece provocar una decoloracién progresiva del gel y como
consecuencia, disminuye la capacidad de fijar glutamato sintasa (Marqusés,
1988). Se recogieron fracciones de 3 ml desde la aplicacién de la muestra y se
siguié toda la cromatografia por la absorbancia del eluato a 280 nm. Tras lavar
el lecho con unos 5 volimenes de tampén A, a igual flujo, comenzé a decaer la
absorbancia de las fracciones eluidas, las cuales contienen, aproximadamente, el
95 % de la proteina total de la muestraaplicada (figura 36).

En este momento se suplementé el tampén A con NaCl 0,25 M,
consiguiéndose la elucién de toda la glutamato sintasa, con un rendimiento del
54,5 % sobre la actividad inicial y un factor de purificacién de 4,3 veces respecto a
la cromatografia anterior.

119



-
T
1
L
[¥M]

1,0 0,25MNaCl

MV-GOGAT (U/ml)

FIGURA 36. Perfil de elucién de GItS recombinante en
cromatografia de afinidad en gel de ferredoxina-Sefarosa.
Las condiciones de la cromatografia se indican en (2.3.4.3). Se aplicé a la

columna una preparacién procedente de la cromatografia de filtracién en
gel conteniendo 66 U de actividad MV-GOGAT.

3.74. Segunda cromatografia de afinidad en gel de
ferredoxina-Sefarosa.

Las fracciones conteniendo actividad GOGAT se mezclaron y precipitaron
con sulfato aménico al 60% de saturacién. El sedimento se resuspendié en un
volumen final de 5 ml con tampén A y se desalé en una columna de filtracién en
gel Sephadex G-25 (2,5 cm x 10 cm). El eluato se aplicé nuevamente a la columna
de la cromatografia anterior, en las mismas condiciones, lavdndose con 3
volimenes de columna para eliminar las proteinas no unidas especificamente. La
elucién se llevé a cabo segiin se describe en el apartado anterior. El resultado de
esta cromatografia (figura 37) supuso un rendimiento del 52 % de la actividad
sobre la actividad GOGAT inicial y una purificacién de 2,4 veces.
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FIGURA 37. Perfil de elucién de GItS recombinante en
segunda cromatografia de afinidad en gel de
ferredoxina-Sefarosa.

Las condiciones de la cromatografia se indican en (2.3.4.3). Se aplicé a la
columna una preparacién procedente de la primera cromatografia de

afinidad en gel de ferredoxina Sefarosa conteniendo 65 U de actividad
MV-GOGAT.

Muestras correspondientes a los distintos pasos de purificacién se
sometieron a electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6%, figura
38.
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FIGURA 38. Patrones electroforéticos de proteinas de las
etapas de la purificacién de la GItS recombinante.

Electroforesis desnaturalizante en SDS de las muestras procedentes de
cada paso de purificacién. Calle 1, extracto crudo (50 ug); calle 2, eluato
de la DEAE-celulosa (25 pg); calle 8, eluato de la filtracién en gel (15 pg);
calle 4, eluato de la primera cromatografia de afinidad en gel de
ferredoxina-Sefarosa (5 ug); calle 5, GItS purificada procedente del eluato
de la segunda columna de afinidad (2 pg).

En la tabla 13 se resumen los resultados de la purificacién de GItS de
Synechocystis 6803 expresada en E. coli tras las cuatro etapas descritas en los
apartados anteriores.

La recuperacién final del proceso fue del 52 % respecto a la actividad
inicial del extracto crudo, alcanzdndose una purificacién de 98,6 veces. La
actividad especifica de la preparacién final, GItS pura a homogeneidad
electroforética, fue de 36,6 U/mg proteina, como se indica en la tabla 13.
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Tabla 13.  Purificacién de la Fd-GOGAT, GItS, de Synechocystis 6803
expresada en E. coli ®. ' S ' '

Etapa prot, Act. Act. esp. Recup. Purif.
(mg) (U) . (U/mg prot) (%) (veces)
Extracto crudo 2394 890 0,37 100 1
DEAE-celulosa 829 957 1,15 107 3,1
Filtracion en gel 140 490 3,50 55 94
Ultrogel AcA 34
12 Fd-Sefarosa 32,5 488 15,0 55 40,4
22 Fd-Sefarosa 12,6 462 36,7 52 98,6

*Material inicial: 18 g de peso fresco. Se muestra la actividad
dependiente de ferredoxina.

3.8. PURIFICACION DE LA Fd-GOGAT, GItS, DE Synechocystis 6803.

La Fd-GOGAT, GItS, de Synechocystis 6803 fue purificada parcialmente
con objeto de comparar algunas de sus propiedades fisico-quimicas con las de la
correspondiente proteina expresada en E. coli.

Para llevar a cabo la purificacién se partié de 6,5 g de células de la estirpe
SFN1+ (mutante para el gen gitB) congeladas a -80 °C. Estas células se
resuspendieron en tampén A (apartado 3.7.) y el extracto se preparé como se
indica (3.7).

A lo largo de la purificacién se determiné la actividad Fd-GOGAT, para
evitar asi la interferencia que la ferredoxina endégena pudiera provocar sobre la
actividad MV-GOGAT, al menos en extracto y durante la cromatografia en DEAE-
celulosa.

El extracto crudo, con una actividad Fd-GOGAT total de 4,6 U, se
adsorbié a una columna de DEAE-celulosa (6 cm x 1 c¢cm) y se lavé ésta con 6
vohimenes de lecho de tampén, tras lo cual se eluyé la actividad Fd-GOGAT como
pico tdnico con un gradiente de 0-0,5 M NaCl en 40 ml de tampén A. Las
fracciones conteniendo esta actividad (entre 0,2-0,3 M NaCl) constituyeron el
eluato de la DEAE-celulosa, con una actividad total de 6 U. Este paso de
cromatografia supuso una recuperacién del 130% y una purificacién de 2 veces
(tabla 14) respecto a la actividad inicial.
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Tabla 14, Purificacién parcial de la Fd-GOGAT, GItS, de Synechocystis

6803°.
Etapa Prot. Act, Act. esp. Recup. Purif,
(mg) U) (mU/mg prot) (%) (veces)
Extracto crudo 140 4,6 33 100 1
DEAE-celulosa 86 6,0 70 130 2,1
Fd-Sefarosa 2,1 32 1520 70 46,4

*Material inicial: 6,5 g de peso fresco.

El eluato de la DEAE-celulosa se precipité con sulfato aménico al 60% de
saturacién y el sedimento se resuspendié en un volumen final de 2 ml totales con
tampén A, tras lo cual se aplicé a una columna de Sephadex G25 (1,5 cm x 10
cm). La muestra, se aplicé posteriormente a una columna de ferredoxina-Sefarosa
(1 cm x 6 cm) a un flujo de 12 ml/h, en las condiciones que se indican (2.7.3). La -
elucién de la actividad Fd-GOGAT se llevé a cabo usando una solucién de 0,25 M
NaCl en tampén A, apareciendo ésta como tnico pico. Tras la cromatografia, se
obtuvo una actividad total Fd-GOGAT de 3,2 U, con un rendimiento del 70% y
una purificacién de 46,4 veces (tabla 14).
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3.9. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS Fd-GOGATs, GltS
‘DE Synechocystis 6803 NATIVA Y EXPRESADA EN E. coli. - '

3.9.1. Tamaiio y estructura molecular.

Como se ha descrito en la introduccién, las Fd-GOGATSs estdn constituidas
por una unica subunidad con una masa molecular que oscila entre 160 y 180
kDa. La masa molecular de las proteinas GItS nativas y recombinantes se
determiné mediante filtracién en gel, como se describe en (2.3.4.4).

GItS nativa 178 £ 4,5 kDa
GItS recombinante 173 £ 5,0 kDa

El nimero de subunidades se determiné a partir de la electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6%. Como se muestra en la figura 32,
la masa molecular determinada para las proteinas recombinante y nativa fue de
175 kDa y 180 kDa, respectivamente, lo que indica que la protefna GItS es un
mondmero. La diferencia de tamario entre ambas proteinas es debida, como se
explicé en el apartado 3.6.4, a la maduracién de la proteina GItS en E. coli como
resultado de la accién de una proteasa especifica que reconoce una secuencia de
aminodcidos en la zona amino termina,l tanto de GItS como de la subunidad
grande de su propia NADPH-GOGAT.

3.9.2. Constantes de Michaelis-Menten (K ).

Con objeto de estudiar la afinidad de las proteinas GItS nativa y
recombinante por sus distintos sustratos y comparar éstas para determinar la
similitud entre ambas proteinas, se realizaron ensayos seriados variando la
concentracién del sustrato estudiado en cada caso, manteniendo el resto de ellos
en exceso para no limitar la reaccién. Los resultados obtenidos se interpretaron
tras realizar representaciones de Lineweaver-Burk (1/[S] frente a 1/v) y de Woolf-
Augustinsson-Hofstee (v frente a v/[S]), en el caso de la glutamina y la ferredoxina
y representacién de Cleland (Cleland, 1970) en el caso del 2-oxoglutarato, debido

a que este sustrato resulta inhibidor al aumentar su concentracién por encima de
1mM.

Como se muestra en la tabla 15, los valores de las K, para cada uno de
los sustratos son muy similares en ambas enzimas y estdn en el intervalo de los
valores calculados para la Fd-GOGAT, GltS, de la cianobacteria Synechococcus sp.
PCC 6301 (Marqués et al., 1992).
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Tabla 15, Constantes de Michaelis-Menten (K,,) de las Fd-GOGATsS,
GItS, nativa y recombinante de Synechocystis 6803.

K., aparente

Ferredoxina Glutamina  2-oxoglutarato

M) (mM) (mM)
GItS nativa 3,5 2,5 0,5
GItS recombinante 4,5 2,2 0,6

Los valores similares de las K, para cada uno de los sutratos, tanto de la
proteina nativa como recombinante, asi como la actividad especifica de la proteina
GItS purificada a partir de E. coli (36,6 U/mg prot), similar a la actividad
especifica de la Fd-GOGAT de la cianobacteria Synechococcus 6301 (35 U/mg
prot), y el hecho de que los anticuerpos generados contra la proteina recombinante
reconocian la correspondiente proteina nativa, sugieren que ambas proteinas son
muy similares y que, por tanto, Ia proteina recombinante podia ser utilizada para
llevar a cabo el resto de estudios fisico-quimicos y espectrales de la Fd-GOGAT,
asi como para realizar mutagénesis dirigida de residuos implicados en la unién de
los distintos cofactores o de residuos que puedan afectar a la actividad o
estructura de la misma.

3.9.3. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad
Fd-GOGAT.

La figura 39 muestra el perfil de inactivacién térmica de la Fd-GOGAT,
GItS de Synechocystis 6803 expresada en E. coli, tras 20 min de incubacién a las
temperaturas que se indican. Como puede observarse, la temperatura media de
inactivacién (temperatura a la que permanece el 50% de la actividad Fd-GOGAT
tras 20 min de tratamiento) fue de 55 °C, lo que indica que esta enzima no es
muy termorresistente.
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FIGURA 89. Inactivacién térmica de la Fd-GOGAT, GItS
recombinante.

Se muestra el porcentaje de actividad, respecto al valor inicial, que se observé
tras 20 min de incubacién a la temperatura correspondiente. El 100% de
actividad corresponde a 360 mU (10 pg de protefna por ensayo).

En la figura 40 se muestra el efecto de la temperatura de ensayo sobre la

actividad Fd-GOGAT de una fraccién purificada de la misma. La temperatura
éptima obtenida es de 45 °C, disminuyendo la actividad a temperaturas

superiores a este valor, probablemente por desnaturalizacién de la enzima.
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FIGURA 40. Determinacién de la temperatura 6ptima de ensayo de
GItS recombinante.

Se muestra la actividad que se observé tras 10 min de ensayo.  a la temperatura
correspondiente usando 10 pg de proteina por ml de ensayo.

A partir de de los valores obtenidos para el cdlculo de la temperatura
6ptima, se realiz6 la representacién de Arrhenius correspondiente a las
velocidades determinadas a cada temperatura (figura 41). Los valores obtenidos
se ajustaron a dos rectas (r® A=0,997y r2B = 0,908) y a partir de las ecuaciones de
las rectas de regresién A y B se calcularon las energias de activacién (E,)
correspondientes, utilizando para ello la siguiente férmula:

R T, Ty In (V/V))

(T2' Tl)

Los valores de E, obtenidos son de 49,4 kJ/mol y 8,9 kJ/mol,
respectivamente.
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FIGURA 41. Determinacién de la energia de activacién (E,)de la
GItS recombinante.
Representacién de Arrhenius de los datos de la figura 40.

3.94. Velocidad mixima y niimero de recambio.

A partir de la representacién de dobles reciprocos de los valores obtenidos
en los ensayos de actividad de la proteina purificada (10 pg por ensayo), en los
que se variaron las concentraciones de ferredoxina manteniendo a saturacién el
resto de sustratos necesarios para la reaccién, se ha calculado la velocidad
madxima de la enzima GItS.

V.4 = 420 M min™*
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A partir de la velocidad méxima y teniendo en cuenta que en la reaccién
enzimdtica catalizada por la GOGAT se forman 2 moléculas de glutamato por
cada molécula de glutamina utilizada, el nimero de recambio calculado es:

K,= 3,2.10° min”
3.9.5. Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad Fd-GOGAT.

En la tabla 16 se muestra el resultado de los estudios de inhibicién
llevados a cabo con la proteina GItS. Como puede observarse, tanto el DON como
la azaserina provocan una inhibicién de la actividad enzimitica, si bien el DON
es un inhibidor bastante m4s potente. Cuando se utiliza DON, éste provoca una
inhibicién practicamente total de la actividad Fd-GOGAT a concentraciones de 50
puM, siendo a esta misma concentracién de azaserina la actividad del 38%. El
MSX, inhibidor de la glutamina sintetasa sélo provoca una inhibicién de la
actividad enzimdtica cuando se utiliza a concentraciones mayores de 1 mM.

Tabla 16. Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad
Fd-GOGAT de la enzima GItS®,
INHIBIDOR CONCENTRA %
CION (mM) ACTIVIDAD
Fd-GOGAT
—— —— 100
DON 0,05 0,1
0,5 0,0
AZASERINA 0,05 38,5
0,5 10,7
MSX 1 100
5 55

®Las condiciones de ensayo son las estdndar descritas (2.2.1), pero
incluyendo en la mezcla de ensayo los inhibidores utilizados a las
concentraciones indicadas. El 100 % de actividad corresponde a
100 mU.
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3.9.6. Determinacion de la actividad Fd-GOGAT de GItS recombinante
con NADPH y ferredoxina:NADP* éxidorreductasa (FNR).

Como se observa en la figura 42, cuando se utiliza como donador de
electrones para GltS la ferredoxina reducida mediante FNR y por NADPH, la
actividad Fd-GOGAT es bastante menor que la observada usando el sistema
estdndar en el que la ferredoxina es reducida con ditionito. Este mismo hecho
ocurre con la Fd-GOGAT de Synechococcus 6301, probablemento porque el
ensayo utilizado no es realmente una réplica de la reaccién que ocurre in vivo en
el interior de las células.

ACTIVIDAD Fd-GOGAT
(U/mg prot)
B
S
T

20

TIEMPO

FIGURA 42. Determinacién de la actividad Fd-GOGAT de GItS
utilizando FNR.

Los ensayos se realizaron segiin se describe en (2.2.2.1.3), usando 5 ug de
enzima purificada. Los circulos indican el ensayo estandar y los cuadrados, el
ensayo con FNR.
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8.10. ANALISIS DE GRUPOS PROSTETICOS Y ESTUDIOS
ESPECTROSCOPICOS DE GITS RECOMBINANTE.

La proteina GItS recombinante se utilizé para llevar a cabo un anilisis
de cofactores y una determinacién de los espectros de absorcién de la misma,
tanto con la enzima oxidada como reducida.

3.10.1. Espectros de absorcién de la GItS recombinante.

El espectro de absorcién de la proteina GItS se muestra en la figura 43.
Como se observa, GItS es una flavoproteina tipica con picos a 280, 370 y 436 nm
y hombros a 418 y 468 nm. Estos pueden considerarse resultado de las
interacciones hidrofébicas de la flavina con la apoproteina y son similares a los

determinados en la Fd-GOGAT de la cianobacteria Synechococcus 6301 (Marqués
et al., 1992). La relacién de absorbancias A2g0/A436, presenta un valor de 4.
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FIGURA 43. Especiros de absorcién de GItS recombinante.

Se utilizé una preparacién de GItS (5 zM), en tampén fosfato potdsico 10 mM,
pH 7,5. En azul se muestra el espectro oxidado, trazo a. En rojo, el espectro
tras reducir la muestra con un exceso de ditionit, trazo b y en verde, el
espectro oxidado menos reducidO, trazo c.
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Cuando se afiadi6 a la solucién conteniendo la protefna GItS un exceso de
ditionito, manteniendo la anaerobiosis mediante gaseo con argon, se observé una
‘disminucién -de la absorbancia en el espectro correspondiente a la regién de
longitudes de ondas visibles, con una desaparicién del pico de 436 nm, figura 43,

trazo b. Se muestra también en esta figura el espectro oxidado menos reducido de
GItS (trazo c).

3.10.2. Reoxidacién con 2-oxoglutarato de la GItS reducida con
ditionito.

La preparacién de GItS reducida con un exceso de ditionito (figura 43 trazo
b), se traté con alicuotas de una solucién de 2-oxoglutarato 50 mM. Tras cada
incremento de 0,25 mM de la solucién se realiz6 un espectro de la muestra para
comprobar la reoxidacién de la misma. Como se muestra en la figura 44, la
adicién de 1 mM de 2-oxoglutarato fue suficiente para obtenerse de nuevo el
méximo de 436 nm correspondiente a la flavina de la enzima oxidada. Estos
resultados confirman el papel catalitico de este grupo prostético en la reaccién
catalizads por Ix FA-GOTAT. Cuande €l mismo experiments ge realizé afiadiendo
glutamin= desde wuma solucion 50 M, no se consiguié recuperar el pico
correspon:iente a 436 nm.
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FIGURA 44. Reoxidacién de 1la GItS recombinante, con
2-oxoglutarato.

Una preparacién de GItS (5 pM), en tampén fosfato potdsico 10 mM pH 7,5 fue
reducida con un exceso de ditionito, en cristales (trazo 1) y posteriormente
reoxidada mediante la adicién de alicuotas de una solucién 50 mM de
2-oxoglutarato. Los trazos 2-5 corresponden a los espectros obtenidos tras la
adicién sucesiva de alicuotas de 2-oxoglutarato a concentraciones finales de
0,25, 0,5, 0,75 y 1 mM. El trazo niimero 6 corresponde a la protefna oxidada.

3.10.3. Andlisis de flavinas.

La Fd-GOGAT de la cianobacteria Synechococcus 6301 posee solamente
FMN como grupo prostético flavinico (Marqués et al., 1992), y no FAD y FMN
como ha sido descrito en el caso de la Fd-GOGAT de algunas plantas, como la de
espinaca (Hirasawa y Knaff, 1991). Sin embargo, recientemente se ha revisaado
esta afirmacién, quedando establecida la existencia en espinaca de una tnica
flavina (FMN), en lugar de las dos que habian sido descritas (Hirasawa et al.,
1996).

Para la extraccién de los componentes flavinicos de Glts utilizamos los
métodos de hervido y precipitacién con tricloroacético en frio, tal y como se describe
(2.3.12). Para ello, se usaron fracciones alicuotas de Glts, a concentraciones de 50
y 30 uM, y tras el tratamiento se obtuvo un sobrenadante de color amarillo que se
analiz6 mediante HPLC, utilizando FMN (100 pM) y FAD (10 y 100 pM) como
patrones. Como se muestra en la figura 45, solamente se obtuvo un pico de
flavinas cuyo tiempo de retencién correspondia con el del FMN. A partir del 4rea
del pico de los distintos patrones de FMN analizados, a concentracién 100 uM, se
calcularon las concentraciones de FMN presentes en las muestras procedentes de
las extracciones realizadas con GItS. Con estos valores y teniendo en cuenta la
concentracién de GItS usada en cada caso, se determiné una estequiometria:

FMN/GItS = 0,985 + 0,075

lo que indica que hay una wnica molécula de FMN por cada molecula de GItS.
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FIGURA 45. Identificacién de los componentes flavinicos de
GltScombinante.

La extraccién se realizé por el método de hervido, ebullicién se describ en e
(2.3.12). Los niimeros indican los tiempos de retencién de un patrén de FAD (10
uM) y otro de FMN (100 puM), asf como de una muestra obtenida tras la
extraccién de una preparacién de GItS 50 pM.

3.104. Titulacién redox de GItS recombinante.

Muestras de 3 y 5 pM de GItS se utilizaron para determinar el potencial
redox del grupo flavinico, mediante técnicas espectrofotométricas. Para ello, se
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determinaron los cambios de oencial redox y de absorbancia a 445 nm, utilizando
ditionito sédico como reductor y ferricianuro potdsico como oxidante, en presencia
de los mediadores de 6xido-reduccién apropiados.

El resultado de una titulacién se muestra en la figura 46. A partir de los
datos de varias titulaciones, se calculé un potencial de 6xido-reduccién E_=-200 £
21 y n=2 calculado segin la ecuacién de Nernst. Estos resultados son muy
similares a los obtenidos para la FA-GOGAT de espinacas (Hirasawa et al., 1992;
1996).
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FIGURA 46. Determinacién del potencial redox de la GItS
recombinante.

La mezcla de reaccién contenia 5 pM de GItS en tampén fosfato potésico 10
mM, pH 7y 2 pM de cada uno de los siguientes mediadores: 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona, antraquinona-2-sulfonato y bencil violégeno. La reduccién de la
se determiné siguiendo sus cambios de absorbancia a 445 nm.

3.10.5. Determinacién del centro sulfoférrico de la GItS recombinante,
mediante espectroscopia de resonancia paramagnética del electrén
(EPR).

En la figura 47 se muestran los espectros de EPR de GltS oxidada y
reducida con ditionito sédico. Los resultados claramente indican la presencia de
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un centro [3Fe-4S]" por molécula, con valores de g de 2,02 y 1,94 para la proteina
oxidada y de g de 11,5 y 10 en estado reducido. La especie oxidada presenta una
seiial de relajacién rdpida (S=1/2), mds rdpida que en otros centros [3Fe-4S],
aunque esto es dificil de observar por encima de 18K. Estos resultados son
similares a los previamente publicados para la Fd-GOGAT de espinacas

g=2,02

g=11,5

g=10 e*“"’

1 1 l 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

Campo magnético (G)

FIGURA 47. Espectro de EPR de GItS recombinants:, oxidado y
reducido .

El panel superior muestra la sefial de EPR de la proteina oxidads, y el inferior,
el de la protefna reducida con ditionito sédico (pH 8). Los espectros se
realizaron a 4,2 Ky 8 mW.

137



La sefial de EPR es fuertemente dependiente de temperatura, como se ha
descrito previamente de otros centros [3Fe-4S] (Gayda et al., 1982; Vanoni et al.,
1992). La figura 48, muestra los espectros obtenidos a temperaturas
comprendidas entre 4,2 Ky 18 Ky en condiciones no saturantes.

N

d .

_,A\ 8K

) N 10K
——
S

1

12K

14K

18K

1 1
3000 4000 5000

Campo magnético (G)

138



FIGURA 48. Dependencia de la temperatura del espectro de EPR
de la G1tS recombinante.

Se realizaron espectros de muestras de GltS a temperaturas comprendidas entre
4,2 K y 18 K. En todos los casos 1a modulacién de la amplitud fue 5 Gauss .

3.11. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE DISTINTOS DONADORES DE
ELECTRONES CON GItS

Se ha sugerido previamente la existencia de un sitio de unién a ferredoxina
en todas las proteinas ferredoxina-dependientes. Las evidencias para la
existencia de esta zona provienen de experimentos inmunolégicos en los que
anticuerpos frente a FNR de expinaca reconocen la Fd-GOGAT y la Fd-nitrito
reductasa, NIR, de esta misma planta, pero no cuando éstas estdn unidas a
ferredoxina (Hirasawa et al., 1989). Resultados similares se obtuvieron con
anticuerpos contra la Fd-GOGAT de Chlamydomonas reinhardtii, los cuales
reconocen también a la NIR de la misma especie e inhiben especificamente las
reacciones dependientes de ferredoxina catalizadas por estas enzimas.

3.11.1. Determinacién de la actividad glutamato sintasa de GItS
dependiente de ferredoxinas y flavodoxina.

La enzima GItS recombinante, asi como la proteina nativa, fueron
utilizadas para llevar a cabo determinaciones de la actividlad GOGAT
dependiente de ferredoxina de células vegetativas (PetF), ferredoxina de
heterocistos (FdxH) y flavodoxina. Como se muestra en la tabla 17, GItS sélo
presenta actividad dependiente de ferredoxina, si bien en el caso de la proteina
recombinante existe algo de actividad dependiente de ferredoxina de heterocistos.
En ningin caso se observé actividad dependiente de flavodoxina.

Tabla 17, Actividad GOGAT dependiente de ferredoxinas o
flavodoxina. .

Actividad GOGAT (%)
GItS GItS
recombinante nativa
PetF 100 100
FdxH 9+6 nd
Flavodoxina nd nd
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% La actividad GOGAT se determiné como se indica (2.2.1), utilizando ferredoxina
de Synechocystis 6803 (PetF) y ferredoxina de heterocistos de Anabaena 7120
(FdxH), a concentracién 10 pM y flavodoxina de Anabaena 7119 a concentraciones
10 y 30 uM. nd: no detectado. El 100 % de actividad de las proteinas recombinante
y nativa es 1,4 U/mg prot y 168 mU/mg prot.

3.11.2. Efecto de la fuerza idénica sobre la actividad Fd-GOGAT de GItS.

Se ha descrito que la formacién de complejos entre la ferredoxina y enzima
que la utilizan como reductor, como FNR, NIR y NAR (Fd-nitrato reductasa) se
estabiliza por interacciones electrostaticas (Hurley et al., 1993; Hirasawa et al.,
1994; Schmitz y Béhme, 1995). Por otro lado, en espinaca, la modificacién
quimica de los grupos carboxilos de la superficie de la ferredoxina provoca una
disminucién de la afinidad y de la transferencia de electrones a la GOGAT
(Hirasawa et al., 1986). Efectos similares han sido observados con la FNR y NIR
de plantas superiores (Knaff e Hirasawa, 1991). Esta hipétesis fue verificada
recientemente mediante estudios de interaccién entre ferredoxinas mutadas de
cianobacterias y FNR, NIR y NAR (Hurley et al., 1993, 1994; Schmitz y Béhme,
1995).

El efecto de la fuerza iénica sobre la actividad Fd-GOGAT fue estudiada
llevando a cabo ensayos de actividad en los que se incrementé progresivamente la
concentracién de NaCl a la mezcla de reaccién (figura 49). Como se observa,
cuando la fuerza i6nica aumenta, la transferencia de electrones a la GOGAT
disminuye y como consecuencia, la actividad Fd-GOGAT, como es comin en los
sistemas estudiados en los que las interacciones electrostdticas influyen en la
formacién del complejo entre la ferredoxina y las enzimas dependientes de
ferredoxinas.
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FIGURA 49. Efecto de la fuerza iénica sobre la actividad Fd-
GOGAT de la proteina GItS recombinante.

El 100 % de la actividad corresponde aa 5 U/mg prot. Se us6é 10 uM de
ferredoxina.

8.11.3. Formacién de complejos entre la GltS recombinante y distintos
donadores de electrones.

Para el entrecruzamiento se utilizé EDC, una carbodiimida soluble en
agua que hace reaccionar grupos carboxilos con grupos aminos que estén muy
préximos. Para llevar a cabo la unién entre GltS , PetF, FdxH y flavodoxina, se
utilizaron preparaciones de GItS a concentracién 4,5 pM y se incubaron en
presencia de 4 mM de EDC y 35 pM de cada uno de los donadores. Como se
muestra en la figura 50, GItS forma un complejo con la ferredoxina, PetF, en
estequiometria 1:1, a diferencia de lo descrito previamente para la Fd-GOGAT de
espinacas con una estequiometria de 2:1 (Hirasawa et al., 1991). En esta misma
figura puede observarse la formacién de un complejo entre GItS y FdxH, aunque
éste no ocurre al 100% usando el mismo tiempo de incubacién que con PetF. Por
el contrario, no parece haber entrecruzamiento entre GitS y flavodoxina, aunque la
banda de formacién del complejo que aparece puede ser debida a unién
inespecifica.
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FIGURA 50. Formacién de complejos entre GItS y ferredoxinas o
flavodexina.

Preparaciones de GItS parcialmente purificadas se incubaron en presencia de
EDC con 35 pM de los distintos donadores de electrones. A tiempo inicial y tras 10
min de incubacién se tomaron muestras que se sometieron a electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6%.

Para comprobar que la estequiometria de formacién del complejo era 1:1 y
que la formacién de éste entre FdxH y flavodoxina con GItS no estaba limitada por
el tiempo de incubacién, se procedié a realizar de nuevo el entrecruzamiento
tomando muestras a distintos tiempos (figura 51). Esta figura indica que
efectivamente la estequiometria de formacién del complejo es la indicada,
habiéndose formado el 100% de éste entre PetF y GitS a los 10 min, mientras que
incubaciones a 10 min y 30 min, en el caso de FdxH y flavodoxina, no aumentaron
el entrecruzamiento de éstas con GItS.

Estos resultados, junto con las actividades medidas para estos con de
electrones, sugieren que GItS es muy especifica para ferredoxinas tipo PetF.
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FIGURA 51. Cinética de entrecruzamiento entre GItS y los
distintos donadores de electrones.

Preparaciones de GItS parcialmente purificadas se incubaron en presencia de
EDC con 385 uM de los distintos donadores de electrones. A los tiempos
indicados se tomaron muestras que se sometieron a electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6%.

8.12. MUTAGF]NESIS DIRIGIDA DEL CENTRO SULFOFERRICO DE GItS

La caracterizacién llevada a cabo con GItS purificada a partir de E. coli,
asi como su comparacién con la correspondiente proteina nativa purificada a
partir de la estirpe SFN1+, ponian de manifiesto la similitud existente entre
ambas proteinas. Esto nos permitird utilizar 1a proteina recombinante para hacer
los estudios de mutagénesis dirigida.

El primer intento llevado a cabo consistié en el cambio del residuo de Cys
1173, correspondiente al dominio implicado en la unién del centro sulfoférrico por
un residuo de Ser. Para llevar a cabo esta mutagénesis se utilizé el
oligonucleétido:

C1173S 5’ AAACCCGGGCCATAATGGAACCTTC 3

Utilizando este oligonucleétido y el suministrado por el fabricante, U.S.E.,
(Pharmacia, Suecia), que provoca el cambio del sitio de restriccion Scal del
pldsmido por Miul, se llevé a cabo el proceso de mutagénesis tal y como se
describe (2.6), usando para ello el pldsmido pFN21 (figura 52) que contiene un
fragmento HindlIII de 3,9 kb incluyendo parte del gen gitS de Synechocystis 6803.
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FIGURA 52. Proceso de construccién del plasmido pFN21 utilizado

para llevar a cabo la mutagénesis dirigida.
Las flechas indican el sentido de transcripcién de los genes. C1173S es el
oligonucleétido utilizado para cambiar el residuo de Cys por Ser, en el caso de

GItS ynucleétidos U.S.E. es el oligo que cambia el sitio de restriccién Scal por
Mlul.

Una vez llevado a cabo el proceso de mutagénesis, se analizaron algunos
de los clones aparecidos por restriccién con la enzima Mlul. Se aislaron los
plasmidos procedentes de dos de estos clones y se secuenciaron, cont2niendo uno
de ellos la mutacién introducida (figura 53).
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FIGURA 53. Secuenciacién de la zona correspondiente a los
nucleétidos que codifican la Cys 1173 de GItS.
La flecha indica el cambio de nucleétido introducido para conseguir la
sustitucién de la Cys 1173 porSser, en la protefna GItS.

A este pldsmido se le llamé pFN22 y a partir él se aislé el fragmento
Hindlll de 3,9 kb conteniendo parte del gen gitS e incluyendo la mutacién. Este
fragmento se utilizé para llevar a cabo una ligacién con el plasmido pFN14, sobre
el cual se pretendia reemplazar el fragmento nativo por el mutado. Tras
transformar con la mezcla de ligacién la estirpe de E. coli DH50, a algunos de los
clones obtenidos se le extrajeron los pldsmidos y se analizaron por restriccién para
determinar si el fragmento mutante ligado se habia insertado en la orientacién
adecuada (pFN23) o al contrario del sentido de transeripcién del gen gitS
(pFN24).

Los pldsmidos pFN23 y pFN24 fueron usados para transformar la estirpe
de E. coli CLR207 RecA, obteniéndose las estirpes CLR-pFN23 y CLR-pFN24. La
actividad Fd-GOGAT medida para estas estirpes no fue detectable, pero sin
embargo, la estirpe CLR-pFN23 expresaba la proteina GItS mutante, como se
observé por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrialmida o por
inmunodeteccién, en un extracto crudo libre de células de la mencionada estirpe,
mientras que no lo expresaba la estirpe CLR-pFN24 (figura 54).
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FIGURA 54. Deteccién de la proteina GItS obtenida por
mutagénesis dirigida del centro sulfoférrico.

A) Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 6% con 40 pg de
proteinas de extractos crudos de cada una de las estirpes indicadas.

B) Inmunodeteccién de las protefnas GltS usando anticuerpos anti-GItS
rcombinante. Se cargaron 40 pug de proteina por carril.

Estos resultados claramente indican que la mutacién en la C1173
implicada en la unién del centro sulfoférrico provoca un pérdida de actividad de la
debido a que esta mutacién impide el correcto
ensamblaje del centro [3Fe-4S] y demuestra que esta agrupacién es requerida

enzima, probablemente

para la transferencia de electrones entre la ferredoxina y el 2-oxoglutarato.

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de las ferredoxina
glutamato sintasas de cianobacterias, tanto desde el estudio de sus genes
estructurales y andlisis de sus secuencias, como desde un punto de vista
bioquimico y fisiolégico.

La expresién en E. coli de las Fd-GOGATSs, GItB y GItS, de Synechocystis
sp. PCC 6803, ha permitido analizar y comparar éstas con las correspondientes
proteinas nativas, lo que en el futuro nos permitird analizar el estudio de
residuos implicados en la unién de los distintos cofactores de las Fd-GOGATsS, asi
como en su actividad y estructura, mediante mutagénesis dirigida, estudios que
se han iniciado en el

presente trabajo.
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4. DISCUSION



El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de las ferredoxina
glutamato sintasas de cianobacterias, tanto mediante el estudio de sus genes
estructurales y el andlisis de sus secuencias, como desde un punto de vista
bioquimico y fisiolégico.

La expresién en E. coli de las FAd-GOGATs, GItB y GItS, de Synechocystis
sp. PCC 6803, ha permitido comprobar su similitud con las correspondientes
proteinas nativas, lo que en el futuro nos permitird completar el estudio, ya
iniciado, de residuos implicados en la unién de los distintos cofactores de las Fd-
GOGATS, asf como en su actividad y estructura mediante mutagénesis dirigida.

4.1. EXISTENCIA DE DOS GENES PARA Fd-GOGATs (gltB Y gltS) EN
Synechocystis 6803

Al iniciar el presente estudio, el conocimiento acerca de los genes que
codificaban glutamato sintasas era muy limitado, si bien era bastante m4s
amplio desde el punto de vista bioquimico.

Se ha descrito la existencia de dos tipos de glutamato sintasas en plantas
superiores y algas, uno que utiliza piridin nucleétidos [NAD(P)H-GOGAT] y otro,
ferredoxina [Fd-GOGAT] como donador de electrones (Suzuki y Gadal, 1984).
Ambos tipos de glutamato sintasas parecen estar localizados en los plastos,
encontrdndose las Fd-GOGATs en los cloroplastos (Lea y Miflin, 1974; Suzuki y
Gadal, 1982; Botella et al., 1988) y las NADH-GOGATs en tejidos no
fotosintéticos, como raiz (Suzuki et al., 1984) y nédulos (Anderson et al., 1989;
Chen y Cullimore, 1989; Gregerson et al., 1993). NADH-GOGAT se ha localizado
también en levaduras (Cogoni et al., 1995). En el caso de bacterias, solamente
existen NADPH-GOGAT (Miller y Stadman, 1972; Hemmild y Mantséld, 1974;
Igefio et al., 1993), excepto en cianobacterias, donde se han localizado sélo Fd-
GOGAT (Marqués et al., 1992). Recientemente se ha descrito la existencia de Fd-
GOGAT y NADH-GOGAT en la cianobacteria Plectonema boryanum (Okuhara et
al., en preparacién). En el caso de plantas superiores se han cionado ¢cDNAs
completos y parciales de genes nucleares de Fd-GOGATS, gltS, (Sakakibara et
al.., 1991; Avila et al., 1993; Lam et al., 1995) y NADH-GOGAT (Gregerson et al.,
1993; Lam et al., 1995). También han sido clonados los genes que codifican la
Fd-GOGAT, gisF, en las algas rojas Antithamnion sp. y Porphyra purpurea. El
gen gIsF estd localizado en los cloroplastos, a diferencia de los de plantas que
aparecen ya en el nicleo (Valentin et al., 1993; Reith y Munholland, 1995). Los
genes de la NADH-GOGAT de S. cerevisiaze (Cogoni et al., 1995) y de las dos
subunidades de las NADPH-GOGATSs de E. coli y A. brasilense, gitD y gitB (Oliver
et al, 1987; Pelanda et al., 1993) han sido igualmente clonados.
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El hecho de que en la cianobacteria Synechococcus 6301 se hubiese
localizado una unica enzima con actividad Fd-GOGAT y que en el caso de
plantas y algas se hubiese descrito un tnico gen para esta proteina, hacia
suponer, igualmente, la existencia de un unico gen de glutamato sintasa en la
cianobacteria Synechocystis 6803.

Basdndonos en las secuencias, conocidas en el momento de iniciar este
trabajo, de la Fd-GOGAT de maiz (Sakakibara et al., 1991) y de la subunidad
grande (subunidad o) de la NADPH-GOGAT de E. coli (Oliver et al., 1987), se
seleccionaron oligonucleétidos correspondientes a dos zonas de residuos
conservadas en las mismas y se amplificé, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), un fragmento de DNA de Synechocystis 6803 de 1,2 kb. El
an4lisis de este framento, mediante enzimas de restriccién, demostré que el DNA
amplificado era, al menos, la suma de dos framentos de 1,2 kb, lo que indicaba
la posibilidad de dos genes de glutamato sintasas en Synechocystis 6803.

El uso de estos fragmentos de 1,2 kb como sondas para hibridacién con
DNA genémico, nos permitié clonar los dos genes de las glutamato sintasas de
Synechocystis 6803, similares en tamario, pero bien distintos tanto a nivel de
secuencias de nucledtidos como de secuencias de aminodcidos y mapas de
restriccién.

La obtencién por PCR de los dos fragmentos de 1,2 kb comprendidos entre
los dos oligonucleétidos, fue posible dado que las correspondientes secuencias de
aminodcidos estdn perfectamente conservadas en las dos enzimas de
Synechocystis 6803 y en el resto de glutamato sintasas.

4.2, ANALISIS DE LOS GENES gItB Y gltS Y DE LAS SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS DE LAS PROTEINAS CORRESPONDIENTES, GltB Y
GItS

Las secuencias de nucleétidos de los fragmentos que contenian los genes
gltB y gltS revelaron la existencia de dos fases abiertas de lectura de 4650 pb y
4674 pb, respectivamente, que codificarian proteinas de 168.964 Da y 170.208
Da.

Ambos genes presentan dos posibles codones de iniciacién de la traduccién
precedidos por posibles secuencias de unién de ribosomas (Fig. 9 y 11). En
ninguno de los casos se ha determinado el promotor de los mismos, si bien en las
zonas 51 aparecen secuencias que podrian ser reconocidas como promotores.

La comparacién de las secuencias de aminodcidos deducidas de los genes
gltB y gltS mostraron una identidad entre ellas del 44,3 %, muy similar a la
identidad basal encontrada entre todas las glutamato sintasas (Tabla 7). La

150



identidad de GItB con el resto de glutamato sintasas disponibles en las bases de
datos, oscila entre el 41 y el 45%, siendo con la NADH-GOGAT de la
cianobacteria P. boryanum esta identidad del 78 %; con alfalfa, del 55,2% y con
la NADH-GOGAT de S. cerevissiaze del 50,8%. En el caso de GItS, la mayor
identidad se observa con las Fd-GOGATs (57-67%), siendo su identidad con el
resto del orden de 42-45%. Los datos mostrados, indican claramente que la
identidad entre GItS y las Fd-GOGATSs es similar a la de GltB y las NADH-
GOGATSs. Estos datos y el hecho de que se haya localizado una enzima con
actividad Fd-GOGAT y otra con actividad NADH-GOGAT en la cianobacteria P.
boryanum y el que la identidad existente entre esta Fd-GOGAT y GItS sea del 67
% mientras la de la NADH-GOGAT y GItB es del 78 %, sugieren que GItB
pudiera ser realmente una ezima dependiente de NAD(P)H.

En el caso de P. boryanum la NADH-GOGAT estd compuesta por dos
subunidades, una grande y otra pequefia, siendo ésta celtima similar a las
subunidades pequefias de las NADPH-GOGATS bacterianas y a la zona carboxilo
terminal de las NADH-GOGATs de levaduras y plantas (figura 15). Los genes
estructurales para estas dos subunidades estdn separados por unos 100 pb en
esta cianobacteria, como ocurre con los correspondientes a las dos subunidades de
las NADPH-GOGATSs bacterianas, los cuales parecen haberse fusionado en el
caso de las NADH-GOGATs de levaduras y plantas. Sin embargo, en
Synechocystis 6803, el anilisis de una regién de DNA de 3 kb, tanto hacia la zona
3i como hacia la 5i del gen gitB (Tabata, comunicacién personal), no muestra la
existencia del gen correspondiente a esta subunidad pequeiia, si bien no puede
descartarse que pudiese localizarse en otra zona del genomio de esta
cianobacteria.

En la Fig. 55 se muestra un esquema detallado de las distintas regiones
conservadas entre todas las glutamato sintasas.

Fd-GOGAT I]] B |
(1600 aa)

NADH-GOGAT Kl | |l

(2100 aa) \'%

NADPH-GOGAT K] a | LB 1§ |
(1500 aa; o) I I IV VI v
(500 aa; B)
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Fig. 55. Posicién relativa de las regiones conservadas entre las
glutamato sintasas.

I.- Dominio glutamina amido transferasa tipo purF.
II.- Dominio glutamina amido transferasa tipo trpG.
II1.- Dominio de unién de FMN.

IV.- Sitio de unién del centro [3Fe-4S].

V.- Zona de unién de NADH o NADPH.
VIL.- Zona de unién de FAD.
La flecha indica la Cys implicada en la maduracién de la enzima.

En la Fig. 16 (3.2.2.) se muestra un dominio de unién de glutamina en las
glutamato sintasas GItB y GItS, en la zona amino terminal, similar al de otras
GOGATS y al de las amido transferasas tipo pur-F (Mei y Zalkin, 1989; Pelanda
et al., 1993). Igualmente, una segunda regién similar a este dominio de unién de
glutamina en las amido transferasas tipo #rp-G aparece también en todas las
GOGATs (Mei y Zalkin, 1989; Pelanda et al., 1993). Las glutamina amido
transferasas son familias de enzimas que utilizan el grupo amido de la
glutamina para la biosintesis de algunos amino4cidos, purinas y pirimidinas,
coenzimas folato y nicotinamida y glucosamina 6-P y se engloban en los tipos trp-
G y pur-F. En las glutamina amido transferasas tipo pur-F existe una Cys
conservada implicada en la catdlisis que aparece en la zona amino-terminal y que
en las de tipo trp-G se encuentra entre los aminodcidos 84-91 segin la enzima
(Mei y Zalkin, 1989; 1990). Sin embargo, esta Cys implicada en la liberacién del
grupo amido de la glutamina sélo aparece en la regién m4s amino terminal en el
caso de las GOGATS, lo que sugiere que el dominio glutamina amido transferasa
de las glutamato sintasas es tipo pur-F. Esta Cys parece ser también un sitio
especifico reconocido por una proteasa, dando lugar a una glutamato sintasa
madura. fste es el caso de la subunidad o en bacterias (Oliver et al., 1987), la
Fd-GOGAT de maiz (Sakakibara et al., 1991) y la NADH-GOGAT de S.
cerevissiae (Cogoni et al., 1995). Igualmente, las proteinas GItB y GItS de
Synechocystis 6803 expresadas en E. coli son maduradas en este organismo,
debido a la accién especifica de esta proteasa, la cual reconoce en estas proteinas
la secuencia de aminodcidos CGVGF (Fig. 33, apartado 3.6.4) madurdndolas y
permaneciendo la Cys en la proteina madura.

El dominio de unién del cofactor FMN aparece en la zona carboxi-terminal
de las glutamato sintasas y presenta bastantes residuos idénticos a esta misma
regién del flavocitocromo bg de S. cerevisiae (Chapman et al., 1991), conteniendo
dos residuos, Asp y Lys/Arg, implicados en la unién de la cadena ribitil. Una
secuencia similar a una zona de unién de FAD aparece en la regién mds carboxi-
terminal de estas proteinas, conteniendo regiones ricas en Gly que parecen ser
parte de una estructura supersecundaria p—o—p (Wierenga et al., 1985; Karplus
et al., 1991). Sin embargo, ni la Fd-GOGAT de Synechococcus 6301 (Marqués et
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al., 1992), ni GItS de Synechocystis 6803 (apartado 3.10.1), ni la Fd-GOGAT de
espinacas (Hirasawa et al., en prensa), asi como tampoco la subunidad o de la
NADPH-GOGAT de A. brasilense (Vanoni et al., 1996) poseen FAD como grupo
prostético, lo que hace suponer que esta regién no estd implicada en la unién de
esta flavina en las glutamato sintasas.

Estudios de estructura mediante rayos X revelan que el centro [3Fe-4S] de
la FdII de Desulfovibrio gigas y la FdI de A. videlandii estdn coordinados por 3
Cys, con un espaciamiento caracteristico (Knaff et al., 1991). Un espaciamiento
similar, CX5CX,C, ha sido localizado en todas las glutamato sintasas (Fig. 16,
apartado 3.2.5), asi como en las enzimas fumarato reductasa de E. coli y
succinato deshidrogenasa de B. subtilis, las cuales contienen también un centro
[3Fe-4S] (Johnson et al., 1989; Monodori et al., 1992).

Como se ha comentado en el apartado 3.2.6, en todas las secuencias de
glutamato sintasas existe una regién fuertemente conservada, con una identidad
mayor del 60 % y que presenta 19 residuos de Gly conservados, sugiriendo una
conformacién caracteristica de la enzima en esta regién, pues como ha sido
comentado anteriormente, las regiones ricas en Gly estdn implicadas en la
formacién de estructuras supersecundarias B-o-f en otras flavoproteinas
(Wierenga et al., 1985; Karplus et al., 1991). En esta zona aparece una secuencia
de 20 amino4cidos conservados, LISPPPHHDIYSIEDLAQLI que presenta un
dnico cambio en algunas de las glutamato sintasas analizadas y podria ser
considerada una huella de glutamato sintasas que permitiera una conformacién
caracteristica de estas enzimas, ya que al llevar a cabo una bisqueda de
homologia con esta regién, permitiéndo un cenico cambio, en todas las bases de
datos, s6lo se encuentran glutamato sintasas.

Existen dos regiones ricas en Gly en las subunidades p de las NADPH-
GOGATSs de A. brasilense y E. coli, que parecen ser zonas de unién de FAD y del
piridin nucleétido (Pelanda et al., 1993). En el caso de la NADH-GOGAT de
alfalfa, la regién de unién de NADH se encuentra localizada en la zona carboxi-
terminal, comprendiendo 5 aminodcidos conservados entre las posiciones 1974 y
1990 (Gregerson et al., 1993) y que parecen ser criticos para la unién del NADH
en enzimas que utilizan este cofactor (Scrutton et al., 1990) (figura 15).

Existe una regién que comprende 15-16 aminodcidos bastante
conservados en todas las Fd-GOGATS, excepto en GltB de Synechocystis 6803
(3.2.6). Esta zona presenta residuos de Hys y Lys que podrian estar implicados
en la interaccién con las diversas ferredoxina, puesto que residuos cargados
negativamente en la ferredoxina interaccionan con residuos cargados
positivamente de enzimas ferredoxina dependientes.(Hurley et al, 1993, 1994).

Un estudio filogenético, usando el paquete informdtico PHYLIP, muestra
la existencia de tres grupos definidos de glutamato sintasas, uno que incluye
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todas -las Fd-GOGATSs-y-GItS de Synechocystis, otro que incluye a GItB y las
NADH-GOGATs y un tercer grupo que comprende las NADPH-GOGAT'Ss
bacterianas (figura 21).

El anilisis de la existencia de los genes gltB y gltS en distintos grupos de
cianobacterias indica que gitS estd presente en todos ellos, mientras que gltB
s6lo se encuentra en Synechocystis 6308 y en Pseudoanabaena 6903.
Recientemente se ha descrito la existencia de ambos genes en la cianobacteria P.
boryanum (Okuhara et al., en preparacién).

A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que la identidad basal
entre todas las GOGATSs es de aproximadamente el 42 %, se sugiere un origen
comiin de los distintos tipos de glutamato sintasas. Los datos mostrados indican
que gltS y gltB estdan en la misma linea evolutiva que los genes para Fd-GOGATSs
y NADH-GOGATS, respectivamente. El hecho de que los genes de las Fd-
GOGATs de las algas rojas Antithamnion sp. y Porphyra purpurea estén
localizados en los cloroplastos (Reith et al.1993; Valentin et al., 1993), mientras
que los que codifican Fd-GOGATs de plantas se encuentran en el niicleo
(Sakakibara et al., 1991; Nalbantoglu et al., 1994), sugiere que las glutamato
sintasas fueron inicialmente codificadas en los plastos en eucariotas fotosintéticos
y que a lo largo de la evolucién se han transferidos al nicleo, como ocurre con
otros genes fotosintéticos.

4.3. GENERACION DE MUTANTES DE LOS GENES gltB Y gltS Y PAPEL
FISIOLOGICO DE LAS GLUTAMATO SINTASA DE Synechocystis 6803

La existencia en Synechocystis 6803 de dos enzimas con actividad
glutamato deshidrogenasa (Florencio et al., 1987; Chdvez y Candau, 1991), asi
como la obtencién de mutantes de glutamato sintasa en E. coli (Mattaj et al.,
1982) y A. brasilense (Kumar y Ghosh, 1993), sugerian la posibilidad de obtencién
de mutantes de Synechocystis 6803 sin actividad glutamato sintasa.

El hecho de que aunque se hayan conseguido mutantes simples de los
genes glnA y ginN de esta misma cianobacteria, (Reyes y Florencio,1994), no se
ha podido obtener ninguno con actividad nula de glutamina sintetasa, al igual
que no se han conseguido mutantes totales del gen icd en este mismo organismo
(Muro-Pastor et al., 1996), hace suponer que los niveles de glutamina y 2-
oxoglutarato y, por tanto, la relacién carbono/nitrégeno (C/N), son un punto clave
en la regulacién de la asimilacién del nitrégeno y como consecuencia, seria dificil
obtener mutantes carentes de actividad GOGAT, po el desbalanceo que se
produciria en la relacién C/N.

Se generaron mutantes simples de los genes gltB y gltS de Synechocystis
6803, SFN1+/- (gltB) y SFN2+/- (gitS), los cuales presentaban las versiones
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inactivadas de estos genes totalmente segregadas y mostraban un crecimiento
similar al de la estirpe silvestre. La actividad Fd-GOGAT de la estirpe SFN1+
fue aproximadamente el 75% de la actividad de la estirpe silvestre, resultado de
la enzima GItS, mientras que la actividad de SFN2+ fue del 45% (Tabla 9). Los
resultados muestran que ambos genes se expresan en la estirpe silvestre de
Synechocystis 6803 y que las correspondientes proteinas son funcionales, siendo
la actividad Fd-GOGAT medida en esta estirpe la suma de la actividad de
ambas enzimas.

En ningiin caso se detecté actividad dependiente de NADH o NADPH, lo
que hizo suponer que estos genes codificaban dos Fd-GOGATs distintas y que la
enzima codificada por gltS parecia ser mds activa. Sin embargo, la existencia de
una NADH-GOGAT en la cianobacteria P. boryanum con una identidad del 78%
con GItB (Okuhara et al., en preparacién), sugieren que esta enzima pudiera ser,
en realidad, una NADH-GOGAT. En este sentido es interesante destacar que la
relacién de la actividad Fd-GOGAT/MV-GOGAT de GItS y GItB son totalmente
distintas, sugiriendo una muy baja especificidad de GItB por la ferredoxina,
aunque la diferencia de actividad Fd-GOGAT de las dos enzimas de Synechocystis
puede ser resultado de la no optimizacién del ensayo Fd-GOGAT para ambas
enzimas, ya que usamos el ensayo puesto a punto para la actividad Fd-GOGAT
de Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1989).

Por otro lado, los datos indican que ninguno de los dos genes es esencial
cuando se expresa el otro, de manera que ambas enzimas pueden suplirse en su
actividad en la estirpe Synechocystis 6803.

No se ha descrito la existencia de ningin mutante auxétrofo de glutamato
en cianobacterias. En el caso de Synechocystis 6803, la obtencién de esta estirpe,
si fuese posible, requeriria, probablemente, la inactivacién de los dos genes de las
GDHs y los dos de las GOGATS, si el papel fisiolégico de las GDHs es el de
produccién de glutamato, como ocurre en E. coli. Abordamos la inactivacién de los
dos genes de glutamato sintasas intentado obtener un mutante doble gitBgltS y
suponiendo que las enzimas GDHs seria capaces de producir el glutamato
necesario para el crecimiento de Synechocystis 6803. Para ello, sobre la estirpe
SFN1+ (mutante de gitB), se intenté inactivar el gen gltS. Todos los
transformantes obtenidos segufan presentando actividad Fd-GOGAT debido a la
presencia de cromosomas con la copia silvestre del gen gltS y cromosomas con la
copia inactivada, ya que las cianobacterias son organismos poliploides con 12-15
cromosomas iguales por célula (Labarre et al., 1989). Los intentos de conseguir
un mayor nimero de cromosomas con el gen gltS inactivado, mediante el
incremento de la concentracién del antibiético utilizado, no permitieron una
segregacién mayor al 50%.
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Cuando algunos de los transformantes se cultivaron en medios con
amonio, con amonio mds glutamato o con amonio mds 2-oxoglutarato (para
favorecer la actividad GDH), asi como con los aminodcidos glutamato o arginina
como cenica fuente nitrogenada, facilmente transportados por la alta afinidad de
sus transportadores (Labarre et al., 1987; Flores y Muro-Pastor, 1990), no se
consiguié aumentar la segregacién de cromosomas con el gen gitS inactivado. Hay
que indicar que, a diferencia de lo que ocurre en Anabaena 7120 en que el medio
de cultivo con 2-oxoglutarato aumentaba la segregacién del gen icd inactivado, lo
que sugiere que este cetodcido debe ser transportado al interior celular (Muro-
Pastor et al., en prensa), no se sabe si en Synechocystis 6803 se transporta este
compuesto, con lo cual no podemos asegurar que no sea posible conseguir un
aumento de la segregacién del gen gltS inactivado si se favorece la actividad
glutamato deshidrogenasa.

La imposibilidad de obtener un mutante doble de los genes gltB y gitS
podria deberse a la toxicidad de la glutamina que se acumula cuando se corta la
ruta GS-GOGAT a nivel de la glutamato sintasa, pues como se observa en la
figura 28, el mutante SFN3 presenta niveles intracelulares de glutamina mayores
que los mutantes simples o la estirpe silvestre, mientras que la actividad GS y,
por tanto, la sintesis de glutamina, no varia con respecto al organismo silvestre
(figura 29).

Las cianobacterias, al igual que los organismos fotosintéticos (Miflin yLea,
1980), utilizan como ruta principal para la asimilacién de amonio, la ruta GS-
GOGAT, la cual tiene como rendimiento neto la produccién de una molécula de
glutamato.

En Synechocystis 6803 existen, ademds de las glutamato sintasas, dos
enzimas con actividad glutamato deshidrogenasa, si bien su contribucién a la
formacién de glutamato no parece ser importante en la asimilacién de amonio
(Chévez et al., 1995). Otras enzimas implicadas en la asimilacién de amonio en
Synechocystis 6803, como son GSI, GSIII e IDH, presentan una modulacién de su
actividad, asi como de la transcripcién de los genes correspondientes en funcién de
la disponibilidad de la fuente de nitrégeno. En este sentido, la actividad GS,
tanto correspondiente a las enzimas GSI como GSIII, es bastante menor en
crecimiento con amonio como fuente nitrogenada que con nitrato, y se induce en
ausencia de dicha fuente (Reyes y Florencio, 1994). También la actividad IDH es
menor en células cultivadas en amonio, aunque esta disminucién no es tan
acusada y aumenta en carencia de nitrégeno, igual que ocurre a nivel de la
transcripcién del gen icd (Muro-Pastor et al., en prensa). Sin embargo, no se ha
observado modulacién de la actividad GOGAT en funcién de la disponibilidad de
la fuente nitrogenada, asi como tampoco cambio en los niveles de proteina. Este
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resultado difiere de los anteriormente observados en la cianobacteria

‘Synechococcus 6301, cuya actividad Fd-GOGAT se induce, aunque no
fuertemente, en condiciones de privacién de la fuente de nitrégeno (Marqués,
1988).

En otros organismos fotosintéticos, como como el alga unicelular M.
braunii, 1a actividlad NADH-GOGAT aumenta en carencia de nitrégeno (Vigara,
1995), asi como la actividad Fd-GOGAT y la transcripcion del gen
correspondiente en el caso de hojas de maiz (Suzuki et al., 1996), observdandose
también cuando éstas se iluminan (Sakakibara et al., 1991). Se ha descrito una
induccién por luz de la expresién del gen de la Fd-GOGAT de hojas (GLU1) de
Arabidopsis (Lam et al., 1995), asi como regulacién de la actividad, de la sintesis
de proteina y de los niveles de RNAm de la NADH-GOGAT de nédulos de alfalfa
(Gregerson et al., 1993) y acumulacién de la proteina, aumento de la actividad y
del RNAm de la Fd-GOGAT de pldantulas de pino que han crecido en oscuridad
respecto a las cultivadas en luz (Garcia-Gutiérrez et al., 1995).

Todos estos resultados sugieren que las glutamato sintasas de la
cianobacteria Synechocystis 6803 no se regulan por la disponibilidad de fuente
nitrogenada, probablemente por la existencia de una regulacién compleja a nivel
de la enzima GSI y del gen correspondiente, glnA, que serian el punto clave en la
regulacién de la incorporacién de amonio a esqueletos carbonados en esta
cianobacteria.

Los estudios de regulacién transcripcional de los genes gltB y gitS de
Synechocystis 6803 ayudarian a clarificar el papel fisiolégico de estas enzimas, si
bien todos los intentos por visualizar los transcritos correspondientes, usando
distintos métodos de extraccién de RNA, han dado resultados negativos. Gracias
al uso de la PCR a partir de ¢cDNAs retrotranscritos desde una muestra de RNA
(RT-PCR), se ha conseguido amplificar fragmentos internos a los genes gltB y gltS
desde estas preparaciones de RNA, lo que indica que los transcritos de estos
genes estdn presentes en estas preparaciones y que deber ser muy poco
abundantes.

4.5. EXPRESION DE LAS Fd-GOGATs DE Synechocystis 6803, EN E. coli

La utilizacién de la estirpe de E. coli CLR207 REcA, mutante para los
genes que codifican la subunidad grande de la NADPH-GOGAT (¢ltB) y la GDH
(gdhA) y, por tanto, auxétrofa para glutamato, supone una herramienta idénea
para la beesqueda, por complementacién, de genes que codifiquen proteinas
capaces de catalizar la sintesis de este compuesto. Esta estirpe se ha utilizado,
en nuestro grupo, para clonar el gen gdhA de la cianobacteria Synechocystis 6803
(Chévez et al., 1995), que codifica la NADPH-GDH, enzima que fue capaz de
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restablecer la auxotrofia de la estirpe de E. coli, indicando, ademads, "que piede
tener in vivo una funcién anabélica.

Los intentos de complementacién de esta estirpe, utilizando los distintos
pldsmidos que contenian los genes gltB y gltS bajo su propio promotor o bajo el
control del promotor Plac, fueron infructuosos en todos los medios probados. Sin
embargo, si se expresaron las proteinas GItB y GItS, determindndose en extractos
de los diferentes cultivos, actividad GOGAT dependiente de ferredoxina. Estos
resultados indican que las proteinas expresadas son funcionales, pero que E. coli
no posee un donador adecuado capaz de transferir los electrones a las GOGAT's
recombinantes y, ademds, que E. coli es capaz de producir correctamente estas
proteinas dependiente de ferredoxina y de ensamblar adecuadamente el centro
sulfoférrico, [3Fe-4S], y la flavina, FMN, cofactores necesarios para el
funcionamiento de la enzima.

Se ha descrito 1a expresién en E. coli de proteinas funcionales conteniendo
centros sulfoférricos, tal es el caso de las ferredoxinas, PetF, de Synechocystis
6803 (Schmitz et al, en preparacién), Anabaena 7120 (Bshme y Haselkorn, 1989)
y espinacas (Aliverti ef al., 1995), asi como la ferredoxina de heterocistos de

Anabaena 7120 (Bshme y Haselkorn, 1989), las cuales contienen un centro [2Fe-
28]. Algunas flavoproteinas como las ferredoxina-NADPH oxidorreductasas de
espinacas (Aliverti et al., 1994) y Anabaena variabilis (Schmitz, 1996), que
contienen FMN, han sido también correctamente expresadas en E. coli
Recientemente, la subunidad B de la NADPH-GOGAT de A. brasilense ha sido
expresada también en E. coli, determindndose en ésta la existencia de una
molécula de FAD (Vanoni et al, 1996), asi como la subunidad o de este mismo
organismo (Curti et al., 1996).

Sin embargo, no tenemos hasta el momento evidencias de la correcta
expresién en E. coli de proteinas conteniendo FMN y un centro [3Fe-4S] que no
sean las glutamato sintasas de Synechocystis 6803. Adem4s, ésta es la primera
vez que una GOGAT de un organismo fotosintético ha sido expresada en esta
bacteria.

Los resultados mostrados en este trabajo indican que las proteinas GItB
y GItS de Synechocystis 6803 expresadas en E.coli son maduradas en esta
bacteria, al igual que ocurre con la subunidad grande de su propia NADPH-
GOGAT (Oliver et al., 1987), con la Fd-GOGAT de maiz (Sakakibara et al., 1991)
o con la NADH-GOGAT de S. cerevisiae (Cogoni et al., 1995). Esta maduracién es
debida al reconocimiento de una secuencia de aminoidcidos (CGVG), por un
proteasa, cortando el enlace peptidico entre la Cys y el aminodcido anterior y
permaneciendo ésta en la proteina madura. Los datos del tamaiio, calculados por
la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida con SDS, de GItB y GItS
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nativas y recombinantes, el tamafio calculado por filtracién en gel de las
proteinas GlItS y la secuenciacién del extremo amino terminal de GItS
recombinante, claramente demuestran que estas proteinas son maduradas en E.
coli, mientra que en Synechocystis 6803 no parece existir esta proteasa.

Los datos de actividad de estas enzimas en cultivos de E. coli,
determinados por ensayos con ferredoxina y metil violégeno, el hecho de que los
anticuerpos generados contra la protefina GltS recombinante reconozcan a la
proteina nativa y los datos bioquimicos, indican claramente que las proteinas
recombinantes son similares a las correspondientes proteinas nativas. Este
resultado es de gran interés, pues nos permite utilizar este sistema para obtener
grandes cantidades de proteinas para realizar estudios de estructura-funcién en
proteinas mutadas, obtenidas por mutagénesis dirigida.

4.6. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS Fd-GOGATs, GItS,
DE Synechocystis 6803 NATIVA Y RECOMBINANTE

La Fd-GOGAT, enzima caracteristica de organismos fotosintsticos ha sido
purificada y caracterizada en plantas superiores como espinaca (Hirasawa y
Knaff, 1991), maiz (Sakakibara et al., 1991), arroz (Suzuki et al., 1984) y tomate
(Avila et al., 1987), en las algas verdes C. reinhardtii (Galvan et al., 1984) y M.
braunii (Vigara, 1995), asi como en la cianobacteria Synechococcus 6301 (Marqués
et al, 1992).

La cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa ha sido
empleada en las purificaciones de Fd-GOGATs realizadas en algas, plantas y
cianobacterias y ha sido descrita como fundamental en la separacién de las
proteinas con actividad dependiente de ferredoxina y NADH en las algas C.
reinhardtii (Médrquez et al., 1984) y M. braunii (Vigara, 1995) y plantas (Matoh et
al., 1980; Wallsgrove et al., 1982; Avila et al., 1984; Storey y Reporter, 1987). En
todos los casos, esta cromatografia ha dado muy buenos resultados y en nuestras
purificaciones ha permitido una reactivacién de la enzima, probablemente por la
alta fuerza iénica presente en el eluato (aproximadamente 250 mM NaCl) y, si
bien no ha supuesto un paso de purificacién muy importante (2-3 veces), ha
permitido concentrar la actividad glutamato sintasa y eliminar la ferredoxina que
podia interferir en la unién de la glutamato sintasa nativa a la Fd-Sefarosa.

En el caso de la purificacién de GItS recombinante, la cromatografia de
filtracién en gel Ultrogel AcA34 fue de gran utilidad, debido a la masa molecular
de la GOGAT (175 kDa), lo que permitié una purificacién total de 17 veces,
aunque la recuperacién fue solamente del 55%.

Como pasos de afinidad se utilizaron geles de ferredoxina-Sefarosa, los
cuales han sido descritos como adsorbentes idéneos para enzimas dependientes
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de ferredoxina, como -son la Fd-nitrito reductasa (Ida, 1977), la Fd-nitrato
reductasa (Manzano et al., 1978; Candau, 1979) y, en concreto, para la
purificacién de las Fd-GOGATSs de distintas procedencias (Suzuki y Gadal, 1982;
Galvidn et al., 1984; Hirasawa y Tamura, 1984; Marqués et al., 1992; Vigara,
1995). En nuestros procesos de purificacién, la cromatografia de afinidad en
ferredoxina-Sefarosa ha permitido la obtencién de preparaciones puras de GItS
recombinantes, con una purificacién total de 99 veces y un rendimiento del 52%.
En el caso de la GItS nativa, sélo se realizé un paso de cromatografia de afinidad,
a diferencia de los dos realizados con la proteina recombinante o la Fd-GOGAT
de la cianobacteria Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1992), pero la
purificacién, respecto del paso anterior (DEAE-celulosa), fue de unas 25 veces, con
un rendimiento total del 70%.

El objeto de la purificacion de la proteina nativa fue el obtener
preparaciones semipurificadas que nos permitieran determinar los valores de Km
para los distintos sustratos y comparar éstas con las de la proteina
recombinante. La actividad especifica de ésta, en relacién a la de la proteina
purificada desde E. coli, indica que haria falta purificar unas 25 veces maés
respecto a la cromatografia de afinidad, para obtener preparaciones puras de
esta enzima. Teniendo en cuenta que el material de partida para la purificacién
de GItS nativa fue sélo de 6,5 g de peso fresco de células de la estirpe SFN1+,
una purificacién de esta enzima a partir de una cantidad de material inicial
mayor, requeriria incluir algin otro paso de purificaciéon anterior a la
cromatografia de afinidad en ferredoxina-Sefarosa, con el fin de tener una
preparacién mds enriquecida en esta enzima.

La actividad especifica de la proteina GItS recombinante purificada es de
36,6 Umg prot'l, similar a la obtenida con las Fd-GOGATs de Synechocystis
6803, 31 Umg prot'l(Marqués et al.,1992), arroz, 36 Umg proi:'1 (Suzuki y Gadal,
1982) y espinacas, 36 Umg prot:'1 (Tamura et al., 1980), mientras que se han
determinado valores inferiores para las FA-GOGATs de M. braunii, 16 Umg prot
1 (Vigara, 1995), cebada, 15 U . mg prot'1 (Mdrquez et al., 1988) y C. reinhardtii,
16,5 U'mg prot ™ (Gotor et al., 1990).

Como se ha comentado anteriormente, el peso molecular calculado para la
proteina recombinante es menor que para la proteina nativa, aproximadamente 5
kDa (175 kDa frente a 180 kDa). La secuenciacién del extremo amino terminal
de la proteina, indica claramente que ésta se madura en E. coli, liberandose 37
aminodcidos del extremo amino, siendo el primer residuo secuenciado una Cys.
Esta maduracién no parece ocurrir en Synechocystis 6803, a juzgar por esta
diferencia de tamarfio. A lo largo de las purificaciones de la Fd-GOGAT de la
cianobacteria Synechococcus 6301 se observaban dos bandas de proteinas con
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actividad glutamato sintasa que migraban a distinta altura en electroforesis no
desnaturalizante. Estas bandas se observaban fambién en geles en presencia de
SDS, con una diferencia en sus pesos moleculares de un 3% (aproximadamente
unos 5 kDa). Aunque se sugiri6 la posibilidad de que la banda de menor tamafio
fuese resultado de proteolisis inespecifica de 1a proteina original, por actividad de
proteasas no inhibidas totalmente por el PMSF utilizado en las purificaciones, es
probable que en realidad se tratase de la forma madura de la proteina, resultado
de la accién de la mencionada proteasa.

Las Fd-GOGATSs, GltS, recombinante y nativa son altamente especificas
para sus sutratos, glutamina y 2-oxoglutarato, como donador y aceptor,
respectivamente, del grupo amino, para la sintesis de glutamato. La especificidad
para la ferredoxina es igualmente alta y su actividad con metil violégeno muy
baja, coincidiendo con lo descrito para las Fd-GOGATs de C. reindardtii (Galvan
et al., 1984) y Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1992). Los valores de Km
obtenidos para los distintos sustratos son muy similares en las proteinas nativa
y recombinante, lo que indica, junto con el reconocimiento de ambas por los
anticuerpos generados contra la protefna recombinante purificada, que ambas
enzimas son muy similares.

Las caracteristicas espectroscépicas observadas de la Fd-GOGAT, GItS,
recombinante, muestran la presencia de flavina como grupo prostético en la
preparacién enzimética. Esta preparacién mostré mdximos de absorcién a 280,
380 y 436 nm y hombros a 418 y 468 nm (figura 43). El espectro de absorcién es
similar a los publicados de las Fd-GOGATs de Synechococcus 6301 (Marqués et
al., 1992), C. reinhardtii (Marquez, 1985), M. braunii (Vigara, 1995) y espinacas
(Hirasawa y Tamura, 1984), asi como de las NADPH-GOGATSs descritas. La
adicién de 2-oxoglutarato a una preparacién previamente reducida con ditionito
sédico, permite la recuperacién del espectro tipico de flavoproteina oxidada,
indicando que el grupo prostético flavinico es funcional durante la catélisis,
resultado similar al descrito con la Fd-GOGAT de Synechococcus 6301 (Marqués
et al., 1992). Sin embargo, cuando a una preparacién de GItS reducida con
ditionito se le afiade glutamina, no se consigue la recuperacién del espectro de la
proteina oxidada, demostrando ademds, que la reoxidacién usando 2-
oxoglutarato no se debe a la presencia de trazas de oxigeno en la solucién.

El andlisis del grupo prostético flavinico extraido de la proteina por
distintos métodos, muestra la presencia de FMN en estequiometria 1:1 y no de
FAD. Este resultado es similar al descrito para las Fd-GOGATs de Synechococcus
6301 (Marqués et al., 1992) y espinacas (Hirasawa et al., en prersa), asi como
para la subunidad o de la NADPH-GOGAT de A. brasilense (Vanoni et al., 1996),
pero difiere de lo descrito para la FA-GOGAT de C. reinhardtii (Mérquez et al.,
1986), que muestra la presencia de los dos tipos de flavina. Sin embargo, el hecho
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es que aunque previamente se habia descrito la presencia de FAD en la Fd-
GOGAT de espinacas (Hirasawa y Tamura, 1984), una reevaluacién de estos
datos indica que la tnica flavina presente en esta enzima es FMN, lo que
probablemente ocurra también en la Fd-GOGAT de C. reinhardtii.

Unicamente se han descrito los potenciales de éxido-reduccién de los
grupos FMN y [3Fe-4S] de la Fd-GOGAT de espinacas, determinados midiendo
cambios de absorbancia, usando ditionito sédico como reductor y ferricianuro
potdsico como oxidante (s6lo para FMN) o por técnicas de voltametria ciclica
(Hirasawa y Tamura, 1992; Hirasawa et al., en prensa). Usando la primera
técnica se determiné un potencial E, = -180 £ 10 mV y n = 2 (transferencia de dos

electrones), calculado por la ecuacién de Nernst, mientras que por voltametria se
determiné que ambos grupos eran isopotenciales, con E; = -200 * 25 mV.

Nuestros resultados, determinados midiendo cambios de absorbancia del pico
correspondiente al FMN, muestran un valor E;; = -200 £ 21 mV y n = 2, muy
similar a lo determinado para la Fd-GOGAT de expinacas.

El andlisis de EPR de los centros sulfoférricos de GItS, muestra la
presencia en esta enzima de un centro [3Fe-4S]+1’0. Resultados similares han sido
descritos para las NADPH-GOGATs de E. coli (Rendina, 1980), A. vinelandii
(Peisach et al. 1979), B. subtilis (Matsuoka y Kimura, 1986) y A. brasilense
(Vanoni et al. 1996) y para las Fd-GOGATSs de espinacas (Knaff et al. 1991) y C.
reinhardtii (Mdrquez, 1985). En todos estos casos, asi como en el del centro [3Fe-
48S] de la fumarato reductasa de E. coli (Johnson et al., 1988) los espectors de
EPR, a baja temperatura, muestran un pico a g = 2,01-2,03 para las proteinas
oxidadas y una relajacién rdpida (S = 1/2). Cuando estos centros son reducidos
desde [3Fe-4S]"L1 a [3Fe-4S]0, desaparecen las sefiales anteriores y aparece una
sefial de EPR g =11,5-13 y S = 2. La sefial de EPR para GItS oxidada es
fuertemente dependiente de temperatura, como ha sido descrito anteriormente
para otras proteinas (Gayda et al., 1982; Vanoni et al., 1996).

Los pardmetros cinéticos de la Fd-GOGAT, GItS, son muy similares a los
descritos para otros organismos, si bien en el caso de algas como M. braunii y C.
reinhardtii ¢ el valor de Km para la ferredoxina es mayor que en el resto de Fd-
GOGATSs. La temperatura éptima de la enzima es algo superior a la de otros
organismos, 45 °C y la temperatura de inactivacién, 55 °C. Estos valores nos
permiten calcular dos valores de energia de activacién, 49,4 kJmol! y 8,94
kJ‘mol'l, indicando un mecanismo de reaccién en dos pasos. La existencia de dos
energias de activacién se ha descrito también para la Fd-GOGAT de
Synechococcus 6301 (Marqués, 1988) y M. braunii (Vigara, 1995).

Tanto la azaserina como el DON, andlogos estructurales de la glutamina,
son fuertes inhibidores de las Fd-GOGATs, como se ha descrito para

162



Synechococcus 6301 (Marqués et al., 1992), algas verdes (Galvan et al., 1984;
Vigara, 1995), espinacas (Hirasawa y Tamura, 1984) y maiz (Matoh et al., 1979),
siendo el efecto del DON mucho m4s potente.

4.7. INTERACCION ENTRE LA Fd-GOGAT, GitS, DE Synechocystis 6803
Y PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE ELECTRONES

Se han realizado estudios de interaccién de la Fd-GOGAT, GItS, con
protefnas transportadoras de electrones, como son ferredoxinas de células
vegetativas y de heterocistos de Anabaena 7120 y flavodoxina de Anabaena 7119,
usando una carbodiimida (EDC), agente activador de grupos carboxilos que hacen
reaccionar éstos con grupos aminos que estén préximos. Existen evidencias,
obtenidas por modificacién quimica (Hirasawa y Knaff, 1993; Vigara, 1995), que
sugieren que grupos cargados negativamente de las ferredoxinas interaccionan
con grupos positivos de las glutamato sintasas y que existe una zona comun de
unién de las ferredoxinas con proteinas dependientes de ferredoxina, como queda
bien demostrado para la FNR y NIR de diversos organismos (Zanetti et al., 1979;
Knaff e Hirasawa, 1991; Medina et al., 1992; Hirasawa et al., 1993). Esta
hipétesis ha sido confirmada recientemente por estudios de mutagénesis dirigida
en ferredoxinas cianobacterianas, demostrando que una zona de las ferredoxinas,
incluyendo el centro [2Fe-2S] y los residuos E94 y F65, estd implicada en la
transferencia de electrones a FNR, NIR, NAR y GOGAT (Hurley et al., 1993,
1994; Schmitz y B6hme, 1995; Schmitz et al., en preparacién).

La transferencia de electrones desde la ferredoxina a GItS decrece
marcadamente al aumentar la fuerza iénica, como ocurre en sistemas en los que
la formacién de complejos se ve influida por fuerzas electrostdticas (Hurley et al.,
1993; Hirasawa et al., 1994; Schmitz y Béhme, 1995).

Nuestros resultados muestran la formacién de un complejo entre la Fd y
GltS, con estequiometria 1:1, habiéndose formado totalmente a los 10 min de
incubacién en presencia de EDC. Estos resultados difieren de los previamente
publicados para la formacién del complejo entre la Fd y la Fd-GOGAT de
espinacas que mostraban una estequiometria 2:1 (Hirasawa et al., 1992).

En el caso de la Fd-GOGAT de M. brauinii, se ha detectado la formacién
mayoritaria del complejo de unién a ferredoxina (1:1), si bien, aparece una banda
menor del complejo covalente 2:1 (Vigara, 1995). La formacién de un complejo
minoritario 2:1 ha sido descrita entre la Fd y la FNR de Anabaena 7119 (Pueyo
et al., 1992), las cuales forman un complejo minoritario con estequiometria 1:1,
cuando la ferredoxina supera seis veces la concentracién de FNR. En el caso de M.
braunii se ha utilizado una relacién Fd:GOGAT de 17:1, lo que podria estar
influyendo en la produccién de un complejo 2:1. En nuestro caso, no se ha
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detectado nunca la formacién de este segundo complejo, aunque la concentracién
de ferredoxina utilizada fue de aproximadamente 8 veces mayor.

A diferencia de los resultados obtenidos con la Fd-GOGAT de M.braunii
(Vigara, 1995), no observamos m4s que la formacién de un complejo minoritario
con flavodoxina, con estequiometria 1:1 y la cantidad de éste no varia al
aumentar el tiempo de incubacién con EDC.

Cuando usamos ferredoxina de heterocistos de Anabaena 7120, FdxH, se
forma un complejo con estequiometria 1:1, que si bien es mayoritario con respecto
al complejo formado con flavodoxina, no aumenta con incubaciones superiores a
10 min con EDC.

Estos resultados, junto a las actividades medidas usando estos 3
donadores de electrones, indican que GItS es muy especifica para la ferredoxina
de células vegetativas, no pudiendo la flavodoxina sustituir a ésta como donador
de electrones.

4.8. OBTENCION DE MUTANTES DEL CENTRO SULFOFERRICO

Los trabajos realizados para la obtencién de mutantes del centro
sulfoférrico de la Fd-GOGAT, van encaminados a clarificar la participacién en la
coordinacién del centro [3Fe-4S] de las tres cisteinas determinadas como tales,
asf como el efecto de estas mutaciones sobre la actividad de la enzima.

En el caso de las glutamato sintasas, se han identificado 3 Cys, con un
espaciamiento CXsCHX3C, que parecen ser las encargadas de la coordinacién del
centro [3Fe-4S] (Pelanda et al., 1992; este trabajo). Estas se alinean con Cys
similares de las enzimas fumarato reductasa de E. coli y succinato
deshidrogenasa de B. subtilis, las cuales contienen también un centro [3Fe-4S]
(Johnson et al., 1989; Manodori et al., 1992).

Sin embargo, la participacién de la tercera Cys en la coordinacién de este
centro no ha quedado demostrada hasta el momento. Estudios comparativos de
las secuencias de fumarato reductasas con succinatos reductasas, 8Fe-
ferredoxinas (2 centros [4Fe-4S]) y 7Fe-ferredoxinas (un centro [3Fe-4S] y otro
[4Fe-4S]) de distintos origenes, asi como estudios espectroscépicos y de
mutagénesis dirigida, parecen indicar que la tercera Cys no seria la indicada, sino
una m4ds alejada de las otras dos (Manodori et al., 1992; Cecchini et al., 1995).

En el caso de la fumarato reductasa de E. coli, enzima formada por 4
subunidades, unida a membrana y sintetizada durante el crecimiento anaerébico
con fumarato, que se reduce a succinato, como aceptor terminal de electrones,
estudios espectroscépicos revelan la presencia de tres tipos de centros Fe-S: centro
1, [2Fe-2S]; centro 2, [4Fe-4S] y centro 3, [3Fe-4S] (Johnson et al., 1988). Esta
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‘enzima puede catalizar la oxidacién del succinato a fumarato en un 30-40 %, en
relacién a la reduccién del fumarato. Por estudios de EPR y por mutagénesis
dirigida se ha sugerido que las C-148,-151,-154 y-214 unirian el centro [4Fe-4S],
mientras que las C-158, -204 y -210 unirfan el centro [3Fe-4S] (Cecchini et al.,
1995), de tal manera que en ambos casos, una de las tres Cys que coordina el
centro estaria alejada de las otras. Mutaciones de las C-204, -210,
correspondiente al centro [3Fe-4S] y -214, del centro [4Fe-4S], producen cambios
en la fumarato reductasa, provocando pérdida casi total de la actividad y no
permitiendo el crecimiento en condiciones anaerébicas. Estudios de EPR han
demostrado que en ninguno de los mutantes se unen ni el centro [3Fe-4S], ni el
{4Fe-4S] (Manodori et al., 1992). Sin embargo, un cambio de la V207 por Cys,
provoca la pérdida del centro [3Fe-4S] y la aparicién de un centro [4Fe-4S], con
una pérdida del 50 % de la actividad y de la capacidad de crecer (Manodori et al.,
1992). Estos resultados no demuestran cudles son los residuos especificos que
unen cada centro, aunque si sugieren, junto con la comparacién de secuencias,
que el espaciamiento CX9CXsC....C es necesario para coordinar el centro [4Fe-4S],
si bien la posicién de la Cys mds alejada no queda bien determinada. Mutantes
de esta misma enzima en los que la P159, contigua a la C158 (sugerida en la
coordinacién del centro [3Fe-4S]) es cambiada por Ho Q, dan proteinas que no
provocan cambio alguno en el crecimiento de E. coli ni en la actividad, cuando el
cambio es P -~ H, pero si llevan a la formacién de un complejo que funciona
normalmente como fumarato reductasa, pero que inhibe el crecimiento aerébico de
E. coli en condiciones en que se necesita una succinato deshidrogenasa funcional.
Anilisis por EPR muestran la presencia del centro [3Fe-4S] en las proteinas
mutantes (Ceccini et al., 1995), lo que indica la importancia de los residuos
cercanos al centro sulfoférrico para el normal funcionamiento de succinato
deshidrogenasa y fumarato reductasa.

Durante el crecimiento anaerébico de E. coli, con dimetilsulféxido (DMSO)
como oxidante respiratorio, se desarrolla una cadena respiratoria terminada por
un proteina de unién a membrana, la dimetil sulféxido reductasa (DMSO-
reductasa), la cual contiene 4 centros [4Fe-4S] (Rothery y Weiner, i1991). Se ha
sugerido un espaciamiento CXoCXoCX3C como implicado en la coordinacién del
centro en esta enzima. La comparacién de esta secuencia con las de aminodcidos
de la nitrato reductasa de E. coli, la cual contiene un centro [3Fe 4S] y varios
centros [4Fe-4S], muestra la presencia de una zona similar, con espaciamiento
CX5CX3C, que parece estar implicada en la unién del centro [3Fe-4S] en la
subunidad que transfiere los electrones (NarH). Cambios por diversos
aminodcidos de la segunda Cys del espaciamiento mostrado para la DMSO
reductasa, con objeto de crear un espaciamiento idéntico al de la subunidad NarH
de la nitrato reductasa de E. coli, provocan el cambio del centro [4Fe-4S] por [3Fe-
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48] en todas las proteinas mutantes, como se demuestra por EPR (Rothery y
Weiner, 1991). Estos resultados demuestran que el espaciamiento CXzCX...C es
necesario para la coordinacién del centro [3Fe-4S], pero no queda demostrada la
localizacién del celtimo residuo de Cys sugerido en esta coordinacién.

Los trabajos que estamos realizando con la Fd-GOGAT, GItS, de
Synechocystis 6803, en la que las tres Cys de la secuencia CX;CX,C, sugeridas
para la coordinacién del centro [3Fe-4S], son sustituidas por Ser, pueden
ayudarnos a determinar tanto la participacién de estos residuos como el
espaciamiento necesario en la coordinacién del mencionado centro. Los resultados
obtenidos hasta el momento claramente indican que el cambio de la Cys 1173 por
Ser (equivalente a la primera Cys del espaciamiento indicado), provoca una
pérdida de la actividad GOGAT de la enzima, lo que sugiere que no se produce el
ensamblaje a ésta del centro sulfoférrico, aunque es necesario purificar y
carcterizar la enzima para tener resultados concluyentes.

Los trabajos que estamos realizando con la Fd-GOGAT, GItS, de
Synechocystis 6803, en la que las 3 Cys de la secuencia CX;CX,C sugeridas para
la coordinacién del centro [3Fe-4S] son cambiados por S, pueden ayudarnos a
determinar tanto la participacién de estos residuos como el espaciamiento
necesario, en la coordinacién del mencionado centro.__Los resultados obtenidos
hasta el momento indican que el cambio de la C1173 por S (equivalente a la
primera Cys del mencionado espaciamiento) provcea una pérdida de actividad de
la proteina mutante, lo que sugiere que.esta Cys estd implicada en el ensamblaje
del centro sulfoférrico a GItS.
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5. CONCLUSIONES



1. La cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 contiene dos genes de glutamato
sintasas, gliB yf gltS, los cuales presentan un tamafio de 4640 y 4674 pb
respectivamente, y codifican proteinas de 168900 Da y 170200 Da. El anilisis de
la comparacién de las secuencias de aminoscidos deducidas de estos genes con el
resto de las glutamato sintasas disponibles indica que ambos genes pertenecen a
grupos filogenéticos distintos.

2. Se han obtenido estirpes mutantes de Synechocystis sp. PCC 6803 de los genes
gltB y gltS mediante insercién de genes de resistencia a antibiéticos. Estos
mutantes presentan un crecimiento similar a la estirpe silvestre, indicando que
ninguno de ellos es esencial si el otro se expresa y muestran actividad glutamato
sintasa dependiente de ferredoxina, no habiéndose detectado actividad
dependiente de piridin nucleétidos. En estas estirpes se han detectado los
polipéptidos correspondientes a GItB y GItS, los cuales presenta un tamario de
170 kDa y 180 kDa, respectivamente. No se ha conseguido, sin embargo, obtener
mutantes carentes de actividad Fd-GOGAT, lo que sugiere la esencialidad de la
actividad glutamato sintasa.

8. Las enzimas GItB y GItS no presentan modulacién de su actividad por el tipo o
la disponibilidad de la fuente de nitrégeno, a diferencia de lo que ocurre a la otra
enzima de la ruta GS-GOGAT, glutamina sintetasa, la cual muestra una
regulacién compleja, tanto a nivel de la expresién del gen ginA, como a nivel de
actividad enzimética.

4. Se han expresado los genes gltB y gitS en la estirpe de E. coli auxétrofa para
glutamato CLR207 RecA. Estas proteinas no restablecen la auxotrofia de dicha
estirpe, aunque muestran actividad glutamato sintasa dependiente de
ferredoxina. El hecho de que estas proteinas recombinantes sean funcionales,
indican que E. coli es capaz de expresar correctamente las proteinas GItB y GItS
y ensamblarle los grupos prostéticos (FMN y centro sulfoférrico) necesarios para
su actividad. La imposibilidad de restablecer la auxotrofia para el glutamato
sugiere que esta bacteria no posee un donador de electrones adecuado para la
actividad enzimadtica de GItB y GItS.

5. Las proteinas recombinantes presentan una masa molecular, calculada
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, de
aproximadamente 5 kDa menos que las proteinas nativas, debido a la
maduracién que ocurre en esta bacteria por la accién de una proteasa que
reconoce una secuencia especifica en la zona amino terminal, al igual que ocurre
con su propia NADPH-GOGAT, como ha sido demostrado mediante la
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determinacién de la secuencia amino terminal de la proteina GItS. Anticuerpos
generados contra la GItS recombinante purificada reconocen a la proteina nativa,
lo que indica que éstas son muy similares.

6. Se ha purificado a homogeneidad electroforética la proteina GItS recombinante.
Sus valores de Km para la ferredoxina, glutamina y 2-oxoglutarato son muy
similares a los calculados para la proteina nativa, lo que corrobora la similitud
entre ambas proteinas.

7. El andlisis de los grupos prostéticos de la proteina GItS recombinante muestra
la presencia de una molécula de FMN por molécula de enzima y de un centro
[3Fe-4S], determinado mediante EPR. La titulacién potenciométrica, mediante
cambios de absorbancia, del grupo flavinico, ha permitido calcular un potencial de
éxido-reduccién E_ de -200 + 25 mV y n=2.

8. Mediante mutagénesis dirigida del gen gitS de Synechocystis sp. PCC 6803 se
ha obtenido una protefna GltS mutante, en la que se ha reemplazado una de las
Cys implicadas en la unién del centro sulfoférrico por Ser. Esta proteina ha sido
expresada correctamente en la estirpe de E. coli CLR207 RecA y aunque presenta
el tamafio adecuado, no muestra actividad Fd-GOGAT, probablemente porque el
centro [3Fe-45] no se ensambla a ésta.
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