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E Einstein o coeficiente de extincion (segin el contexto)
EDTA Acido etilén-diamino-tetraacético
Etidio 3,8-diamino-6-etil-5-fenil fenantridio
GOGAT Glutamato sintasa
GS Glutamina sintetasa
HEPES Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico
HPLC Cromatografia liquida de alta presion
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
kb kilobase
Km Kanamicina
Km! Resistencia a la kanamicina
Kg Constante de semisaturacion
LB Medio de cultivo Luria-Bertani
Mb Megabase
MOPS Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico
MSX L-metionina-D,L-sulfoximina
MTA Mezcla de bromuros de alquiltrimetilamonio
NAD(PJH Nicotinamida-adenina-dinucleétido-(fosfato}-reducido
Nm Neomicina
OPA o-ftalaldehido
ORF Pauta abierta de lectura
p/v Relacion peso/volumen
pb Par de bases
PCC Coleccion de Cultivos Tipo del Instituto Pasteur
PEG Polietilénglicol
RNasa Ribonucleasa
rpm Revoluciones por minuto
SDS Laurilsulfato sédico
Sm Estreptomicina
Sm! Resistencia a la estreptomicina
Sp Espectinomicina
Spr Resistencia a la espectinomicina
Tcr Resistencia a la tetraciclina
TEMED N,N,N',N'-tetra-metiletiléndiamina
TES Acido N-tris(hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfénico
TLC Cromatografia en capa fina
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1. INTRODUCCION
1.1. BIOLOGIA DE LAS CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias son organismos procarifticos que se caracterizan por realizar
una fotosintesis oxigénica similar a la que llevan a cabo las plantas superiores (Stanier y
Cohen-Bazire, 1977). Un rasgo distintivo de las cianobacterias es la presencia en las
mismas de clorofila a y de una serie de pigmentos antena denominados genéricamente
ficobiliproteinas. Muchas estirpes cianobacterianas son capaces de fijar nitrégeno
atmosférico en condiciones aerobicas, siendo los Ginicos organismos que pueden realizar
simultaneamente los procesos de fotosintesis oxigénica y fijacion de dinitrégeno.

El papel de las cianobacterias en la evolucién de la vida en la Tierra ha sido
notabilisimo, ya que estos microorganismos fueron los responsables de la aparicion en la
atmosfera del oxigeno, generado como subproducto de la fotolisis del agua que ocurre en
el proceso de fotosintesis (Buick, 1992). Por otra parte, la importancia ecologica de este
grupo biolégico se manifiesta, por ejemplo, en su contribucién a la productividad
primaria de los océanos que, dependiendo de la localizacion considerada, oscila entre un
10 y un 60%. Los habitats que ocupan las cianobacterias son muy diversos,
encontrandose no sé6lo en los océanos, sino también en los suelos y aguas
continentales, e incluso en ambientes extremos como aguas termales y desiertos, asi
como en asociaciéon simbiética con plantas.

Las cianobacterias constituyen un grupo morfolégicamente muy diverso, que
incluye estirpes unicelulares y filamentosas. Muchas estirpes filamentosas son capaces
de llevar a cabo procesos de diferenciacion celular, como son el desarrollo de acinetos,
hormogonios o heterocistos. Los acinetos son células de resistencia que se diferencian
como respuesta a situaciones ambientales desfavorables (Nichols y Adams, 1982). Los
hormogonios son pequenos filamentos moéviles que tienen un papel en la dispersion de
estos organismos (Tandeau de Marsac, 1994). Finalmente, los heterocistos son células
especializadas en la fijacion del nitrégeno atmosférico (Wolk et al., 1994), siendo
precisamente la diferenciaciéon del heterocisto el proceso de desarrollo que se ha
estudiado con mayor profusion, como se vera mas adelante.

La heterogeneidad de este grupo de microorganismos también se manifiesta en el
porcentaje de G+C de su DNA, que oscila entre un 35 y un 70% (Herdman et al., 1979),
rango sélo ligeramente menor al que muestran los organismos procaridticos en su
conjunto (30-75%, aproximadamente).

Tradicionalmente las cianobacterias se han clasificado en cinco grupos
taxonomicos (Rippka et al., 1979). La Seccién I incluye estirpes unicelulares que se
dividen por fisién binaria o por gemacion; a esta seccién pertenecen los géneros
Synechococcus y Synechocystis. La Seccion II esta formada por estirpes unicelulares que

se dividen mediante fisién multiple, como las de los géneros Dermocarpa o Pleurocapsa.
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La Seccion III agrupa a las estirpes filamentosas no formadoras de heterocistos, como las
de los géneros Pseudanabaena, Plectonemay Spirulina, entre otros. La Seccién IV esta
constituida por estirpes filamentosas formadoras de heterocistos cuyas células se dividen
en un solo plano, por lo que los filamentos no presentan ramificaciones verdaderas; los
géneros Anabaena, Nostocy Calothrix estan incluidos en esta seccion. Finalmente, en la
Seccion V se agrupan las estirpes filamentosas formadoras de heterocistos cuyas células
se dividen en mas de un plano, dando lugar a filamentos ramificados, como las estirpes
del género Fischerella.

Mediante la comparacién de las secuencias de los RNAr 16S de estirpes
representativas de estos grupos taxonémicos, se ha establecido que sélo la Seccion I y,
conjuntamente, las Secciones IV y V forman grupos filogenéticamente coherentes
(Giovannoni et al., 1988). Por otra parte, estos estudios también han puesto de
manifiesto la relacion filogenética que existe entre las cianobacterias, las proclorofitas,
los cloroplastos de las plantas superiores y de las algas eucariéticas y el organulo
fotosintético del fitoflagelado Cyanophora paradoxa. Estos resultados muestran el origen
endosimbibtico del cloroplasto a partir de un organismo de tipo cianobacteriano.

Contrastando con su diversidad morfolégica, las cianobacterias constituyen un
grupo muy homogéneo desde el punto de vista metabdlico. Asi, la asimilacién del
carbono ocurre principalmente mediante el ciclo reductivo de las pentosas fosfato o ciclo
de Calvin, que permite la fijacion del COg atmosférico gracias a dos enzimas clave, la
fosforribuloquinasa y la ribulosa- 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Stanier y Cohen-
Bazire, 1977). Parte del COg fijado se acumula como glucogeno, que sirve de material de
reserva que se emplea en los periodos de vida en oscuridad, cuando no tiene lugar la
fotosintesis. Algunas cianobacterias son capaces también de asimilar glucosa o fructosa,
necesitando o no iluminacién para ello, por lo que pueden clasificarse como
fotoheterétrofas o heterétrofas facultativas, respectivamente; esta capacidad depende
fundamentalmente de la existencia de la permeasa correspondiente que facilite la
entrada del azucar en la célula. Tanto el glucégeno de reserva como los aziicares
exb6genos se metabolizan mediante el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato (Stanier y
Cohen-Bazire, 1977). Cabe destacar el hecho de que las cianobacterias presenten un
ciclo de Krebs incompleto, ya que no existe la enzima o-cetoglutarato deshidrogenasa
(Stanier y Cohen-Bazire, 1977), por lo que en este caso la ruta tiene una funcion
solamente anabélica, suministrando el a-cetoglutarato necesario para la sintesis de
aminoacidos de la familia del Glu y la sintesis del §-aminolevulinato, que es el precursor
inmediato para la biosintesis de porfirinas, ficobilinas y clorofila (Beale, 1994).

Un aspecto muy estudiado de la biologia de las cianobacterias es la asimilacion de
nitrégeno (revisado recientemente por Flores y Herrero, 1994). Las principales fuentes de

nitroégeno inorganico utilizadas por las cianobacterias son el amonio, el nitrato y el
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nitrito, pero, como ya se ha mencionado, muchas estirpes también pueden utilizar el
nitrogeno atmosférico (régimen que se denomina crecimiento diazotrofico). Algunas
cianobacterias son capaces de asimilar fuentes de nitrogeno organico como la urea o
ciertos aminoacidos, entre los que se incluyen principalmente la Arg, la Asn y la Gln,
aunque estos ultimos son fuentes de nitrégeno pobres. La urea, sin embargo, es una
buena fuente de nitrogeno para muchas cianobacterias y, aunque tradicionalmente no
se le ha concedido mucha importancia, su abundancia en los habitats naturales de
estos organismos (0,1-5 pM en los mares) la convierten en una fuente de nitrégeno de
importancia cuantitativamente similar a la del nitrato o el amonio (Flores y Herrero,
1994). El cianato también puede servir como fuente de nitrégeno para las cianobacterias
{Miller y Espie, 1994).

En el proceso de asimilacién de nitrato, éste se reduce hasta nitrito mediante la
enzima nitrato reductasa, y el nitrito se reduce posteriormente hasta amonio con el
concurso de la enzima nitrito reductasa. Las estirpes que son capaces de fijar el
nitréogeno atmosférico lo hacen mediante la enzima nitrogenasa, que reduce el
dinitrégeno hasta amonio. La urea se hidroliza por la accion de la enzima ureasa,
generando dioxido de carbono y amonio. Por altimo, la cianasa metaboliza el cianato,
originando, como en el caso anterior, amonio y diéxido de carbono.

En todos los casos mencionados, el compuesto empleado como fuente de
nitrégeno se convierte en el interior celular finalmente en amonio, que se asimila
mediante la ruta denominada GS-GOGAT. En esta ruta, la glutamina sintetasa (GS)
cataliza la formacioén, dependiente de ATP, de GIn a partir de Glu y amonio, que
posteriormente pasa a reaccionar con o-cetoglutarato para originar dos moléculas de Glu
mediante la accion de la enzima glutamato sintasa (GOGAT). De este modo, el nitrégeno
queda asimilado en forma de Glu, que sirve como donador (junto con la Gln) para la
sintesis de otros compuestos nitrogenados de la célula.

El hecho de que las distintas reacciones de asimilacion de compuestos
nitrogenados confluyan en la generacion de amonio permite la existencia de un sistema
de regulacién general que consiste en la inhibicién por amonio de la actividad y/o la
expresion de las proteinas implicadas en la asimilacién de fuentes de nitrégeno
alternativas al propio amonio (Flores y Herrero, 1994). En los altimos afios se ha
identificado y caracterizado el gen ntcA, ampliamente distribuido entre las cianobacterias,
que determina una proteina reguladora. La proteina NtcA presenta un dominio hélice-
vuelta-hélice de uniéon a DNA y es un activador transcripcional que regula la expresion
de los genes sometidos a control por nitrégeno en las cianobacterias (Vega-Palas et al.,
1992; Frias et al., 1993). Se ha determinado la estructura de los promotores regulados por
NtcA, que responde al consenso GTANSTAC...N2a...TAN3TN4 g¢+1 (Luque et al., 1994),

donde +1 indica el sitio de inicio de la transcripciéon del gen regulado y N representa
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cualquier nucleétido.

1.2. DIFERENCIACION DEL HETEROCISTO Y RELACIONES INTERCELULARES EN
CIANOBACTERIAS FILAMENTOSAS

Como ya se ha indicado, algunas cianobacterias filamentosas son capaces de
desarrollar, como respuesta a la falta de nitrogeno combinado en el medio, un tipo
celular especializado en la fijacion del nitrégeno atmosférico denominado heterocisto
(revisado por Wolk et al., 1994). En el heterocisto se confina, en condiciones de
aerobiosis, la expresion de los genes nifHDK que determinan la nitrogenasa, el complejo
enzimatico que lleva a cabo la fijacién del dinitrégeno. La nitrogenasa es muy sensible al
oxigeno y se inactiva rapida e irreversiblemente en presencia del mismo. Este problema,
comun a todas las nitrogenasas conocidas, tiene especial importancia en el caso de las
cianobacterias, ya que en el proceso de fotosintesis que llevan a cabo estos organismos
se genera oxigeno. Por lo tanto, la fijacién de nitrogeno y la fotosintesis oxigénica son
dos procesos metaboélicos incompatibles, que deben separase en el tiempo o en el espacio
(Fay, 1992). Algunas cianobacterias unicelulares fijadoras realizan la fotosintesis
durante el dia y la fijacion de nitrégeno durante la noche, optando asi por una
separacion temporal. En el caso de las cianobacterias filamentosas formadoras de
heterocistos, la separacién es espacial, de modo que en condiciones aerdbicas la
fotosintesis oxigénica ocurre sélamente en las células vegetativas y la fijacion de
nitrégeno en el heterocisto.

Los heterocistos presentan una serie de modificaciones encaminadas hacia la
proteccion de la nitrogenasa frente al oxigeno y a aumentar la eficacia del proceso de
fijacién (Wolk et al., 1994). Estas modificaciones son:

1) presencia de una envuelta constituida por una capa externa de polisacaridos y
otra interna de glicolipidos que limita la entrada de gases a la célula,

2) carencia de actividad del fotosistema II, que es el responsable de la generacion
de oxigeno por fotolisis del agua, aunque se mantiene la actividad del fotosistema I, que
genera ATP y poder reductor que pueden ser utilizados en la fijacién del nitrogeno,

3) alta actividad de las enzimas del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, que
permite un elevada tasa respiratoria, y

4) carencia de actividad ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, por lo que
no se puede fijar COg mediante el ciclo de Calvin, lo que permite que el poder reductor y
la energia se destinen a la fijacién de dinitrégeno y no de carbono.

El hecho de que la fotosintesis y la fijacion de dinitrégeno ocurran en células
diferentes exige que haya una serie de relaciones de intercambio de metabolitos entre las
células vegetativas y los heterocistos, ya que las células vegetativas deben proporcionar

compuestos de carbono a los heterocistos que sirvan como sustratos respiratorios y
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como esqueletos carbonados para la incorporaciéon del nitrégeno fijado (Wolk, 1968;
Juttner, 1983) y éstos a su vez deben suministrar el nitrégeno fijado a las células
vegetativas (Wolk et al., 1974, 1976). La identidad de los compuestos transferidos, asi
como el mecanismo mediante el que se produce la transferencia, son aspectos
desconocidos, aunque se han hecho algunas sugerencias.

A partir de los resultados de experimentos de marcaje con 14C0Oq (Jiittner, 1983),
se ha propuesto que la Ala, el Glu y algunos azicares podrian transferirse desde las
células vegetativas hasta los heterocistos. Por otra parte, experimentos de marcaje con
13Ny han permitido concluir que el nitrégeno fijado en los heterocistos debe transferirse
a las células vegetativas en forma de aminoacidos (Wolk et al., 1974), siendo la Gln el
candidato principal, aunque también se han propuesto otros, como el Asp y la Arg, en
base a la abundancia de cianoficina que existe en los heterocistos. La cianoficina es un
polimero de reserva de nitrégeno exclusivo de las cianobacterias que esta compuesto por
arginina y aspartato (Simon, 1971). Aunque los granulos de cianoficina existen tanto en
las células vegetativas como en los heterocistos, en estos altimos son particularmente
patentes, observandose al microscopio optico como corpusculos refringentes localizados
cerca de las zonas de contacto con las células vegetativas.

En cuanto al mecanismo de transferencia intercelular, se ha sugerido que podria
ocurrir por difusién a través de unas estructuras observadas al microscopio electronico
denominadas microplasmodesmos que se encuentran en las zonas de contacto entre las
células del filamento (Giddings y Staehelin, 1981). Sin embargo, no existe ninguna
prueba directa que confirme tal sugerencia.

La distribucién de los heterocistos en el filamento no es aleatoria, sino que
obedece a un patrén que varia de unas estirpes a otras. En las estirpes mas estudiadas,
los heterocistos se encuentran localizados a intervalos semirregulares a lo largo del
filamento. Se desconoce el mecanismo molecular mediante el que se establece dicho
patrén de distribucién, pero se han propuesto diversos modelos teéricos (Wolk, 1991).

Algunos de éstos implican el funcionamiento de sistemas de transporte de aminoacidos

para establecer un gradiente morfogénico a lo largo del filamento, que determmar;,a‘&qhe' ’”4’,('
S gy
célula se convierte en heterocisto y cual no. ) gf,*'?s
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En los ultimos anos se han identificado algunos genes 1mphcados:‘p lah 1:053
diferenciacion del heterocisto en la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120 (revisado por"“"‘*)\“b
Wolk, 1996). La mutacién del gen patA afecta al patréon de desarrollo, impidiendo la
diferenciacion de heterocistos intercalares, pero no terminales (Liang et al., 1992). El
producto del gen patA muestra homologia con el elemento regulador de los denominados
sistemas reguladores de dos componentes. La mutacion de otros genes, como devAy

hepA, impide que se desarrollen heterocistos maduros. El producto del gen devA es

homologo al componente conservado de los sistemas de transporte tipo ABC (véase
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apartado 1.4.2), aunque no se ha establecido la naturaleza del sustrato de este sistema
(Maldener et al., 1994). El producto del gen hepA también es un componente conservado
de un sistema de transporte tipo ABC y se requiere para la sintesis o estabilizacion de la
capa de polisacaridos de la envuelta del heterocisto (Holland y Wolk, 1990). La mutacion
de los genes hetR, hetN, hetP o hetC anula o retrasa notablemente el desarrollo de los
heterocistos. Los genes hetP (Fernandez-Pinas et al., 1994) y hetC (Khudyakov y Wolk,
1994) estan proximos en el genomio y su funcién podria estar relacionada. El producto
del gen hetC es homoélogo a proteinas de sistemas de transporte tipo ABC implicadas en la
exportacion de otras proteinas, mientras que el producto del gen hetP no muestra
homologia con ninguna proteina conocida. El producto del gen hetN (Black y Wolk, 1994)
muestra homologia con oxidorreductasas dependientes de NAD(PJH implicadas en la
biosintesis de diversos metabolitos secundarios, lo que sugiere que algan compuesto de
este tipo podria intervenir en la regulacién del proceso de desarrollo de los heterocistos.
Dos genes adyacentes a hetN, hetM y hetl, también estan implicados en la biosintesis de
este tipo de compuestos (Wolk, 1996). Finalmente, el producto del gen hetR (Buikema y
Haselkorn, 1991a) tampoco presenta homologia con ninguna proteina conocida, pero se
ha demostrado que se trata de un regulador positivo de la diferenciacion que se activa
tempranamente controlando la expresion de otros genes. La activacion de la expresion de
hetR exige la accion de la proteina NtcA (Frias et al., 1994). La funcién del gen hetR, por
otra parte, no parece ser especifica para el desarrollo de los heterocistos, ya que también
se requiere para la diferenciacién de acinetos en Nostoc ellipsosporum (Leganés et al.,

1994).

1.3. HERRAMIENTAS DE GENETICA MOLECULAR DISPONIBLES PARA EL ESTUDIO
DE LAS CIANOBACTERIAS

En los ultimos 10-15 anos se han desarrollado varios procedimientos que
permiten la transferencia de DNA a diversas estirpes de cianobacterias mediante
transformacién, conjugacién o electroporacién (revisado por Thiel, 1994). Existen
estirpes que son competentes de forma natural, como las unicelulares Synechococcus sp.
PCC 7942 y Synechocystis sp. PCC 6803, que al ser transformadas con un fragmento de
DNA homsélogo experimentan preferentemente una doble recombinacién (o conversiéon
génica) del mismo. En el caso de estirpes filamentosas como Anabaena sp., €s posible la
transferencia de DNA mediante conjugacién desde una estirpe de Escherichia coli
portadora, en un plasmido movilizable, del fragmento de DNA a transferir (Wolk et al.,
1984; Flores y Wolk, 1985). En este caso, es mas frecuente la recombinacién simple que
la doble, por lo que no ocurre una sustitucion del fragmento, sino una integraciéon del
plasmido transferido en el genomio de la célula receptora. Sin embargo, se han

desarrollado vectores portadores del gen sacB de Bacillus subtilis que facilitan la seleccion
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de dobles recombinantes (Cai y Wolk, 1990). El gen sacB determina una sacarasa que en
presencia de sacarosa provoca la muerte de la célula, lo que permite la seleccion de
clones que, habiendo incorporado un inserto marcado genéticamente, no hayan
incorporado el vector. También se han disefiado vectores replicativos, que se mantienen
de forma auténoma en la célula receptora y sus descendientes gracias a que portan el
origen de replicacion del plasmido cianobacteriano pDUl (Wolk et al., 1984).
Recientemente se ha empleado también la electroporacion para introducir DNA en
algunas estirpes de los géneros Anabaena (Thiel y Poo, 1989), Plectonema (Fujita et al.,
1992) y Calothrix (Chiang et al., 1992).

Entre los métodos que se han empleado para la generacién de mutantes de
cianobacterias se incluyen la mutagénesis quimica y mediante luz ultravioleta, la
inactivacién génica dirigida mediante la insercion de casetes de resistencia a antibioticos
y la utilizacién de transposones como Tn901 o derivados de Tn5 (Thiel, 1994). Debido a
que las cianobacterias son organismos poliploides, que poseen hasta 10-15 copias de su
genomio haploide por célula (Herdman et al., 1979; Labarre et al., 1989), un importante
aspecto tras la generacion de las mutaciones es la segregacion de las mismas, lo cual
requiere un numero variable de rondas de replicacion. En el caso de las estirpes
filamentosas, la segregacion se facilita mediante la fragmentacién de los filamentos
mediante sonicacién, con objeto de reducir el namero de células por filamento.

También se han desarrollado sistemas de genes testigo, como luxAB, lacZ, cat o
GUS para estudiar la expresion de genes regulados por diversas condiciones ambientales
(Thiel, 1994). Algunos de estos sistemas, combinados con técnicas de miscroscopia, han
permitido detectar la expresion de algunos genes incluso en células individuales (Elhai y
Wolk, 1990; Thiel et al., 1995).

Finalmente, hay que destacar que la disponibilidad de la secuencia del genomio
completo de la cianobacteria unicelular Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko et al., 1996)
esta convirtiéndose en una poderosa herramienta no sélo para el estudio de la biologia
de esta estirpe, sino de otras cianobacterias, al facilitar la clonacién e inactivacion de los

genes con objeto de estudiar sus funciones.

1.4. ESTRUCTURA Y FISIOLOGIA DE LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE DE
MEMBRANA

Como norma general, la utilizacion de los nutrientes disponibles en el medio
(azticares, aminoacidos, iones...) requiere la existencia de sistemas de transporte en la
membrana plasmatica que permitan su acumulacién intracelular. En bacterias Gram
negativas, como es el caso de las cianobacterias, el sustrato debe superar en primer lugar
la barrera que supone la membrana externa, y una vez en el espacio periplasmico,

atravesar la membrana plasmatica.
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La membrana externa es altamente impermeable a compuestos téxicos como
antibioticos, toxinas y enzimas liticas (proteasas, lipasas, peptidasas...), siendo una de
sus principales misiones la proteccion de la célula frente a este tipo de compuestos. Esta
membrana presenta una estructura completamente asimétrica, al estar constituida por
una monocapa externa de lipopolisacaridos y una monocapa interna de fosfolipidos.
Esta asimetria, junto con las caracteristicas bioquimicas de los lipopolisacaridos,
explican las propiedades de impermeabilidad de esta envuelta (Nikaido, 1993).

Sin embargo, en la membrana externa existen proteinas, denominadas porinas,
que forman canales hidrofilicos que permiten la difusién, generalmente inespecifica, de
moléculas pequenas. Las porinas son proteinas triméricas, aunque también se han
descrito algunas monoméricas, en las que cada subunidad presenta una estructura de
barril-8, con 16 hojas plegadas B antiparalelas que atraviesan la membrana formando un
canal (Nikaido, 1993). En algunas bacterias, como Escherichia coliy Pseudomonas
aeruginosa, se han descrito porinas especificas que presentan la misma estructura
comentada pero poseen un sitio de union especifico para el sustrato. Ejemplos de este
tipo de porinas son la proteina D1 para la glucosa (Hancock y Carey, 1980) y la proteina
D2 para aminodacidos basicos de P. aeruginosa (Trias y Nikaido, 1990). En bacterias que,
como P. aeruginosa, carecen practicamente de porinas inespecificas, la importancia de las
porinas especificas en los procesos de transporte podria ser considerable.

En la membrana plasmatica se encuentran los sistemas de transporte especificos
para los distintos sustratos. Tradicionalmente los sistemas de transporte se han
clasificado desde el punto de vista de la energetizacion del proceso, distinguiéndose entre
transporte pasivo, que ocurre a favor del gradiente electroquimico del sustrato hasta
alcanzarse el equilibrio, y transporte activo. El transporte activo permite la concentracion
del compuesto en contra de su gradiente electroquimico, lo cual requiere un gasto
energético que puede efectuarse como hidroélisis de ATP (transporte primario) o como
acoplamiento del transporte con un gradiente i6nico {transporte secundario).

En cuanto al transporte pasivo en bacterias, s6lo se han descrito algunas
permeasas Que median la difusion facilitada del sustrato, siendo los casos mas
representativos la permeasa GIpF para el glicerol de E. coli (Heller et al., 1980) y el
transportador de la glucosa GIf de Zymomonas mobilis (Barnell et al., 1992).

Los denominados sistemas de translocacién de grupo acoplan el transporte de un
soluto a la modificaciéon quimica del mismo. El Ginico grupo de transportadores de este
tipo que se ha encontrado en bacterias es el denominado sistema PTS (de
"phosphotransferase system") para el transporte de carbohidratos (Postma et al., 1996).
En este caso la molécula de aztcar se transporta al tiempo que sufre una fosforilacion,

utilizandose fosfoenolpiruvato como donador del grupo fosfato.
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Al margen de estas dos categorias, que podrian considerarse como minoritarias,
en bacterias pueden definirse dos grandes grupos de sistemas de transporte, que se
analizaran mas detalladamente: los sistemas monocomponente de transporte secundario

y los sistemas "tipo ABC" de transporte primario.

1.4.1. Sistemas monocomponente de transporte secundario

Los transportadores secundarios son sistemas de transporte monocomponente,
constituidos por una proteina cuya caracteristica fundamental estriba en que presenta
10-12 hélices o hidrofébicas que constituyen dominios de expansién de la membrana.
Normalmente estos sistemas acoplan el transporte del sustrato con el de iones H* o Nat,
que se mueven a favor de un gradiente dirigido en el mismo sentido (simporte) o en
sentido contrario (antiporte) que el sustrato. El analisis de la secuencia de varios cientos
de permeasas de este tipo ha permitido establecer dos grupos. El grupo mayoritario, que
engloba al 80% aproximadamente de las proteinas estudiadas, esta integrado por
proteinas monomeéricas con 12 hélices o, e incluye a las proteinas de bacterias, hongos y
células animales analizadas (Henderson, 1993). En el grupo minoritario, constituido por
proteinas localizadas en organulos eucaridticos (mitocondrias, cloroplastos y
peroxisomas), los transportadores son dimeros en los que cada monémero presenta 5-7
hélices o (Kuan y Saier, 1993).

Dentro del grupo mayoritario, que incluye a los transportadores procarioticos, se
ha definido recientemente un grupo de proteinas homoélogas denominado MFS ("major
facilitator superfamily"), que a su vez presenta cinco agrupaciones o subfamilias (Marger
y Saier, 1993):

- Grupo 1: proteinas de transporte de azticares mediante simporte con Ht

(en bacterias) o difusion facilitada (en animales).

- Grupo 2: proteinas de E. coli para el simporte de oligosacaridos con Ht.

- Grupo 3: proteinas de E. coliy Salmonella thyphimurium para el

antiporte de ésteres de fosfato (hexosa-P, glicerol-P y fosfoglicerato) con

fosfato.

- Grupo 4: proteinas de resistencia a drogas que median un antiporte de

éstas con Ht en bacterias y levaduras.

- Grupo 5: proteinas de E. coli y otras bacterias relacionadas para el

transporte de citrato y a-cetoglutarato (intermediarios del ciclo de Krebs)

mediante un simporte con H*.

Aungque inicialmente se propuso que las proteinas que acoplan el simporte de
solutos con Nat no pertenecian a la superfamilia MFS (Marger y Saier, 1993), en un
estudio posterior mas completo se encontré una sexta agrupacion dentro de la

superfamilia que incluia a seis permeasas de este tipo (Reizer et al., 1994). Cabe destacar
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el hecho de que en el grupo 1 se incluyan transportadores que median difusion de
glucosa, existiendo por lo tanto una relacién filogenética entre este tipo de permeasas
pasivas y los transportadores de tipo secundario (Nikaido y Saier, 1992).

Como puede observarse, la division de la familia MFS en grupos no permite
establecer una distincion entre transportadores procarioticos y eucariéticos, sino mas
bien una agrupacién en cuanto al sustrato o al mecanismo de accion del sistema, por lo
que se ha propuesto que los eventos de duplicacién que originaron los distintos grupos
de transportadores ocurrieron antes de que se produjera la division entre organismos
procarioticos y eucarioticos (Marger y Saier, 1993). Por otra parte, la similitud que existe
entre el domino N-terminal y el dominio C-terminal de estas proteinas, conteniendo cada
uno de ellos seis hélices o, sugiere que podrian haberse originado mediante duplicacién y
fusién de un gen ancestral que determinaria un polipéptido con seis hélices o (Marger y
Saier, 1993).

Sin duda, la permeasa monocomponente mejor caracterizada es la de la lactosa
(LacY) de E. coli, que cataliza un simporte de lactosa y H* y sirve como paradigma de este

tipo de sistemas de transporte (Maloney y Wilson, 1996).

1.4.2. Sistemas de transporte "tipo ABC" o multicomponente

Los sistemas de transporte multicomponente, también denominados sistemas
dependientes de proteina periplasmica de unién de sustrato, son transportadores de tipo
primario, energetizados mediante la hidrélisis de ATP (Ames et al., 1990; Higgins et al.,
1990). Estos sistemas muestran alta afinidad por el sustrato, presentando normalmente
valores de Ks mucho menores que los sistemas monocomponente, y estan constituidos
por tres tipos de proteinas:

1) proteinas solubles de localizacion periplasmica, que tienen elevada afinidad por
el sustrato,

2) proteinas de membrana, que poseen 6 hélices o hidrofébicas y se presentan
como homo o heterodimeros, dependiendo de la existencia de uno o dos genes distintos
para las mismas, respectivamente, y

3) proteinas hidrofilicas, aunque con capacidad para interaccionar con los
componentes de membrana y asociarse a la misma en su lado citoplasmico, cuya
caracteristica principal es la presencia de un dominio de unién a ATP; pueden
presentarse como homo o heterodimeros, segiin sean determinadas, como en el caso
anterior, por uno o dos genes, aunque también se han descrito pseudodimeros, cuando
se trata de un tnico polipéptido que presenta dos mitades homadlogas entre si. En este
caso, representado por los sistemas de transporte de arabinosa (Scripture et al., 1987),
galactosa (Hogg et al., 1991) y ribosa (Bell et al.,, 1986) de E. coli, el gen procede

probablemente de la duplicacién y fusién de un gen ancestral.
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La proteina de union a ATP esta enormemente conservada entre distintos
sistemas de transporte, pertenecientes incluso a organismos diferentes, no solo
procari6ticos sino también eucarioticos, por lo que este elemento se conoce también
como "componente conservado” (Ames et al., 1990). Asi, existe una region de unos 200
aminoacidos, que contiene dos sitios conservados, el sitio A y el sitio B, que constituyen
el dominio de unién al ATP. Esta region de 200 aminoacidos se denomina region ABC (de
"ATP binding cassette") y por ello estas permeasas se conocen con el nombre general de
transportadores "tipo ABC" (Higgins et al., 1990).

Los transportadores tipo ABC engloban a los sistemas de transporte procari6ticos
dependientes de proteina periplasmica de unién de sustrato, a un gran numero de
sistemas procarioticos exportadores de diferentes compuestos (en los que no existe
proteina periplasmica) y a una serie de proteinas de transporte eucaritticas de gran
importancia, como la proteina de resistencia a multiples drogas o glicoproteina-P,
responsable de la resistencia de muchos tumores al tratamiento con agentes citotoxicos
al provocar la extrusion de los mismos, o la proteina cuya mutacién provoca la fibrosis
quistica (Fath y Kolter, 1993).

Aunque parece existir un mayor grado de similitud entre los componentes
conservados de sistemas exportadores que entre los de sistemas importadores, a partir de
su secuencia de aminoacidos no se puede predecir si un sistema particular pertenece a
una categoria u otra ni la especificidad de sustrato del mismo (Higgins et al., 1990).

Proteinas periplasmicas de unién de sustrato

La proteina de union de sustrato localizada en el espacio periplasmico es muy
abundante, hasta 50-100 veces mas que los otros componentes del sistema (di Guan et
al., 1988). En algunas ocasiones existe mas de una proteina periplasmica capaz de
interaccionar con un mismo complejo de membrana. Tal es el caso, por ejemplo, del
sistema de transporte de aminoacidos de cadena lateral ramificada de E. coli, en el que
existen dos proteinas periplasmicas: LivK, que une especificamente Leu, y LivJ, que une
Leu, lle, Val y Thr (Adams et al., 1990).

Algunas proteinas periplasmicas pueden actuar como receptores quimiotacticos,
mostrando capacidad para interaccionar no soélo con el sistema de transporte sino
también con la proteina de membrana que constituye el sistema quimiorreceptor,
disparando la respuesta celular a un gradiente quimico determinado (Tam y Saier, 1993).

Se ha determinado la estructura tridimensional de doce proteinas periplasmicas
(Quiocho y Ledvina, 1996), concluyéndose que a pesar de la falta de un elevado grado de
homologia entre sus secuencias, la estructura esta altamente conservada y consiste en
dos dominios globulares, el 16bulo N y el 16bulo C, conectados por una charnela flexible.

La unioén del sustrato a la proteina periplasmica provoca un cambio conformacional de
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la misma que ha de facilitar su interaccién con los componentes de membrana del
sistema.

Aunque los sistemas multicomponente se describieron inicialmente en bacterias
Gram negativas, donde no era sorprendente la existencia de una proteina periplasmica,
estos sistemas también se encuentran en bacterias Gram positivas, en las que no existe
espacio periplasmico. En este caso, la proteina de unién de sustrato es una lipoproteina
que esta anclada a la membrana plasmatica de la célula por su extremo amino (Gilson et
al., 1988).

Proteinas integrales de membrana

Las proteinas integrales de membrana, como ya se ha indicado, presentan varias
hélices o hidrofébicas de expansion de membrana, separadas por segmentos hidrofilicos.
Tipicamente poseen seis hélices o, de modo que existen cinco lazos hidrofilicos, dos de
ellos en el lado citoplasmico y tres en el lado periplasmico, ademas de los extremos C-y
N- terminales de la proteina, que se localizan en el lado citoplasmico (Higgins, 1992). Sin
embargo, también se han encontrado proteinas con ocho, siete o cinco hélices a.
Aunque no existe gran similitud entre las secuencias de estos componentes, mediante la
comparacion de 61 proteinas integrales de membrana pertenecientes a 35 sistemas de
transporte distintos, se ha definido un motivo conservado situado a unos 90
aminoacidos del extremo carboxilo, denominado lazo EAA (Saurin et al., 1994). Se trata
de un lazo hidrofilico, cuya secuencia consenso es EAA---G--------- I-LP, que podria
constituir el sitio de interaccién entre la proteina de membrana y el componente
conservado (Mourez et al., 1997).

No parece haber relacion filogenética entre estas proteinas de membrana y las
permeasas monocomponente que constituyen los sistemas de transporte secundarios, de
manera que la estructura de 12 hélices que presentan ambos tipos de sistemas seria el
resultado de una convergencia evolutiva hacia una estructura necesaria para provocar la
expansion de la bicapa lipidica de la membrana (Henderson, 1993).

Proteina conservada de unién de ATP

El componente conservado constituye el elemento energetizador del sistema de
transporte. Aunque inicialmente hubo cierta controversia con respecto a si estos
sistemas utilizaban o no directamente la energia resultante de la hidrolisis de ATP para el
transporte, tras la reconstitucion del sistema de transporte de la histidina de S.
typhimurium en proteoliposomas se demostré6 que se producia hidroélisis de ATP
concomitantemente con el transporte del sustrato (Bishop et al., 1989). Posteriormente se
ha empleado este acercamiento experimental con otros sistemas de transporte
multicomponente, obteniéndose el mismo resultado (Hoshino et al., 1992). No existen
datos fiables, sin embargo, respecto a la estequiometria de hidrélisis de ATP por molécula

de sustrato transportado. Trabajando con distintos sistemas reconstituidos in vitro se
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han obtenido valores que oscilan entre 1 y 17 moléculas de ATP hidrolizadas por
molécula de sustrato transportada (Boos y Lucht, 1996). No obstante, los valores
obtenidos mediante procedimientos de medida in vivo han resultado mas homogéneos,
obteniéndose un nuamero proximo a 2 moléculas de ATP por molécula de sustrato
(Mimmack et al., 1989), que estaria en consonancia con el hecho de que existan dos
subunidades de ATPasa por complejo de membrana.

Aunque no se ha descrito la estructura tridimensional de ningin componente
conservado, se ha propuesto un modelo estructural basado en la secuencia de 17
proteinas, superponiendo sus estructuras secundarias teéricas con la de la enzima
adenilato quinasa, proteina que también posee un motivo de uniéon de ATP, cuya
estructura terciaria se conoce (Mimura et al., 1991).

Organizacion de los genes que determinan los sistemas de transporte tipo ABC

Los genes que determinan los distintos elementos de los sistemas
multicomponente se presentan casi invariablemente formando operones, siendo pocos
los ejemplos en los que un componente esencial del sistema esta en otra unidad
transcripcional (Ames, 1986). Esta organizacion aseguraria una estequiometria adecuada
entre los componentes, ya que se necesita la misma cantidad de componente de
membrana que de componente conservado. Sin embargo, como ya se ha comentado, la
proteina periplasmica es mucho mas abundante, y generalmente el gen que la determina
se encuentra al principio del operon. Esta localizacién podria permitir una mayor
expresion relativa de esta proteina, ya que la procesividad limitada de la RNA polimerasa,
junto con la degradacion preferente del RNAm en sentido 3'-5', pueden resultar en un
gradiente de expresion, favoreciendo la de los genes situados en el extremo 5' del oper6n
(Boos y Lucht, 1996).

Cuando existen dos proteinas periplasmicas para un mismo sistema de
transporte, normalmente los genes no se encuentran en el operon principal, sino que
son independientes del mismo, localizindose a veces en puntos alejados del genomio,
aunque en este caso los dos genes si suelen estar cercanos entre si (Boos y Lucht, 1996).

Modelo del mecanismo de transporte

Teniendo en cuenta una serie de datos experimentales, se ha propuesto un
modelo de funcionamiento de los sistemas de transporte multicomponente (Ames et al.,
1990). Una vez que el sustrato entra en el espacio peripldsmico, se une, de manera
reversible, a las proteinas de unién especificas alli presentes. La concentracion de
sustrato libre es la misma dentro y fuera del periplasma, pero la concentracion total
(sustrato libre y sustrato unido a proteina) es mayor dentro, siendo dependiente de la
concentracién de la proteina periplasmica y de su afinidad por el sustrato. La proteina
periplasmica parece experimentar un cambio de conformacién provocado por la union del

sustrato, aumentando su afinidad por el complejo de membrana con el que interacciona.
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Esta interaccién induciria a su vez un cambio de la conformacién de los componentes de
membrana, que daria lugar a la descarga del sustrato en el citoplasma de manera
concomitante con la hidrolisis de ATP. Finalmente, la proteina periplasmica se disociaria

del complejo de membrana.

1.4.3. Transporte de aminoéicidos, amonio y urea en cianobacterias

Transporte de aminoacidos

Los datos que existian sobre la capacidad de transporte de aminoacidos de las
cianobacterias en el momento de comenzar este trabajo eran escasos y fragmentarios. En
las estirpes mejor estudiadas, Anabaena sp. PCC 7120, Anabaena variabilis (PCC 7937) y
Synechocystis sp. PCC 6803, se habian caracterizado algunas actividades de transporte
utilizando aminoacidos marcados radiactivamente y se habian obtenido mutantes
espontaneos aislados como resistentes a analogos toxicos de aminoacidos, pero no se
habia identificado ningiin gen ni se conocia la estructura (mono o multicomponente) de
los posibles sistemas de transporte.

En la estirpe Anabaena sp. PCC 7120 se ha descrito la existencia de dos sistemas
de transporte para aminoacidos basicos (Herrero y Flores, 1990), uno activo de alta
afinidad (Kg para la Arg 1,7 uM y para la Lys 1,9 pM) y otro pasivo de baja afinidad (Kg
para la Arg 0,75 mM y para la Lys 0,11 mM), y se han aislado mutantes resistentes a la
canavanina y a la hidroxilisina (analogos toxicos de los aminoacidos Arg y Lys,
respectivamente) afectados en el transporte de aminoacidos basicos de alta afinidad.
Tanto el sistema de alta como el de baja afinidad contribuye al crecimiento de la estirpe
PCC 7120 utilizando la Arg como fuente de nitrégeno (aunque la Arg no reprime las
actividades nitrogenasa y nitrato reductasa de las células) (Herrero y Flores, 1990).
También se ha demostrado que esta estirpe es capaz de transportar Gln, Glu (Flores y
Muro-Pastor, 1988} y Phe (Xu y McAuley, 1990), y se han determinado los parametros
cinéticos correspondientes, resultando unos valores de Kg de 33 uM (GIn), 0,5 mM (Glu) y
6,7 uM (Phe).

En Anabaena variabilis (PCC 7937) se han encontrado sistemas de alta y baja
afinidad para el transporte de GIln (Kg 13,8 uM y 1,1 mM) y Glu (Kg 100 uM y 1,4 mM)
(Chapman y Meeks, 1983), v se ha aislado un mutante resistente a MSX (analogo toxico
de la Met y el Glu) afectado simultaneamente en el transporte de alta afinidad de Gln y
Glu, lo que sugiere la existencia de un componente comiin para el transporte de ambos
aminoacidos. Se ha demostrado también la capacidad de esta cianobacteria de
transportar Leu (Kg 10,8 uM) en un proceso dependiente de energia (Thiel, 1988).

En Synechocystis sp. PCC 6803 se han determinado las actividades de transporte
de aminoacidos basicos, neutros y acidos, y se han obtenido mutantes resistentes a la

canavanina, afectados en el transporte de Arg, Lys e His (y parcialmente en el de Gln), y
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mutantes resistentes a la azaleucina (analogo téxico de la Leu), afectados en el
transporte de todos los aminoacidos neutros excepto la Gln (Labarre et al., 1987). El
analisis genético del sistema de transporte de aminoacidos basicos ha revelado la
naturaleza compleja del mismo, existiendo elementos comunes para el transporte de Arg,
Lys y GlIn y elementos especificos, por lo que se ha propuesto que este sistema podria ser
de tipo multicomponente (Flores y Muro-Pastor, 1990).

Transporte de amonio

El transporte de amonio en cianobacterias se ha estudiado en Anabaena variabilis
(Rai et al., 1984) y Synechococcus sp. PCC 7942 (Boussiba et al.,, 1984), utilizandose como
sustrato metilamonio marcado radiactivamente. El metilamonio es un analogo
estructural del amonio que se emplea de modo generalizado en este tipo de estudios
debido a la dificultad de trabajar con amonio marcado en €l atomo de N. En dichas
cianobacterias se ha demostrado que el transporte de metilamonio es de tipo
concentrativo, y que su acumulacion en el interior celular se afecta por una serie de
inhibidores metabélicos, incluyendo algunos ionéforos. Los datos disponibles sugieren
que el trasporte de metilamonio esté mediado por una permeasa que mediaria un
transporte dependiente del potencial de membrana, con un valor de Kg de 7 pM
(Boussiba et al., 1984), aunque la Kg para el amonio, que seria el sustrato natural,
habria de ser menor.

El sistema de transporte de amonio/metilamonio se reprime en células cultivadas
con amonio (Boussiba y Gibson, 1987; Vega-Palas et al., 1990). A altas concentraciones
de amonio, la difusién en forma de amoniaco podria representar un mecanismo de
entrada al interior celular suficiente para cubrir las necesidades de nitrégeno del
organismo. No obstante, en los habitats naturales, en los que el amonio se encuentra a
bajas concentraciones, el sistema de transporte debe, l6gicamente, ser necesario para
mediar la entrada de este nutriente en la célula.

Transporte de urea ,

El transporte de urea en cianobacterias practicamente no ha sido estudiado, y
Gnicamente se ha descrito que la urea puede transportarse de modo activo y que el
sistema de transporte podria estar sujeto a represion por amonio (Healey, 1977;
Valladares et al., 1995).
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Los objetivos de esta tesis han sido:

1) caracterizar los sistemas de transporte de aminoacidos de las cianobacterias,
tomando como modelo la estirpe filamentosa formadora de heterocistos Anabaena sp.
PCC 7120 y haciendo luego extensivo este estudio a otras estirpes de cianobacterias,

2) identificar algunos de los genes que determinan proteinas de transporte de
aminoacidos en Synechocystis sp. PCC 6803 y Anabaena sp. PCC 7120,

3) establecer el papel fisiologico que desempenan los sistemas de transporte de
aminoacidos en las cianobacterias, con especial interés en la posible implicacion de éstos
en el proceso de diferenciacion del heterocisto y

4) identificar y caracterizar los genes que determinan los sistemas de transporte de

otros compuestos nitrogenados como la urea y el amonio en Synechocystis sp. PCC 6803.

Parte de los resultados que se presentan en este trabajo han sido ya publicados:

Montesinos ML, Herrero A y Flores E (1995) Amino acid transport systems
required for diazotrophic growth in the cyanobacterium Anabaena sp. strain PCC 7120. J.
Bacteriol. 177:3150-3157.

Montesinos ML, Herrero A y Flores E (1997) Amino acid transport in
taxonomically diverse cyanobacteria and identification of two genes encoding elements of
a neutral amino acid permease putatively involved in recapture of leaked hydrophobic

amino acids. J. Bacteriol. 179:853-862.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
2.1.1. Cianobacterias
2.1.1.1. Estirpes empleadas

Las estirpes silvestres de cianobacterias empleadas en este trabajo, asi
como la Seccion a la que pertenecen segan la clasificacién taxondmica propuesta por
Rippka et al. (1979), se recogen en la Tabla 1. En la Fig. 1 se muestran fotografias de
algunas de dichas estirpes tomadas al microscopio éptico.

La estirpe EF116, no incluida en la tabla, también se utilizd6 como control en
algunos experimentos. Esta estirpe es un mutante derivado de Anabaena sp. PCC 7120
incapaz de fijar dinitrégeno en condiciones aerdbicas debido a un defecto en la envuelta
del heterocisto (Wolk et al., 1988).

Tabla 1. Estirpes de cianobacterias utilizadas en este trabajo.
Estirpe Seccion
Anabaena sp. PCC 7120 (ATCC 27893)
Anabaena sp. PCC 7937 (ATCC 29413)
Calothrix sp. PCC 7601
Fischerella muscicola UTEX 1829
Nostoc sp. PCC 7413 (ATCC 29106)

Nostoc sp. PCC 7107 (ATCC 29150)
Pseudanabaena sp. PCC 6903 (ATCC 27190)
Synechococcus sp. PCC 7942

Synechocystis sp. PCC 6803 (ATCC 27184)

<

~ -~ B2 2 <2 9

2.1.1.2. Condiciones de cultivo

Las cianobacterias se cultivaban en medio BG11g (Rippka et al., 1979), que
consta de los siguientes componentes: NapCOg 0,2 mM, MgSO4 0,3 mM, CaCly 0,24 mM,
KoHPO4 0,2 mM, acido citrico 28,5 UM, citrato férrico aménico (17% Fe) 6 mg-1-1, Nag-
EDTA 2,4 uM, H3BO3 46 pM, MnCly 9,1 pM, NagMoO4 1,6 pM, ZnSO4 0,8 uM, CuSO4
0,3 UM y CoClg 0,2 pM. Los medios de cultivo se preparaban a partir de un concentrado
(100x) que contenia todos los componentes excepto el KoHPO4, que se afiadia antes de
autoclavar el medio. Como fuente de nitrogeno se utilizaba NaNOg3 a concentracion final
17,6 mM, denominandose entonces el medio BG11, o bien NH4Cl a concentracién final
2,5 6 5 mM. En este dltimo caso, el medio se tamponaba mediante la adicion de TES-
NaOH (pH 7,5), a doble concentracion que la utilizada de NH4Cl. Las disoluciones de

NH4Cl y TES se esterilizaban mediante filtraciéon y se anadian al medio después de que
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éste hubiera sido autoclavado. Cuando no se anadia ninguna fuente de nitrégeno
combinado el medio se denominaba BG11g.

En el caso de los cultivos liquidos, las cianobacterias se cultivaban en matraces
Erlenmeyers de 100 6 250 ml de capacidad, que contenian 50 ml del medio pertinente,
incubados a 30°C con luz blanca (75 uE-m'2~s’1) y agitacién continua (80-90 rpm) en
agitadores orbitales. Para la preparacion de medios sélidos se utilizaba agar Difco al 1%
(p/v) autoclavado por separado.

En el caso de los cultivos liquidos a emplear para el aislamiento de RNA, se
utilizaban tubos de 70 ml de capacidad, conteniendo 40 ml de medio BG11C (de
composicion idéntica al medio BG11 pero suplementado con 0,84 g:1-1 de NaHCO3) o
BG11¢oC suplementado con 15 mM de NH4Cl y 30 mM de TES-NaOH (pH 7,5), que se
burbujeaban con una mezcla (1,5% v/v) de COg2 y aire estéril.

Para cultivar los mutantes resistentes a analogos toxicos de aminoacidos, el
medio se suplementaba con el analogo correspondiente a la concentracién adecuada en
cada caso (véase mas adelante, Tabla 9). Los analogos se esterilizaban mediante
filtracién.

Para cultivar los mutantes resistentes a antibiéticos, el medio se suplementaba
con el antibiético apropiado esterilizado mediante filtracion, utilizandose las siguientes
concentraciones: kanamicina (Km) 50-300 pg-ml-!; cloranfenicol (Cm) 10-80 pg-ml-1;

estreptomicina (Sm) 2-5 ug-ml~!; espectinomicina (Sp) 2-5 pg-ml-1.

2.1.1.3. Curvas de crecimiento

Para determinar la tasa de crecimiento de las distintas estirpes silvestres y
mutantes de transporte de aminoacidos en medio BG11 y BG11g, las cianobacterias se
cultivaban inicialmente en medio BG11, suplementado con el analogo o antibi6tico
pertinente en el caso de los mutantes. Las células de dichos cultivos se recogian como se
indica en el apartado 2.1.3, se lavaban con medio BG11lg y se resuspendian en un
pequerio volumen del mismo medio, empleandose esta suspension celular para inocular
matraces con 50 ml de medio BG11 o BG11g (sin analogos ni antibiéticos afnadidos), a
razén de 0,2 ug Chl-ml-1. Tras distintos tiempos de incubacién en condiciones de cultivo
se tomaban y congelaban muestras de 200 ul de estos cultivos. La cantidad de proteina
de dichas muestras se determinaba como se indica en el apartado 2.9.1. Para descartar
cultivos en los que se hubieran acumulado revertientes, se media la actividad de

transporte de determinados aminoacidos utilizados como controles.
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Figura 1. Algunas cianob
empleadas en este trabajo.
Se muestran fotografias al micr

B y F; contraste de fases) de Anabaena sp.
PCC 7120 (A), Pseudanabaena sp. PCC
6903 (B), Calothrix sp. PCC 7601 (C),
Anabaena sp. PCC 7937 (D). Fischerella
muscicola UTEX 1829 (E), Synechococcus
sp. PCC 7942 (F) y Nostoc sp. 7107 (G),
cultivadas en medio BG11.
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2.1.2. Escherichia coli

2.1.2.1. Estirpes empleadas

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo y las caracteristicas mas

relevantes de su genotipo se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Referencia o
fuente
DHb5a supE44 Alac U169 (880 lacZAM15) hdsR17(rjc my¢’) Hanahan, 1983
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
SURE A(hsdRMS) mcrA mcrB nur endAl supE44 thi-1 A- Stratagene
gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC uvrC [F'
proAB lacl4ZAM15 Tn 10 (tet!)]
HB101 supFE44 hsdS20(rg mp") recAl3 ara-14 proA2 lacYl Boyer y
galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 mcrBg leuB6 thi-1 Roulland-
Dussoix, 1969
GM48 thr-1 leuB6 thi-1 lacY galK2 galT22 aral4 fhuA tsx Yanish-Perron
dam3 dcm3 supE44 etal, 1985

ED8654 lac-3 o lacY1l supE44 supF58 hsdR514 (rk'mk~) Murray etal,
recA56 mcrAl metB1 lacY galK2 galT22 trpR55 1977

BL21 (DE3) ompT (lon) hsdSg (rg"mp-); DE3 es un profago A  Studier et al,
portador del gen de la RNA polimerasa de T7 1990

2.1.2.2. Condiciones de cultivo
Para cultivar E. coli se utilizaba el medio rico Luria-Bertani (LB) (Sambrook
et al., 1989), cuya composicion es la siguiente: NaCl 10 g-1"1, Bactotriptona 10 gl'ly
extracto de levadura 5 g-1'1.

Para la preparacion de células competentes se utilizaban los medios ¥ o SOB
(Sambrook et al., 1989), segiin se indique (apartado 2.12.1). El medio ¥ esta compuesto
por: Bactotriptona 20 g-1"1, extracto de levadura 5 g-1"1, MgSO4 4 g1l y KCl 10 mM. El
medio SOB esta compuesto por: Bactotriptona 20 g-1-1, extracto de levadura 5 g1-1, NaCl
10 mM, KCI 2,5 mM y MgCly 10 mM, anadida esta ultima sal tras el proceso de
autoclavado.

En el caso de los cultivos liquidos se utilizaban tubos de 10 ml de capacidad
conteniendo 3 ml de medio (cultivo a pequena escala) o matraces Erlenmeyers de 1 1 de
capacidad conteniendo 200 ml de medio (cultivo a gran escala), que se incubaban en
agitadores orbitales (200 rpm) a 37°C. Para la preparacion de medio sélido, el medio LB
descrito anteriormente se suplementaba con agar al 1,5% (p/v).

Cuando era necesario, los cultivos se suplementaban con antibiéticos a las
siguientes concentraciones finales: ampicilina (Ap) 50-100 pg-ml-1; kanamicina (Km) 50
pg-ml-1; cloranfenicol (Cm) 25 pg-ml-!; estreptomicina (Sm) 25 pg-ml-!; espectinomicina

(Sp) 100 pg-mi-1,
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2.1.3. Método de recogida y lavado de células

Los cultivos de cianobacterias se recogian mediante centrifugacién a temperatura
ambiente en una centrifuga Heraeus modelo "Megafuge 1.0", a 4000 rpm durante 5-10
minutos. Cuando por razones experimentales era necesario lavar las células, éstas se
resuspendian en el medio o tampo6n adecuado y se centrifugaban, repitiéndose el proceso
al menos tres veces, utilizando un volumen equivalente al del cultivo original en cada
caso.

Los cultivos de E. coli a pequeiia escala se recogian mediante centrifugacion a 4°C
en una centrifuga Eppendorf refrigerada, o a temperatura ambiente en una centrifuga
Sorvall modelo "Microspin 24". En ambos casos se centrifugaba a 13000 rpm durante 2
minutos. Los cultivos de E. coli a gran escala se recogian a 4°C en una centrifuga Sorvall,

utilizando rotores SS34 (8000 rpm, 5 min) o GSA (4000 rpm, 10 min).

2.2. AISLAMIENTO DE MUTANTES ESPONTANEOS DE CIANOBACTERIAS
RESISTENTES A ANALOGOS TOXICOS DE AMINOACIDOS

Los mutantes resistentes a compuestos téxicos analogos de aminoacidos se
aislaron en cajas Petri que contenian medio sélido BG11, suplementado con el analogo
correspondiente a concentraciones inhibidoras del crecimiento de la estirpe silvestre en
cuestion. Las cajas se inoculaban con una suspension celular que contenia unos 10 ug
de Chl, utilizando 6 ml de agar de cobertera (0,5% p/v) en medio BG11, y las colonias que
aparecian después de 7-10 dias de incubacién en condiciones de cultivo se resembraban
en medio selectivo.

Los analogos toxicos empleados en este trabajo fueron: sulfato de L-canavanina
(analogo de Arg), d8-hidroxilisina (analogo de Lys), 4-aza-DL-leucina (analogo de Leu),
azaserina (analogo de Gln), L-metionina-D,L-sulfoximina (MSX) (analogo de Met y Glu) y
DL-etionina (analogo de Met). La canavanina se neutralizaba con NaOH antes de ser

filtrada.

2.3. ENSAYOS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS
2.3.1. Determinacion de la actividad de transporte de aminoécidos

Células cultivadas en medio liquido BG11, a menos que se indique otra cosa,
suplementado con el analogo o antibiético correspondiente en el caso de los mutantes,
se recogian y lavaban con tampoén Tricina-NaOH 25 mM (pH 8,1), como se indica en el
apartado 2.1.3, y se resuspendian en el mismo tampén. Los ensayos se llevaban a cabo a
30°C, en tubos situados en un bafio de paredes transparentes para permitir la
iluminacién de los mismos (luz blanca procedente de lamparas incandescentes, 100
W-m™2). El ensayo se iniciaba mezclando 1 ml de suspensién celular (conteniendo 3-15

pg Chl) con una disolucién (0,1 ml) en tampon Tricina del aminoacido cuya actividad de
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transporte se queria determinar. Los aminoacidos utilizados como sustrato fueron L-[U-
14Claminoacidos (4,5-70 uCi-umol-1), excepto en el caso de la metionina (L-[35S]Met, 84-
187 uCi-umol-1), a una concentraciéon de 110 pM (10 uM en el ensayo). El volumen total
de reaccion era 1,1 ml. Tras un tiempo de incubacién de 10 min (a2 menos que se indique
otra cosa), se tomaba una muestra de 1 ml que se filtraba a través de un filtro Millipore
HA de 0,45 pm de diametro de poro y se lavaba con 5-10 ml de tampoén Tricina. Los filtros
se introducian en viales a los que se anadian 5 ml de liquido de centelleo y se
determinaba la radiactividad en un contador de centelleo liquido marca Beckman modelo
"LS6000IC". Como blanco se utilizaba la radiactividad retenida por una suspension de

células hervidas procesada de la misma manera.

2.3.2. Determinacion de la linearidad de los ensayos

Para estudiar la linearidad del transporte se realizaron ensayos utilizando células
de la estirpe PCC 7120 cultivadas en medio BG11. Estos ensayos se iniciaban mediante la
adicién de 0,5 ml de una disolucién 170 pM del aminoacido marcado (22-45 pCi-pumol-1)
a 8 ml de una suspension celular (9-15 g Chl-ml™ 1), resultando de este modo una
concentracion final en el ensayo de 10 uM. A distintos tiempos (1, 3, 6, 10, 15, 20y 30
min) se tomaban muestras de 1 ml, las cuales se filtraban, lavaban y procesaban como se

indica en el apartado anterior.

2.3.3. Determinacion de los parametros Ksy Vinax

Los ensayos para determinar los valores de Kgy Vmagx del transporte de
aminoacidos se realizaron utilizando las siguientes concentraciones de sustrato: 0,5-20
UM para la Gly, 15-800 uM para el Asp, 50-2000 pM para el Glu y 5-400 uM para el resto
de aminoacidos, en el caso de las estirpes PCC 7120 y CS343; 0,5-400 uM para el Asp en
el caso de las estirpes PCC 6903, CS446 y CS448; 0,05-400 pM para la Arg en el caso de la
estirpe PCC 7413 y, finalmente, 0,25-400 uM para el Glu en el caso de las estirpes PCC
6803 y CSX28a. Los ensayos se iniciaban mediante la adicién de 0,25 ml de suspensién
celular (1,4-15,7 pg Chl} en tampoén Tricina a una disolucién de sustrato en el mismo
tampén. El volumen total de reaccién era de 1,05 ml y el tiempo de incubacién de 1 min,
tras el cual se tomaba una muestra de 1 ml que se filtraba, lavaba y procesaba como en
el caso anterior. La radiactividad empleada era 1,4-15,7 pCi-umol-1 (14C), excepto para la
Gly (36,6 uCi-umol-!, 14C), el Glu en el caso de la estirpe PCC 7120 (0,6 pCi-umol-1, 14¢)
y la Met (8,4 uCi-pumol-1, 355).

Los valores de Ksy Viqnax se estimaban a partir de las representaciones de
Lineweaver-Burk (en el caso de los ensayos con las estirpes PCC 7120 y CS343) o Eadie-
Hofstee (en el caso de los ensayos con las estirpes PCC 6903, CS446, CS448, PCC 7413,
PCC 6803 y CSX28a).
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2.3.4. Determinacion del efecto de la adici6on de aminodcidos no marcados
radiactivamente sobre el transporte de aminoicidos marcados (ensayos de
competencia)

Para determinar el efecto inhibidor de algunos aminoacidos sobre el transporte de
Asn, Leu, Met o Thr en la estirpe PCC 7120, se midi6 el transporte de estos aminoacidos
(marcados radiactivamente) a concentraciéon 10 uM en presencia de 500 uM del
aminoacido no marcado radiactivamente cuyo efecto inhibidor se queria probar. Los
ensayos se iniciaban mediante la adicién de las células (9 pg Chl) a la disolucién de
aminoacidos. La radiactividad utilizada era de 8-9 uCi-umol~! (14C), excepto en el caso de
la Met (80 pCi-pmol-!, 358). El volumen total de reaccion era 1,15 ml y el tiempo de
incubacion de 10 min, tras los cuales se filtraba 1 ml de suspension celular, que se

lavaba y procesaba como en los casos anteriores.

2.4. ENSAYOS DE TRANSPORTE DE UREA, CIANATO Y METILAMONIO
2.4.1. Transporte de urea

Para la determinacion de la actividad de transporte de urea en la estirpe PCC 6803
y en mutantes derivados de la misma se utilizaba [L4C]CO(NH32)2 a una concentracion
final en el ensayo de 1,6 pM. Las células se cultivaban previamente en medio BG11 y se
incubaban en medio BG11g durante 8-10 h para hacerlas deficientes en nitrégeno. El
procedimiento seguido para realizar los ensayos era basicamente el mismo que se
describe en el apartado 2.3.1 para los ensayos de transporte de aminoacidos. La
radiactividad empleada era 50 pCi-umol-l, y las suspensiones celulares utilizadas
contenian 3,8-5,7 pg de Chl-mi- 1.

2.4.2. Transporte de cianato

Para la determinacion de la actividad de transporte de cianato en la estirpe PCC
6803 y en mutantes derivados de la misma se utilizé [14C]JKCNO a una concentracién
final en el ensayo de 0,8 uM. Las células se cultivaban en medio liquido BG11,
utilizindose en los ensayos suspensiones celulares que contenian 7,8-12,7 ug de Chl-ml-
1, La radiactividad especifica empleada era de 54,5 uCi-umol-1. El procedimiento seguido
para los ensayos fue similar al que se describe en el apartado 2.3.1 para los ensayos de

transporte de aminoacidos.

2.4.3. Transporte de metilamonio

La actividad de transporte de metilamonio de la estirpe PCC 6803 y de los
mutantes derivados de la misma se determinaba utilizando [14CJCH3NH3*Cl como
sustrato. Las células cultivadas en medio BG11 o BG11p suplementado con NH4Cl o

cultivadas en BG1l1 e incubadas en medio BGllg (carente de fuente de nitrégeno)
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durante 6 h, se recogian, lavaban y resuspendian en tampén KHoPO4 20 mM-NaHCOs3
10 mM-NaOH (pH 7,1). Los ensayos de transporte se realizaban segtin un procedimiento
similar al que se describe en el apartado 2.3.1 para el transporte de aminoacidos, pero
utilizando tampén fosfato-bicarbonato (pH 7,1) en lugar de tamp6n Tricina y midiendo el
transporte de 1 pM de sustrato en ensayos de 10 min. Las suspensiones celulares
contenian 4,3-15,6 ug de Chl'-ml-! y la radiactividad especifica utilizada era de 50
uCi-umol-1.

Se realizaron ensayos para determinar la dependencia del transporte de
metilamonio respecto al tiempo en la estirpe PCC 6803 y en mutantes derivados de la
misma. Para ello se utilizaron células cultivadas inicialmente en medio BG11 o medio
BG11g suplementado con 2,5 mM de NH4Cl y 5 mM de TES-NaOH (pH 7,5), que se
incubaron posteriormente en medio BG11g (carente de fuente de nitrégeno) durante 6 h.
Los ensayos se iniciaban mediante la adicién de 0,2 ml (en el caso de la estirpe PCC 6803)
6 0,9 ml (en el caso de los mutantes) de una disolucion de [14C]CH3NH3* (50 puCi-pmol-1)
a un cierto volumen (2 ml para la estirpe PCC 6803 y 9 ml para los mutantes) de
suspension celular (4,5-5,4 ug de Chl-ml-!), resultando una concentracién de sustrato
en el ensayo de 1 uM en el caso de la estirpe PCC 6803, y 50 nM en el caso de los
mutantes. A distintos tiempos se tomaban muestras de 250 pl o 1 ml, segun el caso, que
se filtraban, lavaban y procesaban como en los casos anteriores. ,

Para determinar el efecto inhibidor del amonio sobre el transporte de metilamonio
en la estirpe PCC 6803, se midié la actividad de transporte de [14C]CH3NH3* en ausencia
y presencia de NH4Cl (no marcado). El ensayo se inicié mediante la adicion de 0,2 ml de
una disolucién de [14C]JCH3NH3+ 127 pM (50 pCi-pumoll) (concentracién final de
metilamonio en el ensayo 7,9 uM) a 3 ml de una suspension de células (8 ug de Chl-ml-1)
cultivadas en medio BG11 e incubadas durante 6 h en medio BGl1lg, tomandose
muestras de 0,1 ml a intervalos de 1 min. Tras 6 min de ensayo se afiadieron 0,1 ml de
una disolucién de NH4Cl 700 uM (concentracion final 25 uM) y de nuevo se tomaron
muestras cada minuto. Las muestras se filtraban y lavaban como se describi6

anteriormente.

2.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD NITROGENASA Y DETERMINACION DE LA
FRECUENCIA DE HETEROCISTOS

Para la determinacién in vivo de la actividad nitrogenasa de la estirpe PCC 7120 y
de los mutantes de transporte de aminoacidos derivados de la misma, se empleaban
cultivos que habian crecido en medio BG11, con o sin analogos anadidos. Cuando los
cultivos no habian sido suplementados con analogos, se controlaba la aparicién de
revertientes midiendo el transporte de algunos aminoacidos. Los cultivos se recogian y se

lavaban con medio BG11g como se describidé en el apartado 2.1.3, y las suspensiones

42



Materiales y Métodos

celulares resultantes se utilizaban para inocular matraces con medio BG11g, a razon de
1 pg Chl-ml~l. La actividad nitrogenasa y la frecuencia de heterocistos de estos cultivos
se determinaban tras 48 horas de incubacién en condiciones de cultivo.

Para medir la actividad nitrogenasa se empleaba el método de reduccién de
acetileno descrito por Stewart et al. (1967). Se recogian 10 ml de cultivo (2,5-22 pg Chl),
cuyas células se resuspendian en 2 ml de medio BG11g, pasandose la suspension celular
a matraces Erlenmeyers de 17 ml de capacidad que se cerraban con un tapén de goma.
Se inyectaban 2 ml de acetileno, resultando asi una atmoésfera de un 13,3% (v/v) de
acetileno en aire. La cantidad de etileno producido tras 30-60 min de incubacion en
condiciones de cultivo (con agitacién y luz a 30°C) se determinaba, mediante
cromatografia de gases, en muestras de 1 ml de la fase gaseosa de los matraces. El
cromatografo PYE Unicam 204 utilizado estaba equipado con un inyector, una columna
Porapak Q y un detector de ionizaciéon de llama, mantenidos a una temperatura de 100,
80 y 150°C respectivamente. Las presiones parciales de los gases utilizados durante la
cromatografia eran 2 kg-cm=2 para el Hy y 0,4 kg-cm™2 para el aire y el No. La sefial de
salida se procesaba con un integrador PYE Unicam DP88 que proporcionaba el area de
cada pico detectado por el cromatografo. El aparato se calibraba con cantidades
conocidas de etileno.

La frecuencia de heterocistos se determinaba examinando al microscopio dptico
las suspensiones celulares, contando el nimero de heterocistos presentes en un total de
2500-6000 células.

2.6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD GLUTAMINA SINTETASA

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se determinaba segin el
método descrito por Shapiro y Stadtman (1970). Para ello se centrifugaba un volumen de
suspension celular que contenia 3-6 ug de Chl y las células se resuspendian en 0,8 ml de
una mezcla de ensayo que contenia: tampon HEPES-NaOH 66,7 mM (pH 7,0), L-GIn 40
mM, MnClp 4 mM y ADP 0,5 mM. A esta suspension se afladian 0,1 ml de una mezcla
recién preparada, en proporcién 1:1 (v/v), de unas disoluciones de cloruro de
hidroxilamina 1,2 M y NaOH 1,2 M y, para permeabilizar las células, 20 pl de una
disolucion del detergente MTA al 1,25% (p/v) en agua. Después de agitar vigorosamente
durante 10 s, la reaccién se iniciaba por adiciéon de 50 pl de una disolucion de
NagHAsO4 0,4 M. Como blanco se realizaban ensayos paralelos que contenian agua en
lugar de arseniato. La mezcla de reacciéon se incubaba durante 15 min a 30°C, y la
reaccién se detenia por adicion de 2 ml de una disolucién de FeCls en medio acido, que
también permitia revelar el y-glutamilhidroxamato producido en la reaccion. La
disolucion de FeCl3 contenia 7,7 ml de HCI al 35% (v/v), 12 g de acido tricloroacético y
33,3 g de FeCl3:6H20 en un volumen final de 1 1. Tras la adicion de la disolucion de
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FeCls, la mezcla resultante se centrifugaba y se media la absorbancia del sobrenadante a
500 nm. La concentraciéon del complejo coloreado formado se determinaba usando un
coeficiente de extincion E=0,89 mM~l-cm~l. Una unidad de actividad enzimatica
corresponde a la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 pumol de y-

glutamilhidroxamato por min.

2.7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD UREASA

La actividad ureasa se media en células permeabilizadas por adicion de MTA. La
mezcla de reaccién contenia en un volumen de 1 ml: una suspensién celular
conteniendo 17-20 ug de Chl, tampén Tricina-NaOH 40 mM (pH 8,1), urea 25 mM y MTA
0,1 mg-ml~l. Tras 30 min de incubacién a 30°C la mezcla de reaccion se centrifugaba
durante 5 min a 4°C en un tubo de microcentrifuga, y el amonio producido se
determinaba afiadiendo a un volumen de 0,1 ml del sobrenadante obtenido 0,9 ml de
agua y 0,5 ml de un reactivo comercial ("Sigma ammonia color reagent") que contiene
una sal doble de iodo y mercurio, midiéndose a continuacién la absorbancia a 430 nm
del compuesto coloreado formado. Como blanco se realizaban ensayos paralelos que
contenian agua en lugar de urea. Para la determinacién de la cantidad de amonio se

realizaba una curva patrén con concentraciones conocidas de NH4Cl.

2.8. RESOLUCION Y CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS Y OTROS COMPUESTOS
METABOLICOS
2.8.1. Obtencion y preparacion de las muestras

Las muestras para determinar la acumulacion intracelular de los aminoacidos
marcados radiactivamente suministrados en los ensayos de transporte, asi como para
estudiar el destino metabdlico de los mismos en la estirpe PCC 7120, se obtenian
incubando los filtros procedentes de dichos ensayos (ensayos de 11 min en los que la
concentracion de sustrato era 10 uM) en 2 ml de agua hirviendo durante 5 min. Las
suspensiones resultantes se centrifugaban, y una porcion del sobrenadante obtenido se
congelaba y liofilizaba, disolviéndose después en un pequeiio volumen de agua (50-100
ul). Una alicuota (10 ul) de las muestras asi generadas se sometia posteriormente a
cromatografia en capa fina (TLC).

Para la determinacién de la acumulacion intracelular del metilamonio marcado
radiactivamente suministrado en los ensayos de transporte de la estirpe PCC 6803, se
procedia de manera similar a la descrita arriba, pero la concentracion de metilamonio era
de 1 uM y el tiempo de ensayo de 9 min. Las células empleadas en los ensayos de
transporte se habian cultivado en medio BG11, e incubado posteriormente durante 6

horas en medio BG11g (carente de fuente de nitrégeno).
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Para las medidas de acumulacion extracelular de aminoacidos en el medio de
cultivo se utilizaban células cultivadas en medio BG11, suplementado con el analogo o
antibiético pertinente en el caso de las estirpes mutantes. Dichas células se recogian, se
lavaban y se resuspendian en medio BG11 o BG11g sin analogos, a razon de 1 pg Chl-ml”
1 Tras 46-51 horas de incubacion en condiciones de cultivo, se tomaban muestras que
se filtraban a través de filtros Millipore HA de 0,45 um de diametro de poro. Una porcion
de la disolucién filtrada (medio de cultivo sin células) se congelaba, se liofilizaba y se
disolvia en un pequeno volumen de agua (100 pl). Los aminoacidos presentes en estas
muestras se resolvian mediante cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC).

Como acercamiento experimental alternativo para detectar la liberacion de
aminoacidos al medio, células cultivadas en medio BG11, recogidas y lavadas como en el
caso anterior, se resuspendian en tubos que contenian 2,5 ml de medio BG11y 10 uCi de
[14C]NaHCO3 (55 uCi-pmol-1). Tras 74 horas de incubacién en condiciones de cultivo, se
filtraban 2 ml de muestra, y la disoluci6n filtrada se congelaba y liofilizaba, disolviéndose
el residuo seco en 100 ul de agua. En este caso los aminoacidos se resolvian mediante
TLC.

Para la determinaciéon de los niveles intracelulares de aminoacidos se empleaba la
cantidad de material celular indicada en cada caso, utilizandose células cultivadas en
medio BG11 con el analogo pertinente en el caso de los mutantes de transporte. Las
células se lavaban con medio BG11 o tampén Tricina-NaOH 25 mM (pH 8,1) y se
resuspendian en 2 ml del mismo medio o tampén. Las suspensiones celulares se hervian
5 min y se centrifugaban, y los aminoacidos presentes en el sobrenadante obtenido se
resolvian mediante HPLC.

Para el calculo de las concentraciones intracelulares de los metabolitos
estudiados se asumié un volumen intracelular de 5 ul por mg de proteina o 125 ul por mg

de Chl (Ihlenfeldt y Gibson, 1975; Raboy y Padan, 1978).

2.8.2. Cromatografia en capa fina (TLC)

Las muestras a analizar se aplicaban a placas de capa fina (0,1 mm) de celulosa
de 20 x 20 cm (Merck, producto nimero 5716) en las que se sometian a una separacion
bidimensional. El solvente utilizado en la primera dimensién era n-butanol-acetona-
hidréxido aménico-agua (20:20:10:4 v/v) y en la segunda dimensién isopropanol-acido
formico-agua (20:1:5 v/v). Para detectar las manchas radiactivas, las placas se exponian
a peliculas radiograficas durante una semana o se analizaban en un contador
bidimensional de radiaciéon B InstantImager (Packard). Cuando las placas se analizaban
mediante autorradiografia convencional, la cuantificacion de la radiactividad contenida
en cada mancha se realizaba raspando la celulosa de la zona de la placa responsable de

la mancha autorradiografica observada y midiendo su radiactividad en un contador de
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centelleo liquido. La identificaciéon de los metabolitos responsables de las manchas
radiactivas se hacia mediante co-cromatografia, suplementando las muestras radiactivas
con aminoacidos no marcados y revelando los mismos con una disolucién de ninhidrina
tras la cromatografia. Esta disolucién de ninhidrina se preparaba disolviendo 500 mg de
ninhidrina en 50 ml de acetona y anadiendo una disolucién de 50 mg de acetato de
cadmio en una mezcla de 5 ml de agua y 1 ml de acido acético glacial.

Las muestras procedentes de los ensayos de transporte de metilamonio se
analizaban de manera similar, mediante TLC unidimensional, empleando un solvente

compuesto por isopropanol-acido férmico-agua (20:1:5 v/v).

2.8.3. Cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC)

Para la resolucion de aminoacidos mediante HPLC se utilizaban dos métodos
diferentes. Ambos implicaban la derivatizacion de los aminoacidos presentes en las
muestras con o-ftalaldehido (OPA). La mezcla derivatizante se preparaba mezclando 4,5
ml de borato sodico 0,4 M (pH 10,0) con 0,5 ml de disolucién OPA (54 mg de OPA en 1 ml
de metanol) y 0,2 ml de B-mercaptoetanol. En ambos métodos se utilizaba una mezcla de
aminoacidos de composicién y concentracién conocidas (disolucién estandar de
aminoacidos "AA-S-18" de Sigma) para calibrar el cromatégrafo, y la identificacién de
cada pico se realizaba mediante co-cromatografia. El cromatégrafo utilizado (Waters)
estaba equipado con dos bombas, un detector de absorbancia Lambda-Max modelo 481 y
un detector de fluorescencia modelo 420-AC. Los cromatogramas generados por el
aparato se analizaban utilizando el programa Baseline 810.

Segan el primer método (Método 1) (Martinez-Force y Benitez, 1991), un volumen
de 25 pl de muestra se mezclaba con 75 l de mezcla derivatizante y, tras un tiempo de
reaccién de 90 segundos a temperatura ambiente, se inyectaba en el cromatégrafo. Para
la separacion cromatografica se utilizaba un gradiente de dos solventes: el solvente A
contenia fosfato sédico 400 mM (pH 7,2), tetrahidrofurano y agua (5:1,5:93,5 v/v), y el
solvente B contenia fosfato sédico 400 mM (pH 7,2), acetonitrilo y agua (2,5:55:42,5 v/v).
El programa de gradiente empleado era el siguiente: tiempo 0, 0% solvente B; 0,8 min, 0%
B; 4,2 min, 20% B; 6,6 min, 20% B; 8,5 min, 30% B; 10,6 min, 30% B; 13,3 min, 38% B;
14,8 min, 40% B; 15,4 min, 42% B; 15,8 min, 43% B; 20 min, 60% B; 23 min, 0% B. El
cromatégrafo utilizaba una columna de fase reversa LiChrospher 100 RP-18 (5 pm) de
Merck. La deteccién se realizaba midiendo la absorbancia a 340 nm o la emisién de
fluorescencia a 425 nm. Los aminoacidos Pro, Lys y Cys no podian detectarse mediante
este método.

En el segundo método (Método 2) (Farfan et al., 1996), la derivatizacion e
inyeccién de la muestra se hacian de modo automatico mediante un inyector Waters 715

Ultra Wisp conectado al cromatografo, y la deteccion se realizaba midiendo la emisién de
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fluorescencia a 425 nm. En este método, el solvente A consistia en metanol,
tetrahidrofurano y tampén (2:2:96 v/v) y el solvente B en metanol y agua (65:35 v/v). El
tampoén consistia en NagHPO4 0,05 M y acetato sodico 0,05 M, ajustado a pH 7,5 con
acido acético glacial. El programa de gradiente empleado era el siguiente: tiempo 0, 0%
solvente B; 11,5 min, 50% B; 20,5 min, 100% B; 25,5 min, 0% B; 30 min, 0% B. Se
utilizaba una columna Waters Resolve C18 (5 pm) de 3,9 mm x 150 mm. Los aminoacidos

Pro y Cys no podian detectarse mediante este método.

2.8.4. Determinacién de aminoéicidos totales con ninhidrina

Para determinar la cantidad total de aminoacidos presentes en una muestra, se
mezclaba 1 ml de muestra con 1 ml de reactivo de ninhidrina y, después de agitar, se
calentaba en un bafio a 100°C durante 15 min. El reactivo de ninhidrina consistia en
una mezcla de 0,8 g de ninhidrina, 0,12 g de hidrindantina, 30 ml de
etilenglicolmonometiléter y 10 ml de tampén acetato 4 M (pH 5,5). Tras enfriar las
muestras a temperatura ambiente, se afiadia 1,5 ml de etanol al 50% (v/v) y, tras 10 min
a temperatura ambiente, se media la absorbancia a 570 nm. En cada ensayo se realizaba

una curva patrén con cantidades conocidas del aminoacido L-Ala.

2.9. DETERMINACION DE PARAMETROS CELULARES
2.9.1. Determinacion de proteina

La cantidad de proteina total de las suspensiones celulares se determinaba
siguiendo el método descrito por Lowry et al. (1951) con las modificaciones introducidas
por Markwell et al. (1978). Se mezclaban muestras de 200 pl de suspensién celular con 50
pl de NaOH 0,5 Ny 750 ul de una mezcla (en proporciéon 100:1) de las disoluciones Ay B,
cuya composicién se especifica a continuacién. Disolucién A: NapCO3 2%, NaOH 0,4%,
tartrato sodico potasico 0,16%, SDS 1% (p/v). Disolucién B: CuSO4-5H20 4% (p/v). Tras
15 min de incubacién a 30°C se anadian 75 pl de reactivo de Folin-Ciocalteus (Merck)
diluido en agua (1:1 v/v) y se incubaba de nuevo a 30°C durante 30 min. A continuacion
se media la absorbancia a 750 nm. Para cada determinacién se realizaba una curva

patrén con cantidades conocidas de seroalbiimina bovina.

2.9.2. Determinaciéon de clorofila

El contenido en clorofila a (Chl) de las suspensiones celulares se determinaba
espectrofotométricamente en extractos metanolicos (Mackinney, 1941). Un volumen de
suspension celular de 100 pl, conteniendo un maximo de 60 pg de Chl, se mezclaba con
1 ml de metanol en un tubo de microcentrifuga y, tras agitacién vigorosa, la suspension
resultante se centrifugaba a 13000 rpm durante 2 min. La concentracién de clorofila en

el sobrenadante se estimaba en base a su absorbancia a 665 nm, utilizandose un
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coeficiente de extincion E=74,46 (mg/ml)'l-cm‘l. La cantidad de células que contiene 1

ug de Chl contiene aproximadamente 25-30 pg de proteina.

2.10. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE DNA
2.10.1. Plasmidos utilizados
Los plasmidos utilizados en este trabajo no construidos durante la realizacion del

mismo se relacionan en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

expresa constitutivamente el producto de
dicho gen

Plasmido Descripcién Retferencia o
fuente
pGEM-T Vector (ApT) para la clonacion de productos Promega
generados mediante PCR
pIC20R Vector (Ap®) de clonacion Marsh et al.,
1984
pBluescript SK (+) Vector (Ap®) de clonacién Stratagene
pRL500 Vector (Ap") de seleccién positiva de clones Elhai y Wolk,
recombinantes 1988a
PRL463 Vector (Ap*Sm!'Sp’) de seleccion positiva que  Elhai y Wolk,
contiene la casete de resistencia a Sm y Sp 1988a
C.S3
pPRL171 Vector (Ap*CmT) de seleccion positiva que Elhaiy Wolk,
contiene la casete de resistencia a Cm C.C1 1988a
pRL278 Vector (Km') movilizable que contiene el gen  Caiy Wolk,
sacB para la seleccion positiva de dobles 1990
recombinantes en Anabaena sp. Utilizado
también como fuente de la casete de
resistencia a Km C.K3
pRL528 Vector (CmT) portador del gen mob y de los  Elhai y Wolk,
genes de las metilasas de sitios de restriccion 1988b
Avdl y Eco471l (isoesquizémero de Avall)
PRL591-W45 Vector (Km") portador del gen de la metilasa  Elhai et al.,
de sitios de restriccion Avalll 1994
pRL443 Plasmido (Ap'Tc”) conjugativo de amplio Elhaiy Wolk,
espectro, derivado de RP4, capaz de movilizar 1988b
plasmidos derivados de ColE1
pCSAM70 Plasmido (ApY) derivado del vector de  A.M. Muro-
expresion pQE9 (Quiagen, Inc.), portador del Pastor,
gen ntcA de Anabaena sp. PCC 7120 clonado 1o publicado
en fase
pREP4 Plasmido (KmF) portador del gen lacl, que Quiagen, Inc.
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2.10.2. Aislamiento de plismidos de E. coli a pequefia escala

Se utilizaba el procedimiento denominado "lisis alcalina” descrito por Sambrook
et al. (1989). Las células contenidas en 3 ml de cultivo se recogian mediante
centrifugacién en tubos de microcentrifuga y se resuspendian en 100 pl de Disolucion I
(Tris-HCI 25 mM [pH 8,0], glucosa 50 mM, EDTA 10 mM [pH 8,0}); a continuacién se
afiadian 200 pl de Disolucién II (NaOH 0,2 N, SDS 1% [p/v]) y se agitaba brevemente,
produciéndose asi la lisis celular. Se anadian entonces 150 pl de Disolucion III (acetato
potasico 5M [pH 4,8]) y los tubos se agitaban suavemente, se incubaban 5 min en hielo y
se centrifugaban a continuacion a 4°C y 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se
pasaba a un tubo limpio y se extraia con 1 volumen de fenol:cloroformo (1:1 v/v), se
separaban las fases mediante centrifugacién y la fase acuosa se precipitaba con 2
volimenes de etanol absoluto. El precipitado se lavaba con etanol al 70% (v/v}, se secaba
y se resuspendia en 20 6 25 pl de T1/10E (Tris-HCI 10 mM [pH 8,0], EDTA 0,1 mM [pH
8,0]).

2.10.3. Aislamiento de plasmidos de E. coli a gran escala

Se utilizaba el procedimiento descrito por Heilig et al. (1994) que incluia lisis
alcalina de las células y purificacién del DNA plasmidico mediante precipitacion con
polietilénglicol (PEG). Las células contenidas en 200 ml de cultivo se recogian mediante
centrifugacién y se resuspendian en 4 ml de Disolucion I (ver apartado 2.10.2),
afadiéndose a la suspension celular resultante 25 mg de lisozima disueltos en 1 ml de
Disolucién I. Tras incubar 10 min a temperatura ambiente, se afadian 10 ml de
Disolucion II (ver apartado 2.10.2) y se incubaba durante 10 min en hielo. A
continuacion se anadian 7.5 ml de acetato potasico 3 M (pH 5,5) y se volvia a incubar
durante 10 min en hielo. Tras centrifugacién para precipitar los restos celulares, el
sobrenadante se transferia a un tubo limpio y se annadian 0,6 volimenes de isopropanol.
Después de incubar los tubos durante 15 min a temperatura ambiente, se centrifugaba y
el precipitado obtenido se lavaba con etanol al 70% (v/v), se secaba brevemente y se
resuspendia de nuevo en 1 ml de Disolucién 1. Tras 20 min de incubacion a 37°C en
presencia de RNasa a una concentracion final de 20 ug‘ml‘l, se afladian 2 ml de
Disolucién I y 1,5 ml de acetato potasico 3 M, se centrifugaba y el sobrenadante
obtenido se sometia a extraccion con fenol y, posteriormente, con fenol:cloroformo (1:1
v/v). A continuacion se afiadian a la fase acuosa 0,25 volumenes de acetato aménico 10
M y 2 volamenes de etanol absoluto. Después de 10 min a -70°C se centrifugaba y el
precipitado obtenido se lavaba con etanol al 70% (v/v) y se secaba. Este precipitado
resuspendido en 2 ml de T1/10E se suplementaba con 0,8 ml de disolucién PEG (PEG
8000 30% [p/v], NaCl 1,6 M) y se incubaba a 0°C durante 15 horas. El DNA plasmidico se

recogia entonces mediante centrifugacion (8000 rpm, en un rotor SS34, durante 20 min
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a 4°C), se resuspendia en 1 ml de T1/10E y se precipitaba con 2 volimenes de etanol y
0,1 volimenes de acetato sodico 3M (pH 5,5). El precipitado se lavaba con etanol al 70%
(v/v), se secaba y se resuspendia finalmente en 200 pul de T1/10E.
2.10.4. Aislamiento de DNA total de cianobacterias

El aislamiento de DNA total de cianobacterias se realizaba siguiendo el método
descrito por Cai y Wolk (1990). Para ello se partia de un cultivo de 50 ml, que se recogia
mediante centrifugacién, resuspendiéndose las células en 400 ul de T1/10E. A esta
suspensién celular se le afiadian 150 pl de perlas de vidrio (0,25-0,3 mm de diametro)
previamente lavadas con acido nitrico y agua y esterilizadas a 180°C, 20 ul de SDS al
10% (p/v) y 450 pl de una mezcla 1:1 (v/v) de fenol:cloroformo. La mezcla resultante se
sometia a 5-10 ciclos de agitacién vigorosa (1 min) e incubacion en hielo (1 min).
Finalmente, se centrifugaba a 13000 rpm durante 15 min a 4°C y se recuperaba el
sobrenadante, que se sometia a extracciones sucesivas con 1 volumen de fenol, dos veces
con 1 volumen de fenol:cloroformo 1:1 (v/v) y, finalmente, con un volumen de cloroformo.
La fase acuosa final se precipitaba con 2 volamenes de etanol absoluto y 0,1 volimenes
de acetato sodico 3 M (pH 5,2), se centrifugaba a 13000 rpm durante 15 min a 4°C y se
lavaba con etanol al 70% (v/v). El DNA precipitado se resuspendia en 30 pl de T1/10E.

El el caso de Fischerella muscicola UTEX 1829 las células se recogian mediante
centrifugacién y se congelaban con Ng liquido, machacandose a continuacién en un
mortero con perlas de vidrio (0,25-0,3 mm de diametro). El resto del proceso de

aislamiento de DNA era igual al descrito anteriormente.

2.10.5. Determinacién de la concentracion de DNA

La concentracion de DNA se determinaba sometiendo una muestra de la
preparacion a electroforesis en un gel de agarosa con bromuro de etidio, tal como se
explica en el apartado siguiente, y comparando la intensidad de la banda obtenida con
las de un patron de DNA del fago A de cantidad conocida.

En algunos casos también se hacia una determinacién espectrofotométrica,
midiendo la A26onm (Sambrook et al., 1989).

2.10.6. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizaba mediante electroforesis en geles
de agarosa, segun se describe en Sambrook et al. (1989). Los geles de agarosa se
preparaban en tampén TBE 0,5x. El tampén TBE 1x consistia en Tris-borato 90 mM y
EDTA 2 mM (pH 8,0). La concentracion de agarosa de los geles variaba entre el 0,6% y el
1% (p/v), dependiendo del rango de resolucion de tamarios requerido. Las muestras se
trataban con RNasa (concentracién final 0,05 ug-ul'l) antes de ser sometidas a

electroforesis y se suplementaban con 0,1 voltimenes de tamp6n de carga 10x compuesto
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por glicerol al 50% (v/v), azul de bromofenol al 0,4% (p/v) y xileno-cianol FF al 0,4%
(p/v). Como patrones de tamaro se utilizaban los fragmentos del DNA del fago A digerido
con Clal. Las electroforesis se llevaban a cabo en aparatos horizontales marca Pharmacia
modelos GNA-100 y GNA-200. Para la deteccion del DNA se aitadia bromuro de etidio a
los geles de agarosa a una concentracion de 1 pg-ml~!. El DNA se visualizaba iluminando
los geles con un transiluminador de luz ultravioleta marca UVP y se fotografiaba
utilizando un equipo formado por una camara de video UVP, un monitor Sony, una

impresora videografica Sony y una unidad Imagestore 5000 UVP.

2.10.7. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA separados por electroforesis se extraian de los geles de
agarosa mediante la utilizacion del juego de reactivos Geneclean II (BIO 101 Inc., USA).
La extraccion mediante este procedimiento se basa en la solubilizacion de la agarosa en
presencia de Nal 6 M y en la union del DNA a perlas de vidrio. Para llevar a cabo la
misma, el trozo de gel que contenia el DNA a aislar se cortaba y se trataba siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para el aislamiento de fragmentos pequenios de DNA se utilizaban membranas de
DEAE-celulosa (NA 45, Schleicher & Schuell) tratadas previamente con NaCl 2,5 M
durante varias horas y lavadas abundantemente con HoO. Para la eluciéon del DNA, la
membrana se calentaba a 68°C durante 30 min en 400 ul de disoluciéon de elucion que
consistia en: Tris-HC] 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0) y NaCl 1 M. El DNA eluido se
precipitaba con 4 pl de MgClg 1 My 1 ml de etanol absoluto, se secaba y se resuspendia
en 10 6 20 ul de T1/10E.

2.10.8. Restricciéon del DNA
Las enzimas de restriccién utilizadas en este trabajo fueron suministradas por las
firmas comerciales Boehringer Mannheim, Pharmacia y New England Biolabs. Las

reacciones se llevaban a cabo en las condiciones recomendadas por los fabricantes.

2.10.9. Desfosforilacion del DNA

Cuando se clonaban fragmentos de DNA no seleccionables, los grupos fosfato de
los extremos 5' del vector se eliminaban con objeto de evitar la religacion de los mismos y,
por lo tanto, la generacion de un alto namero de plasmidos sin inserto.

Una vez digerido el vector con las enzimas de restriccion adecuadas, éstas se
inactivaban calentando 15 min a 70°C, y el DNA se trataba con 1 U de fosfatasa alcalina
de intestino de ternera (Pharmacia), utilizando 0,1 volimenes de un tampoén de reaccién
10x que consistia en Tris 100 mM (pH 8,0), ZnClg 10 mM y MgCly 10 mM. Tras 30 min de

incubacion a 37°C se afadia otra unidad de enzima y se incubaba a 37°C durante otros
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30 min. Finalmente el fragmento de DNA se sometia a electroforesis y se purificaba a

partir del gel de agarosa como se describe en el apartado 2.10.7.

2.10.10. Relleno de extremos 5' protuberantes

Para hacer romos los extremos 5' protuberantes de algunos fragmentos de DNA
digeridos con endonucleasas de restriccién, éstos se trataban con el fragmento Klenow de
la DNA polimerasa I de E. coli (Pharmacia).

El tratamiento se realizaba en un volumen final de 20 pl de una mezcla que
contenia el DNA, 2 pl de tampén Klenow 10x (Tris-HCI 0,5 M [pH 7,5], MgClp 0,1 My DTT
0,1 M) v 1 ul de una disolucién 1 mM de cada uno de los cuatro desoxirribonucleétidos

(concentracion final 0,05 mM). La mezcla se incubaba durante 30 min a 37°C.

2.10.11. Ligacién del DNA

Para la ligacion de fragmentos de DNA, éstos se mezclaban en un tubo de
microcentrifuga en presencia de 3 U de DNA ligasa del bacteriéfago T4 (Promega),
utilizandose el tampén suministrado por la firma comercial. La mezcla, en un volumen

final de 10-20 pl, se incubaba a 15°C durante 4-15 horas.

2.10.12. Marcaje radiactivo de sondas de DNA

Para el marcaje radiactivo de sondas de DNA se utilizaba el juego de reactivos
"Ready To Go" de Pharmacia, que suministra una mezcla de reaccién liofilizada
conteniendo dATP, dGTP, dTTP, 4-8 U del fragmento Klenow de la DNA polimerasa y una
mezcla de oligodesoxirribonucledtidos de secuencia aleatoria. El DNA a marcar (25-50
ng), previamente desnaturalizado, se anadia a la mezcla anterior disuelta en agua, en
presencia de [a-32P]dCTP (3000 Ci-mmol-1), y se incubaba 30 min a 37°C. Tras el
marcaje, los nucleétidos no incorporados se eliminaban filtrando la muestra a través de

una columna de Sephadex G-50.

2.10.13. Transferencia de DNA de geles de agarosa a filtros de nylon e hibridacién
con sondas radiactivas de DNA (andlisis de Southern)

Una vez sometidas las muestras a electroforesis en gel de agarosa, el gel se
sumergia en HCl 0,25 N para hidrolizar parcialmente el DNA y facilitar asi su
transferencia, se lavaba con agua y a continuacion el DNA se transferia por capilaridad
durante 12-15 h a una membrana de nylon GeneScreen Plus (Dupont) en condiciones
alcalinas, usando como vehiculo de transferencia NaOH 0,4 N. Terminada la
transferencia la membrana se lavaba con SSPE 2x y se dejaba secar para que se fijara el
DNA. La disoluciéon SSPE 20x contiene NaCl 3 M, fosfato sédico 200 mM y EDTA 20 mM
(pH 7.4).
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La prehibridacién e hibridacion se llevaban a cabo en una disolucién
conteniendo SSPE 5x, disolucion de Denhardt 5x, SDS 0,5% (p/v) y DNA de esperma de
arenque (50 pg-ml-! para hibridaciones en condiciones permisivas y 100 ug-ml-! para
hibridaciones en condiciones restrictivas). La disolucion de Denhardt 100x consiste en
ficol 2% (p/v), polivinil pirrolidona 2% (p/v) y seroalbumina bovina 2% (p/v).

Tras 2-4 horas de prehibridacion, a 55°C en condiciones permisivas o a 65°C en
condiciones restrictivas, se anadia la sonda marcada radiactivamente, previamente
desnaturalizada mediante incubaciéon a 100°C durante 10 min y enfriamiento inmediato
a 4°C. Después de unas 15 horas de hibridaciéon a la misma temperatura que la de
prehibridacion, el filtro se lavaba dos veces con una disolucion de SSPE 2x y SDS al
0,1% durante 15 min y una vez con SSPE 1x y SDS al 0,1% durante 15 min. Estos
lavados se realizaban a la misma temperatura que la hibridacién correspondiente. Las
sefales de hibridacion se visualizaban mediante autorradiografia o analizando el filtro

en un aparato de autorradiografia electrénica InstantImager.

2.10.14. Transferencia de DNA plasmidico de colonias de E. coli a filtros de
nitrocelulosa e hibridacién con sondas radiactivas

La hibridacién del DNA plasmidico de colonias de E. coli se llevaba a cabo segun
se describe en Sambrook et al. (1989). Para ello, células de las colonias a analizar se
transferian a cajas de medio sélido LB y a filtros de nitrocelulosa circulares (Nucleopore,
REC-85) colocados sobre cajas del mismo medio. Después de 12 horas de incubacion a
37°C, los filtros se sometian a distintos tratamientos para conseguir el lisado de las
colonias y la fijacion del DNA plasmidico al filtro. Concretamente, los filtros se trataban
durante 3 min con una disolucién de SDS al 10% (p/v), colocandolos sobre papel
Whatman 3MM embebido en dicha disolucién, y a continuacién, mediante el mismo
procedimiento, se trataban sucesivamente con una disolucién desnaturalizante de NaOH
0,5 Ny NaCl 1,5 M durante 5 min y con otra neutralizante de Tris-HC1 0,5 M (pH 7,4) y
NaCl 1,5 M durante 5 min. Finalmente, los filtros se equilibraban con SSC 2x durante 5
min, se secaban a temperatura ambiente durante 30 min y se calentaban en un horno a
80°C durante 1-2 horas. El tampén SSC 1x contiene NaCl 0,15 M y citrato sédico 15 mM
(pH 7,0).

Antes de proceder a la hibridacion se realizaba un prelavado de los filtros a 50°C
durante 30 min en una disolucién de SSC 5x, SDS 0,5% (p/v) y EDTA 1 mM (pH 8,0)
para eliminar los restos celulares. La prehibridacion e hibridacion se llevaban a cabo en
una disolucién que contenia KHoPO4 25 mM (pH 7,4), SSC 5x, disolucion de Denhardt
5x, SDS 1% y DNA de esperma de arenque 50 pg-mi-1. Las condiciones de prehibridacion
e hibridacién eran las mismas que las descritas en el apartado anterior. Finalmente, los

filtros se lavaban cuatro veces con SSC 2x y SDS al 0,1% durante 5 min a temperatura
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ambiente y una vez con SSC 1x y SDS al 0,1% durante 20 min a 65°C, si la hibridacion
se hacia en condiciones restrictivas, o durante 15 min a 55°C, si se hacia en condiciones
permisivas. Los filtros se analizaban en un aparato de autorradiografia electrénica

InstantImager.

2.10.15. Amplificaciéon de DNA mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

La amplificacién de fragmentos de DNA mediante PCR se realizaba en un aparato
"Mastercycler 5330" (Eppendorf). La mezcla de reaccién, en un volumen final de 50 ul,
contenia 2 ng del DNA molde, 0,2 mM de cada desoxirribonucleétido, 50 pmol de cada
cebador y 2,5 U de TAQ polimerasa ("EcoTaq", Ecogen S.R.L), en el tamp6n suministrado
con la polimerasa por la casa comercial. Al tubo que contenia la mezcla de reaccion se le
aftadian 50 pl de aceite mineral para evitar la evaporacion.

El programa utilizado realizaba 30 ciclos de las siguientes incubaciones:
desnaturalizacion, 1 min a 95°C; renaturalizacion, 1 min a 55°C; polimerizacién, 1 min a
72°C. Estos 30 ciclos iban precedidos por una incubacién a 95°C durante 2 min y
finalizaban con una incubacién a 72°C durante 10 min.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados como cebadores en las diferentes
reacciones de amplificacién se especifican a continuacion:

Aml: 5' GGGAGCCACTAAAGTTCACAGG 3'
Am2: 5' CGGCTATCAAAATCCAGATGGC 3’
Tr2a: 5' GGGAGTTGATTTAGTATAGGCGATG 3'
Tr2b: 5' TTACTAACGGTGTCACAACCGGCG 3'
Tr3a: 5' GTTTTCTGCCTACTTATTGGTGGCG 3'
Tr3b: 5' CTACGGTGGTGCCGGGCTTCAAAGG 3'
Tr6: 5' GGAAGAAATTAATCAAAAGGGCGGG 3'
Tr7: 5 CGCCCCCATTAGCCCAGTGGTTGGG 3'
Tr8: 5' CAGGATGCGTCTATTTTGGCCCC 3'

Tr9: 5' CAACGAAATCGGGGGAATAAACGCC 3
Tr10: 5' CCAGCGCCACAGGCAACCAAGTACG 3
Tr1l: 5' CGGTTAACATAATGCTCACCCTCCC 3'
Tr12: 5 GGGTTAATAATTGTCGAAGGGGGG 3'
Tr13: 5' GGGCAGTATCCTTGGAGATGGGC 3'
Tr14: 5' CTCCAACAAAGCCTGCATGGTGGGC 3'
Tr15: 5 AAATAGTAGACCCCTGCTCTCGGGC 3'
Tr16: 5' CGCTACCCTGAGCCTGGATAAACCC 3
Tr17: 5 CAAATACCAAGCCAGTGCCCAGCC 3'
Tr18: 5' GCCCATTTCCAGAAGGATTGCCCG 3'
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Tr19: 5' GGAATCAGTTTCCTTAACAAAGCC 3'
Tr20: 5' GTAATTGACACAGTTTCCATGAGCG 3'
Tr21: 5' CTTCTCTTTATTTGCACCACGAGGG 3'
Tr22: 5' GGGACGTITGAACATTCTGGATGGC 3'
Tr23: 5' GAGTTTCAAGAAAGTAATGAGAGGC 3'
Tr24: 5' CCGCCAGGGCATCACTTTTTTAGTG 3'
Tr25: 5' TATATATTCAAGTATTGCTTCTCTG 3'

2.10.16. Secuenciacién de DNA

Las reacciones de secuenciacion se llevaban a cabo siguiendo el método de Sanger
et al. (1977), basado en la terminacién de la elongacién de cadenas de DNA por
incorporacion de didesoxirribonucledtidos. E1 DNA a secuenciar (1-2 pg) se sometia a
desnaturalizaciéon en presencia de NaOH 400 mM durante 10 min a temperatura
ambiente y se filtraba a través de una columna de Sephadex G-50. Para realizar las
reacciones se utilizaba el juego de reactivos denominado "T7 Sequencing Kit" (Pharmacia)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial suministradora. Se realizaba primero
una reaccion de elongaciéon a partir de un cebador. La mezcla de reaccion
correspondiente se dividia posteriormente en cuatro partes iguales que se procesaban
separadamente para llevar a cabo el proceso de terminacion, anadiéndose a cada una de
ellas uno de los cuatro didesoxirribonucledtidos. El marcaje radiactivo de las cadenas se
realizaba con [oc-35S]dATP (1000 Ci-mmol-1). Los cebadores utilizados eran los
denominados "universal-20" y "reverso” (de Boehringer). Estos cebadores aparean con los
vectores utilizados para la clonacién en zonas adyacentes al inserto que se deseaba
secuenciar. También se utilizaron cebadores correspondientes a zonas de secuencia
conocida del propio inserto, sintetizados por encargo.

Las muestras obtenidas tras la reaccién de secuenciacion se analizaban mediante
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, como se describe en Sambrook et al.
(1989). Los geles se preparaban al 6% (p/v) de acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida,
29:1), en tampoén TBE 1x conteniendo urea 4,7 M, y se polimerizaban con persulfato
amoénico al 0,08% (p/v), usando como catalizador de la polimerizacion TEMED 6 mM.
Para facilitar la separacién del gel de los cristales una vez concluida la electroforesis, los
cristales se recubrian antes de la preparacion del gel con una disolucion repelente de
silano de diclorodimetilo (Merck) y se dejaban secar 1 hora a temperatura ambiente. La
electroforesis se llevaba a cabo en un aparato modelo SE 1500 (Hoefer Scientific
Instruments) a una potencia de 130 W. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se
transferia a papel Whatman 3MM y se secaba al vacio durante 2 h en un secador de geles
modelo SE 1160 (Hoefer Scientific Instruments), calentando a 80°C durante los primeros

90 min de secado y dejandolo enfriar durante el resto del tiempo. Finalmente, para
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visualizar los resultados, el gel seco se ponia en contacto con una pelicula fotografica

Kodak que posteriormente se revelaba.

2.10.17. Ensayos de retardo en gel

Los ensayos de retardo en gel se realizaban utilizando un método no radiactivo.
La incubacién de la proteina y el DNA se llevaba a cabo en un volumen final de 20 pl de
una mezcla que contenia: tampén HEPES-NaOH 6 mM (pH 8,0), Tris-HCI1 7 mM (pH 8,0),
KCl 42,5 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 0,5 mM, MgClp 0,375 mM, gelatina 0,0025%, Tween-20
0,001% (p/v), seroalbumina bovina 0,05 pg-ul-l, glicerol 8% (v/v), 75-100 ng del
fragmento de DNA a ensayar, 75 ng de un fragmento de DNA competidor y 5 pl de una
muestra diluida de un extracto de E. coli BL21 (pCSAM70, pREP4) usado como fuente de
la proteina NtcA. El fragmento de DNA competidor, de 223 pb de longitud, se obtuvo
mediante PCR, utilizando como molde el plasmido pBluescript SK(+) y como cebadores los
oligonucleotidos "universal-20" y "reverso”. La induccion por IPTG de la expresion de la
proteina NtcA de Anabaena sp. PCC 7120 clonada en el plasmido pCSAM70, asi como la
preparacion del extracto de la estirpe inducida, se realizaba siguiendo las instrucciones
del fabricante de la casa comercial que suministra el vector pQE9 (Quiagen, Inc.). En los
ensayos de union se utilizaron diluciones de 100 y 200 veces de un extracto que
contenia 57 pg de proteina total-ul-1.

Las mezclas de ensayo se incubaban durante 30 min a temperatura ambiente y
posteriormente se cargaban en un gel al 6% (p/v) de acrilamida (acrilamida:bis-
acrilamida, 79:1) preparado en tampoén Tris-glicina conteniendo glicerol al 7% (v/v).
Antes de cargar las muestras, los geles se sometian a una corriente eléctrica de 100 V
durante 1 h y, una vez cargadas, a 200 V; el desarrollo de la electroforesis se realizaba a
4°C. El tampén Tris-glicina utilizado en la preparacion de los geles y como tampén de
electroforesis contenia: Tris-HCI 50 mM, glicina 380 mM y EDTA 13 mM. La visualizacion
de las-bandas de DNA se realizaba mediante tincién del gel con una disoluciéon de

bromuro de etidio y posterior iluminacién con luz ultravioleta.

2.11. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE RNA
2.11.1. Aislamiento de RNA de cianobacterias

El aislamiento de RNA total de cianobacterias se realizaba como se describe en
Garcia-Dominguez y Florencio (en prensa), a partir de cultivos en fase exponencial de
crecimiento (3-4 ug Chl'ml-1), cuyas células se recogian y resuspendian en 400 pl de
STET (sacarosa 8% [p/v], Tritén X-100 5% [p/v], EDTA 50 mM, Tris-HC1 50 mM [pH 8,0]),
80 pl de Macaloide (inhibidor de RNasas) al 3% (p/v), 450 pl de fenol:cloroformo (1:1 v/v)
y 150 ul de perlas de vidrio (0,42-0,6 mm de diametro) tratadas como se describié en el

apartado 2.10.4. Esta mezcla se sometia a 10 ciclos de agitacién vigorosa (1 min)} e
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incubacién en hielo (1 min). A continuaciéon se centrifugaba a 12000 rpm durante 10
min a 4°C, y el sobrenadante se extraia tres veces con fenol:cloroformo (1:1 v/v). Los
acidos nucleicos se precipitaban con 80 pl de LiCl 10 M y 1 ml de etanol absoluto, y €l
precipitado se resuspendia en HoO y se trataba con 40 U de DNasa libre de RNasa
(Boehringer) a 30°C durante 40 min. Tras un nuevo tratamiento con fenol:cloroformo, el
RNA se precipitaba con 0,1 volimenes de acetato sédico 3M (pH 5,2) y 2,5 volimenes de
etanol absoluto, se lavaba con etanol al 70% (v/v) y se resuspendia en 20 pl de HaO.

2.11.2. Determinacion de la concentraciéon de RNA
La cuantificacion del RNA total contenido en las muestras se realizaba

espectrofotométricamente, determinandose la Aggonm (Sambrook et al.,, 1989).

2.11.3. Electroforesis de RNA en geles de agarosa

Los geles de agarosa para la electroforesis de RNA se preparaban a una
concentracion de agarosa del 1% (p/v) en tamp6én MOPS 1x y formaldehido al 2% (v/v).
El tamp6on MOPS 10x consistia en: MOPS 200 mM, acetato sédico 5 mM (pH 7.0) y EDTA
0,5 mM (pH 8,0).

Las muestras, preparadas en un volumen final de 27 pl, contenian 15-20 pg de
RNA total, 1,4 pl de tampdén MOPS 10x, 4,9 ul de formaldehido al 37% (v/v) y 14 ul de
formamida. Tras incubarse a 65°C durante 15 min y enfriarse en hielo, las muestras se
suplementaban con 1 pl de bromuro de etidio (de una disoluciéon que contenia 1 mg-ml-

1) y 3 ul de tampén de carga (ver apartado 2.10.6) y se cargaban en el gel.

2.11.4. Transferencia de RNA de geles de agarosa a filtros de nylon e hibridacién
con sondas radiactivas de DNA (analisis de "Northern")

Una vez que las muestras de RNA se habian sometido a electroforesis en un gel de
agarosa, se transferian a una membrana de nylon (Hybond N-plus; Amersham) siguiendo
las instrucciones del fabricante. El gel se lavaba tres veces durante 15 min con agua a
65°C para eliminar parte del formaldehido y se equilibraba sumergiéndolo dos veces en
SSPE 10x, durante 20 min cada vez. A continuacion, el RNA se transferia al filtro
mediante aplicacion de vacio durante 1 h, utilizando un aparato TransVac TE8O (Hoefer
Scientific Instruments). Como disoluciéon de transferencia se usaba NaOH 50 mM.

La prehibridacién e hibridacion se realizaban en una disolucién que contenia
formamida al 50% (v/v), SSPE 5%, disolucién de Denhardt 5x, SDS al 0,1% (p/v) y 50
ug'ml-1 de DNA de esperma de arenque. Tras 2 horas de prehibridacion a 42°C, se anadia
la sonda marcada radiactivamente y se dejaba hibridar a la misma temperatura durante
unas 15 horas. A continuacion, el filtro se lavaba dos veces con una disolucién de SSPE

2x y SDS al 0,1%, durante 10 min a temperatura ambiente, y una vez con una
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disolucién de SSPE 1x y SDS al 0,1%, durante 15 min a 65°C. Las sefales de hibridacién
se visualizaban y cuantificaban analizando el filtro en un aparato de autorradiografia

electronica InstantImager.

2.11.5. Ensayos de extension de cebadores

Para los ensayos de extension de cebadores, los oligonucleétidos utilizados como
tales, Am2 (véase apartado 2.10.15) y Am3 (5' GGAACACAGGCCAACCAGGGAG 3), se
marcaban radiactivamente en su extremo 5' utilizando la polinucledtido quinasa del fago
T4 (Boehringer). Para ello se preparaba una mezcla de reaccién que contenia, en un
volumen final de 20 pl, 100 ng del oligonucleétido a marcar, Tris-HCl1 50 mM (pH 7,5),
MgClo 10 mM, espermidina 0,1 mM, DTT 5 mM, EDTA 0,1 mM, [y-32P]dATP (5000
Ci-mmol-1) y 2-3 U-pl-1 de polinucleétido quinasa. La mezcla de reaccién se incubaba
durante 1 h a 37°C. Los nucledtidos no incorporados tras el marcaje se eliminaban
mediante precipitacion con etanol absoluto y acetato sodico y lavados sucesivos con
etanol al 70% (v/v).

A continuacién se mezclaban 30-40 ng del oligonucleétido marcado con 50 ug de
RNA total de la estirpe PCC 6803 en presencia de KCI 150 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) y
EDTA 1 mM (pH 8,0), en un volumen final de 15 pl. La mezcla resultante se incubaba a
85°C durante 10 min, con el fin de desnaturalizar el RNA, y posteriormente a 50°C
durante 3 h, para permitir el apareamiento del cebador con el RNA. Esta mezcla se
suplementaba entonces con los componentes de la reaccién de extension, produciendo
una mezcla de reaccién que contenia, en un volumen final de 45 pl, los componentes de
la mezcla anterior, actinomicina D 0,15 pg-pl-l, cada uno de los cuatro
desoxirribonucleétidos a concentracion 0,75 mM, transcriptasa inversa del virus de la
mieloblastosis de las aves (AMV) (Boehringer) 0,15 U-ul-1 y 9 ul del tampén comercial 5x
suministrado con la enzima AMV. Tras una incubacion de 1 h a 47°C, se trataba con 100
ul de RNasa A libre de DNasas (Boehringer), preparada a concentracion 0,4 ug-ml-1,
durante 15 min a 37°C y se hacia una extraccién con fenol:cloroformo (1:1 v/v). E1 DNA
sintetizado se precipitaba con acetato sédico y etanol absoluto, se lavaba con etanol al
70% (v/v) y se resuspendia en un tampén consistente en: formamida 98% (v/v), xileno-
cianol FF 0,1% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v) y EDTA 10 mM (pH 8,0) (Sambrook et
al., 1989).

Estas muestras se cargaban en un gel de poliacrilamida al 6% (apartado 2.10.16)
paralelamente a una reaccién de secuenciacion en la que se usaba como cebador el

mismo oligonucleétido utilizado en la reaccion de extension.
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2.11.6. Marcaje de RNA e hibridacion con DNA unido a filtros de nitrocelulosa

Para la utilizacion de RNA total como sonda en hibridaciones con DNA unido a
filtros, con objeto de comparar la expresion de distintos genes (véase apartado 3.6.3), se
efectuaba un marcaje 5' terminal del RNA. Para ello se hidrolizaban parcialmente 15 pg
de RNA total, mediante incubacion en presencia de NaOH 125 mM a 0-4°C durante 30
min, y a continuacion se neutralizaba con 0,25 voliimenes de Tris-HC1 1 M (pH 7,5). Tras
una precipitacién con etanol absoluto, el RNA se resuspendia en HoO y se procedia al
marcaje utilizando la polinucleétido quinasa del fago T4 (Boehringer) y [y-32P|dATP como
se indic6 en el apartado 2.11.5 para el marcaje de oligonucleétidos.

La hibridaciéon con el DNA, tras haber sido éste transferido a un filtro de nylon
(ver apartado 2.10.13), se realizaba siguiendo el método descrito por Fellay et al. (1995).
La disolucién de prehibridacion e hibridacién contenia Tris-HC1 50 mM (pH 8,0),
seroalbamina bovina 0,2% (p/v), ficol 0,2% (p/v), pirofosfato sédico 0,1% (p/v), SDS 1%
(p/v), NaCl 1 My 100 pg'ml-1 de RNAt de levadura (Boehringer). La temperatura de
hibridacién era de 65°C. Los lavados se realizaban con SSC 1x y SDS al 1% durante 30
min a 65°C, dos veces, y con SSC al 0,2% durante 15 min a temperatura ambiente una

VEZ.

2.12. METODOS GENETICOS
2.12.1. Transferencia de DNA a E. coli mediante transformacién

Para preparar células competentes de las estirpes de E. coli DH50, HB101 y GM48
se seguia el método descrito por Hanahan (1983). Las células se cultivaban con agitacion
a 37°C en matraces con 100 ml de medio ¥, hasta alcanzar una Assonm= 0,48. La
suspension celular se enfriaba entonces en hielo durante 10 min y las células se recogian
mediante centrifugacién y se resuspendian en 30 ml de TjBI (RbCl 100 mM, MnClz-4H20
50 mM, acetato potasico 30 mM, CaClg 10 mM, glicerol 15% [v/v]) (pH 5,8) frio,
esterilizado mediante filtracién. Tras una nueva centrifugacion, las células se
resuspendian en 4 ml de TjBII (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCly 75 mM, glicerol 15%
[v/v]} (pH 7,0) frio, esterilizado mediante filtracion, y se guardaban a -80°C distribuidas
en alicuotas de 100 pl.

Para preparar células competentes de la estirpe de E. coli SURE se empleaba una
modificacion del método anterior. Las células se cultivaban en medio SOB hasta
alcanzar una As50nm= 0,6. Después de recoger el cultivo mediante centrifugacion, las
células se resuspendian en 8 ml de FSB, anadiéndose a continuacion 280 pl de DMSO.
Tras una incubacién en hielo durante 5 min, se anadian otros 280 yl de DMSO, se volvia
a incubar 5 min en hielo y las células se distribuian en alicuotas de 100 pl que se
guardaban a -80°C. El FSB consiste en acetato potasico 10 mM (pH 7,5), glicerol 10%
(v/v}, KCl 100 mM, MnClg'4H90 45 mM y CaCly-2H20 10 mM; el pH se ajustaba a 6,4
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con HCl y la disolucion se esterilizaba mediante filtracion.

La transformacion se llevaba a cabo mezclando 10 pl de la preparacion del DNA
transformante con las células competentes contenidas en una alicuota descongelada en
hielo. Tras 15 min de incubacién en hielo, la mezcla se sometia a un choque térmico,
mediante incubacién a 42°C durante 2 min, y se incubaba a temperatura ambiente
durante 7 min. Finalmente, se afiadia 1 ml! de medio LB y se incubaba 1 hora en
condiciones de cultivo, tras lo cual las células se sembraban en cajas de medio sé6lido con
el antibiético adecuado para la seleccion de los transformantes. Cuando se utilizaban
plasmidos que permitian la identificacion de clones con inserto gracias a la inactivacion
por insercién del gen lacZ, el medio se suplementaba con IPTG 0,2 mM y X-gal 40 ug-ml-1.
Las colonias que habian recibido plasmidos con inserto eran de color blanco, mientras

que las que habian recibido plasmidos sin inserto eran de color azul.

2.12.2. Transferencia de DNA a Synechocystis sp. mediante transformacién

La introduccién de DNA en Synechocystis sp. se realizaba siguiendo el método
descrito por Chauvat et al. (1986), con algunas modificaciones. Las cé€lulas se cultivaban
en matraces conteniendo 50 ml de medio BG11 hasta alcanzar una As80nm= 1-1,5;
entonces se recogian y se lavaban tres veces con medio BG1l1l y finalmente se
resuspendian en 2 ml del mismo medio. A continuacion se mezclaban, en un tubo de
paredes transparentes, 200 ul de suspension celular con 10 pl de DNA resuspendido en
T1/10E (pH 8,0). La mezcla se incubaba durante 1 hora a 30°C con luz y sin agitacion,
tras lo cual se sembraba sobre un filtro de nitrocelulosa (Nucleopore, REC-85) dispuesto
en una caja de medio s6lido BG11. Tras 24 horas de incubacién en condiciones de
cultivo, el filtro se transferia a una caja de medio BG11 conteniendo 30 pug-ml-1 de Km o
10 ug-ml-1 de Cm, segiin la resistencia a antibiético aportada por el DNA transferido. Las
colonias resistentes, aparecidas tras 8-10 dias de incubacién, se resembraban en medio

selectivo.

2.12.3. Transferencia de DNA a Anabaena sp. mediante conjugacion

La transferencia de DNA a Anabaena sp. se realizaba, segin se describe en Elhai y
Wolk (1988b), mediante conjugacion con una estirpe de E. coli que contenia el plasmido
a transferir ademas de los plasmidos pRL528 y pRL591-W45 (ver Tabla 3). El plasmido
PRL528 contiene genes de metilasas de los sitios de restriccion Aval y Avdll (Elhai y Wolk,
1988b) y el plasmido pRL591-W45 el gen de una metilasa de los sitios Avdlll (Elhai et al.,
1994). Las metilaciones catalizadas por estas metilasas protegen al plasmido a transferir
frente a las endonucleasas de restriccion de la cianobacteria receptora. Los plasmidos
eran movilizados mediante el plasmido conjugativo pRL443 (Elhai y Wolk, 1988b)

aportado por una segunda estirpe de E. coli.
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La conjugacion se realizaba segun el siguiente procedimiento: alicuotas de 0,25
ml de cultivos en fase estacionaria de E. coli ED8654 (pRL443) y E. coli HB101 (pCSX,
pRL528, pRL591-W45), donde pCSX era el plasmido a transferir (pCSX60 o pCSX62), se
utilizaban para inocular nuevos cultivos de 10 ml de medio LB suplementado con los
antibioticos adecuados. Después de incubar a 37°C con agitacion durante 2,5 h, las
células se recogian mediante centrifugacion, se lavaban con LB, se resuspendian,
mezclando las dos estirpes, en 200-300 ul de LB y se incubaban a temperatura ambiente
sin agitacion durante 2 h. A continuacién se mezclaban con una suspension celular de
Anabaena sp. que contenia 10 pg de Chl (en un volumen de 200-300 pl), y la mezcla
tripartita se extendia sobre un filtro de nitrocelulosa (Nucleopore, REC-85) dispuesto en
una caja de medio s6lido BG11 suplementado con LB al 5% (v/v). Las cajas se incubaban
a 30°C con baja intensidad de luz durante 6 h y posteriormente en condiciones normales
de cultivo durante 18 h. A continuacion los filtros se transferian a cajas con medio
BG11, que se incubaban 24 h en condiciones de cultivo, tras lo cual se pasaban a medio
selectivo. El medio selectivo empleado era BG11 suplementado con una mezcla de Sp y
Sm (2 ug-ml-1 de cada antibiético). Las colonias resistentes aparecian tras 10-15 dias de
incubacion. Para la seleccién de estirpes de Anabaena sp. que hubieran incorporado el
DNA transferido mediante doble recombinacién con su propio genomio se utilizaba
pRL278 (ver Tabla 3) como vector de los plasmidos pCSX60 y pCSX62. El vector pRL278
es incapaz de replicarse en Anabaena sp. y porta el gen sacB que confiere sensibilidad a la
sacarosa (Cai y Wolk, 1990). Para seleccionar dobles recombinantes se preparaban
cultivos liquidos de varios de los exconjugantes obtenidos, los cuales se sometian a
ultrasonidos en un bano sonicador para obtener filamentos cortos (3-4 células por
filamento), sembrandose después varias diluciones de las suspensiones celulares en cajas
de medio BG11 suplementado con Sp y Sm (5 pg-ml~! de cada antibi6tico) y sacarosa al
5% (p/v). Para comprobar que las colonias resistentes a la sacarosa eran realmente
dobles recombinantes y no tenian el plasmido transferido integrado en su genomio (como
consecuencia de una recombinacioén simple) se ensayaba la capacidad de crecimiento de
las colonias en medio con Nm (30 ug;ml‘l), antibiético al cual confiere resistencia el

vector pRL278.

2.13. ANALISIS INFORMATICO DE SECUENCIAS DE DNA Y PROTEINAS

Para la busqueda de pautas abiertas de lectura, localizacion de sitios de
restriccion y traduccién de secuencias nucleotidicas a secuencias de aminoacidos, asi
como para la determinacién de perfiles de hidrofobicidad de proteinas, se utilizé el
programa DNA-Strider disefiado por C. Mark (Service de Biochimie, Centre d'Etudes
Nucléaires de Saclay, Francia). Para el disefio de los oligonucleétidos a utilizar como

cebadores en reacciones de PCR se emple6 el programa Amplify disefiado por B. Engels
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(Genetics Department, University of Wisconsin, EE.UU.).

La conexion con el Centro Informatico Cientifico de Andalucia (CICA) permiti6 la
utilizacién del paquete informatico del Genetics Computer Group (GCG) de la
Universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984). La biisqueda en las bases de datos de
secuencias similares a las analizadas en este trabajo se realizd mediante las aplicaciones

FASTA (Pearson y Lipman, 1988) y BLAST (Altschul et al., 1990).
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3. RESULTADOS
3.1. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE DE AMINOACIDOS DE DIVERSAS
CIANOBACTERIAS

Se determindé y caracterizd la capacidad de incorporacién de aminoacidos en
varias estirpes de cianobacterias pertenecientes a distintos grupos taxonémicos,

llevandose a cabo un estudio mas detallado en Anabaena sp. PCC 7120.

3.1.1. Transporte de aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120 )

Para determinar la actividad de transporte en células de Anabaena sp. PCC 7120,
se realizaron ensayos de incorporacion de los aminoacidos marcados radiactivamente
indicados en la Figura 2. Cuando los aminoacidos se suministraron a una concentraciéon
10 uM, las actividades de transporte mostraron una dependencia lineal con respecto al
tiempo al menos durante los 10-15 primeros minutos de ensayo (Fig. 2).

Con objeto de establecer si las actividades de transporte de aminoacidos
encontradas se regulaban en funcion de la fuente de nitrégeno utilizada para el
crecimiento, se determiné la incorporaciéon de aminoacidos en células que habian sido
cultivadas con NaNOg3 17,6 mM, NH4Cl 2,5 mM o nitrégeno atmosférico como fuente de
nitrégeno. Como puede observarse en la Tabla 4, las actividades fueron similares en
todos los casos, independientemente de la fuente de nitrégeno empleada para el
crecimiento.

Para estudiar las caracteristicas cinéticas del transporte de aminoacidos en
Anabaena sp. PCC 7120, se determiné el efecto de la concentracion de sustrato sobre la
tasa de transporte de los aminoacidos estudiados. En estos ensayos se utilizaron células
que habian sido cultivadas con nitrato como fuente de nitrogeno, y se emplearon
tiempos cortos (1 min) con objeto de minimizar los efectos de la variaciéon de la
concentracion de sustrato que es inherente al propio proceso de transporte. Aunque las
caracteristicas cinéticas del transporte de Arg y Lys (Herrero y Flores, 1990), Glu y GIn
(Flores y Muro-Pastor, 1988) y Phe (Xu y McAuley, 1990) de esta estirpe se habian descrito
previamente, los aminoacidos Glu, Gln y Phe se incluyeron también en este estudio. En
todos los casos se encontré una cinética de saturacién, con un unico componente
cinético. La Kg para el transporte de la mayoria de los aminoacidos (Tabla 5) se incluia
dentro del intervalo 12-44 uM, siendo menor (2-6,8 uM) en el caso de los aminoacidos
Orn, Ala y Gly. Con fines comparativos se recogen también en la Tabla 5 los datos
referentes al transporte de Arg (Ks 1,7 pM) y Lys (Ks 1,9 uM) (Herrero y Flores, 1990). Los
valores de Kg para el transporte de los aminoacidos acidos Asp y Glu fueron
notablemente mayores, 132 y 465 pM, respectivamente. Las velocidades maximas para el
transporte de los diferentes aminoacidos mostraron valores parecidos, estando en todos

los casos dentro del intervalo 10-67 nmol-min-1-mg-! Chl.
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Figura 2. Dependencia de la actividad de transporte de aminoacidos con respecto
al tiempo en Anabaena sp. PCC 7120.

Células de la estirpe PCC 7120 cultivadas en medio BG11 se sometieron a ensayos de
transporte de los aminoacidos indicados como se describe en Materiales y Métodos. A los
tiempos indicados se determiné la cantidad de aminoacido radiactivo incorporada.
Notese el cambio de escala del eje de ordenadas en los casos de la Gly, el Asp y el Glu.

66



Resultados

Tabla 4. Actividades de transporte de aminoicidos de células de
Anabaena sp. PCC 7120 cultivadas con distintas fuentes de
nitrégeno.

Células cultivadas en medio BG1l1 (nitrato 17,6 mM), BGl1lg con
amonio (2,5 mM) o BGllg (carente de nitrogeno combinado) se
sometieron a ensayos de transporte de los aminoacidos indicados como
se describe en Materiales y Métodos.

Aminoacido Actividad de transporte
sustrato® (nmol-min~!-mg-! Chl)
Fuente de nitrégeno:
NO3~ No NH4*
Basicos
Arg 4,84 6,06 5,38
His 5,04 4,66 6,31
Lys 6,23 5,47 7,27
Neutros
Ala 7,94 4,52 7,00
Asn 3,49 3,21 414
Gln 2,18 2,93 3,38
Gly 10,52 6,94 5,34
Leu 3,67 3,95 4,02
Phe 5,40 4,07 4,24
Pro 7,24 5,82 5,14
Ser 10,85 7,90 8,69
Acidos
Asp 0,85 0,74 1,06
Glu 0,37 0,34 0,55

@ Se indica el caracter basico, neutro o acido de
los diferentes aminoacidos utilizados como
sustrato.

Para determinar si el transporte de aminoacidos era de tipo concentrativo, es
decir, si permitia la acumulacion intracelular del sustrato en contra de un gradiente de
concentracion, se realizaron ensayos de transporte tras los cuales se determiné el nivel
intracelular del aminoacido. En todos los casos el transporte resulté ser concentrativo
(Tabla 5). Los valores indicados en la Tabla 5 representan una estimaciéon minima de la
acumulaciéon intracelular, debido a que no se tuvieron en cuenta los niveles
intracelulares de los aminoacidos sin marcar que estarian presentes en las células antes
de los ensayos de transporte. En los casos del Asp y el Glu es preciso, sin embargo,
corregir los valores, por tratarse de dos aminoacidos muy abundantes en las células
(concentraciones intracelulares determinadas mediante HPLC de 0,3 y 15 mM,
respectivamente).

Se estudiaron las actividades de transporte de diversos aminoacidos en células
tratadas con DCCD (un inhibidor de la Fg-F1 ATPasa) o CCCP (un protonéforo). Los
resultados obtenidos en ambos casos (Tabla 5) fueron similares, consiguiéndose una
notable inhibicién del transporte de los aminoacidos estudiados, excepto de Asp y Glu.

Estos datos indican un requerimiento de energia metabdlica para el transporte
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concentrativo de los aminoacidos neutros, como ocurre en el caso del aminoacido basico
Arg (Herrero y Flores, 1990; Tabla 5). Sin embargo, dicho requerimiento no queda claro
para el transporte de aminoacidos acidos, que s6lo se vi6 moderadamente inhibido a

pesar de ser de tipo concentrativo como se indico anteriormente.

Tabla 5. Caracteristicas de las actividades de transporte de aminoacidos de
Anabaena sp. PCC 7120.

Aminoacido K@ Vimax® Acumulacién Inhibicién Inhibicién
sustrato (MM)  (umol'min-l-mg-! Chl) intracelular? por DCCD  por CCCP
(%)€ (%)€
Basicos
Argd 1,7 10 200 99 85
His . 43 44 40 N.D.€ N.D.
Lysd 1,9 10 N.D. N.D. N.D.
Orn 5,9 16 N.D. N.D. N.D.
Neutros
Ala 6,8 34 52 85 79
Asn 17 16 42 95 91
Gln 38 30 17 79 71
Gly 2,0 31 128 83 82
Leu 39 67 22 61 55
Met 27 11 N.D. N.D. N.D.
Phe 44 42 45 79 77
Pro 20 35 20 95 88
Ser 12 35 107 84 82
Thr 32 56 63 N.D. N.D.
Acidos
Asp 132 26 5 (35) 19 24
Glu 465 37 3 (1500) 30 30

a Se llevaron a cabo ensayos de transporte de 1 min de duraciéon con los aminoacidos
indicados suministrados a distintas concentraciones (véase Materiales y Métodos). Los
valores presentados son la media de dos o tres determinaciones independientes con
similares resultados; estos valores se dedujeron de las correspondientes representaciones
de Lineweaver-Burk.

b Se determiné el cociente entre las concentraciones intracelular y extracelular del
aminoacido estudiado tras llevar a cabo ensayos de transporte de 11 min de duracion en
los que dicho aminoacido se suministraba a concentracién 10 pM (10 min y 2 uM en el
caso de la Arg [Herrero y Flores, 1990]). Para determinar la concentacion intracelular,
muestras de los extractos obtenidos al hervir las células que se habian sometido a los
ensayos de transporte se analizaron mediante TLC bidimensional y autorradiografia,
cuantificandose la radiactividad correspondiente al aminoacido estudiado. Los valores
entre paréntesis se refieren al gradiente de concentracién que se obtuvo cuando se
considero el nivel intracelular del aminoacido no marcado presente en las células.

€ Las células se trataron con DCCD 50 uM o CCCP 25 uM durante 15 min (5 min en el
caso de la Arg), a 30°C con iluminacion, antes de someterse a los ensayos de transporte.

d Datos tomados de Herrero y Flores, 1990.
€ N.D., no determinado.

Con objeto de determinar la especificidad del(los) posible(s) sistemal(s) de
transporte de aminoacidos neutros, se analiz6é el efecto de una serie de aminoacidos,
incluyendo aminoacidos basicos, neutros y acidos, sobre el transporte de Asn, Leu, Mety

Thr (Tabla 6). El transporte de estos aminoacidos se vi6 en general notablemente
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inhibido por la presencia de otros aminoacidos neutros en los ensayos correspondientes.
Sin embargo, la adicién de aminoacidos basicos o acidos produjo una inhibicién mucho
menor. Es preciso aclarar que el aminoacido His, a pesar de ser considerado como un
aminodacido basico, se comporta en parte como un aminoacido neutro al pH al que se
realizaron los ensayos de transporte (pH 8,1), debido a que el pKg de su cadena lateral es
de 6,00. Esto podria explicar su efecto inhibidor sobre el transporte de aminoacidos

neutros (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de diversos aminoéicidos sobre el transporte de Asn, Leu, Met y Thr
en Anabaena sp. PCC 7120.

Se llevaron a cabo ensayos de transporte en los que el aminoacido marcado
radiactivamente (Asn, Leu, Met o Thr) se suministré a concentracion 10 uM y el
aminoacido competidor no marcado a concentraciéon 500 pM. Los valores presentados en
el caso de la Asn y la Leu son la media de dos determinaciones independientes con
resultados similares; sélo se realizé una determinacion en el caso de la Met y la Thr.

Aminoacido Inhibicion (%) del transporte de:
competidor

Asn Leu Met Thr
Basicos
Arg 35 10 2 9
His 94 60 62 87
Lys 39 16 5 33
Orn 59 26 17 48
Neutros
Ala 84 92 86 98
Asn - 42 43 70
Citrulina 78 32 28 57
Cys 97 86 89 98
Gln 96 69 68 920
Gly 79 86 80 97
Ile 66 86 61 96
Leu 68 - 72 97
Met 91 94 - 98
Phe 66 90 59 95
Pro 67 50 29 74
Ser 92 82 85 96
Thr 74 77 72 -
Trp 68 68 52 87
Tyr 67 72 48 88
Val 68 88 66 96
Acidos
Asp 8 9 1 2
Glu 26 14 1 10

Finalmente, se estudid el destino metabolico de los aminoacidos incorporados a
las células. Para ello se analizaron, mediante TLC y autorradiografia, los metabolitos
intracelulares marcados radiactivamente que se generaban tras los ensayos de
transporte. En la mayoria de los casos, los aminoacidos proporcionados a una
concentracion 10 pM no habian sufrido una metabolizacién notable tras un periodo de

transporte de 11 min (Tabla 7).
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Tabla 7. Destino metabélico de los aminoacidos suministrados en los
ensayos de transporte en Anabaena sp. PCC 7120.

Tras 11 min de transporte de los aminoacidos indicados (10 min en el
caso de la Arg), suministrados a concentracién 10 uM (4,7 pM en el caso
de la Arg), se tomaron y filtraron muestras para obtener extractos
celulares que se analizaron mediante TLC bidimensional vy
autorradiografia. Los compuestos marcados presentes en los extractos se
identificaron mediante co-cromatografia y se cuantificaron (véase
Materiales y Métodos). "MNI" indica un metabolito no identificado. El
metabolito no identificado observado en los ensayos con Gln y Pro podria
ser el mismo. El nivel intracelular relativo de cada metabolito se expresa
como porcentaje del total de la radiactividad presente en los extractos en
forma de metabolitos marcados.

Aminoacido Productos Nivel
sustrato metabolicos intracelular
relativo (%0)
Arg Arg 61
Citrulina 9
O 1
Glu 13
Pro 16
His His 90
MNI 10
Lys Lys 100
Ala Ala >99

5 metabolitos
minoritarios no

identificados
Asn Asn 79
Asp 21
Gln Gln 38
Glu 54
MNI 8
Gly Gly 92
Ser 8
Leu Leu 83
MNI 17
Phe Phe 89
MNI 11
Pro Pro 35
Gln 14
Glu 47
MNI 4
Ser Ser 88
Gly 10
MNI 2
Thr Thr 100
Asp Asp 63
MNI 22
5 metabolitos
minoritarios no 15
identificados
Glu Glu 91
MNI 9
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Sin embargo, se observo que una alta proporcién de la radiactividad suministrada
como Pro o como GIn se encontraba como Glu. Cuando las células empleadas para el
ensayo de transporte de Gln se habian incubado previamente, durante 45 minutos a
30°C y a la luz, con azaserina 0,1 mM (que se retiraba mediante filtracion y lavado de las
células antes del ensayo de transporte), la conversion de Gln a Glu se vi6 inhibida en un
66%. La azaserina es un inhibidor de la glutamato sintasa (GOGAT) y otras glutamina-
amido transferasas, por lo que se puede deducir que la notable metabolizacién sufrida
por el aminoacido Gln tras su transporte al interior celular estaba catalizada por este
tipo de enzimas mas que por glutaminasas. Otros dos aminoacidos catabolizados a un

nivel destacable eran la Arg y el Asp.

3.1.2. Transporte de aminoéacidos en Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413,
Nostoc sp. PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601, Fischerella muscicola UTEX 1829,
Pseudanabaena sp. PCC 6903, Synechococcus sp. PCC 7942 y Synechocystis sp.
PCC 6803

Para obtener una vision general del fenémeno de transporte de aminoacidos en
cianobacterias, se determiné la capacidad de incorporacién de aminoacidos basicos,
neutros y acidos en otras ocho estirpes de cianobacterias, pertenecientes a distintos
grupos taxonomicos.

Las estirpes filamentosas formadoras de heterocistos estudiadas fueron Anabaena
sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413, Nostoc sp. PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601
(pertenecientes a la Seccion IV) y Fischerella muscicola UTEX 1829 (Seccion V); Calothrix
sp. PCC 7601 es un mutante espontaneo incapaz de desarrollar heterocistos funcionales.
También se estudi6 la estirpe filamentosa no formadora de heterocistos Pseudanabaena
sp. PCC 6903 (perteneciente a la Seccion III); esta estirpe esta filogenéticamente muy
separada del resto de las cianobacterias utilizadas en este trabajo (Giovannoni et al.,
1988). Finalmente, las estirpes unicelulares estudiadas fueron Synechococcus sp. PCC
7942 y Synechocystis sp. PCC 6803 (ambas pertenecientes a la Seccion I), aunque en esta
altima cianobacteria el transporte de aminoacidos ya habia sido estudiado previamente
(Labarre et al., 1987; Flores y Muro-Pastor, 1990).

En la Tabla 8 se muestran las actividades de transporte de aminoacidos de estas
estirpes, medidas en ensayos de 10 min (6 1 min cuando se indica), utilizando el

aminoacido sustrato a concentracion 10 uM.
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Tabla 8. Actividades de transporte de aminoacidos de distintas estirpes de cianobacterias.

Células de las estirpes indicadas cultivadas en medio BG11 se sometieron a ensayos de transporte de los aminoacidos especificados
suministrados a concentracion 10 pM; el tiempo de duraciéon de los ensayos fue 10 min excepto en el caso de la estirpe PCC 6803 con
los aminoacidos Arg y Glu, 1 min. Los valores presentados son la media de los obtenidos en 2-6 ensayos independientes (5 a 17
determinaciones en el caso de la estirpe PCC 7120, que se incluye nuevamente aqui a efectos comparativos).

Aminoacido Actividad de transporte (nmol-mg-1 Chl en 10 min)
sustrato
Anabaena Anabaena  Nostoc Nostoc Calothrix  Fischerella Pseudanabaena Synechococcus Synechocystis
sp. Ssp. sp. sp. sp. muscicola sp. Ssp. sp.
PCC 7120 PCC 7937 PCC 7413 PCC 7107 PCC 7601 UTEX 1829 PCC 6903 PCC 7942 PCC 6803

Basicos
Arg 103,0 59,0 535,7 58,4 79,2 6,3 28,6 0,3 3126
His 74,1 90,8 147,5 65,9 110,1 20,7 90,2 24.3 63,9
Lys 115,0 69,6 73,4 59,6 119,7 14,8 53,5 0,8 457,3
Neutros
Ala 119,3 119,0 280,4 86,6 191,9 44.3 196,6 29,9 101,0
Asn 86,6 45,1 122,1 31,8 80,8 12,9 62,6 4,3 10,5
Gln 73,1 52,0 137,5 34,3 76,7 18,4 106,6 13,4 51,6
Gly 175,7 113,5 208,0 73,4 182,1 48,7 220,7 6,7 102,8
Leu 71,0 60,3 155,4 60,0 79,3 26,7 135,7 41,7 79,4
Phe 72,6 73,0 176,1 53,8 100,5 33,7 137,7 41,8 54,4
Pro 94,3 89,5 282,7 69,3 1174 23,0 192,7 0,7 70,2
Ser 1294 84,1 258,4 79,3 203.,6 34,9 186,8 8,9 69,3
Acidos
Asp 18,3 21,9 25,6 4,3 11,2 84 286,0 7,1 2,6

Glu 6,9 11,4 12,2 6,1 5,8 3:2 136,2 11,2 568,3
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Entre las estirpes estudiadas de la Seccion taxonémica IV, Anabaena sp. PCC
7937 y Calothrix sp. PCC 7601 mostraron actividades de transporte de aminoacidos muy
similares a las presentadas por Anabaena sp. PCC 7120, con valores entre 0,52 vy 1,6 veces
los mostrados por la estirpe PCC 7120.

En el caso de Nostoc sp. PCC 7413 las actividades de transporte observadas fueron
ligeramente superiores (entre 1,2 y 3 veces) a las de la estirpe PCC 7120 para la mayoria
de los aminoéacidos. Es preciso, sin embargo, destacar la notable actividad de transporte
de Arg presentada por la estirpe PCC 7413, que fue 5,2 veces superior a la mostrada por
Anabaena sp. PCC 7120. Se determinaron los parametros cinéticos para el transporte de
la Arg en la estirpe PCC 7413, obteniéndose una Kg de 3,3 pM y una Vipgx de 124
nmol-min-!-mg-1 Chl (Fig. 3).
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Figura 3. Representacién de Eadie-Hofstee del efecto de la
concentracion de Arg sobre la tasa de transporte de Arg en
Nostoc sp. PCC 7413.

Se llevaron a cabo ensayos de transporte de 1 min de duracion
en presencia de distintas concentraciones (0,05-400 uM) de Arg
marcada radiactivamente. v, velocidad de transporte de Arg; S,
concentracion de Arg,

Las actividades de transporte de aminoacidos exhibidas por Nostoc sp. PCC 7107
fueron ligeramente menores, entre 0,23 y 0,89 veces, que las de Anabaena sp. PCC 7120.

Con respecto a Fischerella muscicola UTEX 1829, las actividades de transporte de
aminoacidos neutros observadas fueron, por término medio, de 0,3 veces los mostrados
por Anabaena sp. PCC 7120, siendo de unas 0,5 veces los correspondientes a los
aminoacidos acidos. Por otra parte, esta estirpe mostré una capacidad de transporte de
aminoacidos basicos muy limitada, que en el caso de la Arg era de 0,06 veces la actividad

encontrada en la estirpe PCC 7120, y en el caso de la Lys de 0,13 veces.
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En Pseudanabaena sp. PCC 6903 las actividades de transporte de aminoacidos
neutros observadas fueron algo mayores (1,5 veces por término medio) que las de la
estirpe PCC 7120, mientras que en el caso de la Arg y la Lys las actividades fueron
menores (0,28 y 0,47 veces, respectivamente). Sin embargo, la estirpe PCC 6903 mostro
una notable actividad de transporte de aminoacidos acidos. La determinacioén de los
parametros cinéticos para el transporte del Asp puso de manifiesto la existencia de dos
componentes (Fig. 4), uno de alta afinidad (Ks aparente de 1,1 pM) y otro de baja afinidad
(Ks aparente de 116 uM). La Vipax del componente de alta afinidad result6 ser de 32,4
nmol-min~!-mg-1 Chly la del componente de baja afinidad de 46,2 nmol-min~1-mg-1 Chl

(tras la sustraccion de la velocidad del componente de alta afinidad).

v (nmol-min~1-mg-1 Chl)

0 5 10 15+ 20 25
v/S (nmol'min~!-mg-1 Chl-pyM-1)
Figura 4. Representacion de Eadie-Hofstee del efecto de la
concentracién de Asp sobre la tasa de transporte de Asp en
Pseudanabaena sp. PCC 6903.
Se llevaron a cabo ensayos de transporte de 1 min de duracion en
los que se suministr6 Asp marcado radiactivamente a distintas

concentraciones (0,5-400 uM). En la esquina superior derecha se
muestra una ampliacion de la zona de la grafica comprendida entre

0y 0,6 nmol'min~1-mg-1 Chl-uM-1. v, velocidad de transporte de
Asp; S, concentracion de Asp.

En Synechococcus sp. PCC 7942 las actividades de transporte de Arg y Lys
observadas fueron extremadamente bajas, mientras que las actividades de transporte de
Asp y Glu fueron parecidas a las mostradas por las cianobacterias filamentosas
formadoras de heterocistos incluidas en este estudio. Por otra parte, las actividades de
transporte de los aminoacidos neutros no polares (Ala, Leu, Phe) fueron mas elevadas

que las de los aminoacidos neutros polares (Tabla 8).
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Los resultados obtenidos en el caso de Synechocystis sp. PCC 6803 son
consistentes con los descritos previamente (Labarre et al.,, 1987; Flores y Muro-Pastor,
1990). Las actividades de transporte de His y aminoacidos neutros en la estirpe PCC 6803
fueron similares a las de otras cianobacterias, mientras que las actividades de transporte
de Arg, Lys y Glu fueron mas elevadas. Los parametros cinéticos para el transporte de Arg
y Lys habian sido establecidos anteriormente (Labarre et al., 1987; Flores y Muro-Pastor,
1990), pero no los del transporte de Glu. En este ultimo caso se encontré un tnico
componente cinético (Fig. 5) con una Kg de 49 pM y una Vimgx de 529 nmol'min-1-mg-1
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Figura 5. Representacion de Eadie-Hofstee del efecto de la
concentracion de Glu sobre la tasa de transporte de Glu en
Synechocystis sp. PCC 6803.

Se llevaron a cabo ensayos de transporte de 1 min de duracion en
los que se suministré Glu marcado radiactivamente a distintas
concentraciones (0,25-400 pM). v, velocidad de transporte de Glu;
S, concentracion de Glu.

3.2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES ESPONTANEOS DE
TRANSPORTE DE AMINOACIDOS DE DIVERSAS CIANOBACTERIAS

Una vez establecidas las actividades de transporte de aminoacidos de las
diferentes cianobacterias estudiadas, se procedi6 al aislamiento de mutantes, con objeto
de definir los sistemas de transporte responsables de dichas actividades, asi como las
especificidades de los mismos. La estrategia empleada para ello fue la seleccion de
mutantes espontineos resistentes a diversos analogos toxicos de aminoacidos (Tabla 9).

La resistencia al analogo en cuestion podria deberse a una mutacion en el

sistema de transporte responsable de la entrada del analogo al interior celular que,
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presumiblemente, seria también la via de entrada en la célula del aminoacido
correspondiente. Otra posibilidad que podria explicar el fenotipo de resistencia seria una
mutacién en una enzima de la ruta de biosintesis del aminoacido que provocara la
superproduccion del mismo. De este modo, un mayor nivel intracelular del aminoacido
podria inhibir la entrada del analogo téxico a las células o paliar los efectos toxicos del
mismo una vez que éste estuviera en el interior celular.

La aplicacion de diferentes acercamientos experimentales ha permitido distinguir

entre estas posibilidades.

Tabla 9. Mutantes de diversas estirpes de cianobacterias
resistentes a anilogos toxicos de aminoacidos.

Las estirpes mutantes se aislaron como resistentes a los analogos que se
especifican, a las concentraciones indicadas, como se describe en

Materiales y Métodos.

Estirpe Aislada como resistente a:  Estirpe
mutante parental
CS3264  canavanina 100 uM PCC 7120
CS3274  canavanina 100 uM : PCC 7120
CS343 azaleucina 100 uM PCC 7120
CS389 MSX 50 uM CS343
CS349 azaserina 20 uM CS343
CS460 hidroxilisina 200 pM CS343
CS458 hidroxilisina 40 uM CS389
CS459 azaserina 100 uM CS389
CS341 etionina 100 pM PCC 7120
CS342 etionina 100 uM PCC 7120
CS440 azaleucina 100 pM PCC 7937
CS454 hidroxilisina 150 uM CS440
CS447 MSX 100 uM CS440
CS453 hidroxilisina 100 uM CS447
CS441 azaleucina 100 uM PCC 7413
CS456 MSX 10 uM CS441
CS442 azaleucina 100 pM PCC 7107
CS457 hidroxilisina 25 pM CS442
CS451 azaleucina 50 pM PCC 7601
CS448 azaleucina 100 uM PCC 6903
CS446 MSX 20 uM PCC 6903

@ Herrero y Flores, 1990.

3.2.1. Mutantes de transporte de aminoécidos de Anabaena sp. PCC 7120
Utilizando Anabaena sp. PCC 7120 como estirpe parental, se aislaron clones
resistentes a la azaleucina, un analogo téxico de la Leu, con una frecuencia de 1,7x10-6
por célula. Un representante de este tipo de mutantes es la estirpe CS343 (Tabla 9). No se
obtuvo, sin embargo, ningtn resistente al MSX (analogo de los aminoacidos Met y Glu) o
a la azaserina (un analogo de la Gln), habiéndose sembrado 2x108 y 4x108 células,
respectivamente. Sin embargo, cuando se utilizé la estirpe CS343 como parental, se

pudieron obtener mutantes resistentes al MSX (estirpe CS389, Tabla 9) o a la azaserina

76



Resultados

(estirpe CS349, Tabla 9) con una frecuencia de 8,6x10-7 y 1,4x1076 por célula,
respectivamente.

En la Tabla 10 se muestran las actividades de transporte de aminoacidos de los
mutantes CS343, CS389 y CS349, asi como las de los mutantes CS326 y CS327 que
habian sido aislados previamente en nuestro grupo como resistentes a la canavanina
(un analogo de la Arg) y caracterizados con respecto a sus actividades de transporte de
Arg y Lys (Herrero y Flores, 1990). También se incluyen en la Tabla 10 el mutante doble
CS460, aislado a partir de la estirpe C$343 como resistente a la hidroxilisina (analogo de
la Lys), y los mutantes triples CS458 y CS459, aislados como resistentes a la
hidroxilisina y la azaserina, respectivamente, usando como estirpe parental el doble
mutante CS389 (Tabla 9).

La estirpe CS326 resulto estar fuertemente afectada no sé6lo en el transporte de
aminoacidos basicos, como ya se habia establecido (Herrero y Flores, 1990), sino también
en el transporte de aminoacidos neutros y, en menor grado, acidos.

En el caso de la estirpe CS327, la mutacion afecté al transporte de aminoacidos
basicos y de Asp, y en menor grado al transporte de aminoacidos neutros y Glu.

El mutante CS343 estaba alterado principalmente en el transporte de
aminoacidos neutros, pero en distinta proporcién para distintos aminoacidos.
Concretamente, las actividades de transporte de la Pro, Phe, Gly, Leu, Thr y Ala fueron
las mas bajas, mientras que el transporte de otros aminoacidos neutros como la Asn, la
Gln, la Met y la Ser estaba sdlo parcialmente afectado. También estaba afectado el
transporte del aminoacido basico Orn.

La estirpe CS389 era incapaz de transportar aminoacidos neutros (aunque
presentaba un transporte apreciable de. Gln}, pero mantenia, al igual que su estirpe
parental CS343, actividades de transporte de aminoacidos basicos similares a las de la
estirpe silvestre (excepto en el caso de la Orn, cuyo transporte también estaba afectado
en la estirpe parental CS343); las actividades de transporte de Asp y Glu también
resultaron ser menores que las exhibidas por la estirpe parental CS343.

El mutante CS349 presentaba un fenotipo muy parecido al del mutante CS326,
estando notablemente afectado en el transporte de todos los aminoacidos probados,
aunqgue la tasa de transporte de aminoacidos acidos era menor en la estirpe CS349 que
en la CS326.

La estirpe CS460 mantenia las actividades de transporte de aminoacidos neutros
y acidos de su estirpe parental CS343, pero era incapaz de transportar Arg y Lys, y estaba
parcialmente afectada en el transporte de His.

Los mutantes triples CS458 y CS459 se aislaron con objeto de obtener, por una
via diferente, mutantes que, de forma similar a las estirpes CS326 y CS349, hubieran

perdido practicamente todas las actividades de transporte de aminoacidos. De hecho,
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tanto CS458 como CS459 exhibian una actividad bajisima de transporte de casi todos
los aminoacidos ensayados, incluso de los aminoacidos acidos para los que las estirpes

(CS326 y CS349 mostraban una actividad apreciable.

Tabla 10. Actividades de transporte de aminoicidos de diversos mutantes
resistentes a anilogos téxicos de aminoicidos derivados de Anabaena sp. PCC
7120.

Se llevaron a cabo ensayos de transporte de los aminoacidos indicados, suministrados
a concentracién 10 uM, durante 10 min. Los datos se presentan como porcentaje de la
actividad de transporte mostrada por la estirpe silvestre PCC 7120. Los valores son la
media de 3-6 determinaciones independientes en cada caso (2-3 determinaciones en los
casos de las estirpes CS460, CS458 y CS459). N.D., no determinado.

Aminoacido Actividad de transporte (%)
sustrato
Estirpe mutante:

CS326 (CS327 (€S343 (CS389 (CS349 (CS460 (€S458 (CS459
Basicos
Arg 1 2 100 100 <1 2 <1 <1
His 3 63 100 100 <1 72 1 <1
Lys <1 4 100 100 <1 <1 <1 <1
Orn <1 17 55 63 <1 N.D. N.D. N.D.
Neutros
Ala 1 100 23 4 1 29 1 <1
Asn 3 55 48 2 2 N.D. N.D. N.D.
GIn 9 71 60 21 2 86 <1 <1
Gly <1 95 4 1 <1 5 <1 <1
Leu 1 62 8 1 2 8 <1 <1
Met 2 50 33 1 1 N.D. N.D. N.D.
Phe 2 76 3 2 2 2 6 1
Pro <1 92 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Ser 1 100 30 1 <1 57 1 <1
Thr <1 67 13 3 1 N.D. N.D. N.D.
Acidos
Asp 48 9 94 39 23 100 <1 1
Glu 63 58 71 19 22 100 <1 1

Para analizar la posibilidad de que el fenotipo de los mutantes obtenidos
(resistencia a analogos toxicos y disminuciéon de las actividades de transporte de
aminoacidos) se debiera a una mutacién que provocase la superproduccion de algan
aminoacido, se determinaron los niveles intracelulares de aminoacidos de la estirpe
silvestre PCC 7120 y de los mutantes CS326, CS327, CS343, CS389 y CS349 cultivados
en medio con nitrato. Los cromatogramas obtenidos mediante HPLC (véanse como
ejemplos los de las estirpes PCC 7120 y CS343 en la Figura 6) presentaron una fraccion
mayoritaria correspondiente al aminoacido Glu, no observandose diferencias
significativas entre la estirpe silvestre y los mutantes con respecto a los niveles
intracelulares de aminoacidos.

Por otra parte, las estirpes CS341 y CS342 (Tabla 9), dos mutantes de Anabaena
sp. PCC 7120 aislados como resistentes a la etionina (un analogo de la Met), resultaron

ser mutantes superproductores de Met, Gly, Ser, Thr e Ile. Estos mutantes mostraron
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niveles intracelulares de dichos aminoacidos 50-100 veces superiores a los de la estirpe
silvestre (Tabla 11), aunque esta acumulacién intracelular no se vié6 acompafada de una
liberacién de aminoacidos al medio de cultivo, segiin se determiné utilizando la reaccién
de la ninhidrina (datos no mostrados). A pesar de ser superproductores, los mutantes
CS341 y CS342 mostraron actividades de transporte de aminoacidos similares a las de la
estirpe silvestre (Tabla 12), por lo que el fenémeno de transinhibiciéon no parece
presentarse al menos en el sistema de transporte de aminoacidos neutros de Anabaena
sp. PCC 7120.

\ I

Anabaena PCC 7120

Emision de fluorescencia (425 nm)

[kllﬁ.ll e

CS343

0

Tiempo de retencion 20

(min)

Figura 6. Cromatogramas de muestras de extractos celulares de las
estirpes Anabaena sp. PCC 7120 y CS343.

Células (una cantidad equivalente a 50 pg de Chl) cultivadas en medio
BG11 (con azaleucina en el caso de la estirpe CS343) se lavaron e
hirvieron para obtener extractos celulares que se analizaron mediante
HPLC (Método 1, véase Materiales y Métodos). La escala con la que se
presenta la fraccion correspondiente al Glu es menor que la escala de la
parte basal del cromatograma, para permitir una mejor visualizacién de
esta ultima. Cromatogramas similares a los mostrados se obtuvieron con
extractos de las estirpes mutantes CS326, CS327, CS389 y CS349. E,
Glu.

Se puede inferir, por lo tanto, que las estirpes recogidas en la Tabla 10 estan
realmente afectadas en las actividades de transporte de aminoacidos. En todos los casos,
las mutaciones afectaron al transporte de grupos de aminoacidos y no de aminoacidos

concretos, apoyando la idea, ya sugerida por los experimentos de competencia
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presentados en la Tabla 6, de que los sistemas de transporte de la estirpe PCC 7120
poseen una baja especificidad de sustrato. El fenotipo de los mutantes CS343 y CS389,
asi como la incapacidad para obtener mutantes resistentes a azaserina o MSX a partir de
la estirpe silvestre PCC 7120 pero no a partir del mutante CS343, sugeria la existencia de
dos vias de entrada en la célula para aminoacidos neutros, que denominaremos sistemas
N-I y N-1I, con especificidades solapantes aunque no idénticas. Otros mutantes, como las
estirpes CS326, CS327 y CS349, apoyaban la existencia de elementos comunes entre

distintos sistemas de transporte.

Tabla 11. Concentraciones intracelulares de Met, Gly, Ser, Thr e Ile en los
mutantes CS341 y CS342 derivados de Anabaena sp. PCC 7120.

Células (una cantidad equivalente a 2,3-2,9 mg de proteina) cultivadas en medio
con nitrato (sin analogos) se lavaron e hirvieron para obtener extractos celulares
que se analizaron mediante HPLC para la determinacion del contenido en
aminoacidos de las mismas (Método 1, véase Materiales y Métodos). N.D., no
detectado.

Estirpe Concentracion intracelular (mM)

Met Gly Ser Thr Ile
PCC 7120 N.D. 0,052 0,028 N.D. N.D.
CS341 4,82 5,18 1,39 N.D. N.D.
CS342 4,12 2,91 1,62 0,82 0,43

Tabla 12. Actividades de transporte de algunos aminoacidos de los
mutantes CS341 y CS342 derivados de Anabaena sp. PCC 7120.

Células cultivadas en medio BG11 suplementado con etionina en el caso de los
mutantes CS341 y CS342 se sometieron a ensayos de transporte de 30 min de
duracién en los que se suministraron los aminoacidos indicados a
concentracion 10 pM.

Aminoacido Actividad de transporte

sustrato (nmol'mg-! Chl en 30 min)
PCC 7120 CS341 CS342

Basicos

Arg 268,5 331,8 282,0

Neutros

Asn 322,5 263,1 236,4

Leu 391,2 320,7 264,3

Thr 341,7 368,1 337,8

Met 223,0 210,7 244.5

Acidos

Glu 109,5 81,9 99,3

Se determinaron los parametros cinéticos para la actividad remanente de
transporte de Ala, Asn, GIn y Ser del mutante CS343. Los valores de Kg encontrados
{Tabla 13) fueron similares a los mostrados por la estirpe silvestre PCC 7120 (Tabla 5),
explicandose asi el hecho de que se encontraran cinéticas de saturacién monofasicas
para el transporte de estos aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120, a pesar de la

existencia en esta estirpe de dos sistemas de transporte para aminoacidos neutros.
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Tabla 13. Caracteristicas cinéticas del transporte de Ala, Asn,
GIn y Ser en el mutante CS343 derivado de Anabaena sp. PCC
7120.

Células cultivadas en medio BG11 suplementado con azaleucina se
utilizaron en ensayos, de 1 min de duracién, de transporte de los
aminoacidos indicados, suministrados a distintas concentraciones
comprendidas entre 5 y 400 uM. Los valores presentados son la
media de dos determinaciones independientes con resultados
similares; estos valores se dedujeron a partir de las correspondientes
representaciones de Lineweaver-Burk.

Aminoacido Ks Vimax
(wWM) (nmol'min~!-mg-1 Chl)
Ala 22 11,4
Asn 9 6,1
Gln 35 19,0
Ser 12 12,5

3.2.2. Mutantes de transporte de aminoicidos de Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc
sp. PCC 7413, Nostoc sp. PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601 y Pseudanabaena sp.
PCC 6903

Utilizando Anabaena sp. PCC 7937 como estirpe parental se aislaron mutantes
resistentes a la azaleucina, como la estirpe CS440 (Tabla 9). Este mutante estaba
notablemente afectado en el transporte de aminoacidos neutros, pero era capaz de
transportar los aminoacidos acidos, asi como la Arg y la Lys, a niveles relativamente altos
(Tabla 14). La actividad de transporte de aminoacidos basicos atin presente en el
mutante CS440 no se manifestaba en el mutante doble CS454 (Tabla 14), aislado como
resistente a la hidroxilisina a partir de la estirpe CS440 (Tabla 9). Del mismo modo, la
actividad de transporte de aminoacidos acidos todavia presente en la estirpe CS440 no se
encontraba en el mutante CS447 (Tabla 14), aislado como resistente al MSX a partir del
mutante CS440 (Tabla 9). Con objeto de disponer de un mutante que hubiera perdido la
capacidad de transportar todos los aminoacidos estudiados, se aislé a partir de la estirpe
CS447 un mutante resistente a la hidroxilisina, la estirpe CS453 (Tabla 9 y Tabla 14).

Se obtuvieron mutantes derivados de Nostoc sp. PCC 7413 resistentes a la
azaleucina, como la estirpe CS441 (Tabla 9). Este mutante estaba afectado
principalmente en el transporte de aminoacidos neutros, aunque también el transporte
de aminoacidos basicos y acidos se encontraba disminuido en el mismo (Tabla 14). A
partir de la estirpe CS441 no se obtuvieron mutantes dobles resistentes a la
hidroxilisina, la canavanina o la azaserina, pero si al MSX, como la estirpe CS456 (Tabla
9), que exhibia menor actividad de transporte de los aminoacidos acidos, His y Lys que
su parental (Tabla 14).
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Tabla 14. Actividades de transporte de aminoicidos de los mutantes resistentes a anilogos téxicos de aminoacidos
derivados de Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413, Nostoc sp. PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601 y
Pseudanabaena sp. PCC 6903.

Células de las estirpes indicadas cultivadas en medio BG11 suplementado con el anélogo correspondiente (véase Tabla 9) se
utilizaron en ensayos de transporte de los aminoacidos indicados, suministrados a concentracién 10 uM, durante 10 min. Los
datos se presentan como porcentaje de la actividad de transporte mostrada por la estirpe parental correspondiente. Los valores son
la media de 2-4 determinaciones independientes en cada caso.

Aminoacido Actividad de transporte (%)
sustrato
Estirpe parental:
PCC 7937 PCC 7413 PCC 7107 PCC 7601 PCC 6903

Estirpe mutante:
| CS440 CS454  CS447 CS453 | CS441 CS456 | CsS442 CS457 | CS451 | CS448 CS446 |

Basicos

Arg 81 8 81 5 65 58 128 2 40 1 2
His 50 11 38 1 28 15 89 4 21 11 3
Lys 75 1 70 <1 59 31 136 4 26 <1 <1
Neutros

Ala 19 4 3 2 4 1 11 2 2 <1 <1
Asn 8 7 5 3 3 <1 5 5 2 16 7
Gln 15 15 1 2 5 1 27 33 6 9 3
Gly 9 3 11 5 1 2 7 9 <1 <1 <1
Leu 2 <1 <1 <1 <1 <1 10 9 <1 3 2
Phe <1 2 <1 2 1 <1 6 6 <1 <1 2
Pro <1 <1 <1 <1 <1 <1 2 2 <1 <1 <1
Ser 7 6 11 1 2 <1 6 7 1 1 <1
Acidos

Asp 67 67 4 3 36 8 175 202 34 47 26
Glu 71 79 3 2 29 15 92 77 40 47 51
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A partir de Nostoc sp. PCC 7107 se obtuvieron mutantes resistentes a la
azaleucina, como la estirpe CS442 (Tabla 9). Esta estirpe presentaba actividades
disminuidas de transporte de aminoacidos neutros pero, curiosamente, mostraba
actividades de transporte de Arg, Lys y Asp por encima de los niveles de la estirpe silvestre
(Tabla 14). A partir de la estirpe CS442 se aislé6 un mutante resistente a la hidroxilisina,
la estirpe CS457 (Tabla 9), que exhibia ademas una notable disminucién en €l transporte
de aminoacidos basicos (Tabla 14).

En el caso de Calothrix sp. PCC 7601 sélo se obtuvieron mutantes resistentes a la
azaleucina, como la estirpe CS451 (Tabla 9), pero no a otros analogos como la azaserina,
el MSX o la hidroxilisina, ni siquiera al usar la estirpe CS451 como parental. Esta estirpe
presenté un fenotipo similar al del mutante CS441, mostrando sobre todo una
disminucion en el transporte de los aminoacidos neutros, pero también en el de basicos y

acidos (Tabla 14).

S

v (nmol-min~1-mg-1 Chl)

v/S (nmol'min-1-mg-1 Chl-uM-1)

Figura 7. Representacion de Eadie-Hofstee del efecto de la
concentracién de Asp sobre la tasa de transporte de Asp en los
mutantes CS448 y CS446 derivados de Pseudanabaena sp.
PCC 6903.

Células de las estirpes CS448 (A) y CS446 (O) cultivadas en medio
BG11 suplementado con azaleucina (CS448) o MSX (CS446) se
utilizaron en ensayos de transporte de 1 min en los que se
suministr6 Asp marcado radiactivamente a distintas
concentraciones (0,5-400 uM). Se incluye, a efectos comparativos,
la grafica correspondiente a la estirpe silvestre PCC 6903 (O). v,
velocidad de transporte de Asp; S, concentraciéon de Asp.

A partir de Pseudanabaena sp. PCC 6903 se aislaron mutantes resistentes a la

azaleucina (estirpe CS448, Tabla 9) y al MSX (estirpe CS446, Tabla 9). Ambos mutantes

mostraban el mismo fenotipo con respecto al transporte de aminoacidos, exhibiendo
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actividades de transporte muy disminuidas de los aminoacidos neutros y basicos, al
tiempo que las de Asp y Glu eran también menores que las de la estirpe silvestre (Tabla
14). Como se indicé anteriormente, Pseudanabaena sp. PCC 6903 presenta dos
componentes cinéticos para el transporte de Asp; los mutantes CS448 y CS446
mostraban s6lo el componente de mayor afinidad (Kg de 1,3 y 1,9 uM, respectivamente)
(Fig. 7), lo que sugeria que en esta cianobacteria el sistema de transporte de aminoacidos
neutros y basicos era también el responsable del transporte de baja afinidad de Asp (y
probablemente también de Glu). También se realizaron ensayos de transporte de Asp
marcado radiactivamente en presencia de diversas concentraciones de Glu no marcado
(Fig. 8). Cuando se utiliz6 una concentracion de Asp de 1 uM, se obtuvo una inhibicién
del transporte del 84% en presencia de 100 pM de Glu, y del 99% con Glu 1 mM. Dado
que la contribucion del sistema de baja afinidad (Kg para el Asp 116 uM) al transporte de
Asp a esta concentracion (1 pM de Asp) puede despreciarse, estos resultados sugieren
que el sistema de transporte de Asp de alta afinidad también es capaz de reconocer al

Glu, aunque con una afinidad menor que la mostrada para el Asp.

;;Z;:y f/ 20-?, zg?
TE Z%% 10'%{?/ 20-/?”

Figura 8. Efecto del Glu sobre el transporte de Asp en Pseudanabaena sp. PCC
6903.

Se llevaron a cabo ensayos de transporte de 1 min de duracién en los que se empleé 1, 10
6 104 uM de Asp marcado radiactivamente y 0, 10, 100 6 1000 uM de Glu no marcado.
Los ensayos se realizaron de modo similar a como se describe en el apartado 2.3.3. de
Materiales y Métodos. En el eje de ordenadas se expresa la velocidad de transporte de
Asp. N.D., no determinado.

3.2.3. Estudio de la capacidad de crecimiento diazotréfico de algunos mutantes de
cianobacterias afectados en el transporte de aminoicidos

Con objeto de investigar la posibilidad de que los sistemas de transporte de
aminoacidos tengan un papel en el proceso de desarrollo del heterocisto y/o en el
crecimiento diazotréfico, se realizaron curvas de crecimiento de las estirpes de
cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos incluidas en este trabajo, asi
como de los mutantes de transporte de aminoacidos derivados de ellas, en medios que

contenian como fuente de nitrégeno nitrato o nitrégeno atmosférico.
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Figura 9. Curvas de crecimiento, utilizindose nitrato o dinitrégeno como fuente
de nitréogeno, de los mutantes CS326, CS327, CS343, CS389 y CS349 derivados de
Anabaena sp. PCC 7120.

Células de las estirpes PCC 7120 (0), CS326 (®), CS327 (4), CS343 (O), CS389 (W) y
CS349 (A) cultivadas en medio BG11 (suplementado con el analogo correspondiente en el
caso de los mutantes) se lavaron y resuspendieron en medio BG11 (con nitrato) (A), o
BG11g (sin nitrogeno combinado) (B) sin analogos y se incubaron en condiciones de
cultivo. A distintos tiempos se tomaron muestras para la determinacion de la
concentracion de proteina del cultivo. Las tasas de crecimiento de las estirpes en medio
BG11g fueron: 0,53 (PCC 7120), 0,014 (CS326), 0,47 (CS327), 0,20 (CS343), 0,41 (CS389)

y 0,061 (CS349) dias~l. X, pug de proteina:ml-! tras X horas de cultivo; Xp, pg de
proteina-ml~! a tiempo cero.

Utilizando nitrato como fuente de nitrégeno, las tasas de crecimiento de los
mutantes CS326, CS327, CS343, CS389 y CS349, derivados de Anabaena sp. PCC 7120,
eran similares a la tasa de crecimiento de la estirpe silvestre (Fig. 9A). Sin embargo, en
medio carente de nitrégeno combinado, las tasas de crecimiento de las estirpes mutantes
eran en general menores que la de la estirpe silvestre PCC 7120 (Fig. 9B). Los mutantes
mas afectados en el transporte de aminoacidos, es decir los mutantes CS326 y CS349,
eran también los que presentaban una menor capacidad de crecimiento a expensas de
nitrégeno atmosférico (véase también la Fig. 10). Los mutantes CS458 y CS459 derivados
de la estirpe CS389, asi como el mutante CS460 derivado de la estirpe CS343, también
mostraron en medio sin nitrégeno combinado tasas de crecimiento menores que las de
sus correspondientes estirpes parentales, con valores de 0,18 dias™1 para el mutante

CS458, 0,34 dias™! para el mutante CS459 y 0,14 dias~! para el mutante CS460.

85



Resultados

Figura 10. Crecimiento en medio con nitrato o sin nitr6geno combinado de
Anabaena sp. PCC 7120 y de los mutantes CS326, CS327, CS343, CS349 y
CS389 derivados de la misma.

Las estirpes se cultivaron en medio BG11 (con nitrato) (A) o BG11g (sin nitrégeno
combinado) (B), sin analogos anadidos, durante 10 dias. Los cultivos se

inocularon a razon de 0,2 pg Chl-ml™1.

Tabla 15. Frecuencia de heterocistos y actividad nitrogenasa de los
mutantes CS326, CS327, CS343, CS389 y CS349 derivados de
Anabaena sp. PCC 7120.

Células cultivadas en medio BG11 (con o sin analogos anadidos, véase
Materiales y Métodos) se lavaron y resuspendieron en medio sin fuente de
nitrégeno combinado. Tras 48 horas de incubacion en condiciones de cultivo
se determindé la frecuencia de heterocistos y la actividad nitrogenasa. Los
datos son la media de 3-8 determinaciones.

Estirpe Frecuencia de Actividad
heterocistos nitrogenasa
(%0) (umol-h~1-mg-! Chl)

PCC 7120 5.3 7,1

CS326 <0,1 0,0

CS327 3,6 1,6

CS343 <0,1 0,054

CS389 3,0 1,6

CS349 0,5 0,0

4 En esta estirpe se encontraron niveles mayores de

actividad nitrogenasa (2 pmol-h-l-mg-1 Chl) tras 72
horas de induccion.
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Para establecer si los mutantes afectados en el crecimiento diazotréfico eran
capaces o no de desarrollar heterocistos funcionales, se realizaron experimentos de
induccién en medio sin nitrégeno combinado, determinandose la frecuencia de
heterocistos maduros y la actividad nitrogenasa de las suspensiones celulares. Los
mutantes de transporte de aminoacidos presentaban en general un porcentaje de
heterocistos menor que la estirpe silvestre (Tabla 15) y, como consecuencia, la actividad
nitrogenasa era también menor en todos los casos (Tabla 15). En los mutantes CS326 y
CS349, los mas afectados en el crecimiento diazotroéfico, la actividad nitrogenasa era
indetectable.

Por otra parte, se observo que las estirpes CS326, CS343 y CS349 (Fig. 11)
mostraban una fuerte fragmentacién, quedando la longitud de sus filamentos reducida a
una media de 2 células tras 48 h de incubacion en medio sin nitrégeno combinado.

En el caso de Anabaena sp. PCC 7937, las tasas de crecimiento de los mutantes
CS440, CS454, CS447 y CS453 eran similares a las de la estirpe silvestre tanto en medio
con nitrato (Fig. 12A) como en medio sin nitrégeno combinado (Fig. 12B). Lo mismo
sucedié en el caso de Nostoc sp. PCC 7413 y sus mutantes CS441 y CS456 (Fig. 13Ay B),
asi como en el de Nostoc sp. PCC 7107 y sus derivados CS442 y CS457 (Fig. 14A y B). En
estas estirpes no se encontro, pues, ningun efecto de la inactivacién de los sistemas de
transporte de aminoacidos estudiados sobre la capacidad de crecimiento diazotréfico, a

diferencia de lo que ocurrié en el caso de Anabaena sp. PCC 7120.

3.2.4. Acumulacién de aminoicidos en el medio de cultivo de los mutantes de
transporte de aminoéicidos neutros de diversas estirpes de cianobacterias

Con objeto de profundizar en el estudio de las posibles funciones fisiologicas de
los sistemas de transporte de aminoacidos en las cianobacterias, se estudié si los
mutantes de transporte derivados de Anabaena sp. PCC 7120 mostraban pérdidas de
aminoacidos, como consecuencia de la mutacion, que pudieran correlacionarse con la
incapacidad de crecimiento a expensas del nitrogeno atmosférico observada.

Para ello, tras la incubacion de células de las distintas estirpes en medio con
nitrato o sin fuente de nitrégeno combinado en condiciones de cultivo, se analizo,
mediante HPLC, el contenido en aminoacidos de muestras del medio de cultivo. Mientras
que la estirpe PCC 7120 no mostraba acumulacion significativa de ningtin aminoacido,
los mutantes CS326, CS343, CS389 y CS349, afectados todos ellos en el transporte de
Ala, Phe, Leu y, probablemente, Val e lle, entre otros aminoacidos, mostraron una
acumulacion, a distintos niveles, de dichos aminoacidos en el medio extracelular, tanto
en presencia como en ausencia de nitrato (Tabla 16; véase la Fig. 15 como muestra de los

cromatogramas obtenidos). Por otra parte, la estirpe CS327, que presenta unos niveles
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considerables de transporte de estos aminoacidos, se comportaba como la estirpe
silvestre PCC 7120.

Figura 11. Fotografias al microscopio éptico de los mutantes CS326, CS327,
CS343, CS389 y CS349 derivados de Anabaena sp. PCC 7120 cultivados en medio
sin nitrégeno combinado.

Fotografias al microscopio 6ptico (x417; campo claro) de suspensiones celulares de las
estirpes CS326 (A), CS327 (B), CS343 (C), CS389 (D) y CS349 (E) cultivadas en medio
BG11 (con el analogo correspondiente) e incubadas posteriormente durante 30 h en
condiciones de cultivo en medio BG11g.
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Figura 12. Curvas de crecimiento, utilizindose nitrato o dinitrégeno como fuente
de nitrogeno, de los mutantes CS440, CS454, CS447 y CS453 derivados de
Anabaena sp. PCC 7937.

Células de las estirpes PCC 7937(0), CS440 (O), CS454 (A), CS447 (@) y CS453 (W)
cultivadas en medio BG11 (suplementado con el analogo correspondiente en el caso de
los mutantes) se lavaron y resuspendieron en medio con BG11 (A) o BGl1g (B) sin
analogos y se incubaron en condiciones de cultivo. A distintos tiempos se tomaron
muestras para la determinacioén de la concentraciéon de proteina del cultivo. X, pg de

proteina-ml~! tras X horas de cultivo; Xg, ug de proteina-ml~! a tiempo cero.
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Figura 13. Curvas de crecimiento, utilizindose nitrato o dinitré6geno como fuente
de nitrégeno, de los mutantes CS441 y CS456 derivados de Nostoc sp. PCC 7413.

Células de las estirpes PCC 7413 (@), CS441 (W) y CS456 (A) cultivadas en medio BG11
(suplementado con el analogo correspondiente en el caso de los mutantes) se lavaron y
resuspendieron en medio BG1l1l (A) o BG1llg (B) sin analogos y se incubaron en
condiciones de cultivo. A distintos tiempos se tomaron muestras para la determinacién
de la concentraciéon de proteina de los cultivos. X, ug de proteina-ml-1 tras X horas de

cultivo; Xg, pg de proteina-ml-! a tiempo cero.
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Figura 14. Curvas de crecimiento, utilizdndose nitrato o dinitrégeno como fuente
de nitrégeno, de los mutantes CS442 y CS457 derivados de Nostoc sp. PCC 7107.
Células de las estirpes PCC 7107(®), CS442 (W) y CS457 (A) cultivadas en medio BG11
(suplementado con el analogo correspondiente en el caso de los mutantes) se lavaron y
resuspendieron en medio BG11l (A) o BGllg (B) sin andlogos y se incubaron en
condiciones de cultivo. A distintos tiempos se tomaron muestras para la determinacion
de la concentracion de proteina de los cultivos. X, ug de proteina-ml-1 tras X horas de
cultivo; Xg, ug de proteina-ml-! a tiempo cero.

La estirpe EF116 es un mutante derivado de PCC 7120 incapaz de fijar nitrégeno
en condiciones aerdbicas debido a un defecto en la envuelta del heterocisto (Wolk et al.,
1988). Esta estirpe, que no esta afectada en el transporte de aminoacidos (datos no
mostrados), no acumulaba aminoacidos en el medio extracelular (Tabla 16). Se puede
deducir, por lo tanto, que la acumulaciéon de aminoacidos que se observaba en el medio
de cultivo de algunos mutantes en ausencia de nitrégeno combinado no era una
consecuencia del estrés de nitrogeno al que estarian sometidos dichos mutantes como
consecuencia de su incapacidad de crecer diazotréficamente.

Los resultados obtenidos mediante HPLC se corroboraron para la estirpe CS326
utilizando un acercamiento experimental diferente. Las estirpes PCC 7120 y CS326 se
cultivaron en medio con nitrato en presencia de bicarbonato marcado radiactivamente
con 14C durante 74 horas. El contenido en metabolitos del medio de cultivo se analizo
mediante TLC bidimensional, detectiandose los compuestos radiactivos presentes
mediante autorradiografia (Fig. 16). En el caso de la estirpe silvestre PCC 7120 no se
detect6é ninguna mancha radiactiva (Fig. 16A), mientras que en el caso del mutante
CS326 se observaron manchas que co-cromatografiaban con los aminoacidos Ala, Phe,

Ile+Leu y Val, siendo la mancha maés radiactiva la correspondiente a la Ala (Fig. 16B).
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Tabla 16. Concentraciones de aminoécidos en el medio extracelular de cultivos de
Anabaena sp. PCC 7120 y de mutantes de transporte de aminoicidos derivados de
la misma.

Células cultivadas en medio BG11 (suplementado con €l anilogo pertinente en el caso de
cada mutante) se lavaron y resuspendieron en medio BG11l o BGllg, sin analogos
afiadidos, incubandose durante 48 horas en condiciones de cultivo. Transcurrido este
tiempo, se tomaron muestras de los cultivos que se filtraron para eliminar las células y se
analizaron mediante HPLC para determinar el contenido en aminoacidos (Método 1,
véase Materiales y Métodos). N.D., no detectado.

Anabaena PCC 7120

Medio Aminoacido Concentracion de aminoacido en el medio extracelular (uM)
Estirpe:
PCC 7120 EF116 CS326 CS327 (€S343 (CS389 (CS349
BG11 Ala 0,31 0,08 8,81 0,44 10,99 12,14 12,94
Val 0,05 N.D. 1,18 0,08 1,07 0,89 0,99
Ile 0,05 N.D. 0,77 0,04 1,21 0,75 0,68
Phe 0,03 N.D. 1,14 0,08 1,51 1,08 1,26
Leu 0,07 N.D. 0,27 0,05 0,23 0,45 0,31
BGllg Ala 0,04 0,19 15,46 0,17 8,97 4,99 7.16
Val N.D. 0,03 1,00 N.D. 0,48 0,28 0,39
Ile N.D. 0,04 1,75 N.D. 1,73 0,66 1,06
Phe N.D. 0,04 2,61 N.D. 1,52 1,14 1,93
Leu N.D. 0,03 2,06 N.D. 1,35 0,74 0,94
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Figura 15. Cromatogramas de muestras del medio extracelular de
cultivos de la estirpe Anabaena sp. PCC 7120 y de los mutantes
CS326 y CS343.

Células cultivadas en medio BG11 (suplementado con analogos en el caso
de las estirpes mutantes) se lavaron y resuspendieron en el mismo medio
(sin analogos), incubandose durante unas 48 horas en condiciones de
cultivo. A continuacién, se tomaron muestras de las suspensiones
celulares, se filtraron para eliminar las células y se analizaron mediante
HPLC para la determinacion de su contenido en aminoacidos (Método 1,
véase Materiales y Métodos). A, Ala; V, Val; |, lle; F, Phe; L, Leu.
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Figura 16. Cromatografia en capa fina (TLC) bidimensional de muestras del medio
extracelular de cultivos de las estirpes Anabaena sp. PCC 7120 y CS326 incubadas
en medio con bicarbonato radiactivo.

Células (una cantidad equivalente a 5 ug de Chl) de las estirpes Anabaena sp. PCC 7120
(A) y CS326 (B) cultivadas en medio BG11 (suplementado con hidroxilisina en el caso de
CS326) se lavaron y resuspendieron en medio BG11 (sin analogos) suplementado con
NaH14CO3 y se incubaron durante 74 horas en condiciones de cultivo. Pasado este
tiempo, se tomaron muestras del medio, se filtraron para eliminar las células y se
analizaron mediante TLC bidimensional. La mancha de la esquina inferior izquierda
corresponde al origen de la cromatografia, donde se acumula material radiactivo no
soluble. A, Ala; F, Phe; V, Val; I+L, Ile+Leu.

La acumulacién en el medio de cultivo de este conjunto de aminoacidos neutros
hidrofébicos resultd ser una caracteristica comun de los mutantes afectados en el
transporte de aminoacidos neutros de las distintas estirpes de cianobacterias estudiadas,
y no una particularidad de Anabaena sp. PCC 7120. La Figura 17 muestra los
cromatogramas obtenidos mediante HPLC de muestras del medio en el que se habian
incubado durante unas 48 horas células de las estirpes silvestres Anabaena sp. PCC
7937, Nostoc sp. PCC 7413 y PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601 y Pseudanabaena sp. PCC
6903, asi como sus correspondientes mutantes de transporte de aminoacidos neutros.
Todos los mutantes mostraron una acumulacion, a distintos niveles, de los aminoacidos
Ala, Val, Phe, Ile y Leu, alcanzandose concentraciones significativamente superiores a las
encontradas en el medio de cultivo de las estirpes silvestres correspondientes (Tabla 17).
En el caso de los mutantes CS446 y CS448, se detectaron ademas otros aminoacidos,
incluyendo Asp, Glu, Ser, Gly, Thr y Tyr (Fig. 17), pero este fenémeno también ocurria en

el caso de su estirpe parental PCC 6903.
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Figura 17. Cromatogramas de muestras del medio extracelular de cultivos de las
estirpes Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413, Nostoc sp. PCC 7107,
Calothrix sp. PCC 7601, Pseudanabaena sp. PCC 6903 y de los mutantes de
transporte de aminoacidos derivados de las mismas CS440, CS441, CS442, CS451
y CS446.

Células cultivadas en medio BG11 (suplementado con el analogo correspondiente en el
caso de las estirpes mutantes) se lavaron y resuspendieron en medio BG1l1 (sin
analogos), en el que se incubaron durante unas 48 horas en condiciones de cultivo. A
continuacion se tomaron muestras de las suspensiones celulares, que se filtraron para
eliminar las células y se analizaron mediante HPLC (Método 2, véase Materiales y
Métodos). A, Ala; V, Val; F, Phe; [, Ile; L, Leu; D, Asp; E, Glu; S, Ser; G, Gly; T, Thr; Y, Tyr.
Se desconoce la identidad del compuesto que aparece entre S y G en la muestra del
mutante CS446.
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Tabla 17. Concentraciones de aminoacidos en el medio extracelular de cultivos de Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413,
Nostoc sp. PCC 7107, Calothrix sp. PCC 7601 y Pseudanabaena sp. PCC 6903 y de mutantes de transporte de aminoacidos
derivados de dichas cianobacterias.

Células cultivadas en medio BG11 (suplementado con el analogo pertinente en el caso de cada estirpe mutante) se lavaron y resuspendieron
en medio BG11 (sin analogos anadidos), en el que se incubaron durante unas 48 horas en condiciones de cultivo. A continuacién se
tomaron muestras de los cultivos, se filtraron para eliminar las células y se analizaron mediante HPLC para la determinacion del contenido
en aminoacidos (Método 2, véase Materiales y Métodos). En la tabla se recogen los aminoacidos que se encontraron en las estirpes
mutantes a un nivel superior al de la correspondiente estirpe silvestre. N.D., no detectado.

Aminoacido Concentracion de aminoacido en el medio extracelular (UM)

| PCC 7937 CS440 |PCC 7413 CS441 | PCC 7107 CS442 [ PCC 7601 CS451 [ PCC 6903 CS448 (CS446 |
Ala 0,19 8,70 0,04 9,27 0,18 12,08 0,36 11,36 1,41 6,62 6,44
Val N.D. 0,68 0,01 0,76 0,06 0,95 0,08 1,14 0,42 0,86 1,77
Ile 0,02 1,03 0,01 1,30 0,06 4,38 0,06 1,25 0,19 1,07 1,78
Phe 0,02 0.85 0,01 1,19 0,07 0,85 0,10 1,16 0,12 0,85 1,80

Leu 0,01 1,03 0,01 0,68 0,08 1,61 0,06 1,10 0,26 0,35 0,77
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3.3. IDENTIFICACION DE LOS GENES .natA y natB DE TRANSPORTE DE
AMINOACIDOS DE Synechocystis sp. PCC 6803 Y CARACTERIZACION DE
MUTANTES DE LOS MISMOS

El siguiente objetivo de este trabajo consistié en la clonacién y analisis de
algunos de los genes responsables de las actividades de transporte de aminoacidos que
habian sido caracterizadas. Esto permitiria profundizar en el estudio de la funcién de

dichos sistemas de transporte.

3.3.1. Generacién de los mutantes natA y natB derivados de Synechocystis sp. PCC
6803 y actividades de transporte de aminoacidos de los mismos

Durante el desarrollo de esta tesis se hizo disponible en las bases de datos 1 Mb,
que suponia un 28% de la secuencia del genomio de la cianobacteria unicelular
Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko et al., 1995). La disponibilidad de esta secuencia nos
permitié buscar las ORFs presentes en la misma cuyos productos hipotéticos mostraran
homologia con proteinas de otros organismos implicadas en el transporte a través de
membranas, encontrandose 32 de tales ORFs, de las cuales se seleccionaron ocho para
su estudio {Tabla 18). Como se mencioné en la Introduccion, en el caso de las proteinas
que constituyen sistemas de transporte, las homologias no necesariamente reflejan la
naturaleza exacta del sustrato transportado. No obstante la seleccion de estas ocho
OREFs se hizo en base a dicho criterio, descartando, en particular, las ORFs homélogas al
componente conservado de sistemas exportadores de compuestos, y seleccionando las
ORFs homologas a elementos de sistemas de transporte de aminoacidos de otras
bacterias.

Como puede observarse, los productos hipotéticos de las ORFs slr0075, sll0484,
slr0467 y sll0374 muestran homologia con componentes conservados de sistemas de
transporte tipo ABC; los de las ORFs sll0064, sll0606 y slr0559 con proteinas
periplasmicas de unién de sustrato caracteristicas de los mismos sistemas de transporte
y, finalmente, el producto hipotético de la ORF slr0700 con una proteina de transporte de
tipo monocomponente, con 12 dominios hidrofébicos de expansiéon de membrana (Tabla
18).

La estrategia general que se siguié para el estudio de estas ORI's consistio en la
amplificacion mediante PCR de fragmentos pertenecientes a las mismas, clonacién de
dichos fragmentos en un vector apropiado, insercion de una casete de resistencia a Km
interrumpiendo la ORF y transferencia de las construcciones resultantes a Synechocystis
sp. PCC 6803 mediante transformacion, con objeto de reemplazar el gen silvestre de dicha
estirpe por la versién mutada y estudiar las actividades de transporte de aminoacidos de

las estirpes mutantes asi generadas.
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Tabla 18. ORFs de Synechocystis sp. PCC 6803 seleccionadas para su estudio en este trabajo cuyos productos hipotéticos
muestran homologia con proteinas de transporte de otros organismos.

Se seleccionaron 8 de entre unas 32 ORF's presentes en una region de 1 Mb de longitud del genomio de la estirpe PCC 6803 (Kaneko et al.,
1995) relacionadas con genes de transporte de membrana de otros organismos. La longitud de los productos hipotéticos de estas ORFs se
indica en aminoacidos (aa). La posicion relativa del comienzo de las ORFs en el genomio de la estirpe PCC 6803 se indica (en kb) segtin el
sistema de referencia establecido por Kaneko et al. (1996).

ORF Longitud Homologia con proteinas de otros organismos: Identidades Posicion

(aa) (%) (kb)

strO075 256 ycfl6, componente conservado de un posible transportador
dependiente de ATP de Cyanophora paradoxa 67 2873

slio484 245 proteina DevA (componente conservado) de Anabaena sp.
PCC 7120 63 2911

slr0467 267 BraF, una subunidad del componente conservado del

sistema de transporte de aminoacidos de cadena lateral
ramificada de Pseudomonas aeruginosa 40 2601

sll0374 249 BraG, una subunidad del componente conservado del

sistema de transporte de aminoacidos de cadena lateral
ramificada de P. aeruginosa 42 2709

slioo64 275 precursor de la proteina de uniéon de la Gln de un
transportador tipo ABC de Bacillus stearothermophilus 27 2580

sll06064 464 BraC, proteina periplasmica de union de Leu, Ile y Val de P.
aeruginosa 25 2668
slr05594 454 proteina BraC de P. aeruginosaP 25 2799
str0700 452 proteina GabA, permeasa de 4-aminobutirato de E. coli € 25 3089

@ En estos casos, Kaneko et al. no aportaban ninguna homologia.

b También se encontré homologia con el receptor metabotrépico para Glu de Rattus norvegicus (23% de
residuos idénticos).

€ También se encontré homologia con permeasas para el transporte de aminoacidos catiénicos de diversos
organismos.

d Esta ORF se estudi6 por ser adyacente a la ORF slr0467 (véase el texto), a pesar de no mostrar homologia
con ninguna proteina conocida.
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Para la amplificacién de fragmentos de DNA correspondientes a cada una de las
ORFs indicadas se utilizaron como cebadores oligonucleétidos de 23-25 bases de
longitud (cuyas secuencias se especifican en Materiales y Métodos) que apareaban con
secuencias internas o adyacentes a la propia ORF, como se muestra en la Figura 18.
Como molde se utilizé DNA genémico de Synechocystis sp. PCC 6803. Los productos
resultantes de las reacciones de amplificacion (de entre 893 y 1116 pb) se clonaron en el
vector pGEM-T (Tabla 3, Materiales y Métodos). De este modo se generaron los plasmidos
pCSX11, pCSX12, pCSX24, pCSX25, pCSX22, pCSX8, pCSX10, pCSX9 y pCSX38 (Tabla
19). Posteriormente, éstos se digirieron con endonucleasas de restricciéon que
presentaban un unico sitio de corte, localizado en su inserto, procediéndose después a la
introduccion en dicho sitio de la casete C.K3 (1,1 kb) (véase Tabla 3, Materiales y
Métodos), que confiere resistencia a la Km y carece de terminadores de la transcripcion.
Asi se generaron los plasmidos pCSX14, pCSX15, pCSX28a, pCSX28b, pCSX29a,
PCSX29b, pCSX26, pCSX13, pCSX18a, pCSX18b, pCSX19 y pCSX39 (Tabla 19, Figura
18). Las letras a y b al final del nombre del plasmido indican que la casete C.K3 se insert6
en la misma orientacion que la ORF (a) o en sentido opuesto (b). Cuando no se especifica
ninguna letra, la casete C.K3 se inserté en una tunica orientaciéon, que no fue
determinada. Estos plasmidos, que contenian las versiones mutadas de las ORFs
sometidas a estudio, se utilizaron para transformar células de la estirpe silvestre PCC
6803, seleccionandose aquellos clones que habian adquirido resistencia a la Kmm como
consecuencia de una doble recombinacion que provocase la sustitucion del gen silvestre
por la version mutante del mismo. De este modo, se obtuvieron las estirpes mutantes que
se denominaron CSX14, CSX15, CSX28a, CSX28b, CSX29a, CSX29b, CSX26, CSX13,
CSX18a, CSX18b, CSX19y CSX39, en funcién del nombre del plasmido utilizado para su
generacion.

La estructura cromosémica de todos los mutantes se comprobd mediante PCR,
utilizando el DNA gendémico de los mismos como molde para las reacciones de
amplificacion y, como cebadores, los oligonucleétidos que se habian utilizado para la
clonacion de las ORFs. Los productos resultantes se resolvieron en geles de agarosa,
observandose un incremento de 1,1 kb sobre el tamaiio original del fragmento, debido a
la insercién de la casete C.K3 (datos no mostrados). En aquellos casos en que se
observaron tanto bandas del tamafio mutante como del silvestre, indicando que la
estirpe poseia una mezcla de cromosomas, se procedié a cultivarla con una
concentracién de Km superior para favorecer la segregaciéon de la mutacién. Sélo en el
caso del mutante CSX14 no fue posible la obtencion de un clon mutante
cromosOomicamente homogéneo, a pesar de utilizarse concentraciones de Km superiores a
300 pug-ml-1, lo que sugiere que el producto de la ORF slr0075 sea esencial, al menos en

las condiciones de cultivo empleadas.
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Figura 18. Representacion esquematica de las ORFs del genomio de Synechocystis
sp. PCC 6803 inactivadas mediante insercion de la casete C.K3.

Se representan las ORFs seleccionadas para su inactivacién, asi como las ORFs
adyacentes. Se indican (mediante flechas pequenas) los oligonucleétidos utilizados como
cebadores para la amplificacion por PCR de fragmentos pertenecientes a dichas ORFs, asi
como las posiciones correspondientes a los mismos, las dianas de restriccion empleadas
para la insercién de la casete C.K3 y el nombre del plasmido pCSX generado en cada
caso. En las ORFs slr0467 (panel C), sll0374 (panel D) y slr0559 (panel G), la casete C.K3
se insertdé en ambas orientaciones, sirviendo la diana Sall interna a la misma para
distinguir entre ellas.
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Tabla 19. Plismidos construidos para la inactivacién insercional de las ORFs
slr0075, sll0484, slr0467, sll0374, sll0064, sll0606, slr0559, slr0700 y slr0468

de Synechocystis sp. PCC 6803.

Plasmido  Descripcion

pCSX11 fragmento de la ORF slr0075 amplificado con los cebadores Tr12 y Tr13
clonado en pGEM-T

pCSX12 fragmento de la ORF sli0484 amplificado con los cebadores Tr14 y Tr15
clonado en pGEM-T

pCSX24 fragmento de la ORF slr0467 amplificado con los cebadores Tr20 y Tr21
clonado en pGEM-T

pCSX25 fragmento de la ORF sll0374 amplificado con los cebadores Tr22 y Tr23
clonado en pGEM-T

pCSX22 fragmento de la ORF sll0064 amplificado con los cebadores Tr16 y Tr17
clonado en pGEM-T

pCSX8 fragmento de la ORF sll0606 amplificado con los cebadores Tr6 y Tr7
clonado en pGEM-T

pCSX10 fragmento de la ORF slr0559 amplificado con los cebadores Tr8 y Tr9
clonado en pGEM-T

pCSX9 fragmento de la ORF slr0700 amplificado con los cebadores Tr10y Trl1
clonado en pGEM-T

pCSX38 fragmento de la ORF slr0468 amplificado con los cebadores Tr24 y Tr25
clonado en pGEM-T

pCSX14 plasmido que contiene la ORF slrO075 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Bglll de pCSX11

pCSX15 plasmido que contiene la ORF sll0484 interrumpida por insercion de la
casete C.K3 en el sitio EcoRV de pCSX12

pCSX28a@ plasmido que contiene la ORF slr0467 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Smal de pCSX24, en la misma orientacién
que la ORF

pCSX28b  plasmido que contiene la ORF slr0467 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Smal de pCSX24, en orientacién opuesta a la
de la ORF

pCSX29a  plasmido que contiene la ORF sll0374 interrumpida por insercion de la
casete C.K3 en el sitio Xbal de pCSX25, en la misma orientacioén que la
ORF

pCSX29b@ plasmido que contiene la ORF sll0374 interrumpida por insercion de la
casete C.K3 en el sitio Xbal de pCSX25, en orientacién opuesta a la de
la ORF

pCSX26 plasmido que contiene la ORF sll0064 interrumpida por insercién de la
casete C.K3 en el sitio EcoRV de pCSX22

pCSX13 plasmido que contiene la ORF sll0606 interrumpida por insercion de la
casete C.K3 en el sitio Xbal de pCSX8

pCSX18a  plasmido que contiene la ORF slr0559 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Smal de pCSX10, en la misma orientacion
que la ORF

pCSX18ba plasmido que contiene la ORF slr0559 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Smal de pCSX10, en orientacién opuesta a la
de la ORF

pCSX19 plasmido que contiene la ORF slr0700 interrumpida por insercion de
la casete C.K3 en el sitio Nhel de pCSX9

pCSX39 plasmido que contiene la ORF slr0468 interrumpida por insercién de

la casete C.K3 en el sitio Bglll de pCSX38

@ Mediante secuenciacion parcial de estos plasmidos se comprobd que los fragmentos
amplificados mediante PCR contenidos en los mismos eran correctos. En el resto de los

casos se realizé dicha comprobacion mediante analisis de restriccion.
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Se determinaron las actividades de transporte de aminoacidos de los mutantes
obtenidos, utilizandose una concentracion de sustrato de 10 pM, en ensayos de 10 min
de duracion (1 min en el caso de la Arg y el Glu). Las estirpes mutantes CSX15, CSX29b,
CSX26, CSX13, CSX19 y CSX39 mostraron actividades de transporte de aminoacidos
similares a las de la estirpe silvestre PCC 6803 (Tabla 20), descartandose de este modo la
posibilidad de que las ORFs sll0484, sll0374, sll0064, sllO606, slr0700 y slr0468

determinaran proteinas necesarias para el transporte de los aminoacidos ensayados.

Tabla 20. Actividades de transporte de aminoacidos de los mutantes CSX15,
CSX29b, CSX26, CSX13, CSX19 y CSX39 derivados de Synechocystis sp. PCC
6803.

Células cultivadas en medio BG11, suplementado con Km en el caso de los mutantes, se
sometieron a ensayos de transporte de los aminoacidos indicados, suministrados a
concentracién 10 uM, de 10 min de duracién (1 min en el caso de la Arg y el Glu). La
estirpe silvestre PCC 6803 se incluye con fines comparativos.

Actividad de transporte
Aminoacido (nmol'mg-! Chl en 10 min)

sustrato
Estirpe:

PCC6803 CSX15 CSX20b CSX26 CSXI3 CSX19 CSX39
(sll0484)a (sll0374) (sl0064) (sl0606) (slr0700) (slr0468)

Basicos

Arg 3120 3640 3570 3580 2710 2580 3060
His 63,9 67,3 62,3 71,3 54,1 43,4 68,2
Lys 457,3 344.,4 319,8 308,6 327,6 266,6 248,1
Neutros

Ala 101,0 124,5 85,3 133,2 107,6 108,0 115,9
Gln 51,6 86,4 92,5 99,2 96,5 80,4 84,1
Gly 102,8 97,3 93,5 114,8 94,2 103,0 91,5
Leu 79,4 62,6 57,6 50,0 69,1 47,0 60,9
Phe 54,4 56,8 42,7 45,7 49,8 42,6 60,1
Pro 70,2 100,4 68,8 90,8 70,1 69,4 85,6
Ser 69,3 85,9 76,1 89,2 59,1 55,2 68,7
Acidos

Asp 2,6 2,5 2,8 3,2 2,2 2,1 3,1
Glu 568,3 621,1 562,4 647,4 571,0 567,0 466,4

@ Se indica entre paréntesis la ORF inactivada en cada una de las estirpes mutantes.

Sin embargo, los mutantes de las ORFs slr0467 (estirpes CSX28a y CSX28b) y
slr0559 (estirpes CSX18a y CSX18b) resultaron estar severamente afectados en el
transporte de los aminoacidos neutros Ala, Gly, Leu, Phe, Pro y Ser (Tabla 21). También
el transporte de Asp se veia disminuido en un 73-81%. Por otra parte, la inactivacion de
la ORF slr0467 provocaba una reduccién de la actividad de transporte de Glu de un 33-
53%, efecto que no se observaba en el caso de la inactivacion de la ORF slr0559.
Finalmente, las actividades de transporte de Gln, asi como de aminoacidos basicos, no se
vieron sustancialmente afectadas. Como ya se ha discutido con anterioridad, el
aminoacido His puede comportarse en parte como aminoacido neutro (véase apartado
3.1.1).
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El fenotipo de transporte de aminoacidos de los mutantes CSX28a, CSX28b,
CSX18a y CSX18b sugeria que las ORFs slr0467 y slr0559 correspondian a genes que
determinaban proteinas necesarias para el transporte de aminoacidos neutros en la
cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803. El hecho de que la mutacién de cada una de
las ORFs anulase de forma casi total la actividad de transporte de aminoacidos neutros
(excepto GIn) sugeria que ambas ORFs determinarian elementos de un mismo sistema de
transporte. Se denominé natA a la ORF slr0467 y natB a la ORF slr0559 (nat de "neutral
amino acid transport"). Por lo tanto, el sistema responsable del transporte de
aminoacidos neutros (excepto Gln) en esta cianobacteria parece ser de tipo ABC o

multicomponente.

Tabla 21. Actividades de transporte de aminoédcidos de los
mutantes de las ORF's slr0467 y slr0559 de Synechocystis
sp. PCC 6803.

Células cultivadas en medio BG11 suplementado con Km en el
caso de los mutantes, se sometieron a ensayos de transporte de
los aminoacidos indicados, suministrados a concentraciéon 10
uM, de 10 min de duracion (1 min en el caso de la Arg y el Glu).
Los datos se presentan como porcentaje de la actividad de
transporte mostrada por la estirpe silvestre PCC 6803 y son la
media de los valores obtenidos en 2-3 ensayos independientes.

Aminoacido Actividad de transporte {%)
sustrato

Estirpe:

CSX28a CSX28b CsX18a CSX18b
(stro467)  (slr0467)  (slr0559)  (slr0559)

Basicos

Arg 92 71 100 98
His 70 70 73 68
Lys 80 88 94 84
Neutros

Ala <1 <1 <1 1
GIn 86 86 100 94
Gly <1 <1 <1 1
Leu <1 <1 <1 1
Phe <1 <1 <1 1
Pro <1 <1 <1 <1
Ser 5 3 4 5
Acidos

Asp 27 19 27 23
Glu 67 47 88 84

a4 Se indica entre paréntesis la ORF inactivada en cada una
de las estirpes mutantes.

Los genes natAy natB ocupan posiciones distantes (posiciéon 2601 kb y 2799 kb,
respectivamente) en el genomio de Synechocystis sp. PCC 6803. El producto hipotético de
la ORF slr0468, situada inmediatamente a continuacion del gen natA (Fig. 18C) y que no
muestra homologia con ninguna proteina conocida (Tabla 18), no parece estar implicado

en el transporte de aminoacidos como se ha indicado antes.
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A pesar de no estar segregado, también se analizé la actividad de transporte de
aminoacidos del mutante CSX14 (mutado en la ORF slr0075), que presentd actividades
normales en todos los casos (datos no mostrados).

El mutante CSX28a permitié analizar el transporte de Glu en Synechocystis sp.
PCC 6803 en ausencia de cualquier posible contribucion del sistema de transporte de
aminoacidos neutros. Se determinaron los parametros cinéticos para el transporte de
Glu en la estirpe CSX28a, obteniéndose un valor de Kg de 44 pM y una Vi, de 389
nmol-min-l-mg-! Chl (Fig. 19). Con objeto de determinar si el transporte de Glu
remanente en la estirpe CSX28a podia tener lugar a través del mismo sistema que
mediaba el transporte de GIn, se determinaron los parametros cinéticos para el
transporte de Glu en presencia de Gln suministrada a concentraciones 0,01, 0,1 6 1 mM.
En todos los casos se encontraron valores de Kg y Vg, similares a los observados en
ausencia de Gln (Tabla 22). Por lo tanto, estos sustratos no parecen compartir el mismo

sistema de transporte.
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Figura 19. Representacion de Eadie-Hofstee del efecto de la concentracion de Glu
sobre la tasa de transporte de Glu en el mutante CSX28a derivado de
Synechocystis sp. PCC 6803.

Células cultivadas en medio BG11, suplementado con Km, se utilizaron en ensayos de
transporte de 1 min de duracion en los que se suministré Glu marcado radiactivamente a
distintas concentraciones (0,25-400 pM). v, velocidad de transporte de Glu; S,
concentracion de Glu.
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Tabla 22. Caracteristicas cinéticas del transporte de Glu en presencia
de diferentes concentraciones de Gln en el mutante CSX28a derivado
de Synechocystis sp. PCC 6803.

Células cultivadas en medio BG11, suplementado con Km, se utilizaron en
ensayos de transporte de 1 min de duracién en los que se suministré Glu
marcado radiactivamnente a distintas concentraciones comprendidas entre
20 y 400 pM, en presencia de 0,01, 0,1 6 1 mM de GIn no marcada. Los
ensayos se realizaron de modo similar a como se describe en el apartado
2.3.3 (Materiales y Métodos).

Concentraciéon de Gln en el Ksg Vimax
ensayo (mM) (uM) (nmol'min~1-mg-1 Chl)
0,01 58 407
0,1 57 319
1 54 385

3.3.2. Acumulaciéon de aminoéacidos en el medio de cultivo de los mutantes natA y
natB de Synechocystis sp. PCC 6803

Los mutantes espontaneos afectados en el transporte de aminoacidos neutros de
las estirpes filamentosas Anabaena sp. PCC 7120, Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC
7413, Nostoc sp. 7107, Calothrix sp. PCC 7601 y Pseudanabaena sp. PCC 6903 muestran,
como se describié en el apartado 3.2.4, la acumulacién de ciertos aminoacidos en el
medio de cultivo. Para determinar si la inactivacion de los genes natA y natB de
Synechocystis sp. PCC 6803 provocaba el mismo fenotipo, se analizaron mediante HPLC
muestras del medio de cultivo en el que se habia incubado a los mutantes CSX28a o
CSX18b. En ambos casos se observo una acumulacién de los aminoacidos Ala, Val, Phe,
Ile y Leu (Fig. 20) por encima de los niveles encontrados en la estirpe silvestre PCC 6803.
La concentracién del aminoacido Ala en el medio extracelular, tras 46 horas de
incubacion en medio BG11, fue de 0,15 pM para la estirpe PCC 6803, 7,4 pM para el
mutante CSX28a y 7,5 UM para el CSX18b.

3.3.3. Presencia de secuencias homélogas a los genes natA y natB de
Synechocystis sp. PCC 6803 en otras estirpes de cianobacterias

Dado que todas las cianobacterias incluidas en este trabajo mostraron capacidad
para transportar aminoacidos neutros, se estudié mediante analisis de Southern la
existencia de secuencias homoélogas a las de los genes natA y natB de Synechocystis sp.
PCC 6803 en el resto de las estirpes utilizadas. En todos los casos se observaron bandas

de hibridacion, tanto con la sonda de natA como con la sonda de natB (Fig. 21).
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Figura 20. Cromatogramas de muestras del medio de

cultivo de Synechocystis sp. PCC 6803 y de los

mutantes CSX28a (natA) y CSX18b (natB).

Células cultivadas en medio BG11, suplementado con Km

en el caso de los mutantes, se lavaron y resuspendieron

en medio BG11 (sin antibiéticos), incubandose durante

46 horas en condiciones de cultivo. A continuacién se

tomaron muestras del medio, se filtraron para eliminar

las células y se analizaron mediante HPLC (Método 2,

véase Materiales y Métodos). A, Ala; V, Val; F, Phe; I, lle; L,

Leu.
3.4. IDENTIFICACION Y ANALISIS DE GENES nat DE Anabaena sp. PCC 7120
3.4.1. Clonacidn y secuenciaciéon de los genes natA y natC de Anabaena sp. PCC
7120

Con objeto de aislar el gen de Anabaena sp. PCC 7120 homélogo a natA, se
procedi6 a la clonacion del fragmento HindlIll de 2,7 kb que habia mostrado hibridacién
con la sonda natA de Synechocystis sp. PCC 6803 (Fig. 21A).

Para ello se aislaron mediante electroforesis preparativa en agarosa siete
fracciones, conteniendo fragmentos HindlIIl del DNA total de la estirpe PCC 7120 de
tamafio comprendido entre 1,9 y 3,7 kb. Para identificar la fraccién que contenia el
fragmento de interés, una alicuota de cada fracciéon se sometié a hibridacién con la
sonda de natA de Synechocystis sp. PCC 6803. El DNA de la fraccion que di6 lugar a la
hibridacién mas clara se sometié a ligacién con el vector pIC20R (véase Tabla 3,
Materiales y Métodos) linearizado con Hindlll y desfosforilado, transformandose
posteriormente la estirpe SURE de E. coli y seleccionandose clones transformantes que
mostrasen hibridacion con la sonda de natA de la estirpe PCC 6803.

De este modo se identificé un clon positivo, conteniendo un plasmido que se

denominé pCSX36, que podria portar el gen natA de Anabaena sp. PCC 7120.
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Figura 21. Presencia de secuencias homélogas a los genes natA y natB de
Synechocystis sp. PCC 6803 en otras estirpes de cianobacterias.

DNA total de las estirpes indicadas se digirioé con las siguientes enzimas: HindIIl, en el
caso de la estirpe PCC 7120 en el panel Ay PCC 7942; EcoRV en el caso de la estirpe PCC
7120 en el panel B; Mval en el caso de las estirpes PCC 7413, PCC 7107, PCC 7601 y
UTEX 1829 y Dral en el caso de las estirpes PCC 6903 y PCC 6803. Las hibridaciones se
realizaron en condiciones permisivas, utilizando como sonda un fragmento Hpal de 609
pb que contenia parte del gen natA de la estirpe PCC 6803 (591 pb) y 18 pb por delante del
mismo (panel A) o un fragmento interno del gen natB de la estirpe PCC 6803 de 893 pb
(panel B). En ambos casos las sondas se obtuvieron a partir de un fragmento de DNA que
se generd mediante PCR, utilizando como molde el plasmido pCSX24 para natA y pCSX10
para natB, y como cebadores las parejas de oligonucleétidos Tr20-Tr21 y Tr8-Tr9,
respectivamente. El panel C muestra la hibridacion obtenida con estas mismas sondas
(natA a la izquierda, natB a la derecha) al digerir una mayor cantidad de DNA total de la
estirpe PCC 7937 con HindlIll (HII) o EcoRV (RV); en estas hibridaciones también se
incluyé como control el DNA de la estirpe PCC 6803 digerido con Dral. Se indican las
posiciones y tamarios (en kb) de algunos patrones.
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Se realiz6 un analisis de Southern en condiciones restrictivas, utilizando DNA
cromosdémico de la estirpe PCC 7120 digerido con las enzimas EcoRV, Hindlll y Dral y
como sonda el fragmento HindIll correspondiente al inserto del plasmido pCSX36. Como
se muestra en la Figura 22, el fragmento clonado mostré hibridacién con el DNA de
Anabaena sp. PCC 7120. El hecho de que se obtuviese una sola banda de hibridacion
sugeria la presencia de una sola copia del gen natA de esta cianobacteria. Este hecho se
corrobord mediante experimentos de hibridacién realizados en condiciones permisivas

(no mostrado).

EcoRV Hindlll Dral

7,14
5,94

27— L]

Figura 22. Hibridacion del inserto del plasmido pCSX36 con
DNA total de Anabaena sp. PCC 7120.

DNA total de la estirpe PCC 7120 se digirié con las enzimas de
restriccién indicadas y se sometié a hibridacién en condiciones
restrictivas (véase Materiales y Métodos), utilizandose el inserto
HindlI del plasmido pCSX36 como sonda. A la izquierda se indican
(en kb) los tamarios de las bandas.

La secuenciacion del inserto del plasmido pCSX36 revel6 la existencia de una ORF
(Fig. 23), cuyo producto era homologo a NatA de la estirpe PCC 6803 y a BraF,
componente conservado del sistema de transporte de aminoacidos de cadena lateral
ramificada (LIV-I), de Pseudomonas aeruginosa (Hoshino y Kose, 1990a). Esta ORF no
estaba completa en el inserto de pCSX36. Delante de la misma se encontré otra ORF (Fig.
23) cuyo producto era homélogo al producto hipotético de la ORF sll0146 de la estirpe
PCC 6803 (Kaneko et al., 1996) y a BraE, proteina de membrana del sistema de transporte
LIV-I de P. aeruginosa (Hoshino y Kose, 1990a). Esta ORF se denominé natC.

Con objeto de completar la secuencia del gen natA de la estirpe PCC 7120, se
realizaron experimentos de Southern en condiciones restrictivas, utilizando DNA total de
la estirpe PCC 7120 digerido con varias enzimas de restricciéon y como sonda el fragmento
Haell-HindlIlI de 0,6 kb de pCSX36 (Fig. 23). De este modo, se identificé un fragmento Xbal
de unas 6-7 kb que debia contener el gen completo, procediéndose a su clonacién
mediante la construccion, como en el caso anterior, de una subgenoteca de fragmentos

de DNA de tamafos comprendidos entre 4,5y 11 kb en el vector de seleccién positiva
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PRL500 (véase Tabla 3, Materiales y Métodos) digerido con Xbdl, en la estirpe HB101 de E.
coli. Mediante hibridacion, utilizando como sonda el fragmento BamHI-EcoNI de pCSX36
que contenia parte del gen natA (la diana BamHI pertenece al sitio de clonacion mailtiple
del vector), se identifico un clon positivo, portador de un plasmido que se denominéd
pCSX50 (Fig. 23). Para facilitar la secuenciacién, se subcloné un fragmento Nhel de 1,7
kb del plasmido pCSX50 en el vector pIC20R cortado con Xbal y desfosforilado,
originandose el plasmido pCSX51 (Fig. 23). La secuenciacién parcial del inserto de

pCSX51 permitiéo completar la secuencia del gen natA.
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Figura 23. Representaciéon esquemaética de la region genémica que contiene los
genes natCy natA de Anabaena sp. PCC 7120.

En el esquema se sefalan algunas dianas de restricciéon, localizadas mediante
secuenciacion y/o analisis de restriccion de la regién. También se muestran los
fragmentos de la misma que se clonaron en los plasmidos pCSX36, pCSX50 y pCSX51. El
simbolo e indica la parte no secuenciada de la regiéon. En el caso de la ORF hemA, se
indica la longitud aproximada esperada si dicha ORF tuviera la misma longitud que el
gen hemA de Synechocystis sp. PCC 6803. La localizacion de las sondas empleadas para
la clonacion del inserto Xbal de pCSX50 se muestra con lineas en trazo grueso.

Los genes natCy natA se secuenciaron en las dos cadenas (Fig. 24). Delante del
triplete ATG del gen natC, y solapando con el mismo, se encontraron siete repeticiones
directas imperfectas de un heptanucleétido cuya existencia se ha descrito en diversas
regiones del genomio de varias cianobacterias filamentosas formadoras de heterocistos
(Mazel et al., 1990) y cuya funcién se desconoce. También se encontraron a continuacion
del gen natA tres repeticiones directas imperfectas de otro heptanucleétido, y mas
adelante cinco de otro diferente (Fig. 24). El codén de iniciacion del gen natA podria ser
TTG en lugar de ATG, de forma que las ocho ultimas bases del gen natC coincidirian con
las ocho primeras del gen natA (Fig. 24). El uso de este codon de iniciacion se ha descrito
ya para otros genes de cianobacterias. Nueve nucleétidos por delante de dicho triplete, se
encuentra un posible sitio de unién al ribosoma (Shine y Dalgarno, 1974). La secuencia

de este sitio, 5' AAAGGAGG 3', es complementaria al extremo 3' del RNAr 16S de
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Anabaena sp. PCC 7120, cuya secuencia es 5' GGAUCACCUCCUUU 3' (Ligon et al., 1991).
No se encuentra ninguna secuencia similar delante del triplete ATG del gen natC. El gen
natC de Anabaena sp. PCC 7120 posee una longitud de 1131 pb, que determinarian una
proteina de 377 aminoacidos, y el gen natA poseeria una longitud de 780 pb, que
determinarian una proteina de 260 aminoacidos.

La proteina NatC comparte un 33,9% de residuos idénticos con la proteina BraE
de P. aeruginosa 'y un 32,4% con la proteina LivM de S. tiphymurium, pero el porcentaje de
identidades es atin mayor (56,6%) con el producto de la ORF sll0146 de Synechocystis sp.
PCC 6803 (Kaneko et al., 1996) (Fig. 25), de modo que la funcién de la ORF sli0146 de la
estirpe PCC 6803 podria ser similar a la del gen natC de Anabaena sp. PCC 7120. El perfil
de hidrofobicidad de la proteina NatC (Fig. 26) mostré6 la existencia de varios dominios
hidrof6bicos de expansién de membrana, confirmando la posibilidad de que se tratase de
la proteina de membrana de un sistema de transporte multicomponente de Anabaena sp.
PCC 7120. En la Figura 27 se muestra la comparacion de la secuencia de aminoacidos de
la proteina NatA de Anabaena sp. PCC 7120 con NatA de Synechocystis sp. PCC 6803,
BraF" de P. aeruginosay LivG de S. tiphymurium. El porcentaje de residuos idénticos entre
las proteinas NatA de PCC 7120 y PCC 6803 es del 69,5%, entre NatA de PCC 7120 y BraF
de P. aeruginosa del 40,9% y entre NatA de PCC 7120 y LivG de S. tiphymurium del 37,8%.

Dispuesta en sentido contrario a los genes natCy natA se encontré una ORF (Fig.
23), cuyo producto es homélogo al producto del gen pgi, que determina la enzima
glucosa-6-fosfato isomerasa, de Synechocystis sp. PCC 6803 (Sakamoto et al., 1995). Por
otra parte, la secuenciacién parcial del inserto del plasmido pCSX50 en el extremo
opuesto al que contenia al gen pgi puso de manifiesto la existencia de otra ORF (Fig. 23},
también en sentido contrario al de los genes natC y natA, homoéloga al gen hemA de
Synechocystis sp. PCC 6803, gen que determina la glutamil-RNAt reductasa (Verkamp et
al., 1992). Las secuencias de estas ORFs no se completaron, ya que no parecian estar
relacionadas con el transporte de aminoacidos.

Para determinar si existia alguna ORF homéloga al gen natB de la estirpe PCC
6803 en la region no secuenciada del plasmido pCSX50, se realizaron experimentos de
hibridaciéon en condiciones permisivas, utilizando como sonda el producto de PCR
obtenido utilizando como molde el plasmido pCSX10 y como cebadores los
oligonucleétidos Tr8 y Tr9 (véase Fig. 18G). No se obtuvieron resultados positivos de
hibridacién (no mostrado), por lo que no se obtuvo indicacion de la existencia de

secuencias homologas a natB en el plasmido pCSX50.
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TAAACAAGAATGACTATGGACTATTGACTACTGACCAATGACTATTGACCAATGACTAATGATTGAATATTTAATTTTTTTAGCAATTTCTACCGCCACATTTGCCCTGTTTAGCTTGGG
natc —» M I E Y L I F L A I S T A T F A L F S L G
ACTGAATTTACAGTGGGGTTTTACGGGGTTAATTAATTTTGGTCATATCGCT TTTATGACT T TGGGGGCTTACACTACCGTATTGTTAAGCCT TAAGGGTGTGCCGTTATTTATCTCAGC
L NLOQWGTPFTOGTLTINTFGHTIA ATFMTILGATYTTVTLTZLSTULIZ XSGV P?PLTFTIS A
TATTGTTGGAGCAATTTTCGCCGCTTTGTTGGGATTGGTGATTGGTTTTGCTACT TTGCGTCTGCGGGAAGATTATC TAGCCATTGTCACCAT TGGGACGGGAGAATTGATTCGCTTGGT
I VG6GAIVFAALTLSGTLV VTIGTFA ATTLRTILZ ERETDT YTZLATIVTTIGTTGETLTIT RTLYV
GGTGAATAACCAAGATTTACCTGTAGGTGATACCTGCGTATCTGGAGCGTTTGGTGTCCAGAGTTATCCTATCCCTTTATCCACAGAGCCAAATTTGTTTTTCCGCCTGTTGATGATTGG
VNN QDZLZPVGDTWVSGATFGYVQSYZ?PTIZPZLSTETPNTILTFTFR RTILTLUMTIG
AATTTTAACGCTGCTGTTTGCTGTGACTGTATTTTCCTTATGGCGCTGGATTCGGAACGCGCAGAAATTACAGCTTACTGATGCGACTGATAAAACAAGTAGCAAGCAAGAAATTGCTTC
I L TLLFAVTVTFSLWRWIRINAS® QI XTILTZ QLTUDATTUDTE KTSSE KGO QETIAS
CCGTTTCGGTGTGGGAATTATTTTAGGGTTACTGGCAACAGCCATTTATATTTCTGGTGTCATTACACTTTATAACTACATCCCGAAAGCCGGTTTAATGCTGGTTTCGCTGTTGGTATT
R F 6V GITIZLGTLILATA ATITYTISGVITILJYNT YTIZPZ XA AGTILMILVTVSTLTLVL
GGCGTTTGTATTTTGGCGGTTGGAATATTTAGTGCGATCGCCTTGGGGTCGTGTGTTAAAAGCTATCCGCGAAGACGAAGAAATAGGTAAAGCAATGGGTAAAAATGTCTTTTGGTATAA
A F VFWZRLTESTYTLV®RSZPW®G®RJTYZLJZ KA ATILIRTETDTETETIT GE KA aAMSGTZ XN TVTFTWYK
GCTCCAGTCTCTCATGTTGGGGGGTGCGATCGLTGGTATTGCCGGGGCCTTCTTTGCTTGGCAAATCAGCGCCATTTATCCTGATAAT TTCCAGCCACAGCTAACT TTTGACTCTTGGAT
L QS LMULGGA ATILI® ASGTIA ASGA ATFTFA AWS QTITSATITYT?PDNTFOQPO QLTTFTDSWI
TATGGTAATTTTAGGGGGCGCTGGTAATAATATCGGCTCAATTTTAGGTGCTGTAATTTACT TCGCTTACGATGCCATTACTCGTGAAGTTTTACCGAAAATTATTCCCCTTGATGAGGC
MV ILGGAGT NN NTIGSTITULGAYTIJYTFA ATYTDATITRLZEUYVZL®PZXTITIZPTILDE A
GCGTCTGGGTGCATTCCGCATCATGTGTATTGGTTTAATTT TGATGGTGCTGATGATTTGGCGGCCTCAAGGTATCTTAGGGAAAAAGGAGGAACTCACCCTTGGTAAATAACCAGTCAC
R L GAFRTIMOCTIGZ LTIILMTYILMIUWZRTPOQGTITLGE KT KTETETLTTLG K
natA % M V N N Q S P
CCCCACTTCCCCTATTAGCAGCTAGCGGACTTTGCAAGAGT TTTGGCGGTATTAAAGCTGT TCAAGAAGCGAGAATCGAAGTTGCACAAGGCAGTATCACTGGCTTGATTGGCCCCAATG
P LPLILAASS GLT CTZ KSTFG GG GTITZ KA AV OQEA ARTIEVA AO QGSTITGTILTIGT?PNG
GTGCTGGCAAAACTACCTTATTTAACCTACTTTCAAACTTTATCCGCCCAGATAAAGGACGTGTCAT T TTTGATGGCGAACCCATTCAACAGT TACAGCCGCACCAAATCGCCCAACAGE
A GEKTTZLTFINTLTZLSDNTFTIRZPDIEKTGRTYTITFDTG GET PTIG QQLOQZPHTO QTIA AT QOQG
GTATGGTACGGACTTTTCAGGTAGCCCGGACTCTCTCCAGGCTGTCGGTGTTAGAAAATATGCTGCTAGCCGCCCARAAGCARACAGGGGAGAATTTTTGGCAGGTACAGT TACAACCCC
M VR TF QV ARTULS® RILSVILETNIMTLTILA AATQ QT EKT QTG GEDNTFTWOQVQLGQFPQ
AGGTAGTTGTTAAGGAAGAGAAGCAGCTGCAAGAACAAGCAATGTTTTTGCTGGAATCGGTGGGTTTGGCTAAGAAAGCTTATGAATATGCTCGTGGCT TGTCTGGAGGACAACGCAAGC
vV VVKEEZ KT QLG QEQ QA AMTFTILTLES ST YSGLAE KT K- ATYETYA AGGILSGGOQRZKL
TGCTAGAAATGGGTAGGGCTTTGATGACTAATCCCAAATTGATTTTGT TGGATGAACCAGCAGCCGGAGTCAACCCCAGATTAATTGATGATAT TTGCGATCGCATCCTCACCTGGAACT
LEMGRALMTNZPZ KTILTITLTILDTETPAAGV VNT P?®RTILTIDT DTIGC CDTZRTITLTTWNR
GTCAAGATGGGATGACCTTCTTGATTATCGAACATAACATGGATGTGATCATGTCCTTGTGCGATCGTGTTTGGGTACT TGCTGAAGGACARAATTTAGCTGATGGAACTCCAGCCGARA
9 DGEGMTFLITIEHNMDTV YVTIMSTILCDRVYVWYTZILAETG G QUNTILATDTGTT®PATEI
TCCARACTAATTCCCAAGTTTTAGAGGCGTATTTAGGCAAATAGTTTATGAATTGGGGATTGGGGACTGGGGACAAATTAAAT TCTCTTTCATTACCCATTACCCATTACCCACTACCCA
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Figura 24. Secuencia de nucleétidos de la region genémica de Anabaena sp. PCC 7120 que contiene los genes

natC y natA y secuencias de aminoacidos de las proteinas deducidas.

Se sefalan las repeticiones directas imperfectas localizadas delante del gen natCy detras del gen natA (subrayadas), asi

como un posible sitio de unién al ribosoma (enmarcado entre dos lineas) situado delante del gen natA.
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NatC-PCC7120 50
s110146
BraE-Pseae ~MSQSLKRAL FSALLVILVS YPILGLKLRT VGIKLEV.LG ADAQTLWTIA
LivM-Salty MKPMHIAMAL FSAAMFFVLA GVFMGVQLEL DGTKLVVDTA ADIRWQWIFI
Identidad

NatC-PCC7120 100
s110146
BraE-Pseae AAALAMFVWQ LFRDRIPLKL GRGVGYKVNG SGLRKNFLSLP STQRWAVLAL
LivM-Salty GTAV.VFFFQ LLRPMFQKAV KHVSGPKFI. ..LPAIDGST VKQKLFLMAL

Identidad
NatC-PCC7120 ~~~~mmmmen MIEYLIFLAI STATFALFSL GLNLQWGFTG LINFGHIAFM 150
5110146 = @ ~emmsmee M NFGYLIFLIT SAATYGIFAL GLNLQWGFAG LINFGHVAFM

BraE-Pseae VVVAFVWPFF ASRGAVDIAT LILIYVMLGI GLNIVVGLAG LLDLGYVGFY
LivM-Salty LVIAVAWPFM VSRGSVDIAT MTMIYIILGL GLNVVVGLSG LLVLGYGGFY
Identidad =  ~mmemmssmm e mmeeen e GLN---G--G L---G---F-

NatC-PCC7120 TLGAYTTVLL S.LKGVPLFI SAIVGAIFAA LLGLVIGFAT LRLREDYLAI 200
s110146 TLGAYATTLL S.LRGLPIPL AVLVGMGLAM ALGLLIGTST LRLREDYLAI
BraE-Pseae AVGAYTYALL AEYAGFGFWT ALPIAGMMAA LFGFLLGFPV LRLRGDYLAT
LivM-Salty AIGAYTFALL NHYYGLGFWT CLPLAGLVSA AAGFLLGFPV LRLRGDYLAT
Identidad --GAY---LL --~-G----= ———---———= -~ G---G--- LRLR-DYLAI

NatC-PCC7120 VTIGTGELIR LVVNNQDLPV GDTWVSGAFG VQSYPIPLST EPNLFFRLLM 250

5110146 VTIGVSELIR LIANNE.... .EWLTQGTFG VQSFPWPMDF NPTLLSRIVF
BraE-Pseae VTLGFGEIIR ILLRNMTEIT G..... GPNG IGSIP..... KPTLFG. ...
LivM-Salty VTLGFGEIVR ILLLNNTEIT KPTLFG. ...

wPelimm—

Identidad VI-G--E--R ----N-----

NatC-PCC7120 IGILTLLFAV TVFSLWRWIR NAQKLQOLTDA TDKTSSKQEI ASRFGVGIIL 300
s110146 VIWLTVLTIY AESILIKSLL KQWK.EGKKI QGKSYQPRKP LALLIWGIIT

BraE-Pseae  .......... . .LTFERRAP E.GMQTFHEF FGIAYNTNY.
LivM-Salty  .......... . .LEFSRSTR EGGWDTFSNF FGVKYDPSD. ... . .
Identidad = @ —-mmmmmmmm e e e

NatC-PCC7120 GLLATAIYIS GVITLYNYIP KAGLMLVSLL VLAFVFWRLE YLVRSPWGRV 350
s110146 TALILTAYVP GVVSLYNYSG KAGLMLLALT LLALTYAGLE FWVHSPWGRI

BraE-Pseae KVILLY.... ..... VVALL LVLLALFVIN RLMRMPIGRA
LivM-Salty RVIFLY.... ..... LVALL LVVLSLFVIN RLLRMPLGRA
Identidad =~ @ ~------——- - VeeL¥-moe —mmmee Lm mmmmemmmeee —emee P-GR-

NatC-PCC7120 LKAIREDEEI GKAMGKNVFW YKLOSLMLGG ATIAGIAGAFF AWQISAIYPD 400
s110146 LKAIREDEEI PRALGKNVFW YKLQAFMGGG AIAGLAGALF AWQLTSIYPS
BraE-Pseae WEALREDEVA CRALGLNPTI VKLSAFTIGA SFAGFAGSFF AARQGLVTPE
LivM-Salty WEALREDEIA CRSLGLSPTR IKLTAFTISA AFAGFAGTLF AARQGFVSPE
Identidad --A-REDE-- --~--G----- -KL------- -- AG-AG--F A------- P~

NatC-PCC7120 NFQPQLTFDS WIMVILGGAG NNIGSILGAV IYFAYDAITR EVLPKIIPLD 450
5110146 NFDTLLTFNA WIIVVLGGAG SNAGTVLGTI IFWAYDSLTR FLLPQIAFLD

BraE-Pseae SFTFIESAMI LAIVVLGGMG SQLGVILAAV VMVLLQE.MR
LivM-Salty SFTFAESAFV LATIVVLGGMG SQFAVILAAV LLVVSRELMR
Identidad B e V-LGG-G =~=~=== L-w= —=-—mmem R

NatC-PCC7120 EARLGAFRIM CIGLILMVLM IWRPQGILGK KEELTLGK~~

5110146 QSQAGALRVM VIGLILMVLM VWRPQGILGK KEELTLGR~~
BraE-Pseae ....NEYRML IFGLTMIVMM IWRPQGLLPM QRPHLELKP~
LivM-Salty ....NEYSML MLGGLMVLMM IWRPQGLLPM TRPQLKLKSG QAKGEQA

Identidad = ---------- -- G mm M ~WRPQG-L== =====m—mmn cmmone

Figura 25. Comparacién de la secuencia de aminoécidos del producto del gen natC
de Anabaena sp. PCC 7120 con la del producto hipotético de la ORF sll0146 de
Synechocystis sp. PCC 6803 y con las de las proteinas BraE de Pseudomonas
aeruginosa y LivM de Salmonella typhimurium.

La comparacion se realiz6 mediante el programa PILEUP contenido en el paquete
informatico GCG (Devereux et al., 1984). Los residuos conservados en todas las proteinas
se presentan en la altima linea de la comparacion (Identidad).
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Figura 26. Perfil de hidrofobicidad de la proteina
NatC de Anabaena sp. PCC 7120.
Se indica el indice de hidrofobicidad calculado segiin Kyte
y Doolittle (1982).
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Figura 27. Comparacién de la secuencia de aminoicidos del producto del gen natA
de Anabaena sp. PCC 7120 con la de las proteinas NatA de Synechocystis sp. PCC
6803, BraF de Pseudomonas aeruginosa y LivG de Salmonella typhimurium.

La comparacion se realizé mediante el programa PILEUP contenido en el paquete
informatico GCG (Devereux et al., 1984). Los residuos conservados en todas las proteinas
se presentan en la altima linea de la comparacién (Identidad).
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3.4.2. Inactivacién de los genes natA y natC de Anabaena sp. PCC 7120 y
actividades de transporte de aminoédcidos de los mutantes generados

Con objeto de determinar el papel de los genes natA y natC de Anabaena sp. PCC
7120, se procedi6 a su inactivacién mediante la insercion de la casete de resistencia a Sm
y Sp C.S3 (véase Tabla 3, Materiales y Métodos). Esta casete posee terminadores de la
transcripcién y tiene una longitud de 2 kb.

Para la inactivacion del gen natA (Fig. 28A) el plasmido pCSX50 se digiri6 con
Hindlll, lo cual provocé una delecién de un fragmento de 0,5 kb que incluia los 325
ultimos nucleétidos del gen. La casete C.S3, escindida con Hindlll, se inserté en pCSX50,
originandose el plasmido pCSX55. Posteriormente, el inserto del plasmido pCSX55 se
escindié con Xbal y se cloné en el vector pRL278 (véase Tabla 3, Materiales y Métodos)
digerido con la misma enzima, generandose el plasmido pCSX60. Este plasmido se
transfiri6 a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacién, seleccionandose la resistencia
a Sm y Sp. Se eligié un clon que era ademas resistente a la sacarosa y sensible a la Nm,
lo que indicaba que habia incorporado la construcciéon transferida mediante
recombinacion doble (véase Materiales y Métodos). Este mutante se denominé CSX60.

Para la generacion de los mutantes insercionales del gen natC (Fig. 284), el
plasmido pCSX36 se digirié con EcoNI y, tras rellenar los extremos de los fragmentos
obtenidos con la enzima Klenow, se ligd con la casete C.S3 escindida con Hincll,
originandose asi el plasmido pCSX61. Posteriormente, el inserto de este plasmido se
escindié mediante una digestién doble Xhol-Sall y se cloné en el vector pRL278 digerido
con Xhol, originandose el plasmido pCSX62. Este plasmido se transfirié6 a Anabaena sp.
PCC 7120 mediante conjugacion, como en el caso anterior, y se seleccioné un clon, que
se denominé CSX62, que era resistente a Sm, Sp y sacarosa y sensible a la Nm.

La estructura cromosomica de los mutantes CSX60 y CSX62 se analiz6 mediante
hibridacién utilizando DNA total de estas estirpes digerido con Nhel. En el caso del
mutante CSX60 se empleé como sonda el inserto del plasmido pCSX51 (véase Fig. 23), y
en el caso de la estirpe CSX62 se utiliz6 el fragmento HindIll-Nhel de 2,3 kb del plasmido
pCSX36 (Fig. 28A). Los resultados obtenidos mostraron que ambos mutantes tenian la
estructura esperada y que estaban completamente segregados, de modo que, en el caso
de la estirpe CSX60, el fragmento Nhel silvestre de 1,7 kb habia sido sustituido por un
fragmento Nhel de 3,2 kb (Fig. 28B) y, en el caso del mutante CSX62, el fragmento Nhel
silvestre de 2,4 kb por otro de 4,4 kb (Fig. 28C).

Se midieron las actividades de transporte de aminoacidos de los mutantes CSX60
y CSX62 (Tabla 23), observandose en ambos una actividad muy reducida de transporte de
los aminoacidos Gly, Leu, Phe y Pro, a la vez que la actividad de transporte de otros
aminoacidos neutros como la Ala, la Gln y la Ser se encontraba parcialmente afectada.

Las actividades de transporte de aminoacidos basicos y acidos no se vieron
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significativamente alteradas. Este fenotipo de transporte es similar al del mutante
espontaneo resistente a la azaleucina CS343 (véase Tabla 10}, lo que sugiere que los
genes natA y natC de Anabaena sp. PCC 7120 podrian determinar elementos del sistema

de transporte de aminoacidos neutros N-I mutado en la estirpe CS343.

A

C.S3
, —  pCSX60

HindIIl [ EcoNl HindIll
7 L 1 natC N natA >
Nhel Nhel Nhel

T T

pCSX62 | ]
Hincll C.S3 Hincll

1kb

9 o
) ~1$’°
& &

3,2+

Figura 28. Estructura cromosémica de los mutantes CSX60 y CSX62 derivados de
Anabaena sp. PCC 7120 en la zona que contiene los genes natCy natA.

En el panel A se muestra de forma esquematica la region genoémica de Anabaena sp. PCC
7120 que contiene a los genes natC y natA, y se indican las dianas de restriccion
utilizadas para la insercién de la casete de resistencia a Sm/Sp C.S3 en dichos genes,
originandose los plasmidos pCSX60 y pCSX62, los cuales se transfirieron mediante
conjugacién a la estirpe PCC 7120 para originar los mutantes CSX60 y CSX62,
respectivamente. Con trazo mas grueso se indican las sondas utilizadas para la
comprobacién de la estructura cromosémica de dichos mutantes. En los paneles By C se
muestran los resultados de las hibridaciones correspondientes, realizadas en condiciones
restrictivas, utilizando DNA de las estirpes indicadas digerido con la enzima de restriccion
Nhel. A la izquierda de las figuras B y C se indica el tamano de las bandas en kb.
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Tabla 23. Actividades de transporte de aminoécidos de los
mutantes CSX60 y CSX62 derivados de Anabaena sp. PCC 7120.
Células cultivadas en medio BG11, suplementado con Sm y Sp en el
caso de los mutantes, se sometieron a ensayos de transporte de los
aminoacidos indicados, suministrados a concentracién 10 uM, de 10
min de duracion. Los datos se presentan como porcentaje de la
actividad de transporte mostrada por la estirpe silvestre PCC 7120 y
son la media de 2-5 determinaciones independientes en cada caso.

Aminoacido Actividad de transporte (%)

sustrato
Estirpe:

CSX60 CSX62
Basicos
Arg 90 97
His 65 90
Lys 84 94
Neutros
Ala 15 13
Gln 71 66
Gly 5 5
Leu 4 5
Phe 3 3
Pro <1 <1
Ser 27 23
Acidos
Asp 161 164

3.4.3. Crecimiento diazotréfico de los mutantes natA y natC de Anabaena sp. PCC
7120

Debido a que los mutantes natA y natC de Anabaena sp. PCC 7120 presentaban el
mismo fenotipo de transporte de aminoacidos que el mutante CS343, parcialmente
afectado en el crecimiento a expensas de nitrogeno atmosférico, se procedi6 a determinar
la capacidad de crecimiento diazotréfico de los mutantes CSX60 y CSX62. Para ello se
realizaron curvas de crecimiento en medio conteniendo nitrato como fuente de nitrégeno
o carente de nitrogeno combinado. En presencia de nitrato, las tasas de crecimiento de
los mutantes fueron similares a la de la estirpe silvestre PCC 7120 (Fig. 29A). Sin
embargo, como ocurria también en el caso del mutante CS343, en medio sin nitrogeno
combinado la tasa de crecimiento de los mutantes CSX60 y CSX62 era aproximadamente
un 65% de la exhibida por la estirpe silvestre (Fig. 29B).

La Figura 30 muestra el aspecto de unos cultivos de las estirpes CSX60 y CSX62
en medio carente de nitrogeno combinado inoculados con células cultivadas con nitrato.
Puede observarse una manifiesta incapacidad de crecimiento diazotréfico de ambas
estirpes bajo estas condiciones. La observacion al microscopio dptico de muestras de
cultivos de estos mutantes en medio sin nitrégeno combinado puso de manifiesto una
notable fragmentacion de sus filamentos celulares (no mostrado), fenémeno que también

ocurre en el caso del mutante espontaneo CS343 (véase Fig. 11C).
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Figura 29. Curvas de crecimiento, utilizindose nitrato o dinitrégeno como fuente
de nitrégeno, de los mutantes CSX60 y CSX62 derivados de Anabaena sp. PCC

7120.
Células de las estirpes PCC 7120 (®), CSX60 (0O) y CSX62 (Q), cultivadas en medio BG11

(suplementado con Sm y Sp en el caso de los mutantes) (A) o en medio BG1llg (sin
antibiéticos) (B), se lavaron y resuspendieron en medio BG11 (A) o BGllj (B) sin
antibiéticos y se incubaron en condiciones de cultivo. A distintos tiempos se tomaron
muestras para la determinacion de la concentracion de proteina de los cultivos. X, pg de

" proteina-ml-! tras X horas de cultivo; Xo, pg de proteina-ml~! a tiempo cero.

Figura 30. Induccién del crecimiento diazotréfico de los mutantes CSX60 y
CSX62 derivados de Anabaena sp. PCC 7120.

Células cultivadas en medio BG11 (sin analogos), se recogieron y se lavaron con medio
BG11g (sin nitrégeno combinado) y se utilizaron para inocular matraces conteniendo el
mismo medio, a razon de 1 ug Chl'ml-!l. La fotografia muestra el aspecto de los cultivos
tras 111 h de incubaciéon en condiciones de cultivo.
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3.5. IDENTIFICACION DEL GEN urtA DE TRANSPORTE DE UREA DE Synechocystis
sp. PCC 6803

La coleccion de mutantes generados mediante insercion de la casete C.K3 en
diversas ORFs del genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 también se utilizé para tratar
de identificar genes que determinaran sistemas de transporte de urea y cianato. Se
ensayaron las actividades de incorporacién de urea y cianato de la estirpe PCC 6803 y los
mutantes CSX15, CSX29b, CSX26, CSX13 y CSX19. Para ello se realizaron ensayos de
transporte de 10 min, utilizando estos sustratos marcados radiactivamente con 14C
suministrados a concentracién 1,6 uM en el caso de la urea y 0,8 uM en el caso del
cianato. Las células empleadas habian sido cultivadas en medio con nitrato,
suplementado con Km en el caso de los mutantes. Cuando se midi6é el transporte de
urea, las células se sometieron previamente a una incubacién en medio sin nitrégeno
combinado durante 8-10 horas.

Ninguno de los mutantes mostré una actividad de incorporacion de cianato
significativamente inferior a la de la estirpe silvestre, pero la estirpe CSX29b, en la que se
habia inactivado la ORF sll0374 (Fig. 18D), mostr6 una actividad muy inferior de
incorporacion de urea {Tabla 24). Las actividades de incorporacién de urea y cianato
también se determinaron en el mutante CSX14 (Fig. 18A), a pesar de no estar segregado,

resultando valores similares a los obtenidos con la estirpe silvestre (no mostrado).

Tabla 24. Actividades de transporte de urea y cianato de
Synechocystis sp. PCC 6803 y de los mutantes CSX15,
CSX29b, CSX26, CSX13 y CSX19 derivados de la misma.
Células que se habian cultivado en medio BG11, suplementado
con Km en el caso de las estirpes mutantes, sometidas a carencia
de nitrégeno durante 8-10 horas en el caso del transporte de urea,
se utilizaron en ensayos de transporte de 10 min de duracion en
los que se empleé [14Clurea 1,6 uM o [14C]cianato 0,8 uM como
sustrato. Los valores presentados son el resultado de una tnica
determinacion (tres determinaciones en el caso del transporte de
urea en la estirpe CSX29b).

Estirpe Actividad de transporte
(nmol'mg-! Chl en 10 min)
Sustrato:
Urea Cianato
PCC 6803 202 34
CSX15 108 31
CSX29b 4 67
CSX26 91 43
CSsX13 333 69
CSX19 84 52

Dado que la actividad de transporte se estimaba midiendo la radiactividad
intracelular tras la incubacién de las células en presencia de [14Clurea, la detecciéon de

un menor nivel de radiactividad en el interior celular podia deberse a una mutacion que
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afectara al sistema de transporte de este sustrato o, alternativamente, a una mutacién
que afectara a la enzima ureasa. Esta enzima metaboliza rapidamente la urea
intracelular y permite que el atomo de carbono radiactivo de la urea marcada quede
incorporado en otros compuestos. Gracias a ello se puede medir la radiactividad retenida
en las células, ya que, de otro modo, la urea se perderia del interior celular durante el
proceso de lavado que incluye el ensayo de transporte (Valladares et al., en preparacion).
Para descartar la posibilidad de que el mutante CSX29b estuviera afectado en la
actividad ureasa, se determiné dicha actividad utilizando suspensiones de células que se

habian cultivado en medio con nitrato. En el caso de la estirpe silvestre PCC 6803, la
actividad detectada fue de 2,71 umol de NH * producido-min~1-mg-1 Chl, y para el

mutante CSX29b, 2,83 pmol de NH,* producido-min-}-mg-! Chl

Para confirmar el papel de la ORF sll0374 en el transporte de urea, se gener6 el
mutante CSX29a, en el que la casete C.K3 se insertd en la misma orientacion que la
OREF, a diferencia de lo que ocurre en el mutante CSX29b en el que la casete se encuentra
insertada en sentido opuesto (Fig. 18D). Se determiné la actividad de incorporacién de
urea de la estirpe CSX29a en suspensiones celulares cultivadas en medio con nitrato,
obteniéndose un valor que representaba un 1,1% del de la estirpe silvestre, de modo
similar a lo que ocurria en el caso del mutante CSX29b (1,9 %).

Los resultados obtenidos sugieren que la ORF sll0374 determina un componente
del sistema de transporte de urea de Synechocystis sp. PCC 6803. Dada la homologia del
producto de la ORF sll0374 con los componentes conservados de numerosos sistemas de
transporte de tipo multicomponente (Tabla 18), se puede deducir también que este
sistema de transporte de urea ha de ser de tipo ABC o multicomponente. Este gen se
denominé urtA.

Se analiz6 la presencia de secuencias homologas a la del gen urtA en otras
cianobacterias, para lo cual se llevo a cabo un analisis de Southern en condiciones
permisivas, utilizando DNA genoémico de diferentes estirpes y, como sonda del gen urtA,
un fragmento de DNA de 581 pb que contenia 20 pb situados delante del codén de
iniciaciéon del gen y los primeros 561 pb del mismo. Este fragmento se obtuvo digiriendo
con Xbadl el producto de PCR obtenido utilizando como molde el plasmido pCSX25 (Tabla
19) y como cebadores los oligonucleétidos Tr22 y Tr23 (Fig. 18D).

En todas las estirpes analizadas se encontraron bandas de hibridacién con la
sonda del gen wrtA (Fig. 31). En el carril correspondiente al DNA del propio Synechocystis
sp. PCC 6803 se encontraron dos bandas de hibridacién. La banda superior correspondia
al tamano esperado considerando la situacién de las dianas Dral localizadas a ambos
lados del gen (unas 7 kb). La banda adicional de 3,6 kb podria deberse a la existencia de
otro gen homologo a urtA en la estirpe PCC 6803.
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Figura 31. Presencia de secuencias homdlogas al gen urtA de
Synechocystis sp. PCC 6803 en otras estirpes de cianobacterias.
DNA total de las estirpes indicadas se digirié con las siguientes enzimas:
Muval en el caso de las estirpes PCC 7413, PCC 7107, PCC 7601 y UTEX
1829, Dral en el caso de las estirpes PCC 7120, PCC 6903 y PCC 6803 y
EcoRV en el caso de las estirpes PCC 7937 y PCC 7942. Las
hibridaciones se realizaron en condiciones permisivas (véase Materiales
y Métodos). Las posiciones ocupadas por los patrones se indican a la
izquierda, asi como su tamano en kb.

3.6. TRANSPORTE DE AMONIO/METILAMONIO: CARACTERIZACION DE LOS GENES
amtl, amt2 Y amt3 DE Synechocystis sp. PCC 6803

En el genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko et al., 1996) se encuentran
tres ORFs cuyos productos hipotéticos muestran homologia con el recientemente
identificado transportador de amonio/metilamonio AMT1 de la planta Arabidopsis
thaliana (Ninnemann et al., 1994). Nuestro interés por los procesos de transporte de
compuestos nitrogenados nos llevé al estudio del transporte de amonio (metilamonio) en
la estirpe PCC 6803 y a la clonacién e inactivacién de dichas ORFs, con objeto de

establecer si en efecto tenian un papel en el transporte de amonio.

3.6.1. Caracterizacién del transporte de amonio/metilamonio en Synechocystis

sp. PCC 6803
La dificultad de trabajar con el sustrato NH4* marcado radiactivamente en el

atomo de N es la causa de que tradicionalmente se haya empleado un analogo
estructural de dicho sustrato, el compuesto CHgNHg*, marcado con 14¢, para estudios
de transporte.

Se determiné la actividad de transporte de metilamonio utilizando células de
Synechocystis sp. PCC 6803 que habian sido cultivadas en medio con amonio e
incubadas durante 6 horas en medio sin nitrégeno combinado. Cuando se sumistraba

metilamonio marcado a concentracién 1 uM, se encontraba una fase rapida de
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transporte durante los dos primeros minutos, y una fase mas lenta, que mostraba una
dependencia lineal respecto al tiempo, que se mantenia aproximadamente durante 8 min

mas (Fig. 32).
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Figura 32. Cinética de la actividad de transporte de
metilamonio en Synechocystis sp. PCC 6803.

Células cultivadas en medio BG11lg suplementado con
amonio (2,5 mM) y sometidas posteriormente a deficiencia de
nitrégeno durante 6 h se incubaron con [14C]metilamonio,
suministrado a concentracion 1 uM, determinandose la
incorporacién de radiactividad en las células tras distintos
tiempos de incubacion (1, 2, 3, 5, 7, 10, 15y 30 min).

Para averiguar si el NHy* tiene un efecto inhibidor sobre el transporte de -
metilamonio, se utilizaron suspensiones celulares de la estirpe PCC 6803 cultivadas en
medio con nitrato e incubadas en medio sin nitrogeno combinado durante 6 horas antes

de los ensayos. Se midié la incorporacion de [14C)Jmetilamonio, suministrado a
concentracion 7,9 pM, a distintos tiempos antes y después de la adicion de NH4t (25 pM)

a la mezcla de ensayo. La Figura 33 muestra céomo la adicion de NHy* a la suspension
celular provocaba una inhibicion total de la incorporacién de metilamonio, indicando
una preferencia del sistema (o los sistemas) de transporte por el sustrato NH4*. El
transporte de metilamonio se reestablecia unos minutos después, presumiblemente tras
el consumo total del amonio afiadido. Estos resultados, junto con la observacién de que
Synechocystis sp. PCC 6803 es incapaz de crecer utilizando metilamonio como fuente de
nitrégeno (datos no mostrados), sugerian que el NH,* es el sustrato natural del sistema
(o los sistemas) que median el transporte de metilamonio en esta cianobacteria.

Para determinar si el transporte de metilamonio era concentrativo y comprobar el
destino metabdélico de dicho sustrato, se analiz6 mediante TLC unidimensional y

autorradiografia una muestra del extracto celular de la estirpe PCC 6803 obtenido tras
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hervir las células utilizadas en un ensayo de transporte de 9 min de duracién en el que
se habia suministrado [14C]metilamonio a concentracién 1 pM. La suspensioén celular
empleada procedia de un cultivo en medio con nitrato incubado durante 6 h en medio
sin nitrogeno combinado. También se incluy6 en este experimento un extracto de células
de la estirpe PCC 6803 tratadas como en el caso anterior, pero que ademas habian sido
sometidas a un tratamiento con 1 mM de MSX durante 25 min antes del ensayo de
transporte. El tratamiento con MSX pretendia inhibir la enzima glutamina sintetasa, ya
que en Synechococcus sp. PCC 7942 y Anabaena variabilis se ha descrito que el
metilamonio es incorporado a Glu por la accién de la glutamina sintetasa para originar
y-metilglutamina (Boussiba et al., 1984; Rai et al., 1984). Como se recoge en la Tabla 25,
en el extracto de la estirpe PCC 6803 se observé una mancha mayoritaria
correspondiente al compuesto y-metilglutamina y una mancha minoritaria que co-
cromatografiaba con metilamonio. Los valores de radiactividad encontrados permitieron
establecer una relacién entre la concentraciéon de metilamonio intracelular (deducida
segun la radiactividad especifica del [14C]metilamonio) y la extracelular (al final del
experimento de transporte) de 57 veces. Cuando las células se trataron con MSX, la
radiactividad correspondiente al metilamonio permanecié invariable, mientras que se
observé una fuerte disminucién (del 96%) de la radiactividad asociada a 7y-
metilglutamina. En este caso se encontrd una concentracion intracelular de metilamonio

35 veces superior a la concentraciéon extracelular.

= 800

§ )
5 700 — NH4+ ®
% = 600 — * $

ES 500 —

o ¥ 400 -

o]

S S 300 —

g E

SE’ 200 —

Q

§ 100 —

E 0 T T T T T T

1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)

Figura 33. Inhibicién por amonio del transporte de metilamonio en
Synechocystis sp. PCC 6803.

Células que se habian cultivado en medio BG11 y sometidas
posteriormente a carencia de nitrégeno durante 6 h, se emplearon en
ensayos de transporte de [14C]metilamonio suministrado inicialmente a
concentracion 7,9 pM. Se tomaron muestras a intervalos de 1 min, antes
y después de la adiciéon de amonio 25 pM (indicado en la figura con una
flecha) que se utilizaron para determinar la radiactividad retenida por las
células.

120



Resultados

Tabla 25. Destino metabdlico del metilamonio suministrado en los ensayos de
transporte en Synechocystis sp. PCC 6803.

Células cultivadas en medio BG11 y sometidas posteriormente a deficiencia de nitrégeno
durante 6 h se emplearon en ensayos de transporte de [14C]metilamonio suministrado a
concentracion 1 pM. Antes del ensayo, una parte de la suspension celular se incubé
durante 25 min a 30°C con iluminacién en presencia de MSX a concentracién 1 mM.
Tras 9 min de ensayo de transporte, se tomaron, filtraron e hirvieron muestras para
obtener extractos celulares, que fueron analizados mediante TLC unidimensional y
autorradiografia, midiéndose las CPM (cuentas por minuto) asociadas a las manchas
radiactivas correspondientes. La eficiencia para 14C del detector bidimensional de
radiaciéon P Instantlmager empleado es del 1,5%.

Pretratamiento con Marcaje en Marcaje en
MSX metilamonio  y-metilglutamina
(CPM) (CPM)
- 1,24 33,00
+ 1,37 1,18

Tabla 26. ORFs del genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 cuyos productos
hipotéticos muestran homologia con la permeasa AMT1 de Arabidopsis thaliana.
Se indica la longitud en ntimero de aminoacidos (aa) de los productos de las tres ORFs.
El porcentaje de residuos idénticos a los de AMT]1 se calculé mediante el programa GAP
contenido en el paquete informatico GCG (Devereux et al., 1984). La posicion relativa
aproximada de las ORFs en el genomio de la estirpe PCC 6803 se indica (en kb) segiin el
sistema de referencia establecido por Kaneko et al. (1996).

ORF  Longitud Residuos idénticos a los de Posicion

(aa) AMT1 (%) (kb)
sllo108 507 37,0 2971
sll1017 442 37,9 402
sllo537 541 33,1 3242

3.6.2. Inactivaciéon de las ORFs sll0108, sll1017 y sll0537 y actividades de
transporte de metilamonio de los mutantes generados

Se procedi6 a la inactivaciéon de las ORFs de Synechocystis sp. PCC 6803 que
muestran homologia con la permeasa AMT1 de A. thaliana (Tabla 26). Para la
amplificacion mediante PCR de fragmentos de DNA correspondientes a las ORFs sll0108,
sll1017 y sll0537 se utilizo DNA genémico de Synechocystis sp. PCC 6803 como molde y,
como cebadores, las parejas de oligonucleétidos Tr18-Tr19, Tr2a-Tr2b y Tr3a-Tr3b,
respectivamente (Fig. 34). Estos fragmentos (de entre 971 y 1023 pb) se clonaron en el
vector pGEM-T, origindndose los plasmidos pCSX23, pCSX53 y pCSX52 (Tabla 27). Con
objeto de eliminar la diana Hincll presente en el sitio de clonaciéon multiple de pCSX23
para facilitar la insercion de la casete C.K3 (véase Tabla 3, Materiales y Métodos), el
plasmido pCSX23 se digirié con las enzimas de restriccion Apal y Pstl, clonandose el
fragmento que contenia el inserto en el plasmido pBluescript SK(+) digerido con las

mismas enzimas, originandose asi el plasmido pCSX46. La casete de resistencia a Km
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C.K3 (1,1 kb), escindida con extremos Smal, se inserto, en cada una de las dos posibles
orientaciones, en el sitio tiinico Hincll del plasmido pCSX46, para dar lugar a los
plasmidos pCSX47a y pCSX47b. Por otra parte, la casete de resistencia a Cm C.C1 (1,9
kb) (véase Tabla 3, Materiales y Métodos}, escindida con extremos Hincll se insert6 en el
sitio inico Mscl del plasmido pCSX53 para originar el plasmido pCSX57, y en el sitio
unico Mscl de pCSX52 para generar el plasmido pCSX56 (Tabla 27). Esta casete C.C1 no

posee terminadores de la transcripcion.

A Smal C.K3 Sall
pCSX47b
Sall Smal
pCSX47a
Hincll
sl010 sll0108 >—< slr0099§
—_— -—
Tri8 Tr19
1kb
B Hincll Hincll . ]
C.C1 Hincll X Hincll
f | pCSX57 C L ca | pCSX56
Mscl | Mscl
goirtao0l -  swo1z  y{ swo1s ) { suosss Y swossz W swosa6 |
- - — -—
Tr2a Tr2b Traa ab
1 kb 1kb

Figura 34. Representacién esquemaitica de las ORFs sll0108, sl11017 y sll0537 de
Synechocystis sp. PCC 6803 y de las inserciones llevadas a cabo en las mismas.

En el esquema se indican las ORFs de la estirpe PCC 6803 cuyos productos hipotéticos
muestran homologia con la permeasa del amonio/metilamonio AMT1 de Arabidopsis
thaliana, asi como las ORFs adyacentes. También se indican las posiciones de los
oligonucleé6tidos utilizados como cebadores para la amplificacién mediante PCR de
fragmentos de las mismas, las dianas de restriccion empleadas para la insercién de la
casete C.K3 o C.C1 y los nombres de los plasmidos generados tras las inserciones.

Los plasmidos pCSX47a, pCSX47b, pCSX57 y pCSX56 se utilizaron para
transformar suspensiones celulares de Synechocystis sp. PCC 6803, con objeto de obtener
clones resistentes a la Km (en el caso de pCSX47a y pCSX47b) o al Cm (en el caso de
pCSX57 y pCSX56) en los que las copias silvestres de las ORFs en cuestion se hubieran
sustituido por las versiones mutantes. De este modo se obtuvieron las estirpes mutantes
CSX47a, CSX47b, CSX57 y CSX56, respectivamente. La estructura genémica de estos
mutantes se analizé mediante PCR, utilizandose DNA cromosoémico total de los mismos

como molde y las parejas de oligonucledtidos mostradas en la Figura 34 como cebadores.

122



Resultados

Todas las estirpes resultaron ser cromosémicamente homogéneas y portadoras de las
versiones inactivadas de las correspondientes ORFs (no mostrado).

Los plasmidos pCSX57 y pCSX56 también se utilizaron para transformar la
estirpe mutante CSX47a, con objeto de obtener mutantes dobles, resistentes a la Km y al
Cm, afectados simultaneamente en las ORF's sli0108y sll1017 (mutante CSX201) o en las
OREFs sll0108 y sll0537 (mutante CSX200). Las estirpes mutantes CSX200 y CSX201
también resultaron ser cromosdmicamente homogéneas para la nueva mutacion cuando

se analizaron mediante PCR (no mostrado).

Tabla 27. Plasmidos construidos para la inactivacion insercional de las ORFs
sll0108, sll1017 y sll0537 de Synechocystis sp. PCC 6803.

Plasmido  Descripcion

pCsSX23a  fragmento de la ORF sll0108 amplificado con los cebadores Tr18 y Tr19
clonado en pGEM-T

pCsX53a  fragmento de la ORF sll1017 amplificado con los cebadores Tr2a y Tr2b
clonado en pGEM-T

pCsSX52a  fragmento de la ORF sll0537 amplificado con los cebadores Tr3a y Tr3b
clonado en pGEM-T

pCSX46 fragmento Apal-Pstl de pCSX23, conteniendo el fragmento amplificado
de la ORF sll0108, clonado en pBluescript SK(+)

pCSX47a  plasmido que contiene parte de la ORF sll0108 interrumpida por
insercion de la casete C.K3 en el sitio Hincll de pCSX46, en la misma
orientacién que la ORF

pCSX47b  plasmido que contiene parte de la ORF sll0108 interrumpida por
insercion de la casete C.K3 en el sitio Hincll de pCSX46, en orientacion
opuesta a la ORF

pCSX57 plasmido que contiene parte de la ORF sll1017 interrumpida por
insercion de la casete C.C1 en el sitio Mscl de pCSX53

pPCSX56 plasmido que contiene parte de la ORF sll0537 interrumpida por
insercion de la casete C.C1 en el sitio Mscl de pCSX52

@ Mediante la secuenciacién parcial de los insertos de estos plasmidos se verificé que
los fragmentos amplificados mediante PCR eran correctos.

Se realiz6, mediante hibridacién, una comprobacién adicional de que los
mutantes simples y dobles obtenidos tenian la estructura genémica esperada y estaban
segregados. Para ello se emplearon como sondas los fragmentos de las ORFs obtenidos
mediante PCR. De este modo, se pudo observar que la version silvestre de la ORF sll0108
(fragmento Asel de 1,4 kb) habia sido sustituida por la versiéon mutante sll0108::C.K3
(fragmento Asel de 2,5 kb), tanto en el mutante CSX47a como en CSX47b (Fig. 35A), la
version silvestre de la ORF sll1017 (fragmento Bgll de 580 pb) por la version mutante
sll1017::C.C1 en las estirpes CSX57 y CSX201 (fragmentos Bgll de aprox. 2 kb y 0,5 kb, ya
que la casete C.C1 presenta una diana Bgll) (Fig. 35B) y, finalmente, la version silvestre
de la ORF sll0537 (fragmento Hincll de 570 pb) por la version mutante sll0537::C.C1,
originando un fragmento Hincll de aprox. 2,5 kb (Fig. 35C), en las estripes CSX56 y
CSX200.
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Figura 35. Estructura genémica de los mutantes CSX47a, CSX47b, CSX57,
CSX201, CSX56 y CSX200 derivados de Synechocystis sp. PCC 6803.

DNA total de las estirpes indicadas se digiri6 con las enzimas de restriccién Asel (panel
A), Bgll (panel B) o Hincll (panel C). Se realizaron hibridaciones en condiciones
restrictivas utilizando como sondas fragmentos de las ORFs sll0108 (panel A), sll1017
(panel B) o sll0537 (panel C), obtenidos mediante PCR empleando como molde los
plasmidos pCSX23, pCSX53 o pCSX52 y como cebadores las parejas de oligonucleétidos
correspondientes (descritos en la Fig. 34). A la izquierda de cada panel se indica el
tamarfio de las bandas en kb.

Se determiné la capacidad de incorporacién de [14C]metilamonio de las estirpes
CSX47a, CSX47b, CSX57, C8X56, CSX201 y CSX200. Para ello se utilizaron células que
se habian cultivado en medio con amonio, nitrato, o bien que habian sido incubadas
durante 6 horas en medio sin nitrogeno combinado tras haber sido cultivadas en medio

con nitrato. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 28.

Tabla 28. Actividades de transporte de metilamonio de los mutantes CSX47a,
CSX47b, CSX57, CSX56, CSX201 y CSX200 derivados de Synechocystis sp. PCC
6803, cultivados con distintas fuentes de nitrégeno.

Células cultivadas en medio con amonio (2,5-10 mM), nitrato (17,6 mM) o sometidas a
deficiencia de nitrogeno durante 6 horas tras haber sido cultivadas en medio con nitrato
(-N), se emplearon en ensayos de transporte de [!4C]metilamonio, suministrado a
concentracion 1 pM, durante 10 min. En el caso de los mutantes simples, el medio se
suplementé con Km (estirpes CSX47a y CSX47b) o con Cm (estirpes CSX57 y CSX56) v en
el caso de los mutantes dobles, con Km y Cm. Los valores presentados son la media de 2-
4 determinaciones independientes.

Estirpe Genotipo Actividad de transporte
(nmol'min-!-mg-1 Chl)
Fuente de nitrégeno:

NH4* NO3~ -N
6803 3,20 4,28 8,85
CSX47a sll0108::C.K3 0,11 0,10 0,31
CSX47b sll0108::C.K3 0,08 0,05 0,24
CSX57 sll1017:C.C1 3,70 4,77 7,95
CSX56 sll0537::C.C1 3,04 6,36 8,15
CSX201 sli0108::C.K3, sll1017::C.C1 0,11 0,17 0,20
CSX200 sllo108::C.K3, sll0537::C.C1 0,07 0,08 0,21
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La estirpe silvestre Synechocystis sp. PCC 6803 mostré actividades de transporte
de metilamonio similares cuando se empledé amonio o nitrato como fuente de nitrogeno
para el cultivo de las células, aunque en medio con amonio la actividad fue ligeramente
menor. Se observo una mayor actividad de transporte en células sometidas a carencia de
nitrégeno, aproximadamente el doble que la obtenida con células cultivadas con nitrato.
Los mutantes insercionales de la ORF sll0108, estirpes CSX47a y CSX47b, resultaron
estar severamente afectados en la capacidad de transporte de metilamonio, mostrando
una incorporacion de radiactividad que suponia un 1-3% del valor observado en la
estirpe silvestre. Los mutantes insercionales de las ORFs sll1017 y sll0537, las estirpes
CSX57 y CSX56, respectivamente, no se vieron claramente afectados en su capacidad
para transportar metilamonio en las condiciones de estos ensayos. Por otra parte, como
cabia esperar de los resultados anteriores, los mutantes dobles CSX201 y CSX200
mostraron un fenotipo de transporte similar al de su parental, la estirpe CSX47a.

Como control, se determiné la actividad glutamina sintetasa de los mutantes
CSX47ay CSX47b, ya que, como ya se ha indicado, el metilamonio que es transportado
al interior celular se convierte en y-metilglutamina mediante dicha actividad enzimatica,
por lo que una disminucion de la radiactividad retenida por las células en los ensayos de
transporte podria, en principio, deberse un defecto tanto en el sistema de transporte
como en la glutamina sintetasa. Los mutantes CSX47a y CSX47b presentaron niveles

altos de actividad glutamina sintetasa (Tabla 29).

Tabla 29. Niveles de actividad glutamina sintetasa de los mutantes
CSX47a y CSX47b derivados de Synechocystis sp. PCC 6803 cultivados
con distintas fuentes de nitrégeno.

Células cultivadas con amonio (5 mM), nitrato (17,6 mM) o sometidas a
deficiencia de nitrogeno durante 6 h tras haber sido cultivadas en medio con
nitrato (-N), se emplearon para la determinacién de la actividad glutamina
sintetasa mediante el ensayo de actividad transferasa. El medio de cultivo en
el caso de los mutantes se suplement6 con Km.

Estirpe Actividad glutamina sintetasa
(mU-ug-! Chl)
Fuente de nitrogeno

NH4+ NO3" -N
PCC 6803 1,25 39,00 12,16
CSX47a 1,32 20,31 34,91
CSX47b 2,67 21,68 31,28

Los resultados que se acaban de presentar indicaron que el producto de la ORF
sll0108 era el responsable cuantitativamente mas importante de la entrada de
metilamonio en la estirpe PCC 6803. Esta ORF se denominé amtl. Los resultados no
permitian descartar, sin embargo, un papel de las ORFs sll1017 y/o sll0537 en el
transporte de metilamonio a otras concentraciones o en otras condiciones distintas a las

utilizadas en estos ensayos.
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Con objeto de estudiar en mas detalle si las ORFs sll1017 y sll0537 podian tener
una funcién en el transporte de metilamonio, se determiné en las estirpes CSX47a,
CSX200 y CSX201, la cinética de incorporacion de [14C]metilamonio suministrado a
distintas concentraciones (5 a 100 nM). La actividad de transporte de [14C]metilamonio
50 nM observada en la estirpe CSX47a (amtl) resulté ser mayor que la del mutante
CSX200, y ésta, a su vez, superior a la del mutante CSX201 (Fig. 36). Estos resultados
permiten sugerir que las ORFs sll1017 (inactivada en el mutante CSX201) y sll0537
(inactivada en el mutante CSX200) también estaban implicadas en el transporte de
metilamonio en Synechocystis sp. PCC 6803. La ORF sll1017, que se denominé amt2, era
responsable de una mayor actividad de transporte que la ORF sll0537, que se denominé
amt3, ya que el doble mutante CSX201 (amtl amt2) resulté estar mas afectado en el
transporte que el doble mutante CSX200 (amtl amt3). De hecho, la actividad de
transporte encontrada en el mutante CSX47a era igual a la suma de las actividades de
los mutantes CSX200 y CSX201. Estos resultados se corroboraron en experimentos
similares en los que se utilizaron concentraciones de metilamonio de 5, 10 y 100 nM (no

mostrado).
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Figura 36. Transporte de metilamonio, suministrado a baja
concentracién, en los mutantes CSX47a, CSX200 y CSX201 derivados
de Synechocystis sp. PCC 6803.

Células de las estirpes CSX47a (), CSX200 (O) y CSX201 (4) cultivadas en
medio con nitrato, suplementado con Km en el caso del mutante CSX47a, y
con Km y Cm en el de los mutantes CSX200 y CSX201, se lavaron y
sometieron a deficiencia de nitrogeno durante 6 h. Las suspensiones celulares
se emplearon para realizar ensayos de transporte de [14C]metilamonio,
suministrado a una concentracion inicial de 50 nM, determinandose a
distintos tiempos (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30 y 45 min) la radiactividad
acumulada por las células.
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3.6.3. Regulacién por nitrogeno de la expresién de los genes amtl, amt2 y amt3

Se analizé mediante analisis de "Northern" la expresion de los genes amtl, amt2y
amt3, utilizando para ello RNA aislado a partir de células de Synechocystis sp. PCC 6803
que habian sido cultivadas en medio con amonio, con nitrato o que se habian sometido

a deficiencia de nitrégeno durante 6 horas tras su cultivo en medio con nitrato.

NH4+ NO3- -N NH4+ NO3' -N

Figura 37. Andlisis de "Northern" de la expresién de los genes amtl, amt2 y amt3
de Synechocystis sp. PCC 6803 en distintas condiciones de disponibilidad de
nitrégeno.

Se analiz6 la expresion de los genes amtl (panel A), amt2 (panel B) y amt3 (panel C) de la
estirpe PCC 6803 mediante analisis de "Northern", empleando RNA aislado de células que
habian sido cultivadas en medio con amonio (15 mM), nitrato (17,6 mM) o que se habian
sometido a deficiencia de nitrégeno durante 6 h tras haber sido cultivadas en medio con
nitrato. Como sondas se utilizaron fragmentos de DNA de los genes correspondientes,
obtenidos mediante PCR utilizando los plasmidos pCSX23 (para amtl), pCSX53 (para
amt2) o pCSX52 (para amt3) como molde y las parejas de oligonucleétidos Tr18-Tr19,
Tr2a-Tr2b o Tr3a-Tr3b, respectivamente, como cebadores.

El gen amtl se expresaba en las tres condiciones de nutricion nitrogenada
ensayadas, si bien la sefial de hibridacién era mucho mas fuerte con RNA de células
sometidas a carencia de nitrogeno. La expresion relativa de amtl en las diferentes
condiciones nitrogenadas fue: 1:1,8:30 (amonio:nitrato:deficiencia de nitrégeno). En los
tres casos, el RNAm detectado presentaba el mismo tamano, aproximadamente 2 kb (Fig.
374).

El gen amt2 también se expresaba en las tres condiciones estudiadas, siendo el
nivel de expresion de un transcrito de aproximadamente 2,6 kb similar en presencia de
amonio y de nitrato. En condiciones de deficiencia en nitrégeno también se observo este
transcrito de 2,6 kb, siendo su nivel de expresion 2 veces superior al encontrado en
medios con amonio o nitrato. En las células incubadas en ausencia de nitrégeno
combinado se detectd, ademas, un RNAm de 1,5 kb, cuya expresion fue 1,5 veces superior

a la del RNAm de 2,6 kb observado en la misma preparacion de RNA (Fig. 37B). Por lo
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tanto, también el gen amt2 se expresaba preferentemente en situacién de deficiencia de
nitrogeno.

En el caso de amt3, solo se detectd una tenue banda de hibridacion con RNA
aislado de células sometidas a deficiencia de nitrogeno. Esta banda corresponderia a un
transcrito de unas 2,6 kb (Fig. 37C).

Los resultados obtenidos mediante analisis de "Northern" indicaban, por lo tanto,
que los genes amtl, amt2y amt3 estan sometidos a control por nitrégeno, siendo su
expresiéon mayor en condiciones de deficiencia en nitrégeno. Estos resultados son
consistentes con las medidas de actividad de transporte de [14Clmetilamonio (Tabla 28).

Para comparar el nivel de expresioén de los tres genes, amtl, amt2y amt3, en una
misma situacion de nutricién nitrogenada, se llevaron a cabo experimentos de
hibridacién entre fragmentos de DNA correspondientes a dichos genes (fijados en filtros) y
RNA total de Synechocystis sp. PCC 6803 parcialmente hidrolizado y marcado en sus
extremos 5'. Los fragmentos de DNA de amtl, amt2 y amt3 se obtuvieron mediante PCR,
utilizando como molde los plasmidos pCSX23, pCSX53 y pCSX52, respectivamente, y
como cebadores las parejas de oligonucleotidos correspondientes. Cuando se utilizo RNA
aislado de células cultivadas con amonio como fuente de nitrégeno, sdlo se observo
hibridacién del RNA con el DNA de amtl. Lo mismo ocurrié cuando se empled RNA
procedente de cultivos con nitrato. Sin embargo, cuando se utilizo6 RNA aislado de
suspensiones celulares que habian sido sometidas a deficiencia de nitrogeno durante 6
h, se encontrd hibridacion con el DNA de los tres genes, correspondiendo a amtl la
expresion mas alta, seguido de amt2 y, finalmente, amt3, en relaciéon 59,2:6,4:1 (Fig. 38).
Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos mediante la mutagénesis de
los tres genes que mostraron que la permeasa Amt1 tiene el papel cuantitativamente mas
importante en el transporte de amonio/metilamonio, al ser el gen amtl el que se expresa
mayoritariamente en cualquiera de las tres condiciones de nutricién de nitrogeno
estudiadas y ser asimismo aquel cuya mutacion altera de forma mas notable la actividad

de transporte (véase Tabla 28).

3.6.4. Determinacion del nucleétido de inicio de la transcripcién del gen amtl

Se abord6 la determinacion de presuntos sitios de inicio de la transcripcion del
gen amtl mediante experimentos de elongacion de cebadores. Para ello se cloné mediante
PCR un fragmento de DNA que comprendia la region situada entre las posiciones -235 y
+289 con respecto al coddn inicial del gen amtl, que presumiblemente contendria la zona
promotora del gen. Como molde para la reaccion de PCR se utiliz6 DNA cromosoémico de
la estirpe PCC 6803 y como cebadores los oligonucledtidos Am1 y Am2 {véase Materiales y
Métodos). El fragmento de DNA obtenido (525 pb) se cloné en el vector pGEM-T,

originandose el plasmido pCSX49. Este plasmido se empled como molde en las reacciones
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de secuenciacion utilizadas para calibrar los fragmentos obtenidos en los experimentos
de elongacion de cebadores. En estos experimentos se utilizé RNA aislado de células de la
estirpe PCC 6803 cultivadas con amonio, nitrato o sometidas a deficiencia de nitrogeno
durante 6 h después de haber sido cultivadas con nitrato, como en experimentos
anteriores. Como cebadores se emplearon los oligonucleétidos Am2 (complementario a la
secuencia situada entre las posiciones +289 y +268 con respecto al codén inicial del gen)

y Am3 (compleméntario a la secuencia situada entre las posiciones +146 y +125) (véase

N I
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Figura 38. Expresion relativa de los genes amtl, amt2 y amt3 de Synechocystis sp.
PCC 6803 en distintas condiciones de disponibilidad de nitrégeno.

Se aislé6 RNA total de células de la estirpe PCC 6803 que se habian cultivado en medio
con amonio (15 mM) o nitrato (17,6 mM) o que se habian sometido a deficiencia de
nitrégeno durante 6 h después de haber sido cultivadas en medio con nitrato (-N). El
RNA total (15 pg) se hidrolizo parcialmente y se marcé radiactivamente en sus extremos
5', empleandose como sonda en experimentos de hibridacién en los que se utilizaron
fragmentos de DNA pertenecientes a los genes amtl, amt2 y amt3 inmovilizados en filtros
de nitrocelulosa. Los datos mostrados son la media de dos experimentos independientes
con resultados similares, en los que se empledé una cantidad de DNA saturante (2
picomol 6 4 picomol). En la figura se indica, para cada condicién de disponibilidad de
nitrégeno, la expresion relativa de los genes como porcentaje de la radiactividad retenida
por cada fragmento con respecto a la radiactividad total retenida por los tres fragmentos,
considerando la radiactividad como CPM/tamainio en kb del fragmento de DNA, con
objeto de normalizar los valores. La eficiencia para 32P del detector bidimensional de
radiacion b Instantlmager empleado es del 25%.

Cuando se utilizé el cebador Am3, se observoé un posible sitio de inicio de la
transcripcion situado 142 6 143 pb por delante del codén de iniciacién del gen. Este
posible inicio de la transcripcion se observo con RNA aislado de células cultivadas con
amonio, con nitrato o sometidas a deficiencia de nitrogeno (Fig. 39B). El nivel de
transcrito en condiciones de deficiencia de nitrogeno fue notablemente mayor que en las
otras condiciones ensayadas, seguido por el observado en nitrato y, finalmente, en
amonio, lo que coincidia con los resultados obtenidos mediante analisis de "Northern" de
la expresion del gen amtl. El sitio de inicio de la transcripcién encontrado estaba
precedido por una posible caja promotora -10 y un posible sitio de unién de la proteina

reguladora NtcA, cuya secuencia consenso es GTA...Ng...TAC (Luque et al., 1994}, situado
20 pb por delante de la posible caja -10 {Fig. 39A).
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Figura 39. Determinacion del nuclebétido de inicio de la transcripcién del gen
amtl de Synechocystis sp. PCC 6803.

En el panel A se muestra la regién promotora del gen amtl, incluyendo (enmarcadas) las
dos secuencias caracteristicas del sitio de unién de la proteina NtcA, la posible caja -10
(subrayada) y el sitio de inicio de la transcripcién (+1). En el panel B se muestra el gel
correspondiente al ensayo de extension del cebador Am3, realizado con RNA procedente
de células de la estirpe PCC 6803 cultivadas en medio con amonio (15 mM) o nitrato (17.6
mM) o sometidas a 6 h de deficiencia de nitrégeno tras haber sido cultivadas con nitrato.
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3.6.5. Ensayos de retardo en gel de la region prombtora del gen amtl

Para averiguar si la proteina NtcA era realmente capaz de unirse al fragmento de
DNA correspondiente a la region promotora del gen amtl, se realizaron ensayos de
retardo en gel. Como fuente de NtcA se utilizaron extractos celulares de una estirpe de E.
coli portadora del gen ntcA de Anabaena sp. PCC 7120 clonado bajo el control del
promotor inducible por IPTG del vector pQE9 (A.M. Muro-Pastor, no publicado). La
proteina NtcA de la estirpe PCC 7120 muestra un 86% de residuos idénticos con la
proteina de la estirpe PCC 6803 (Frias et al., 1993), siendo idéntica en ambas proteinas la
secuencia del dominio hélice-vuelta-hélice de uniéon al DNA.

Mediante PCR se amplificé un fragmento de DNA de la estirpe PCC 6803 de 382 pb,
utilizando el plasmido pCSX49 como molde y los oligonucledtidos Am1 y Am3 como
cebadores, que contenia el extremo 5' del gen amtl y la region de DNA situada por
delante del mismo. Este fragmento presentaba dos sitios cuyas secuencias se ajustaban
al consenso del sitio de unién propuesto para NtcA (véase Fig. 39A). Para separar ambos
sitios, el fragmento amplificado se digirié con la enzima de restricciéon BstXI, obteniéndose
un fragmento de 138 pb, que contenia el posible sitio de unién de NtcA situado a 20 pb
de la caja -10 en el posible promotor del gen amtl, y un fragmento de 244 pb, que
contenia un posible sitio de unién de NtcA situado 3 pb por delante del codén de

iniciacion del gen (Fig. 39A).

223 pb—kas
138 pb— =8

Figura 40. Ensayos de retardo en gel, provocado por la proteina NtcA, de
fragmentos de DNA de la zona 5' del gen amtl de Synechocystis sp. PCC 6803.

Se realizaron ensayos de unién empleando como sustrato 75-100 ng de los fragmentos
BstXI de 138 (carriles 1-3) y 244 pb (carriles 4-6), cada uno de los cuales contiene uno de
los dos posibles sitios de unién de NtcA situados delante del gen amtl. Como fuente de
proteina NtcA se utilizé un extracto (1,4 ug de proteina total, carriles 2 y 5; 2,8 ug de
proteina total, carriles 3 y 6) de la estirpe BL21 de E. coli que contenia el plasmido
pCSAM70 (véase Tabla 3). El extracto se obtuvo mediante sonicacién tras inducir la
expresion de la proteina NtcA. Como control para asegurar la especificidad de la union se
incluyé en los ensayos un fragmento de DNA de 223 pb perteneciente al vector
pBluescript SK(+)} (75 ng). Las muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida, que se
tifieron posteriormente con bromuro de etidio para visualizar las bandas. En las
muestras de los carriles 1 y 4 no se afniadi6 extracto conteniendo NtcA.
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Los resultados de los experimentos de retardo en gel de estos dos fragmentos con
la proteina NtcA se muestran en la Figura 40. Como se puede observar, el fragmento de
138 pb, pero no el de 244 pb ni el control de 223 pb, era retardado por el extracto que
contenia NtcA. Estos resultados, junto con el esquema de regulacion encontrado para el
gen amtl, apoyaban la posibilidad de que dicho gen estuviera controlado

transcripcionalmente por la proteina NtcA.

3.6.6. Presencia de secuencias homélogas a los genes amtl, amt2 y amt3 en otras
estirpes de cianobacterias

Se investigd, mediante analisis de Southern, la existencia en otras estirpes de
cianobacterias de secuencias homélogas a las de los genes amtl, amt2y amt3 de
Synechocystis sp. PCC 6803 (Fig. 41). Para ello se digiri6 el DNA cromosomico de dichas
cianobacterias con las enzimas de restricciéon indicadas en el pie de la figura. Como
sondas de los genes se emplearon los mismos fragmentos que se utilizaron en el analisis
de "Northern" descrito en el apartado 3.6.3 (véase pie de la Fig. 37).

Como se muestra en la Figura 41, los genes amtl y amt2 parecian estar mas
ampliamente distribuidos entre las cianobacterias que el gen amt3, siendo la hibridacién
mas patente en el caso del gen amtl. Por otra parte, las bandas de hibridacién obtenidas
con el DNA de Synechocystis sp. PCC 6803 con cada una de las sondas fueron de los
tamarnos esperados para los tres genes clonados al considerar la localizacion de las
dianas Dral en las regiones genomicas que los contienen, sin que se observara

hibridacién cruzada entre los tres genes.
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Figura 41. Presencia de secuencias homélogas a los genes amtl, amt2 y amt3 de
Synechocystis sp. PCC 6803 en otras estirpes de cianobacterias.

DNA total de las estirpes PCC 7120 (1), PCC 7413 (2), PCC 7107 (3), PCC 7601 (4), UTEX
1829 (5), PCC 6903 (6), PCC 7942 (7) y PCC 6803 (8) se digiri6é con las siguientes enzimas:
Muadal en el caso de las estirpes PCC 7413, PCC 7107, PCC 7601 y UTEX 1829, Dral en el
caso de las estirpes PCC 7120, PCC 6903 y PCC 6803 y EcoRV en el caso de la estirpe PCC
7942. Las hibridaciones se realizaron en condiciones permisivas, utilizando como sonda
un fragmento del gen amtl (panel A), amt2 (panel B) o amt3 (panel C) generado mediante
PCR (véase pie Fig. 37). Las posiciones y los tamanos {(en kb) de algunos patrones se
indican a la izquierda de cada panel.
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4. DISCUSION
4.1. SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN CIANOBACTERIAS

El transporte de aminoacidos constituia un aspecto practicamente desconocido
de la biologia de las cianobacterias, y solo en la estirpe unicelular Synechocystis sp. PCC
6803 se habia realizado un estudio algo detallado de sus capacidades de transporte de
aminoacidos (Labarre et al., 1987; Flores y Muro-Pastor, 1990). Para compensar esta falta
de informacién, y como primer paso para intentar aclarar las funciones fisiologicas de los
mismos, se procedio a la caracterizacion de los sistemas de transporte de aminoacidos en

nueve estirpes cianobacterianas pertenecientes a distintos grupos taxonomicos.

4.1.1. Transporte de aminoédcidos en Anabaena sp. PCC 7120

Los resultados obtenidos en este trabajo, junto con los publicados por Herrero y
Flores (1990), muestran que la cianobacteria filamentosa formadora de heterocistos
Anabaena sp. PCC 7120 es capaz de transportar un amplio rango de aminoacidos,
incluyendo aminoacidos basicos, neutros y acidos, aunque con diferentes afinidades. El
analisis de los mutantes espontaneos obtenidos como clones resistentes a diversos
analogos toxicos de aminoacidos ha puesto de manifiesto, sin embargo, que existe un
bajo ntimero de sistemas implicados en el transporte y que estos sistemas exhiben una
baja especificidad de sustrato.

Los mutantes resistentes a la azaleucina, representados por la estirpe CS343,
resultaron estar fuertemente afectados en el transporte de los aminoacidos Pro, Phe, Gly
y Leu (Tabla 10), lo que sugiere que carecen de un sistema de transporte para
aminoacidos neutros, que se ha denominado sistema N-1. Este sistema constituye la
principal via de entrada de estos aminoacidos en la célula, y también es importante para
el transporte de Thr y Ala.

No pudieron obtenerse mutantes resistentes al MSX o a la azaserina a partir de la
estirpe silvestre PCC 7120, lo que sugiere que se requiere la inactivacion de mas de un
gen para conferir resistencia a estos analogos y que, por lo tanto, podria existir mas de
un sistema capaz de transportarlos al interior celular. Esta interpretacion se ve apoyada
por el hecho de que pudieran obtenerse mutantes resistentes al MSX o a la azaserina a
partir de la estirpe CS343, en la que una de las vias de transporte ya estaba anulada. El
mutante doble CS389, aislado como resistente al MSX, habia perdido practicamente toda
capacidad de transportar aminoacidos neutros (excepto Gln), por lo que podria haber
surgido mediante la mutaciéon de un segundo sistema de transporte de aminoacidos
neutros, que se ha denominado sistema N-II. Sin embargo, estos resultados no permitian
descartar la posibilidad de que los denominados sistemas N-I y N-II fuesen en realidad

dos componentes de un tnico sistema de transporte.
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Los sistemas N-I y N-II, definidos mediante el analisis de los mutantes CS343 y
CS389, muestran especificidades solapantes, pero no idénticas. La especificidad para
aminoacidos neutros de estos sistemas se apoya también por el hecho de que, en general,
el transporte de aminoacidos neutros en Anabaena sp. PCC 7120 se inhiba notablemente
por la presencia de otros aminoacidos neutros en el ensayo, pero muy poco por
aminoacidos basicos o acidos (Tabla 6).

Los valores de Kg para el transporte de los aminoacidos Ala, Asn, GIn y Ser en el
mutante CS343 (Tabla 13) son similares a los encontrados en la estirpe silvestre PCC
7120 (Tabla 5). Estos resultados, junto con la observacion de que las cinéticas para el
transporte de los distintos aminoacidos neutros en la estirpe PCC 7120 fueran
monofasicas, sugiere que los sistemas N-I y N-II poseen valores de Kg similares para el
transporte de los aminoacidos indicados. Por otra parte, estos sistemas median un
transporte de tipo activo, ya que permiten la concentracién del sustrato en el interior
celular en contra del gradiente electroquimico y son sensibles a los inhibidores
metabdlicos DCCD y CCCP (Tabla 5).

Con respecto al transporte de aminoacidos acidos, Anabaena sp. PCC 7120
muestra una baja afinidad para el Asp y el Glu (Tabla 5). Una parte del transporte de
estos aminoacidos podria tener lugar en su forma protonada (neutra) a través de los
sistemas de transporte N-I y N-II, ya que los mutantes CS343 y CS389 también estan
parcialmente afectados en el transporte de Asp y Glu (Tabla 10). No obstante, el
transporte de aminoacidos neutros se ve sdlo ligeramente afectado por la presencia de
Asp o Glu en el ensayo (Tabla 6), lo que sugiere que los sistemas de transporte de
aminoacidos neutros deben mostrar muy baja afinidad por los aminoacidos acidos. Por
otra parte, el transporte de Glu en la estirpe PCC 7120 también se inhibe parcialmente
por aminoacidos neutros (Flores y Muro-Pastor, 1988). El transporte de Asp y Glu que
tendria lugar a través de los sistemas de transporte de aminoacidos neutros podria
corresponder a la pequena fraccion de actividad de transporte de estos aminoacidos que
se inhibe por DCCD o CCCP (Tabla 5). El transporte remanente de Asp y Glu podria
ocurrir a través de otro(s) sistemal(s) no caracterizados, que podrian ser de naturaleza
pasiva.

En Anabaena sp. PCC 7120 se habia descrito previamente la existencia de dos
sistemas para el transporte de aminoacidos basicos, uno de alta afinidad y otro de baja
afinidad (Herrero y Flores, 1990). El fenotipo del mutante CS460, aislado como resistente
a la hidroxilisina a partir de la estirpe CS343 e incapaz de transportar los aminoacidos
Arg y Lys (Tabla 10), corrobora la existencia del sistema de transporte de aminoacidos
basicos de alta afinidad. La comparacion de las actividades de transporte de los
mutantes CS349 (afectado en el transporte de los aminoacidos basicos, ademas de los

neutros; véase mas adelante) y CS389 sugiere que el aminoacido Gln podria
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transportarse en cierta medida a través de este sistema para aminoacidos basicos, de
manera similar a lo descrito en Synechocystis sp. PCC 6803 (Labarre et al., 1987; Flores y
Muro-Pastor, 1990). Por otra parte, los aminoacidos basicos His y Orn podrian
transportarse parcialmente a través de los sistemas de transporte de aminoacidos
neutros, como sugieren los fenotipos de los mutantes CS460 y CS327 (véase mas
adelante), que muestran una considerable actividad de transporte de His, a pesar de
estar fuertemente afectados en el transporte de aminoacidos basicos, y el fenotipo del
mutante CS343, claramente afectado en el transporte de Orn (Tabla 10).

Algunas mutaciones parecen inactivar simultaneamente mas de un sistema de
transporte. Asi, en el caso de la estirpe CS326, la mutacion afecta al sistema de alta
afinidad para aminoacidos basicos y a los dos sistemas de aminoicidos neutros; la
mutacioén de la estirpe CS327 inactivaria simultaneamente el sistema N-Il'y el sistema de
alta afinidad para aminoacidos basicos y la estirpe CS349 (derivada de CS343) podria
haberse originado por una mutacion similar a la del mutante CS327. Por otra parte, las
mutaciones que confieren resistencia a la hidroxilisina o a la azaserina estirpes
derivadas de la CS389 (los mutantes CS458 y CS459, respectivamente) afectarian
simultaneamente al sistema de transporte de aminoacidos basicos de alta afinidad y al
transporte de aminoacidos acidos (Tabla 10). Se desconoce la naturaleza, estructural o
reguladora, de los genes afectados en todos estos mutantes, pero los resultados sugieren
en cualquier caso la existencia de elementos comunes entre distintos sistemas de
transporte.

En resumen, los datos presentados apoyan la existencia de al menos cinco
sistemas de transporte de aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120:

- dos sistemas para aminoacidos basicos, uno activo de alta afinidad y otro pasivo
de baja afinidad (Herrero y Flores, 1990)

- dos sistemas activos de alta afinidad para el transporte de aminoacidos neutros,
con especificidades solapantes pero no idénticas

- al menos un sistema para aminoacidos acidos, de baja afinidad, que podria ser

pasivo.

4.1.2. Transporte de aminoacidos en otras estirpes de cianobacterias

Las actividades de transporte de aminoacidos observadas en otras cianobacterias
filamentosas formadoras de heterocistos incluidas en la Seccion IV, concretamente
Anabaena sp. PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413, Nostoc sp. PCC 7107 y Calothrix sp. PCC
7601, asi como el aislamiento de mutantes resistentes a la azaleucina a partir de dichas
estirpes, permite deducir la existencia en todas ellas de un sistema de transporte para
aminoacidos neutros. Estas estirpes, a diferencia de lo descrito en el caso de Anabaena

sp. PCC 7120, en la que parecen existir dos sistemas de transporte de aminoacidos
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neutros, presentarian un Gnico sistema, a juzgar por las bajas actividades de transporte
de aminoacidos neutros de los mutantes CS440, CS441, CS442 y CS451 (Tabla 14). En el
caso de las estirpes PCC 7937, PCC 7413 y PCC 7601 el sistema de transporte de
aminoacidos neutros podria transportar también, aunque limitadamente, aminoacidos
basicos y acidos, ya que los mutantes CS440, CS441 y CS451 muestran una menor
capacidad de transporte de Arg, His, Lys, Asp y Glu que la correspondiente estirpe
silvestre. El sistema de transporte de aminoacidos neutros de Anabaena sp. PCC 7937,
mutado en la estirpe CS440, probablemente corresponde al sistema descrito previamente
en esta misma estirpe como transportador de Leu (Thiel, 1988).

En cuanto al transporte de aminoacidos basicos y acidos, las actividades
exhibidas por las cianobacterias de la Seccién IV mencionadas en el parrafo anterior son
similares a las de Anabaena sp. PCC 7120 (Tabla 8). En el caso de Anabaena sp. PCC
7937, los fenotipos de los mutantes CS454 y CS447, aislados a partir de la estirpe CS440
como resistentes a la hidroxilisina y al MSX, respectivamente, sugieren la existencia en
esta cianobacteria de un sistema para el transporte de aminoacidos basicos (mutado en
la estirpe CS454) y de un sistema para aminoacidos acidos (mutado en la estirpe CS447)
(Tabla 14). El transporte remanente de Gln mostrado por el mutante CS440 (15%)
desaparecia completamente en el mutante CS447, lo que sugiere que este aminoacido
puede ser también incorporado al interior celular en esta cianobacteria mediante el
sistema de transporte de aminoacidos acidos. Esta observacidon es consistente con la
existencia, previamente establecida, de un elemento coman para el transporte de alta
afinidad de GIn y Glu en la estirpe PCC 7937 (Chapman y Meeks, 1983).

Por otra parte, las actividades de transporte exhibidas por el mutante CS457
(Tabla 14), aislado como resistente a la hidroxilisina a partir de la estirpe CS442, indican
que también en Nostoc sp. PCC 7107 las capacidades para transportar aminoacidos
basicos y acidos pueden separarse mediante mutaciéon, lo que permite definir la
existencia de un sistema de transporte de aminoacidos basicos. Sin embargo, en el caso
de Nostoc sp. PCC 74183, el analisis del mutante CS456, obtenido a partir de la estirpe
CS441 como resistente al MSX, no permite establecer una clara separacion entre las
capacidades de transporte de aminoacidos basicos y acidos. El mutante CS456 mantenia
una notable actividad de transporte de Arg (Tabla 14), sugiriendo que Nostoc sp. PCC
7413 posee un sistema especifico para el transporte de este aminoacido. De hecho, la
estirpe PCC 7413 mostr6 una notabilisima capacidad de transporte de Arg, con un valor
de Kg de 3,3 puM, similar al del sistema de transporte de aminoacidos basicos de Anabaena
sp. PCC 7120 (Kg para la Arg 1,7 pM; Herrero y Flores, 1990), aunque con una Vmgx diez
veces superior. Debido a que no pudieron obtenerse mutantes resistentes a la
hidroxilisina o al MSX derivados de la cianobacteria Calothrix sp. PCC 7601, no hay datos

que permitan separar las actividades de transporte de aminoacidos basicos y acidos en
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este organismo.

La cianobacteria Fischerella muscicola UTEX 1829, perteneciente a la Seccion V,
muestra actividades de transporte relativamente bajas comparadas con las de Anabaena
sp. PCC 7120, sobre todo en el caso de los aminoacidos basicos (Tabla 8). No pudieron
obtenerse mutantes resistentes a analogos toxicos de aminoacidos a partir de esta
estirpe, por lo que no se puede concluir nada respecto al namero de sistemas ni a la
especificidad de los mismos en esta cianobacteria.

El estudio de las actividades de transporte de la estirpe filamentosa no formadora
de heterocistos Pseudanabaena sp. PCC 6903, perteneciente a la Seccién IIl, asi como la
caracterizacion de mutantes derivados de la misma, permitieron establecer la existencia
de al menos dos sistemas de transporte de aminoacidos: un sistema general capaz de
transportar aminoacidos béasicos, neutros y acidos (mutado en las estirpes CS448 y
CS446, Tabla 14) y un sistema de transporte de Asp de alta afinidad (Ks 1,1 pM). Asi, el
analisis cinético del transporte de Asp en la estirpe PCC 6903 mostré dos componentes,
uno de alta y otro de baja afinidad (Fig. 4). E1 componente de baja afinidad no se
encuentra en los mutantes CS448 y CS446 (Fig. 7), lo que sugiere que dicho componente
corresponde al sistema que hemos denominado general. Los ensayos de competencia
realizados (Fig. 8) permiten concluir que el sistema de alta afinidad de transporte de Asp
también reconoce, aunque con una afinidad menor, al aminoacido Glu, por lo que
podria considerarse més bien como un sistema de transporte de aminoacidos acidos.

En este trabajo se incluyeron asimismo las cianobacterias unicelulares
Synechococcus sp. PCC 7942 y Synechocystis sp. PCC 6803, ambas pertenecientes a la
Seccioén 1. En el caso de Synechococcus sp. PCC 7942 no pudieron obtenerse mutantes,
pero el estudio de las actividades de transporte de aminoacidos mostradas por esta
estirpe (Tabla 8) sugiere la existencia de un sistema de transporte para aminoacidos
neutros no polares, que también podria transportar His y, en menor grado, Gln y otros
aminoacidos neutros. Este sistema podria corresponder al de transporte de aminoacidos
neutros de cadena lateral ramificada identificado previamente en Anacystis nidulans (Lee-
Kaden y Simonis, 1982), una cianobacteria estrechamente relacionada con la estirpe PCC
7942. Por otra parte, Synechococcus sp. PCC 7942 no parece poseer ningun sistema de
transporte para aminoacidos basicos, a juzgar por las practicamente indetectables
actividades de transporte de Arg y Lys, aunque podria presentar un sistema para el
transporte de aminoacidos acidos similar al de las cianobacterias formadoras de
heterocistos.

En Synechocystis sp. PCC 6803 se habia establecido la existencia de un sistema de
transporte para aminoacidos neutros (excepto Gln) (Labarre et al., 1987) y un sistema
para aminoacidos basicos y Gln (Labarre et al., 1987; Flores y Muro-Pastor, 1990).

También se habia sugerido la presencia adicional de un sistema de transporte de alta
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afinidad para la GIn que podria transportar ademas Glu (Labarre et al., 1987). Las
actividades de transporte de aminoacidos de la estirpe PCC 6803 obtenidas en este
trabajo son similares a las publicadas previamente, destacandose las altas actividades de
transporte de Arg, Lys y Glu encontradas (Tabla 8). El analisis de los parametros
cinéticos para el transporte de Glu en la estirpe PCC 6803 puso de manifiesto que la
actividad de transporte observada se debia a un sistema de alta capacidad (Vmgx 529
nmol-min-!-mg-! Chl) y de afinidad relativamente alta (Ks 49 uM). Los estudios de
competencia realizados utilizando la estirpe mutante CSX28a, que permitia estudiar el
transporte de Glu en ausencia de cualquier posible contribucién debida al sistema de
transporte de aminoacidos neutros (véase mas adelante), mostraron, en contraste con lo
sugerido por Labarre et al., que el transporte de GIn y Glu debe tener lugar a través de
vias independientes, ya que el transporte de Glu marcado radiactivamente no se veia
afectado por la presencia de Gln no marcada (Tabla 22).

En la Tabla 30 se recogen, a modo de resumen, los sistemas de transporte de
aminoacidos que se pueden definir en cada estirpe estudiada en base a las actividades de
transporte encontradas y al andlisis de los mutantes obtenidos. Los datos presentados,
analizados en conjunto, permiten concluir que las cianobacterias poseen un bajo
namero de sistemas de transporte de aminoacidos que muestran especificidad por grupos
quimicos de aminoacidos mas que por aminoacidos concretos. Esta situacion, parecida a
la que se encuentra en algas verdes (Sauer y Tanner, 1985) y plantas superiores (Li y
Bush, 1990; Tanner y Caspari, 1996), contrasta con la de otras bacterias como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium o Pseudomonas spp., que poseen un elevado
namero de permeasas especificas para aminoacidos concretos o subgrupos de
aminoacidos quimicamente relacionados (Antonucci y Oxender, 1986; Furlong, 1987).
Sin embargo, como se comentara a continuacion, la estructura de al menos algunos de
los sistemas cianobacterianos de transporte de aminoacidos seria del tipo
multicomponente encontrado comunmente en bacterias, en contraste con los sistemas
monocomponente tipicos de plantas (Tanner y Caspari, 1996).

En todas las estirpes de cianobacterias estudiadas existe un sistema de
transporte de aminoacidos neutros cuya especificidad concreta es variable segin el caso,
de modo que, por ejemplo, en la estirpe PCC 7942 parece tener una preferencia por
aminoacidos neutros no polares, mientras que en la estirpe PCC 6903 también reconoce
aminoacidos basicos y acidos, hasta el punto de comportarse con un sistema general de

aminoacidos.
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Tabla 30. Sistemas o actividades de transporte de aminodcidos presentes en las
cianobacterias incluidas en este trabajo.

Se especifican los sistemas de transporte que se han definido en cada caso mediante
mutacion; entre paréntesis se indican los aminoacidos (aas) que se transportan soélo
parcialmente (con baja afinidad o baja velocidad) a través de dichos sistemas. El asterisco
indica las actividades de transporte de aminoacidos que se han detectado pero no se han

inactivado mediante mutacion.

Estirpe Sistemas o actividades de transporte de aminoacidos
Anabaena sp. Sistemas para aas Sistemas N-1y Aas acidos*
PCC 7120 basicos, de alta N-II para aas
afinidad (Gln) y de neutros
baja* afinidad

Anabaena sp. Sistema para aas Sistema para aas  Sistema para
PCC 7937 basicos neutros (acidosy  aas acidos

basicos) (GIn)
Nostoc sp. Arg*y otros aas Sistema para aas  Aas acidos*
PCC 7413 basicos* neutros (acidos y

basicos)
Nostoc sp. Sistema para aas Sistema para aas Aas acidos*
PCC 7107 basicos neutros (Gln)
Calothrix sp. Aas basicos* Sistema para aas Aas acidos*
PCC 7601 neutros (acidos y

basicos)
Fischerella muscicola Aas basicos* Aas neutros* Aas acidos*
UTEX 1829
Pseudanabaena sp. Sistema general de Asp* (Glu)
PCC 6903 transporte de aas

Synechococcus sp. Aas neutros no Aas acidos*

PCC 7942 polares* (His, Gln,

Gly, Ser y Asn)
Synechocystis sp. Sistema para aas Sistema para aas Glu*
PCC 6803 basicos (Gln) neutros excepto

Gln y sistema para
GIn* de alta
afinidad

4.1.3. Identificacién de genes de sistemas de transporte de aminoécidos

En este trabajo se han identificado los genes que determinan algunos de los
elementos de los sistemas de transporte de aminoacidos neutros de las cianobacterias
Synechocystis sp. PCC 6803 y Anabaena sp. PCC 7120.

La disponibilidad de una parte de la secuencia del genomio de Synechocystis sp.
PCC 6803 (Kaneko et al.,, 1995) permitié seleccionar ocho ORFs cuyos productos

hipotéticos eran homoélogos a proteinas de transporte de otros organismos. Estas ORF's
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fueron inactivadas mediante inserciéon de una casete de resistencia al antibiético Km,
consiguiéndose en siete de los casos mutantes cromosémicamente homogéneos. Se
determiné que las ORFs slr0467 y slr0559 (inactivadas en las estirpes CSX28a, CSX28b,
CSX18a y CSX18b) son necesarias para el transporte de los aminoacidos neutros Ala,
Gly, Leu, Phe, Pro y Ser (Tabla 21), por lo que las denominamos natA y natB,
respectivamente. Los mutantes de estas ORFs también estaban afectados en el
transporte de Asp. No obstante, puesto que la velocidad de transporte de este aminoacido
en la estirpe PCC 6803 es notablemente baja (Tabla 8), no seria extrafno que dicho
transporte tuviera lugar en realidad a través del sistema de transporte para aminoacidos
neutros.

El gen natA determinaria una proteina de 267 aminoacidos homdloga al
componente conservado de los sistemas de transporte tipo ABC y el gen natB una
proteina de 454 aminoacidos homdloga a la proteina periplasmica de unién de sustrato
de algunos sistemas de transporte tipo ABC y también al receptor metabotrépico del Glu
de Rattus norvegicus (Tabla 18). Como ya se ha indicado, en base a la obtencién de un
mutante resistente a la azaleucina, denominado AZA1l, Labarre et al. (1987) habian
descrito que Synechocystis sp. PCC 6803 posee un sistema capaz de transportar todos los
aminoacidos neutros excepto la Gln. Puesto que los mutantes insercionales de los genes
natA o natB reproducian el fenotipo de transporte de aminoacidos del mutante AZAl, se
concluye que los genes natA y natB determinan el componente conservado y la proteina
periplasmica, respectivamente, del sistema de transporte de aminoacidos neutros de
Synechocystis sp. PCC 6803.

Las proteinas que muestran los mayores porcentajes de identidad con los
productos teodricos de los genes natA y natB de la estirpe PCC 6803 son BraF (40% de
residuos idénticos) y BraC (25%) de Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. Las
proteinas BraF y BraC son elementos del sistema de transporte de alta afinidad de
aminoacidos de cadena lateral ramificada LIV-I (Hoshino y Kose, 1989, 1990a). En P.
aeruginosa se han descrito tres sistemas para el transporte de este tipo de aminoacidos,
denominados sistema LIV-I, LIV-II y LIV-IIL. El sistema LIV-I transporta Leu, Ile, Val, Ala y
Thr, y es un sistema de tipo multicomponente que esta determinado por la agrupacion de
genes braCDEFG (Hoshino y Kose, 1990a), que constituye un operdén (Hoshino y Kose,
1990Db). BraC es la proteina periplasmica de unioén de sustrato (Hoshino y Kose, 1989},
BraD y BraE son las proteinas integrales de membrana y BraF y BraG los componentes
conservados del sistema (Hoshino y Kose, 1990a). Los sistemas LIV-1I y LIV-III son de tipo
monocomponente.

Los genes natA y natB de Synechocystis sp. PCC 6803 no estan agrupados, sino
que, por el contrario, ocupan posiciones distantes en el genomio (posicién 2601 kb y

2799 kb, respectivamente). Permanece sin identificar al menos otro gen del sistema de
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transporte de aminoacidos neutros de la estirpe PCC 6803 (que hemos denominado
sistema Nat), el correspondiente a la proteina integral de membrana. La ORF slr0468,
adyacente al gen natA, también fue inactivada debido a su proximidad a dicho gen (Fig.
18C), a pesar de que el producto hipotético de esta ORF no mostraba homologia con
ninguna proteina conocida. El fenotipo de transporte de aminoacidos de este mutante
(estirpe CSX39) resulté ser completamente normal, descartindose una posible
implicacion de dicha ORF en el transporte de aminoacidos. Al igual que ocurre con natAy
natB, muchos genes que en otras bacterias y cianobacterias se encuentran organizados
en operones ni siquiera estan agrupados en el genomio de Synechocystis sp. PCC 6803.
Una caracteristica de la organizacion genémica de esta estirpe que podria contribuir a
explicar esta peculiaridad es la existencia de 99 ORFs, dispersas por todo el genomio, que
muestran similitud con genes de transposasas, lo que sugiere que durante la evolucion
de este organismo han ocurrido reorganizaciones genémicas frecuentes (Kaneko et al.,
1996).

En todas las estirpes incluidas en este trabajo se encuentran secuencias
homologas a los genes natA y natB de Synechocystis sp. PCC 6803 (Fig. 21). Puesto que,
como ya se ha mencionado, todas las estirpes muestran la capacidad de transportar al
menos aminoacidos neutros, es posible que los genes natA y natB estén ampliamente
distribuidos entre las cianobacterias.

También se ha clonado y secuenciado en este trabajo una region del genomio de
Anabaena sp. PCC 7120 que hibrida con el gen natA de la estirpe PCC 6803. Esta region
incluye dos ORFs cuyos productos hipotéticos muestran homologia con proteinas de
sistemas de transporte, que hemos denominado natC y natA.

El gen natC determinaria una proteina de 377 aminodcidos homoéloga a la
proteina BraE de P. aeruginosa {34% de residuos idénticos) con varios dominios de
expansion de membrana (Fig. 26), lo que sugiere que podria tratarse del componente
hidrofébico de membrana del sistema de transporte de la estirpe PCC 7120 homoélogo al
sistema Nat de la cianobacteria PCC 6803. El grado de similitud es atin mayor (57%) con
el producto hipotético de la ORF sll0146 de Synechocystis sp. PCC 6803 (Fig. 25). Esta
ORF, situada en la posiciéon 2192 kb, determinaria una proteina de 372 aminoacidos
(Kaneko et al., 1996) que, por lo tanto, podria ser el componente de membrana del
sistema Nat de la estirpe PCC 6803, aunque su funcién ha de estudiarse mediante su
inactivacion.

El gen natA de la estirpe PCC 7120 determinaria una proteina de 260 aminoacidos
homséloga a la proteina NatA de la estirpe PCC 6803 (69% de residuos idénticos) y a la
proteina BraF de P. aeruginosa (41% de residuos idénticos) (Fig. 27). El codén de
iniciaciéon propuesto para el gen natA, TTG, se ha encontrado en otros genes de

cianobacterias (Tsinoremas et al., 1991; Garcia-Dominguez y Florencio, en prensa),
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existiendo delante del mismo una posible secuencia de union al ribosoma (Fig. 24).

La inactivacion de los genes natC y natA de Anabaena sp. PCC 7120 confirmé el
papel de esta region genémica en el transporte de aminoacidos neutros. De hecho, el
fenotipo de transporte de los mutantes CSX60 (natA::C.S3) y CSX62 (natC::C.S3) (Tabla
23) resulté ser similar al del mutante espontaneo resistente a la azaleucina CS343 (Tabla
10), lo que sugiere que los genes natC y natA determinarian el componente integral de
membrana y el componente conservado, respectivamente, del sistema de transporte de
aminoacidos neutros N-1 de Anabaena sp. PCC 7120. No obstante, puesto que la casete
C.S3 empleada para generar el mutante CSX62 posee terminadores de la transcripcién y
el gen natC esta localizado delante del gen natA, no se puede descartar la posibilidad de
que el fenotipo de dicho mutante se deba a un efecto polar sobre la transcripcién de
natA.

No se ha identificado el gen de la proteina periplasmica de union de sustrato de
este sistema, habiéndose descartado, sin embargo, la posibilidad de que se encuentre un
gen homologo a natB en la region clonada que contiene los genes natCy natA. Los genes
natCy natA de Anabaena sp. PCC 7120 estan agrupados y, aunque no se han realizado
estudios a nivel transcripcional, su disposicién sugiere que podrian constituir un
oper6n. De hecho, el analisis de su secuencia indica que el final de la regién codificante
del gen natC solapa con el inicio del gen natA, lo que permitiria que hubiera incluso
acoplamiento traduccional (Fig. 24). Esta disposicién facilitaria la expresién coordinada
de ambos genes.

La region que contiene los genes natC y natA se encuentra flanqueada por una
serie de repeticiones directas imperfectas de heptanucledtidos cuyas secuencias consenso
son GACTA(AT)T, GGATTGG y CATTACC. Como se indicé en la seccién de Resultados, se
ha descrito la existencia de secuencias similares en regiones adyacentes a otros genes de
cianobacterias formadoras de heterocistos (Mazel et al., 1990), concretamente en genes
implicados en la diferenciacion del heterocisto (Holland y Wolk, 1990), en la fijacién de
nitréogeno (Mulligan y Haselkorn, 1989), en el transporte de electrones fotosintético
(Kallas et al., 1988}, en la biosintesis de Arg (Floriano et al., 1992), en la biosintesis de Thr
(Parsot y Mazel, 1987) y en la determinacién de componentes estructurales del
ficobilisoma (Mazel et al., 1990), entre otros. Estos elementos repetidos podrian proceder
de elementos moviles similares a secuencias de insercién que hubieran quedado en una
posicion fija en el genomio, confiriendo alguna ventaja selectiva (Mazel et al., 1990) o
actuando como sitios de unién de proteinas especificas (Holland y Wolk, 1990; Mazel et
al., 1990). No obstante, la funciéon de estas secuencias, caso de tener alguna, se
desconoce realmente.

Como ya se comentd, los resultados obtenidos mediante el analisis de los

mutantes espontaneos de transporte derivados de la estirpe PCC 7120 no permitian
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distinguir si los sistemas N-I1 y N-II eran independientes o si se trataba en realidad de dos
componentes de un mismo sistema. La posibilidad de que las mutaciones de las estirpes
CS343 y CS389 (en base a las cuales se definieron ambos sistemas) afectasen a dos
proteinas periplasmicas con diferentes especificidades que interaccionaran con un mismo
complejo de membrana puede descartarse ya que, si este fuera el caso, las estirpes CSX60
y CSX62, mutadas en la region que determina el complejo de membrana del sistema,
serian incapaces de transportar cualquier aminoacido neutro, mientras que el fenotipo
real de dichas estirpes es similar al del mutante CS343. Por lo tanto, parece que los
sistemas N-I y N-II son independientes, o al menos poseen componentes independientes
distintos a la proteina periplasmica.

La naturaleza multicomponente del sistema de transporte de aminoacidos
neutros de la estirpe Synechocystis sp. PCC 6803 y del sistema N-I de Anabaena sp. PCC
7120 esta en consonancia con las caracteristicas cinéticas (Kg baja) y energéticas
(transporte concentrativo y activo) deducidas en este trabajo y descritas previamente para
el caso de Synechocystis sp. PCC 6803 (Labarre et al., 1987). También para el caso del
sistema de transporte de aminoacidos basicos de la estirpe PCC 6803 se ha sugerido una
estructura de tipo multicomponente en base al analisis de una serie de mutantes

espontaneos (Flores y Muro-Pastor, 1990).

4.1.4. Funciones fisiolégicas del transporte de aminoacidos en cianobacterias
4.1.4.1. Utilizacién de aminoacidos como fuente de nitrégeno

En general, las cianobacterias pueden vivir en habitats oligotroficos, en los
que los aminoacidos no son abundantes. Sin embargo, como se describio en la
Introduccién, algunos aminoacidos como la Arg, la Asn o la Gln pueden ser empleados
como fuente de nitrégeno por algunas estirpes de cianobacterias (Neilson y Larsson,
1980; Flores y Herrero, 1994). Ello requiere la existencia de los sistemas de transporte que
promuevan la acumulaciéon del aminoacido en el interior celular. Una posible funcion
para algunos de los sistemas de transporte de aminoacidos descritos en este trabajo
podria ser, por lo tanto, una funcién nutricional, en la asimilacion de ciertos
aminoacidos por parte de algunas estirpes de cianobacterias. De hecho, se ha
demostrado el papel de los sistemas de transporte de aminoacidos basicos en la
utilizaciéon de la Arg como fuente de nitrégeno en Anabaena sp. PCC 7120 (Herrero y
Flores, 1990) y Synechocystis sp. PCC 6803 (Flores y Muro-Pastor, 1990).

La utilizacién de un aminoacido como fuente de nitrégeno requiere, ademas del
transporte, que existan las enzimas adecuadas para su metabolizacion. Entre los
aminoacidos que se metabolizan de modo mas apreciable en Anabaena sp. PCC 7120 se
encuentran la Pro, la Gln, la Arg y el Asp (Tabla 7). La Pro parece metabolizarse mediante

la prolina oxidasa, enzima que genera Glu, cuya presencia en Anabaena sp. PCC 7120 ha
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sido descrita (Spence y Stewart, 1986) y para la que se encuentra presente un posible gen
en el genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko et al., 1996). La Gln se cataboliza
principalmente mediante la glutamato sintasa, como ya se sugirié en la seccion de
Resultados (apartado 3.1.1; véase también Flores y Herrero, 1994). La Arg se cataboliza
con el concurso de la arginasa (E. Flores, resultados no publicados) y, de hecho, en el
genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 existen ORFs que podrian constituir los genes
estructurales que determinan dicha enzima (Kaneko et al., 1996). Finalmente, sin
embargo, no se dispone de datos que permitan establecer la identidad de las enzimas
implicadas en la metabolizacion del Asp en Anabaena sp. PCC 7120.

Con respecto al catabolismo de la Asn, los resultados obtenidos en este trabajo
(Tabla 7) sugieren la existencia de una asparraginasa en la estirpe PCC 7120. Por otra
parte, la interconversion metabdlica entre Gly y Ser en esta estirpe es también evidente
(Tabla 7; véase Codd y Stewart, 1973). Los resultados obtenidos con el resto de los
aminoacidos estudiados, que so6lo experimentan una conversion limitada en otro(s)
metabolito(s), podrian explicarse, por ejemplo, por la actividad reversible de algunas
enzimas que catalizan el altimo paso de las rutas biosintéticas correspondientes (como
algunas transaminasas).

Puesto que la mayoria de los aminoacidos incluidos en este trabajo no sufrian
una extensa catabolizacion en el tiempo que duraban los ensayos de transporte
efectuados, se puede considerar, en general, que la medida de la radiactividad retenida
por las células constituye una buena estimacién de la actividad de transporte del

aminoacido en cuestion.

4.1.4.2. Retencién ciclica de aminoacidos hidrofébicos

Los mutantes espontaneos afectados en el transporte de aminoacidos
neutros de Anabaena sp. PCC 7120 y PCC 7937, Nostoc sp. PCC 7413 y PCC 7107,
Calothrix sp. PCC 7601 y Pseudanabaena sp. PCC 6903 mostraban una acumulacion de
los aminoacidos Ala, Val, Phe, Ile y Leu en el medio de cultivo (Fig. 15 y Fig. 17). Esta
observacion sirve como base para proponer una funciéon general del sistema de
transporte de aminoacidos neutros de las cianobacterias en la recuperacién de
aminoacidos que, debido a su naturaleza hidrofébica, podrian perderse con facilidad del
interior celular mediante difusién. De hecho, en las correspondientes estirpes silvestres
se observa una cierta pérdida, aunque muy limitada, de estos aminoacidos (Tablas 16 y
17).

En el caso de Anabaena sp. PCC 7120 este papel de recuperacion estaria
desempefiado por el sistema N-I, que constituye la principal via de transporte de los
aminoacidos observados en el medio externo (en base a experimentos de competencia
[Tabla 6] se asume que los aminoacidos Val e Ile se transportan a través del mismo

sistema que la Leu). Consistentemente con esta idea, la estirpe CS327, afectada
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simultaneamente en el transporte de aminoacidos basicos y en el sistema N-II, pero no en
el sistema N-I, no mostraban una acumulacién apreciable de aminoéacidos en el medio de
cultivo (Tabla 16).

Una hipodtesis alternativa para explicar la acumulacién de aminoacidos en el
medio de cultivo de las estirpes mutantes, seria que los aminoacidos detectados
procediesen de lisis celular. Sin embargo, esto no es probable, ya que si este fuera el caso,
el aminoacido que se encontraria mayoritariamente en el medio seria el Glu, que es el
mas abundante en las células, lo que no coincide con lo observado. También puede
descartarse la posibilidad de que la liberacion de aminoacidos se debiese a la
superproduccién de los mismos, pues los mutantes de transporte descritos presentan
niveles intracelulares de aminoacidos normales (al menos en el caso de los mutantes
derivados de las estirpes PCC 7120 [Fig. 6] y PCC 6903 [no mostrado]). Por otra parte, en
este trabajo también se han obtenido mutantes derivados de Anabaena sp. PCC 7120
superproductores de algunos aminoacidos neutros (estirpes CS341 y CS342) que, sin
embargo, no excretan aminoacidos al medio (no mostrado). Estos mutantes no estaban
afectados en su capacidad de transporte de aminoacidos (Tabla 12), lo que podria
explicar el hecho de que no se detectase excrecion de aminoacidos en los mismos, a pesar
de ser estirpes superproductoras. En consonancia con esto, en Escherichia coli se ha
descrito que la excrecién de Pro en estirpes superproductoras requiere un defecto
adicional en el sistema de transporte y/o en el catabolismo de este aminoacido (Rancourt
et al., 1984).

Los mutantes insercionales de los genes natA (estirpe CSX28a) y natB (estirpe
CSX18b) de Synechocystis sp. PCC 6803 presentan, ademas de la incapacidad de
transportar dichos aminoacidos, el mismo fenotipo de acumulacién extracelular de
aminoacidos que los mutantes espontaneos derivados de otras cianobacterias (Fig. 20),
lo que constituye una prueba adicional de la participacién de los sistemas de transporte
de aminoacidos neutros en la recuperacion de aminoacidos hidrofébicos. El mutante
espontaneo AZA1 de la estirpe PCC 6803 muestra una liberaciéon de aminoacidos similar
a la de los mutantes CSX28a y CSX18b.

Se ha descrito que los aminoacidos hidrofobicos atraviesan las bicapas lipidicas
con mas facilidad que los aminoacidos polares o con carga. Los valores de permeabilidad
de la membrana para aminoacidos hidrofébicos pueden ser hasta 30-100 veces
superiores que para los aminoacidos polares (Chakrabarti y Deamer, 1992; Naoi et al.,
1977). Por otra parte, existen referencias que demuestran que la liberacion de
aminoacidos al medio extracelular por las cianobacterias es un fenémeno conocido desde
hace mas de cuarenta afos (Fogg, 1952; Stewart, 1963; Watanabe, 1951).

La posibilidad de que ciertos sistemas de transporte de bacterias puedan

desempenar una funcién fisiolégica en la recuperacion de metabolitos perdidos mediante
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difusion a través de las membranas se ha sugerido en diversas ocasiones (Ames, 1986;
Krdmer, 1994; Kleiner, 1993). La alta eficiencia de los sistemas de transporte
multicomponente, caracterizados como ya se indic6 por sus bajos valores de Kg, los hace
idéneos para realizar esta funciéon (Ames, 1986), que se ha denominado "retencion
ciclica" (Kleiner, 1993}). Concretamente en el caso de los aminoacidos, cuya biosintesis
resulta costosa desde el punto de vista energético, la retencion ciclica puede representar
una importante ventaja evolutiva (Ames, 1986). Recientemente se ha propuesto que en
Synechocystis sp. PCC 6803 la funcion del sistema multicomponente de transporte de
glucosilglicerol, un metabolito osmoprotector, consiste en la recuperaciéon de dicho
compuesto, ya que el mutante del gen ggtA, que determina el componente conservado del
sistema, acumula glucolsilglicerol en el medio de cultivo (Hagemann et al., 1997). Esta
misma hipétesis también se sugirié como explicacion del fenotipo del mutante AZA1 de
Synechocystis sp. PCC 6803 (Labarre et al.,, 1987). Finalmente, también en la
cianobacteria Gloeothece sp., algunos sistemas de transporte de aminoacidos podrian
estar implicados en la recuperacion de ciertos aminoacidos (Gly, Ser, Ala y Gln) que se
liberan al medio cuando este organismo fija nitrégeno en el periodo de oscuridad, que
serian reasimilados en el periodo de luz en cultivos sometidos a ciclos luz/oscuridad

(Flynn y Gallon, 1990).

4.1.4.3. Papel en el crecimiento diazotréfico de Anabaena sp. PCC 7120

Algunos mutantes de transporte de aminoacidos derivados de Anabaena
sp. PCC 7120 muestran un defecto en el crecimiento a expensas de nitrégeno
atmosférico. La observacién al microscopio de las suspensiones celulares
correspondientes, tras 48 h de incubaciéon en medio sin nitréogeno combinado, indicaba
que los mutantes presentan una frecuencia de heterocistos menor que la estirpe
silvestre. En consonancia con ello, estos mutantes mostraban niveles bajos de actividad
nitrogenasa (Tabla 15). Los mutantes mas afectados en el transporte de aminoacidos, las
estirpes CS326 y CS349, no crecian en absoluto en ausencia de nitrégeno combinado
(Fig. 9B y Fig. 10).

Los mutantes CSX60 y CSX62 de Anabaena sp. PCC 7120, portadores de una
lesion genética definida en la regién nat, también resultaron estar claramente afectados
en la capacidad de crecimiento diazotréfico (Fig. 29B y Fig. 30), confirmandose de este
modo que existe una relacién entre los procesos de transporte de aminoacidos y la
capacidad de crecimiento a expensas del nitrégeno atmosférico.

Las estirpes CS326, CS349, CS343, CSX60 y CSX62 mostraban una notable
fragmentacion de sus filamentos cuando se incuban en medio sin nitrégeno combinado
(Fig.11). En Anabaena sp. PCC 7120 se han descrito algunos mutantes que no son

capaces de crecer a expensas de nitrogeno atmosférico y presentan un fenotipo de
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fragmentacién similar, aunque se desconoce cuales son los genes afectados en cada caso
(Buikema y Haselkorn, 1991b; Ernst et al., 1992; Kallas et al., 1985). También existen
mutantes de cianobacterias que se fragmentan cuando se someten a otras carencias
nutricionales, como la falta de sulfato en el medio (Bauer et al., 1995). Se ha sugerido
que al menos algunos tipos de fragmentaciéon podrian estar programados genéticamente
como respuesta a la existencia de unas condiciones ambientales adversas, de modo que
la fragmentacion, al generar filamentos cortos, podria favorecer la dispersion de las
células con objeto de encontrar ambientes méas adecuados para el crecimiento (Bauer et
al., 1995). La fragmentacion de los filamentos observada en los mutantes CS326, CS349,
CS343, CSX60 y CSX62 en ausencia de nitrogeno combinado podria ser una respuesta
de este tipo, disparada como consecuencia de la carencia de nitrégeno a que se someten
dichos mutantes.

El defecto en el crecimiento diazotréfico de los mutantes de transporte podria
explicarse a priori como una consecuencia de la pérdida de aminoacidos que
experimentan estos mutantes, fenomeno que ocurre tanto en medio con nitrato como en
medio sin nitrogeno combinado (Tabla 16). En este altimo caso las células podrian tener
mayor dificultad para afrontar la doble situaciéon de estrés de nitrégeno que supone la
falta de una fuente de nitrégeno combinado, por un lado, y la notable pérdida de
aminoacidos a la que estan sometidas, por otro. Sin embargo, el comportamiento del
mutante CS389 no es consistente con esta hipotesis, ya que esta estirpe es capaz de
crecer a expensas del nitrogeno atmosférico y desarrollar heterocistos (Tabla 15) a pesar
de mostrar una acumulacion de aminoacidos en el medio externo similar a la de otros
mutantes afectados en el crecimiento diazotrofico (Tabla 16). En cualquier caso, el
fenotipo del mutante CS389 resulta en cierto modo inesperado, ya que parece estar
menos afectado en el crecimiento diazotrofico que su parental CS343, pudiendo haber
experimentado esta estirpe alguna mutacién compensatoria.

Por otra parte, la alteracion en el crecimiento diazotrofico de algunos de los
mutantes aislados en este trabajo podria explicarse si ciertos sistemas de transporte de
aminoacidos tuvieran una participacion en la transferencia intercelular de metabolitos
que se ha postulado que tiene lugar durante el desarrollo de los heterocistos (Haselkorn,
1978; Wolk, 1989, 1991) y/o en la transferencia que ha de tener lugar durante el
crecimiento a expensas de dinitrogeno (Wolk et al., 1994). Como se comenté en la
Introduccién, se ha sugerido que el patron de diferenciaciéon de heterocistos en el
filamento podria estar dirigido o determinado por la existencia de un gradiente de
concentracion de aminoéacidos a lo largo del mismo, que podria establecerse mediante la
activacion de ciertos sistemas de transporte, aunque no hay ninguna prueba de ello. Si
parece cierto, sin embargo, que hay un intercambio de metabolitos entre los heterocistos

y las células vegetativas, que permite cubrir la necesidad de esqueletos carbonados que
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tienen los heterocistos y la necesidad de nitrogeno fijado (en forma de aminoacidos) que
tienen las células vegetativas. Concretamente, se ha propuesto que aminoacidos como la
Ala, ademaés de algin aziicar, podrian transferirse desde las células vegetativas hasta los
heterocistos (Juttner, 1983) y que la Gln podria hacerlo en el sentido contrario (Thomas
et al., 1977).

Un mecanismo para esta transferencia, que proponemos como hipoétesis de
trabajo bajo la denominacion de "modelo periplasmico de transferencia intercelular de
nitrogeno”, podria consistir en la liberacion por parte de los heterocistos o de las células
vegetativas de ciertos aminoacidos al espacio periplasmico, donde podrian difundir,
libremente o unidos a proteinas periplasmicas, antes de ser transportados al interior de
las células adyacentes. Esta hipoétesis, que exige la continuidad del espacio periplasmico
que de hecho parece existir a lo largo del filamento, explicaria por qué se necesitan
algunos sistemas de transporte de aminoacidos para la induccion y/o el mantenimiento
del crecimiento diazotréfico en Anabaena sp. PCC 7120.

Aunque en la literatura no se ha discutido con claridad este aspecto, resulta
evidente que el o los aminoacidos transferidos desde los heterocistos hasta las células
vegetativas han de ser metabolizados eficazmente por éstas para poder servir como fuente
de nitrégeno. Los resultados referentes al catabolismo de aminoacidos discutidos mas
arriba (véase Tabla 7) sugieren que los aminoacidos que podrian representar vehiculos de
nitrégeno eficaces en Anabaena sp. PCC 7120, al ser metabolizados notablemente, son
cuatro: la Pro, la Gln, la Arg y el Asp. La comparacién de los fenotipos de transporte de
aminoacidos y de crecimiento diazotrdfico de los mutantes de la estirpe PCC 7120
aislados en este trabajo es compatible con la hipétesis de que estos cuatro aminoacidos
o alguno(s) de ellos estén implicados en la transferencia intercelular de nitrogeno. Asi, los
mutantes de la regién gendémica natCA de Anabaena sp. PCC 7120 muestran una
capacidad reducida de crecimiento diazotrédfico y, de los aminoacidos citados, no son
capaces de transportar la Pro, estando también afectados en el transporte de Gln. Por
otra parte, todos los mutantes de transporte de aminoacidos analizados que muestran
alguna capacidad de crecimiento a expensas del nitrégeno atmosférico exhiben también
una actividad apreciable de transporte de Gln, lo que sugiere que el transporte de GIln
podria mantener por si mismo una cierta capacidad de crecimiento diazotroéfico.
Finalmente, los mutantes de transporte de aminoacidos que no muestran ningun
crecimiento a expensas de dinitrogeno exhiben una actividad practicamente nula de
transporte de aminoacidos neutros y basicos, lo que incluye a los aminoacidos Pro, Gln y
Arg. La transferencia intercelular de nitrogeno podria involucrar, por lo tanto, varios
sistemas de transporte de aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120.

El hecho de que los mutantes de transporte de aminoacidos obtenidos en este

trabajo a partir de otras estirpes de cianobacterias pertenecientes a la Seccién IV no
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mostraran alteracién alguna en la capacidad de crecimiento a expensas de nitrégeno
atmosférico podria sugerir que el papel de los sistemas de transporte de aminoacidos en
el crecimiento diazotréfico, sea cual sea el mecanismo molecular del mismo, no sea
general para cianobacterias formadoras de heterocistos. Alternativamente, podria no
haber una equivalencia exacta entre los sistemas de transporte que realizan dicha
funcidn en las distintas estirpes, existiendo la posibilidad de que, por ejemplo, Anabaena
sp. PCC 7937 y Nostoc sp. PCC 7107 posean sistemas de transporte de aminoacidos no
identificados en este trabajo que tengan una funcién en el crecimiento diazotréfico. Por
otra parte, es de destacar el hecho de que, en el caso de Nostoc sp. PCC 7413, los dos
mutantes aislados (CS441 y CS456) mantienen una notable actividad de transporte de

Arg, de mas de 30 nmol'min~1-mg-1 Chl (para una concentracién de sustrato de 10 pM).

4.2. SISTEMAS DE TRANSPORTE DE UREA Y AMONIO EN Synechocystis sp. PCC
6803
4.2.1. Transporte de urea

En este trabajo se ha identificado un gen que determina un componente
conservado del sistema de transporte de urea de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC
6803. Los mutantes CSX29a y CSX29b, generados mediante insercion de una casete de
resistencia al antibiético Km en la ORF sll0374, muestran una baja actividad de
transporte de urea, que supone un 1-2% del valor presentado por la estirpe silvestre PCC
6803. Denominamos a la ORF sll0374 urtA (de "urea transport”). El producto hipotético
del gen urtA muestra homologia con el componente conservado de los sistemas de
transporte tipo ABC, siendo con la proteina BraG de Pseudomonas aeruginosa con la que
presenta un porcentaje de aminoacidos idénticos mas elevado (42%). La naturaleza del
gen urtA indica que el sistema de transporte de urea de Synechocystis sp. PCC 6803 es de
tipo multicomponente. Como ocurre en el caso de los genes natA y natB de Synechocystis
sp. PCC 6803, no existen genes adyacentes a urtA que tengan capacidad para determinar
otras proteinas de transporte, por lo que al menos permanecen sin identificar otros dos
genes del sistema: el correspondiente al componente integral de membrana y el de la
proteina periplasmica de unién de sustrato.

Los resultados obtenidos en experimentos de hibridacion sugieren que existen
secuencias homologas al gen urtA en otras estirpes de cianobacterias (Fig. 31) y, por
tanto, que dichas estirpes podrian poseer sistemas de transporte de urea similares al de
Synechocystis sp. PCC 6803. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que fragmentos de
DNA correspondientes al componente conservado de otros sistemas de transporte
distintos al de la urea podrian hibridar con la sonda utilizada, como por ejemplo en el
caso de la hibridacién que se observa con el DNA de Synechococcus sp. PCC 7942 (Fig.

31), ya que esta estirpe no muestra actividad apreciable de transporte de urea (A.
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Valladares, resultados no publicados).

Hasta donde nosotros sabemos, urtA es el primer gen de transporte de urea
identificado en un organismo procariotico. Anteriormente se habia identificado el gen
DURS3 que determina una proteina hidrofobica requerida para el transporte activo de urea

en Saccharomyces cerevisiae (ElBerry et al., 1993).

4.2.2. Transporte de amonio

En el genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 existen tres ORFs, denominadas
sll0108, sll1017 y sll0537, cuyos productos hipotéticos muestran homologia con las
permeasas de amonio AMT1 de Arabidopsis thaliana (Ninneman et al., 1994) y MEP1 de
Saccharomyces cervisiae (Marini et al., 1994). Las proteinas AMT1 y MEP1 fueron las
primeras permeasas de amonio identificadas y, aunque se han encontrado genes que
determinan proteinas homoélogas a AMT1 y MEP1 en otros organismos, solo en el caso de
Corynebacterium glutamicum se ha inactivado el gen correspondiente, confirmandose su
papel en el transporte de amonio/metilamonio (Siewe et al., 1996). Dado que las
disoluciones acuosas de amonio contienen también amoniaco (pKa 9,25), que difunde a
través de las membranas biologicas y es rapidamente incorporado a Glu mediante la
accion de la glutamina sintetasa, formandose Gln, el transporte de amonio ha
representado siempre un fenomeno biologico dificil de estudiar (Kleiner, 1993). Esta
complicacion del estudio del transporte de amonio es mas acusada, logicamente, en el
caso de organismos que viven en medios alcalinos.

En las cianobacterias también se ha demostrado que el amoniaco puede difundir
a través de la membrana plasmatica (Ritchie y Gibson, 1987; Boussiba, 1989).

Por otra parte, puesto que el transporte de metilamonio en Synechocystis sp. PCC
6803 se inhibe por la presencia de amonio (Fig. 33) y dicha estirpe es incapaz de crecer
utilizando metilamonio como fuente de nitrégeno, lo que indica una baja capacidad de
metabolizacion de este compuesto, se consideré que el metilamonio marcado con H4c
representaba un buen analogo para estudiar los sistemas de transporte de amonio de
esta cianobacteria, como ya se habia establecido para otras estirpes de cianobacterias
(Boussiba et al., 1984; Rai et al., 1984) y, anteriormente, para otros organismos (Hackette
et al., 1970; Stevenson y Silver, 1977). También en la estirpe PCC 6803, como en el caso
de Synechococcus sp. PCC 7942 y Anabaena variabilis (Boussiba et al., 1984; Rai et al.,
1984), una fraccion importante del metilamonio transportado se convertia en Y-
metilglutamina mediante la accion de la glutamina sintetasa (Tabla 25). El transporte de
metilamonio en Synechocystis sp. PCC 6803 es de tipo concentrativo, alcanzandose una
relacion de metilamonio intracelular/extracelular correspondiente a un valor de
gradiente electroquimico del metilamonio equivalente, pero de signo contrario, al

potencial eléctrico de la membrana (que en bacterias, en condiciones fisiologicas, es de
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alrededor de -100 mV). Estos resultados son consistentes con la propuesta de Boussiba
et al. (1984) de que el transporte de metilamonio sea dependiente del potencial eléctrico
de la membrana.

La inactivacion de las ORF's sll0108, sll1017 y sll0537 mediante inserciéon de
casetes de resistencia a antibioticos puso de manifiesto que la ORF sll0108 es la
responsable de la mayor parte del transporte de metilamonio que se observa al utilizar
una concentracion de sustrato de 1 pM (un 96% aproximadamente, independientemente
del régimen de nitrogeno de las células). Sin embargo, se pudo comprobar que los
mutantes dobles de las ORFs sllO108 y sll1017 (estirpe CSX201) y sll0108 y sll0537
(estirpe CSX200) muestran menor actividad de transporte de metilamonio que el mutante
simple de la ORF sll0108 (estirpe CSX47a) (Fig. 36), confirmandose de este modo que las
tres ORF's, sll0108, sll1017 y sll0537, estan involucradas en el transporte de metilamonio.
Hemos denominado a estos genes amtl (ORF sll0108), amt2 (ORF sll1017) y amt3 (ORF
sll0537). La existencia de mas de un gen para permeasas de amonio/metilamonio en un
mismo organismo también se ha descrito en Saccharomyces cerevisiae (Dubois y
Grenson, 1979), donde la permeasa MEP2 (André, 1995) representa un sistema de alta

afinidad y baja capacidad, mientras que la permeasa MEP1 (Marini et al.,, 1994)

) Dy
corresponde a un sistema con menor afinidad y mayor capacidad. Un tercer gen, s m 6"’(» g
3w
homologo a los anteriores, se ha identificado recientemente en este organismo (Jo on & S @
Y
et al., namero de acceso EMBL, U40829). & &
I3101\®

Los genes amtl, amt2 y amt3 determinarian proteinas de 507, 442 y 5
aminoacidos, respectivamente, mostrando los perfiles hidrofébicos caracteristicos de las
permeasas de tipo monocomponente. Los datos fisiologicos de que se dispone sobre el
transporte de amonio/metilamonio en cianobacterias (Boussiba et al, 1984} son
compatibles con que la(s) permeasa(s) correspondiente(s) tengan una estructura de este
tipo.

El analisis de los niveles de RNAm de los genes amtl, amt2'y amt3 demostro que la
expresion de los tres genes esta controlada por el régimen de nutricion nitrogenada a que
se someten las células, expresandose todos ellos preferentemente en condiciones de
deficiencia de nitrégeno (Fig.37). Estos resultados son consistentes con los valores de la
actividad de transporte de metilamonio determinada en la estirpe PCC 6803 (Tabla 28).
Por otra parte, los experimentos realizados para comparar la expresion de los tres genes
bajo el mismo régimen de nitrégeno (Fig. 38) mostraron que, en deficiencia de nitrogeno,
el gen amtl se expresa 9 veces mas que amt2y 54 veces mas que amt3. En condiciones de
cultivo con nitrato o con amonio s6lo se detecta expresion del gen amtl. Estos
resultados corroboran el papel del gen amtl como responsable de la mayor parte del

transporte de metilamonio en Synechocystis sp. PCC 6803.
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La determinaciéon del sitio de inicio de la transcripcién del gen amtl permite
proponer una regién promotora para éste, Que consiste en una caja -10 con la secuencia
TTGAAT y, 20 nucleétidos por delante de la misma, una secuencia GTANSTAC (Fig. 39A)
que representa un perfecto sitio de union de la proteina reguladora NtcA (Luque et al.,
1994). De hecho, los ensayos de retardo en gel realizados utilizando la proteina NtcA de
Anabaena sp. PCC 7120 mostraron que el fragmento de DNA que contiene la region
indicada constituye un sustrato para la uniéon de NtcA (Fig. 40). Estos resultados, junto
con el patrén de expresion encontrado, permiten sugerir que el gen amt1 de Synechocystis
sp. PCC 6803 esta regulado por la proteina NtcA. Un segundo posible sitio de union de
NtcA se encuentra inmediatamente delante del supuesto codén de iniciacion del gen (Fig.
39A), pero, al menos en las condiciones empleadas, la proteina NtcA no mostrd
capacidad para unirse a esta region (Fig. 40). La funcion de este segundo sitio consenso
NtcA se desconoce, caso de tener alguna.

La represion por amonio es una caracteristica comian de los sistemas de
transporte de amonio, que, en el caso de las enterobacterias, se realiza mediante el
sistema Ntr (revisado por Merrick y Edwards, 1995). En cianobacterias, sin embargo, el
control por nitrogeno se lleva a cabo mediante la proteina NtcA, que pertenece a la
familia Crp de reguladores transcripcionales procariéticos (Vega-Palas et al., 1992). La
proteina NtcA activa la expresion de los genes reprimibles por amonio cuando las células
se incuban en ausencia de este nutriente (Vega-Palas et al.,, 1992; Luque et al., 1994). Se
ha descrito que el sistema de transporte de amonio/metilamonio de Synechococcus sp.
PCC 7942 se reprime cuando las células se cultivan en medio con amonio (Boussiba y
Gibson, 1987) y requiere la existencia de un gen ntcA intacto para su expresion (Vega-
Palas et al., 1992). Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel molecular en este trabajo
concuerdan con los datos fisiolégicos y genéticos previamente descritos para
Synechococcus sp. PCC 7942.

Los datos obtenidos en experimentos de hibridacion realizados en condiciones
permisivas sugieren que el gen cuantitativamente mas importante para el transporte de
amonio/metilamonio, amtl, es también el mas conservado y el que se encuentra mas

ampliamente distribuido entre las cianobacterias (Fig. 41).
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Conclusiones

1. Las cianobacterias son capaces de transportar un amplio rango de aminoacidos
mediante un bajo niimero de sistemas de transporte que muestran, en general, baja
especificidad de sustrato. Todas las estirpes estudiadas poseen, al menos, un sistema de

transporte de aminoacidos neutros.

2. El sistema de transporte de aminoacidos neutros de Synechocystis sp. PCC 6803 y uno
de los presentes en Anabaena sp. PCC 7120 son de tipo multicomponente, habiéndose
identificado los genes natA y natB de la estirpe PCC 6803, correspondientes al
componente conservado y a la proteina de union de sustrato, y los genes natA y natC de

la estirpe PCC 7120, correspondiente éste altimo a la proteina integral de membrana.

3. El transporte de aminoacidos neutros tiene en cianobacterias un papel fisiologico en la
recuperacion de aminoacidos hidrofobicos que se pierden del interior celular mediante

difusién.

4. En Anabaena sp. PCC 7120 algunos de los sistemas de transporte de aminoacidos
juegan un papel en el crecimiento diazotréfico de la estirpe. En base a esta observacion,
se propone un modelo periplasmico para la transferencia intercelular de nitrogeno en

esta cianobacteria.

5. El gen urtA de Synechocystis sp. PCC 6803 determina el componente conservado de un

sistema tipo ABC para el transporte de urea.

6. Los genes amtl, amt2 y amt3 de Synechocystis sp. PCC 6803 determinan permeasas tipo
monocomponente para el transporte de amonio/metilamonio, siendo amt1 el responsable

de la mayor parte de la actividad de transporte observada en dicha estirpe.

7. La expresion de amtl, amt2 y amt3 esta controlada por el régimen de nutricion
nitrogenada, siendo mayor en condiciones de deficiencia de nitrogeno. El gen amtl, que
presenta un promotor regulable por NtcA, se expresa a un nivel mayor que amt2 o amt3

en cualquiera de las condiciones de disponibilidad de nitrégeno estudiadas.
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