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Las cianobacterias constituyen un amplio grupo de
procariotas fotoautotrofos caracterizados por su capacidad para
llevar a cabo una fotosintesis oxigénica similar a la de algas
verdes y plantas superiores (153, 175).

El poder asimilatorio (ATP y poder reductor) . generado
a partir de la energia luminosa se utiliza en la asimilacién
fotosintética de carbono, nitrégeno, azufre y otros compuestos.
La fijacién de anhidrido carbdénico tiene lugar fundamentalmente
mediante el ciclo reductivo de las pentosas fosfato, al igual
que ocurre en los cloroplastos de plantas superiores (72, 115).
Aunque las clanobacterias poseen las enzimas glucoliticas y la
mayoria de las del ciclo de Krebs, parece que estas rutas no
operan con caracter catabdédlico sino que desempefian funciones
biosintéticas, ya que estos organismos presentan la peculiaridad
de carecer del complejo enzimdtico de la a-cetoglutarato deshi-
drogenasa y de succinil-CoA sintasa, quedando, por tanto, el
ciclo del &cido citrico incompleto tras la sintesis de a-ceto-
glutarato (149). Este &acido orgénico es fundamental como precur-
sor, entre otros compuestos, de los aminodcidos de la familia
del glutamato, siendo sustrato de la glutamato sintasa, princi-
pal via de sintesis de este aminoéacido.

El catabolismo de azlcares ocurre, como consecuencia de la
funcionalidad parcial de glucolisis y ciclo de Krebs, a través
del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato (116).

Las fuentes de nitrégeno mas ampliamente utilizadas
por las cianobacterias son nitrato y amonio, aunque un conside-
rable namero de estirpes presenta la capacidad adicional de f£fi-
jar nitrégeno atmosférico. En general, la conversién de nitrége-
no inorgénico en organico conlleva la entrada de la fuente ni-
trogenada en la célula, su reduccién hasta el nivel de amonio, y
la posterior incorporacién de éste a esqueletos carbonados. El
proceso total requiere 10 electrones por mol de nitrégeno asimi-
lado cuando la fuente es nitrato, de los cuales dos electrones
se gastan en la reduccién aminante de a-cetoglutarato a glutama-
to.

Desde el punto de vista morfoldgico se distinguen dos



tipos fundamentales de cianobacterias: unicelulares, englobadas
en las secciones I y II, seglin carezcan o no de la capacidad de
formar endosporas, y filamentosas (secciones I1II, IV y V). En
estas Gltimas, las c¢élulas se presentan agrupadas formando
tricomas (153). A partir de los tricomas de los dos Gltimos gru-
pos se pueden diferenciar, creciendo en dinitrégeno, unas célu-
las especializadas en la fijacién de nitrégeno: los heterocis-
tos, que suministran un ambiente sin oxigeno necesario para que
sea estable la nitrogenasa.

Las estirpes empleadas en este trabajo, Synechococcus
6301 y Svnechocystis 6803, son cianobacterias unicelulares per-
tenecientes a la seccidédn I que pueden utilizar para su crecil-
miento tanto nitrato como amonio, pero son incapaces de fijar el
nitrdgeno atmosférico (80, 127).

Se han descrito dos rutas principales para la incorpo-
racién de amonio a esqueletos carbonados (154). Una de ellas
implica una sola reaccién, llevada a cabo por la enzima glutama-

to deshidrogenasa

-+

4 a-CGA + NAD(P)H + HY —— L-GLU + NAD(P)+ [1]

NH
Esta actividad ha sido considerada durante mucho tiempo como la
principal via implicada en la 1incorporacién de amonio en todos
los organismos capaces de asimilar este compuesto. La otra ruta
supone dos reacciones acopladas, llevadas a cabo por las enzimas
glutamina sintetasa y glutamato sintasa (ruta GS-GOGAT). En este
proceso, el nitrégeno del amonio es incorporado inicialmente
como grupo amido de la glutamina, siendo después transferido al
a-cetoglutarato en 1la posicidén a. La secuencia de reacciones
requiere una molécula de ATP y dos equivalentes de poder reduc-
tor para la formacién neta de una unidad de glutamato a partir
de amonio y a-cetoglutarato. Los aspectos mas relevantes del

proceso se resumen en el siguiente esquena:

a cetoglutarato transaminasas
~P Pi
NH - Glutamina +28_ Glutamato s Giotamate
4

GS GOGAT




o

Sea cual fuere el modo de obtencién primaria del amo-
nio intracelular, (reduccién de dinitrégeno, reduccién de nitra-
to o entrada de amonio directamente), su incorporacidén posterior
a esqueletos carbonados se realiza en cianobacterias a través de
la ruta formada por las enzimas glutamina sintetasa y glutamato
sintasa. Las evidencias experimentales que apoyan esta conclu-
sién son muchas. Los resultados del grupo de Wolk en cianobacte-
rias fijadoras de nitrégeno (104, 105, 161, 176) demuestran,

13

empleando el radioisdétopo N ¢ inhibidores de las enzimas im-~

plicadas, que en tiempos muy cortos de incubacidén, la radiacti-
vidad del !°nu},

tante de la reduccidn de 13N

yva sea suplementado de forma exdégena o resul-

o) aparece primero en el grupo amido

de la glutamina y posteriormente en el grupo a-amino del gluta-

mato. Por su parte, el inhibidor de glutamina sintetasa MSX im-

13
N

en aminoacidos. Del mismo modo, en presencia de azaserina, inhi-
13

pide la sintesis de glutamina, evitando la incorporacidén de
bidor de glutamato sintasa, la sintesis de N-glutamato se re-
duce unas cien veces, no afectando apenas a la formacidn de
13N—glutamina. Los trabajos del grupo de Stewart con 15N ¥y c¢on
inhibidores de la ruta conducen a resultados similares (131,
155).

Este es el caso general, pero se presentan excepcio-
nes. El mismo tipo de experimentos, realizados con la cianobac-
teria no fijadora Synechococcus leopoliensis UTEX 625 (anterior-
mente denominada Anacystis nidulans) han llevado al grupo de
Wolk a proponer gque en este organismo unicelular, una parte sus-
tancial del glutamato se forma por actividad de una glutamato
deshidrogenasa (reaccién [1]), v no por el sistema GS/GOGAT
(104). Sin embargo, hasta ahora ha sido imposible detectar esta
actividad en Synechococcus 6301 (67, 124), aunque se ha descrito
y purificado en Synechocystis 6803 (41), si bien su operatividad
en la asimilacién primaria de amonio en este organismo no ha
sido demostrada.

La determinacidén de los niveles intracelulares de ami-
nodcidos segin las condiciones de cultivo, asi como el efecto
que sobre ellos tienen distintos inhibidores de las enzimas de
la ruta han llevado a la conclusidén (44) de que en Synechococcus



6301, la via GS/GOGAT representa también el principal modo de
asimilacién de amonio. Estudios similares con otras especies de
cianobacterias indican el funcionamiento de la ruta GS/GOGAT
tanto en células cultivadas con nitrato como con dinitrégeno o
amonio (44).

Basandonos en estos resultados, parece poderse genera-
lizar que en cianobacterias, independientemente de la fuente de
nitrégeno empleada para el crecimiento, la via principal de asi-
milacién de nitrégeno es la formada por las enzimas glutamina
gsintetasa y glutamato sintasa.

El glutamato formado de este modo debe a su vez donar
el grupo amino a otros esqueletos carbonados en reacciones cata-
lizadas por transaminasas, para originar los restantes aminodci-
dos (ver esquema). El nitrdégeno del grupo amido de la glutamina
puede ser transferido directamente al grupo no amino de los ami-
noacidos asparragina, histidina, arginina y triptéfano (85).

La actividad alanina deshidrogenasa es una tercera
rosibilidad de incorporacién de amonio a esqueletos carbonados.
Su presencia en cianobacterias estd bien documentada (44, 85,
133), aungque su implicacién en la asimilacidén primaria de amonio

es aun objeto de controversia.

Nuestro trabajo se ha centrado en completar los cono-
cimientos existentes sobre la via de incorporacién de amonio a
esqueletos carbonados en cianobacterias. Por una parte hemos
iniciado el estudio biogquimico de la glutamato sintasa de
Svnechococcus 6301 v por otra hemos avanzado en el conocimiento

de la fisiologia de la regulacidén de su glutamina sintetasa.

I.A. GLUTAMATO SINTASA

La enzima glutamato sintasa fue detectada por primera
vez en 1970 por Tempest, Meers y Brown (160) en Aerobacter
aerogenes por su capacidad para catalizar la transferencia
reductiva, dependiente de NADPH, del grupo amido de la glutamina
al a-cetoglutarato, originando glutamato, segin la siguiente

reacciodn:



L-GLN + a-CGA + NADPH + H' — 2 GLU + NADP' [2]

Esta enzima se denomind inicialmente glutamina
(amido)-a-cetoglutarato aminotransferasa (GOGAT), o abreviada-
mente glutamato sintasa. La Unidén Internacional de Bioquimica
(I.U0.B.) la denomind L—glutamato:NADP+ oxldorreductasa (transa-
minante) (EC 1.4.1.13).

Desde este primer trabajo, se ha puesto de manifiesto
su existencia en gran numero de organismos. Sin embargo, su pre-
sencia en plantas superiores fue puesta en duda hasta 1874, afio
en que Lea y Miflin identificaron en hojas de plantas superiores
una enzima diferente capaz de catalizar la misma reaccién de
sintesis de glutamato pero utilizando ferredoxina reducida en
vez de NADPH como fuente de poder reductor (82):

+

L-GLN + a-CGA + 2 Fdr + 2 H

ed — 2 GLU + 2 Fdox [3]

Simultaneamente, fue detectada también una glutamato
sintasa dependiente de piridin nucleétidos en tejidos no foto-
sintéticos de plantas superiores (36, 45).

Actualmente se sabe que las glutamato sintasas estéan
ampliamente distribuidas en la escala biolégica, variando en los
diferentes organismos el donador de electrones por el cual es
especifica, NADPH, NADH, NAD(P)H o ferredoxina.

La informacién existente sobre estas proteinas es es-
casa en comparacién con la disponible sobre otras enzimas rela-
cionadas con la asimilacidén de nitrégeno, y en particular sobre
la glutamina sintetasa. Ello puede ser debido, entre otras razo-
nes, a la dificultad para encontrar un método reproducible y ra-
pido de medirla.

La glutamato sintasa dependiente de piridin nuclebti-
dos estd presente tanto en organismos no fotosintéticos como en
fotosintéticos, procariotas y eucariotas. En los procariotas es
especifica para NADPH mientras que en los eucariotas funciona en
unos casos exclusivamente con NADH y en otros con ambos nucled-
tidos, siendo més activa con NADH que con NADPH (154).

La NADPH-glutamato sintasa ha sido caracterizada en



bacterias no fotosintéticas +tras su purificacidén por técnicas
convencionales (1, 48, 61, 103, 106, 125, 140), v se ha abordado
su purificacidén y caracterizacidén en algunos procariotas foto-
sintéticos (78, 179). Se trata de una flavoproteina sulfoférrica
formada por dos tipos de subunidades; una, de peso molecular del
orden de 150 kDa, y otra, del orden de 50 kDa, pudiéndose aislar
la proteina, segln las condiciones de extraccidén, como un
octdmero con 4 subunidades de cada tipo (aproximadamente 800
kDa) o un dimero con una subunidad de cada clase (aproximadamen-
te 200 kDa).

En lo que respecta a los organismos eucaridéticos no
fotosintéticos, se ha purificado y caracterizado parcialmente la
NADH-glutamato sintasa de levadura (129) y de Neurospora crassa
(69).

En las plantas superiores se ha encontrado la activi-
dad NAD(P)H-glutamato sintasa sobre todo en tejidos no fotosin-
téticamente activos, como guisantes en germinacién (13), nédulos
de altramuz (19), cultivo de células de semilla de soja (27) vy
tallos etiolados de guisante (101), aungue también ha sido de-
tectada y parcialmente purificada en hojas de tomate (10). Exis-
te cierta controversia respecto a la localizacién intracelular
de esta enzima. Asi, la enzima de cotiledones de guisante en
desarrollo no estd asociada a ningan orgénulo (13), mientras que
la de cultivos de tejidos y de raices se ha encontrado exclusi-
vamente en los plastos (154).

Por lo que concierne a las algas, tan sélo se ha des-
crito la presencia de NADH-glutamato sintasa en Buglena gracilis
(108) v en Chlamvdomonas reinhardtii (33), donde ha sido recien-
temente purificada y caracterizada (98).

Las glutamato sintasas dependientes de piridin nucleé-
tidos que han sido descritas en organismos eucariotas tienen
pesos moleculares que oscilan entre 158 y 240 kDa, habiéndose
sugerido la presencia de grupos prostéticos flavinicos en la
enzima de nédulos de altramuz (19), de tallos etiolados de gui-
sante (101) y de C. reinhardtii (98).

Por su parte, la glutamato sintasa dependiente de fe-

rredoxina estd presente en cianobacterias, algas y plantas



10

superiores (10, 11, 82, 83, 84, 85, 154), y su localizacién in-
tracelular en las plantas superiores es cloropléastica (168), 1lo
que guarda correlacidén con la presencia de ferredoxina en dichos
organulos, y establece una clara implicacidén de la enzima en 1la
asimilacidén fotosintética del nitrdégeno, sugiriendo que es ésta
también la localizacidén probable en otros eucariotas fotosinté-
ticos (154).

También se ha descrito la presencia de ferredoxi-
na-glutamato sintasa en tejidos no fotosintéticos tales como
raices de arroz (7), si bien parece que esta proteina es distin-
ta a la de hojas (158).

La ferredoxina-glutamatoc sintasa (E.C. 1.4.7.1) de
eucariotas fotosintéticos se ha purificado a partir de hojas de
haba (167), maiz (102), espinaca (65, 159), arroz (157), tomate
(10) v algas verdes (97), siéndolo hasta homogeneidad
electroforética en los cuatro Gltimos casos citados. Se trata de
una proteina de peso molecular comprendido entre 145 y 224 kDa,
pero se conocen pocos detalles acerca de su composicién (154).
Las enzimas mejor caracterizadas han sido la de espinaca, forma-
da por una Gnica cadena polipeptidica de 170 kDa que presenta 1
FAD, 1 FMN, 4 Fe y 4 S 1labiles por molécula (65), y la de C.
reinhardtii, formada por una Gnica cadena polipeptidica de 146
kDa, con 1 FMN, 1 FAD, 2 Fe y 4 S 1lébiles por molécula (97).
Hasta entonces, todos los intentos efectuados para observar en
la enzima de plantas superiores la presencia de grupos
transportadores de electrones habian resultado infructuosos
(102, 159, 167).

En cianobacterias no se ha detectado la presencia de
NAD(P)H-glutamato sintasa (110), o se han obtenido niveles muy
bajos de actividad, atribuibles a la accidén de una enzima conta-
minante, la ferredoxina-NADP reductasa, y ferredoxina (59). La
actividad ferredoxina-glutamato sintasa fue observada por prime-
ra vez en especies de Nostoc y Anabaena (84) y ha sido detectada
posteriormente en A. c¢ylindrica (161), en heterocistos de
Anabaena 7120 (54), A. variabilis (122), y N. muscorum (55). Sin
embargo, salvo su dependencia del donador de electrones, ferre-

doxina, no hay datos disponibles concernientes a las
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propiedades, tanto quimicas como fisioldégicas, de la glutamato
sintasa aislada de cianobacterias y no ha sido aGn purificada ni
caracterizada en ningin organismo perteneciente a este grupo.
Por este motivo hemos considerado interesante llevar a cabo su

purificacidén y caracterizacidn molecular.

I.B. GLUTAMINA SINTETASA DE CIANOBACTERIAS

La glutamina sintetasa ha sido ampliamente estudiada
en todos los grupos de seres vivos, dada su crucial importancia
en el metabolismo celular, y se ha caracterizado la proteina de
fuentes muy distintas: bacterias, algas, hongos, plantas supe-
riores y animales (154). Esta enzima es capaz de llevar a cabo
la sintesis de glutamina a partir de glutamato y amonio, segun

la siguiente reaccidédn biosintética:

L-GLU + NH4+ + ATP —————= L-GLN + ADP + Pi  [4]
++
Me

Puede igualmente catalizar la reaccién -glutamil

transferasa, segin la ecuacién:

ADP,Pi & AsO4:

GLN + NH,OH » p-glutamil hidroxamato + NH3 [56]

2
Mett

La actividad de la enzima en esta reaccién transferasa
es varias veces superior a la biosintética, por lo que este en-
sayo suele ser el empleado en las determinaciones rutinarias de
actividad, ya que es, ademas, cuantificable éspectrofotométrica—
mente. ‘

En cianobacterias se ha purificado hasta homogeneidad
y caracterizado la glutamina sintetasa tanto de especies fila-
mentosas fijadoras de nitrégeno (112, 134, 152) como de unicelu-
lares no fijadoras (42). Tiene una estructura similar a la de la
enzima de bacterias quimiotrofas, con un peso molecular cercano

a 600 kDa, y estd compuesta por doce subunidades idénticas de 50



kDa, ordenadas en dos anillos hexagonales superpuestos. En cia-
nobacterias fijadoras con heterocistos, la glutamina sintetasa
se encuentra tanto en células vegetativas como en heterocistos
(53).

La glutamina sintetasa de Synechocogccus 6301, organis-
"mo empleado en este trabajo, se ha purificado a homogeneidad vy
caracterizado detalladamente (42). La proteina se encuentra aso-
ciada a membranas, presentando un peso molecular en su forma
nativa de 575 kDa. Estéd formada por doce subunidades idénticas
de 47 kDa con la disposicién tipica de dos hexédgonos superpues-
tos (86). Las Km determinadas para sus sustratos amonio, ATP vy
glutamato son 20 puM yv 0,7 v 5 mM respectivamente. La enzima se
inhibe parcialmente por la presencia de altas concentraciones de
algunos aminodcidos en el ensayo, siendo alanina y leucina 1los
mas efectivos en este proceso. Igualmente, compuestos analogos
del glutamato, como son hidroxilisina, fosfinotricina, metionina
sulfona y metionina sulfoximina actian como potentes inhibidores
de la actividad in vitro (42). La enzima se inactiva también por
incubacidén con el reactivo de grupos sulfhidrilo pHMB, siendo el

proceso reversible por tratamiento con DTE (42).

Se han propuesto varias formas de regulacibébn in vivo
para las glutamina sintetasas de distintas fuentes. Por una par-
te, hay buenas evidencias experimentales de que la enzima de
prlantas y enterobacterias est& regulada por la carga energética
de la célula, siendo inhibible in_vitro de forma competitiva por
algunos nucleétidos. Igualmente, muchas glutamina sintetasas, vy
especialmente las de plantas superiores, estdn sometidas in
vitro a inhibicién por varios aminocdcidos. El efecto de estos es
en muchos casos acumulativo, sugiriendo el funcionamiento in
vivo de un sistema de regulacidén por retroinhibicién.

Por otra parte, se han descrito varios mecanismos de
inactivacién reversible. El mejor caracterizado es el de adeni-
lilacién, proceso complejo por el cual 1la fuente de nitrégeno
regula los niveles de actividad en enterobacterias y otros

procariotas. En la regulacidn interviene una cascada de



13

reacciones que termina en la unidén covalente de un grupo
adenililo por subunidad de la enzima, con su consiguiente inac-
tivacién. E1 fenbémeno es reversible por hidrdélisis de este enla-
ce (143). _

En hongos, el mecanismc de regulacién propuesto se
basa en cambios reversibles en el estado de agregacidén de la
enzima, variando entre forma nativa activa y forma disociada
parcialmente inactiva.

Por Gltimo, en algunos organismos se habla también de
regulacidn por modificacidn conformacional. En Lemna se ha de-
mostrado la inactivacidén reversible de la glutamina sintetasa
por oscuridad y amonio, habiéndose propuesto un mecanismo de
regulacidén por oxidacidén-reduccidén de grupos tioles en la prote-
ina. Este modelo se ha propuesto también para la modulacidén por
amonio de la enzima de Bacillus subtilis. En la cianobacteria
filamentosa Anabaena cvlindrica, la glutamina sintetasa se inac-
tiva por oscuridad o por adicién de amonio al medio de cultivo,
habiendo sido observado este efecto en otras cilanobacterias
autétrofas estrictas, incluyendo Synechococcus 6301. Los autores
discuten esta regulacidén en términos de procesos de oxidacidén

reduccidén (132).

En algas verdes y algunas cianobacterias la glutamina
sintetasa puede regularse in vitro por cambios redox mediados
por el sistema tiorredoxina-tiorredoxina reductasa (162, 163).

Desde la observacién de los Ziegler en los aflos 60
(182) de que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa variaba
sus niveles de actividad con la luz, se han observado comporta-
mientos semejantes en varias enzimas del ciclo de Calvin, y los
trabajos se han extendido rapidamente a las principales rutas
metabdlicas de muy diversos organismos fotosintéticos. Estudios
con inhibidores de sintesis de proteina prueban que estos cam-
bios en los niveles de actividad son debidos a modificacién
post-traduccional de la enzima (inactivacibén-reactivacién) y no
a variaciones en los niveles de proteina. Sin embargo, no esta
aan demostrado que las enzimas activas o inactivas sufran modi-

ficaciones covalentes, por lo que este proceso de regulacidédn
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suele denominarse con el término general de fotomodulacién enzi-
matica (5H).

De todos los trabajos publicados scbre el fendémeno se
pueden extraer dos conclusiones definitivas que lo caracterizan
(73): a) el efecto de la luz requiere que el sistema de trans-
porte de electrones sea funcional, y b) la luz puede sustituirse
in vitro por el reductor artificial DTT.

Se han propuesto dos mecanismos principales para ex-
plicar el fendémeno de fotomodulacidén, implicando ambos una se-
cuencia de oxidaciones-reducciones de grupos tioles vecinales:
el grupo de Buchanan ha desarrollado un modelo en el que inter-
vienen ferredoxina, tiorredoxina vy ferredoxina-tiorredoxina
oxidorreductasa, todas ellas proteinas solubles; en el modelo
desarrollado por el grupo de Anderson intervienen un factor
proteico unido a membrana, LEM (light effect mediator) y una
proteina soluble unida a ferredoxina (protein/modulasa). Las dos
propuestas se esquematizan en la figura 1. En ambos casos, la
activacidén de una enzima por luz es consecuencia de la reduccidn
de grupos sulfhidrilo de la misma. Segan el primer modelo, ésta
estaria mediada por tiorredoxinas més o menos especificas, redu-
cidas a su vez, in vivo, por la ferredoxina-tiorredoxina
oxidorreductasa. Segin la propuesta de Anderson, el sistema se-
ria independiente de ferredoxina, vy la secuencia de reacciones
de oxidacidén-reduccidén de grupos tioles iria desde LEM (reducido
por PS I) hasta 1la proteina regulada, pasando por la proteina
modulasa. Ambos sistemas son reproducibles in_vitro mediante
incubacién con DTT de los distintos componentes de cada uno de
ellos.

La semejanza entre estos dos modelos es evidente. Al-
gunas de las discrepancias observadas entre ellos pueden ser
atribuidas al modo de preparacidén de las membranas tilacoidales,
va que la demostracién in vitro de la intervencidén o no de fe-
rredoxina y tiorredoxina en el proceso de regulacién implica con
frecuencia el empleo de cloroplastos alslados y lavados de estos
componentes proteicos. Se podria considerar entonces el sistema
LEM como un pseudo sistema ferredoxina-tiorredoxina (73).

Existe un tercer modelo, totalmente distinto,
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Figura 1: Modelos de requlacidn por fotomodulacion
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Unicamente descrito hasta ahora en la piruvato,fosfato diquinasa
de plantas C4. En é1 no intervienen grupos sulfhidrilo, sino
fosfato, ADP y una proteina reguladora encargada de fosforilar

la proteina blanco (5).

En cianobacterias, varias enzimas parecen sensibles a
un sistema de regulacibén redox mediado por tiorredoxina: nitrito
reductasa, glutamina sintetasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
vy fructosa-1,6-bisfofatasa, y hay 1indicios de que el sistema
ferredoxina/tiorredoxina pueda ser funcional en este grupo de
organismos. En este sentido, se han detectado tiorredoxinas en
varias especies (138), habiendo sido purificadas en algunas de
ellas (49, 135, 178). Igualmente, se ha encontrado una
ferredoxina-tiorredoxina oxidorreductasa en Nostos muscorum
(178).

Sin embargo, la modulacién por luz in vive sélo se ha
descrito para la glutamina sintetasa, nitrito reductasa,
isocitrato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(37, 163).

En este trabajo, nos hemos centrado en los aspectos
menos estudiados de las dos enzimas de la ruta. Por una parte,
hemos purificado y caracterizado 1la glutamato sintasa de
Synechococcus 6301, habiendo sido necesario previamente desarro-
llar un método de ensayo que nos permitiera seguir con facilidad
la actividad y, por otra, hemos estudiado el comportamiento de
la glutamina sintetasa en transiciones luz-oscuridad, caracteri-

zando la fisiologia del proceso.
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II.A. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVQ

IT.A.1. Organismos empleados

Los microorganismos utilizados en este trabajo son las
cianobacterias unicelulares no fijadoras de nitrégeno Synecho-
coceus PCC 6301 (antes Anacystis nidulans L-1402-1), procedente
de la coleccién de cultivos de la Universidad de Gotingen, vy
Svnechocystis PCC 6803, procedente del 1laboratorioc de F.J.
Espardellier, Gyf sur Yvette (Francia).

IT.A.2. Condiciones de cultivo
IT.A.2.1. Condiciones estandar de cultivo

Las células se cultivan fotoautotréficamente y en con-
diciones de esterilidad, utilizando recipientes de vidrio de
diferentes tamafios en funcidén del uso al que estén destinadas:
a) tubos de 100 ml de capacidad, llenos con 30 ml, para el man-
tenimiento de las lineas de cultivo y para algunos estudios fi-
siolégicos; b) frascos de Roux de 1 litro para los estudios fi-
siolégicos (luz-oscuridad, etc...) conteniendo 750 ml; c¢) bote-
llones de 10 6 20 litros de capacidad, para obtener el material
de partida para las purificaciones. En este Gltimo caso, se omi-
ten las condiciones de esterilidad, si bien el indéculo es esté-
ril, sin gque se presenten problemas de contaminacién.

Para cultivar 1las células de Synechococcus 6301 se
emplea un medio sintético modificado a partir del descrito por
Allen y Arnon (2). Dicho medio contiene: KNOB, 20 mM; MgSO4,
0,5 mM; CaClz, 0,1 mM; NaCl, 2 mM; NazMoO4, 4 pM; KZHPO4, 12 mM
N4 NaHCOS, 10 mM en agua. A cada litro de medio se le afiade 1 ml
de solucidén de Fe-EDTA y 1 ml de solucidén de micronutrientes. La
solucién de Fe~-EDTA se prepara disolviendo 16 g de EDTA (acido
libre) y 10,4 g de KOH en 186 ml de agua y mezclandolos con una
disolucién que contiene 13,7 g de FeSO4.7 HZO en 364 ml de agua
(8). A través de la mezcla se borbotea aire durante varias ho-
rag, a fin de oxidar completamente el hierro. La solucidén final
tiene un pH aproximado de 3, vy contiene 5 mg de hierro y 13 mg

de potasio por ml.



La solucidn de micronutrientes utilizada es una modi-
ficacidén de la solucidn de metales A5 {3). Contiene, en 1 1 de

agua: H3B03, 2,86 g; MnC12.4H20, 1,81 g; Na2M004.2 H,0, 0,252 g;
ZnS0

T HZO’ 0,222 g vy CuSO4.5 HZO’ 79 mg.

Para cultivar 1las células de Synechocyvstis 6803 se
emplea el medio sintético descrito por Herdman (62) suplementado
con 20 mM de KNO3 6 15 mM de NH4Cl como fuente de nitrégeno. E1
medio contiene ademas: EDTA, 2,68 nmM; MgSO4, 0,3 mM; CaClZ,
0,25 mM; NazCO3, 0,19 mM; Na2M004, 4 uM; NaHCOS, 10 mM v
KZHPO4, 12 mM en agua. A cada litro de medio se le afladen 0,5 ml

2
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de una solucién de hierro-citrato y 1 ml de la solucibén de
micronutrientes descrita para Synechococcus 6301 (A5 modifica-
do). La solucidén de hierro-citrato se prepara mezclando 6 g de
acido citrico.6 HZO con 3 g de FeSO4.7H20 en 250 ml de agua.

Los medios, conteniendo todos sus componentes a excep-
cién del fosfato y el bicarbonato, se colocan en los correspon-
dientes frascos de cultivo, tapados con algodédn graso atravesado
por una varilla de vidrio hueca de longitud algo superior a la
altura del frasco y a cuyo extremo exterior se conecta un tubo
de goma parcialmente relleno de algoddén graso y cerrado con pin-
zas.

La esterilizacién se consigue calentando en un auto-
clave Selecta (Espaﬁa) modelo P durante 20 minutos a 1 atm de
presién (121°C). La solucién de fosfato y bicarbonato se esteri-
liza separadamente del resto del medio para evitar la precipita-
cién de sales de fosfato y se afiade, una vez fria, en condicio-
nes estériles.

El crecimiento se lleva a cabo en bafios
termostatizados a 40°C para Synechococcus 6301 y a 35°C para
Svnechocystis 6803, bajo una iluminacién continua de 25 W/mz,
suministrada por paneles de tubos fluorescentes de luz blanca
(Sylvania daylight F20W/D o similares). A +través del medio de
cultivo se burbujea una mezcla de aire—CO2 en la proporcién
98,5:1,5 (v/v) a fin de garantizar la agitacién y el suministro
de aire y COZ al cultivo.

Para la preparacién del indéculo se parte de células
cultivadas en medio sélido, de igual composicidén que el medio
liquido pero suplementado con agar al 1,5%, o bien de células

procedentes de cultivos en medio liquido.
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IT1.A.2.2. Condiciones especiales de cultivo

En el estudio del efecto de condiciones de oscuridad
sobre alguna actividad enzimatica, estas condiciones se obtienen
envolviendo el recipiente conteniendoe la suspensidn celular en
rapel de aluminio, hasta obtener una oscuridad absoluta en el

interior. Las condiciones de gaseo y temperatura no se alteran.

IT.A.3. Recogida de células

Cuando el volumen de células a recoger es menor de
3 1, la recogida se efectGa por centrifugacién a 3000 x g duran-
te 10 minutos. En caso de cantidades superiores, se utiliza un
sistema de centrifugacién en flujo continuo Szent-Gyorgyi-Blum
(Sorvall, EE.UU.) a 18.000 x g y 4°C. El rendimiento de los cul-
tivos es aproximadamente de 1 g de peso fresco por litro de me-
dio en tres dias de crecimiento, partiendo de indéculos de 1/12

del volumen total.

IT1.B. EREPARACIONES

11.B.1. Preparacidén de extractos celulares

Aproximadamente 80 g (peso fresco) de células prove-
nientes de 80 litros de cultivo, cultivadas y recogidas como se
ha indicado en el apartado anterior, y conservadas a -80°C, se
dejan descongelando durante una noche a 4°C. Posteriormente se
resuspenden en tampén fosfato potéasico 50 mM pH 7,5; EDTA, 1 mM;
B-mercaptoetanol, 10 mM; glutamina, 1 mM y a-cetoglutarato sé-
dico, 1 mM (tampdn esténdar, denominado tampdén A) hasta un volu-
men final de aproximadamente 200 ml.

La suspensién celular se divide en tres porciones de
aproximadamente 70 ml que se someten por separado a tratamiento
con ultrasonidos durante 16-20 periodos de 30 segundos alterna-
dos con otros tantos de igual duracién en los que se interrumpe
el tratamiento, a fin de evitar subidas excesivas de temperatu-
ra. Durante todo el proceso, el recipiente conteniendo las célu-

las se mantiene sumergido en un bafio de agua con hielo a 0°C.
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Justo antes de iniciar el tratamiento de rotura, cada - fraccidén
de 1la suspensidn se suplementa con una solucidén de
fenil-metil-sulfonil- fluoruro (PMSF) 100mM (en isopropanol)
hasta una concentracién final de 1 mM. Esto se hace asi debido a
la gran inestabilidad de este inhibidor de proteasés en solucio-
nes acuosas (t1/2=30 minutos, 74).

La frecuencia de la oscilacién es de 20 KHz y su po-
tencia de aproximadamente 100 W (sonicador Branson,  Inglaterra,
modelo B12).

Una vez tratadas con ultrasonidos las tres fracciones,
se vuelven a mezclar y se centrifugan a 3.600 x g durante 15 mi-
nutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante obte-
nido se centrifuga durante 15 minutos a 16.000 x g (para elimi-
nar restos de membranas). El1 sobrenadante de esta segunda
centrifugacién (unos 195 ml) constituye el extracto crudo 1libre

de células del que se parte en las purificaciones a gran escala.

II.B.2. QOtros métodos de rotura

Antes de adoptar el tratamiento de ultrasonidos como
método estandar para la obtencién de extractos acelulares para
la purificacién de glutamato sintasa a gran escala, se ensayaron

otros diversos métodos:

I1.B.2.1. Prensa de French

Una suspensién celular (5-10 ml) conteniendo 0,5 mg
clorofila/ml (aproximadamente 62 mg de peso fresco/ml) en tampén
fosfato 50 mM pH 7,5 suplementado con EDTA 0,5 mM y DTE 0,2 nM,
se somete a tratamiento de extrusidn dos veces a 16.000 psi en
una prensa hidrédulica de French (Aminco, EE.UU.) cuyo recipiente
metdlico ha sido preenfriado a -20°C. La suspensién resultante
se centrifuga a 10.000 x g durante 15 minutos, obteniéndose un

sobrenadante libre de células.

I1.B.2.2. Homogeneizador por vibracién "BUhler"

El método es una ligera modificacidén del de Manzano

(94). Un sedimento de células de aproximadamente 1,5 g de peso
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himedo se mezcla con 1 ml de tampén fosfato potédsico 50 mM,
PH 7,5 conteniendo a-cetoglutarato, 1 mM; glutamina, 1 mM; PMSF,
0,5 mM y se afiaden perlas de vidrio de 0,1 mm de diédmetro hasta
formar una pasta consistente (aproximadamente 10 ml de perlas
por gramo de peso fresco). El extracto crudo se prepara rompien-
do las células por vibracién a 4°C durante 3 minutos, en un
homogeneizador por vibracién Biithler accionado a su maxima poten-
cia (E. Bihler, Tiibingen, R.F.A., modelo VI2). El material roto
se extrae en tres veces, con un total de 20 ml del mismo tampdn
por gramo de peso fresco de células. Tras separar las perlas por
decantacidén, el extracto resultante se centrifuga durante 10 mi-

nutos a 3600 x g.

I1.B.2.3. Choaue hipotdénico de esferoplastos obtenides por
tratamient 13 .

Se sigue un procedimiento similar al descrito por
Candau (26), con ligeras modificaciones. Las células se recogen
por centrifugacidén a 4,500 x g durante 10 minutos vy se
resuspenden en tampbén fosfato potasico, pH 7, 50 mM (10ml/g peso
fresco de células) suplementado con sacarosa 0,5 M y EDTA.Na2
5 mM. Se afiaden a la suspensién 100 mg de lisozima por g de cé-
lulas y se incuba durante 4horas a 35°C. Los esferoplastos re-
sultantes se recogen centrifugando a 4.500 x g durante 10 minu-
tos, y tras lavar una vez con el nmismo tampdédn, se resuspenden
con tres volUmenes de tampdén fosfato potasico, pH 7, 20 mM. Tras
dos horas de choque hipoténico en frio, los restos celulares se

eliminan centrifugande 10 minutos a 4.500 x g.

IT.B.3. Purificacién de ferredoxina

La ferredoxina de Synechococcus 6301 se purifica si-
guiendo el procedimiento descrito por Smillie y Entsch (147) con
ligeras modificaciones. El método modificado comprende los si-
guientes pasos basicos: obtencidén de polvos de acetona; extrac-
cién con tampdn fosfato potésico 50 mM pH 7,5; £fraccionamiento
con sulfato aménico (80 a 100% de saturacién); cromatografia de
intercambio iénico en DEAE-celulosa y cromatografia de intercam-

bio idénico de exclusidén molecular en Sephadex A-25.
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Las fracciones conteniendo ferredoxina eluidas en la
ultima cromatografia (aproximadamente 15 ml) se dializan frente
a 2 litros de tampdn fosfato potédsico 5 mM, pH 7,5 durante al
menos 48 horas, con varios cambios del tampdn, tras lo cual se
utiliza directamente para la obtencién de gel de ferredoxina
sefarosa (apartado I1.B.4) o bien se liofiliza en varias frac-
ciones para ser utilizada en los ensayos enzimaticos.

La relacidén de valores de absorbancia A420/A280 de las
preparaciones que se obtienen no es demasiado buena(>=0,2) debi-
do probablemente a la contaminacién por Aacidos nucleicos (no se
emplean nucleasas en los primeros pasos), aungue una
electroforesis de las preparaciones muestra un alto grado de
pureza (no se observan bandas de impurezas de proteinas aplican-

do muestras de 20 pg de proteina).

I1.B.4. Preparacién de gel de ferredoxina-sefarosa

La Sefarosa-4B activada con bromuro de clandégeno se
deja hinchar durante 5-10 minutos en HCl 1 mM, tras lo cual se
lava por filtracién en un embudo de placa porosa con 200 ml de
HC1l 1mM por gramo de gel seco.

La solucidén de ferredoxina de Synechococcus 6301 puri-
ficada como se indica en el apartado anterior (aproximadamente
12 mg de ferredoxina/ml tampén fosfato potédsico 5 mM, pH 7,5) se
lleva a pH 10,5 por adicién de tampdédn carbonato/bicarbonato s6-
dico hasta una concentracién de 0,1 M y se le afiade la cantidad
necesaria de NaCl para alcanzar una concentracién £final de
0,25 M, tras lo cual se mezcla con la sefarosa ya tratada, en
una proporcién aproximada de 10 mg de ferredoxina por ml de gel
(1 g de gel seco equivale a 3,5 ml de gel hinchado). La mezcla
se mantiene a 4°C con una agitacién suave y constante durante 12
a 24 horas. Transcurrido este tiempo, la ferredoxina no unida se
elimina por filtracidén, seguida de lavado con tampébn fosfato
potasico 5 mM, pH 7,5 suplementado con 0,3 mM de EDTA.Na2 (20 ml
por gramo de gel seco). Los grupos de la sefarosa activada que
no hayan reaccionadoe con la ferredoxina se bloguean incubando
durante 1 a 5 horas con Tris-HCl 0,1 M pH 8 en una proporcidn de
20 ml por gramo de gel seco.

A partir de la absorbancia a 420 nm de los tampones de



lavado, estimamos que, en estas condiciones, un alto porcentaje
de la ferredoxina queda unida covalentemente a la matriz, obte-
niéndose un gel de color marrdén rojizo conteniendo unos 9,5 mg
de ferredoxina por ml de gel.

Una vez bloqueados los grupos de la sefarosa con Tris,,
el gel se somete a una serie de lavados consecutivos por filtra-
cién con 5 volimenes de tampdn acetato 0,1 M, pH 4, 1 M NaCl,
seguidos de 5 volGmenes de tampdén Tris-HC1l 0,1 M, pH 8, conte-
niendo 1 M NaCl, repitiéndose el proceso 4 veces.

Finalmente, el gel se empaqueta en una columna del
tamafio adecuado. Antes de utilizarse por primera vez y después
de cada cromatografia, el gel de ferredoxina-sefarosa se lava
con NaCl 1,5 M en tampdén fosfato potésico 20 mM, pH 7,5, para
eliminar cualguier posible proteina unida inespecificamente.

Mantenido a 4°C, el gel es estable durante meses, si
bien se observa una decoloracidn progresiva bastante rapida al
emplear el tampén estandar de purificacidn, tampén A, que con-
tiene fosfato potasico, a-cetoglutarato, glutamina, EDTA vy
B-mercaptoetanol. La experiencia de otros laboratorios parece
indicar que es este Gltimo compuesto el causante de la pérdida
de color. Por este motivo, la columna s8b6lo se equilibra con el
tampén esténdar justo antes de proceder a su utilizacidn, mante-
niéndose antes y después en tampén fosfato potasico 20 mM,
pH 7,5.

II.B.5. QObtencidén de antisuero de coneijo anti-GS

Glutamina sintetasa de Synechococcus 6301 purificada
hasta homogeneidad (42) se somete a electroforesis en geles de
poliacrilamida. Secciones de estos geles conteniendo la enzima
se sumergen en solucidén salina tamponada (PBS) y se trituran a
alta velocidad con un homogeneizador, hasta obtener una solucidn
uniforme, a la que se afiade un volumen equivalente de adyuvante
completo de Freund. Se homogeniza de nuevo la suspensién hasta
conseguir una emulsidén densa y uniforme, que se inyecta en va-
rias dosis de 0,6 ml en distintas zonas del cuerpo de una coneja
blanca de raza neozelandesa.

A partir del quincuagésimo dia tras la primera inyec-

cién de antigeno, se inicia la extraccién peridédica de sangre de



25

la cual se obtienen los anticuerpos.

Una vez extraida, la sangre se centrifuga a 48.000 x g
durante 10 minutos a 10°C. E1 sobrenadante obtenido se incuba
durante 15 minutos a 56°C con el fin de inactivar el complemen-
to. Seguidamente se enfria a 4°C y se somete a precipitacién
salina por sulfatoc aménico hasta una saturacidén del 45%, mante-
niéndose durante 30 minutos a 4°C con agitacidén suave. La sus-~
rensidén resultante se centrifuga a 27.000 x g durante 15 minu-
tos.

El sedimento (de aspecto blanco lechoso) se resuspende
en tampdén fosfato potasico 20 mM pH 6,3 y se somete a didlisis
frente al mismo tampén durante 12-18 horas. La suspensidén obte-
nida se centrifuga durante 10 minutos a 12.000 x g y el
sobrenadante se aplica a una columna de intercambio iénico de
DEAE-Sephacel de 3,2 x 20,5 cm equilibrada con el mismo tampén,
a 120 ml/hora. E1 antisuero no queda retenido en la c¢olumna,
apareciendo en el volumen de elucidén. Se mide la absorbancia a
280 nm de las fracciones del eluato y se mezclan todas aquellas
con una absorbancia mayor de 1. Esta suspensién se puede concen-
trar, obteniéndose la preparacidén definitiva, que constituye el

antisuero anti-GS utilizado en los inmunoensayos.

I1.C. ENSAYOS ENZIMATICOS
I1.C.1. Ensayo de la actividad glutamato sintasa

I1.C.1.1 Ensavo in situ de la actividad glutamato sintasa

Para ello se sedimentan por centrifugacidn a
12.000 x g durante 1 minuto (Eppendorf) células conteniendo a-
proximadamente 25 pg de clorofila y se resuspenden en 0,9 ml de
mezcla de ensayo que contiene: tampén fosfato potasico, pH 7,5,
45 pmol; glutamina, 5 pmol; a-cetoglutarato, 5 umol;
aminooxiacetato, 5 umol y metilvioldégeno, 0,25 pmol.

Tras afiadir 20 ul de tolueno y agitar vigorosamente
durante 1 minuto, la reaccién se inicia con la adicién de 0,8 mg
de ditionito sédico disuelto en 100 pl de NaHCO3 0,11 M.

A los 0 y 15 minutos de incubacién a 30°C, se toma una
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fraccién alicuota de 0,25 ml a la que se afiaden 0,15 ml de HC1
1 N para detener la reaccidén. Los restos celulares se eliminan
por centrifugacidén a 12.000 x g durante 4 minutos, tras lo cual
una fraccién alicuota del sobrenadante se diluye 2b veces con
fosfato potédsico 50 mM, pH 7,5. Las concentraciones de glutamato
¥y glutamina presentes en esta solucidén se determinan posterior-
mente segin se indica en el apartado I1I.D.1.

Una unidad de actividad glutamato sintasa se define
como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 umol de

glutamato por minuto en estas condiciones de ensayo.

I1.C.1.2. Ensavo in vitro de la actividad glutamato sintasa

La mezcla de ensayo contiene, en un volumen final de
0,9 ml: +tampén fosfato potdsico, pH 7, 45 umol; glutamina,
5 umol; a-cetoglutarato, 1 umol; aminooxiacetato, 5 pmol; ferre-
doxina, 10 é 20 nmol y una cantidad apropiada de enzima glutama-
to sintasa.

La reaccidén se inicia por adicidén de 0,8 mg de
ditionito sbédico disueltos en 100 pl de NaHCO3 0,11M.

A los 0 y 15 minutos de incubacién a 30°C, se toman
muestras alicuotas de 0,25 ml que se procesan del mismo modo que
para el ensayo in situ (apartado II.C.1.1).

IT.C.2. Ensavo in gitu de la actividad glutamina sintetasa

IT1.C.2.1. Determinacidén de la actividad transferasa

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se
estima segin el método descrito por Shapiro y Stadtman (144) en
células previamente permeabilizadas con el detergente MTA. Para
ello se sedimentan por centrifugacién a 12.000 x g durante
1 minuto en centrifuga Eppendorf células conteniendo entre 15 vy
25 pg de clorofila y se resuspenden en 0,85 ml de una mezcla de
ensayo que contiene: tampé4n HEPES-NaOH, pH 7, 56 umol; L-gluta-
mina, 34 upmol; MnClz, 3,4 umol y ADP, 0,425 pmol. A esta suspen-
8ién se le afiaden 0,1 ml de una mezcla recién preparada de clo-
ruro de hidroxilamina 1,2 My NaOH 1,2 M en proporcién 1:1 vy
20 pl de una solucidén de MTA al 1,25% en HZO' Después de agitar
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vigorosamente durante 10 s, la reaccidén se inicia por adicién de
20 umol de NazHAsO4 disueltos en 50 pl de agua. Los blancos se
obtienen con ensayos paralelos a los que se aflade agua en lugar
de arseniato. La mezcla de reaccidén se incuba durante 5 minutos
a 30°C. La reaccidén se para por adicién de 2 ml de una disolu-
cidén de FeCl3 en medio Acido (ver apartado I11.D.6), reactivo
revelador del -glutamilhidroxamato producido en la reaccidn.
Una unidad de actividad transferasa de glutamina sin-
tetasa se define como la cantidad de enzima necesaria para pro-
ducir 1 pmol de -glutamilhidroxamato por minuto en estas condi-

ciones de ensayo.

IT.C.2.2. Determinacién de la actividad biosintética

Para ello se sedimentan por centrifugacidn a
12.000 x g durante 1 minuto (centrifuga Eppendorf) células con-
teniendo aproximadamente 20 pg de clorofila y se resuspenden en
0,9 ml de una mezcla de ensayo que contiene: tampén HEPES-NaOH,
pH 7, 45 umol; MgCl,, 25 pmol; NH,Cl, 10 pmol y L-glutamato
monosédico, 25 pmol.h

Tras afladir 20 pl de MTA al 1,25% en agua y agitar
vigorosamente durante 10 s, la reaccidén se inicia por adicidén de
0,1 ml de ATP 60 mM preparado en tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7.
A los 0 y 15 minutos de incubacién a 30°C, se toma una fraccién
alicuota de 0,25 ml a la que se afiaden 0,15 ml de HCl1 1 N. Los

restos celulares se eliminan por centrifugacién a 12.000 x g du-

4

rante 4 minutos, tras lo cual una fraccidén alicuota del sobrena-
dante se neutraliza con fosfato potésico 50 mM, pH 7,5 hasta un
volumen final de 2,5 ml. Las concentraciones de glutamato y glu-
tamina presentes en esta solucidén se determinan posteriormente

segin se indica en el apartado II1.D.1.

II1.C.3. Ensavo de la actividad slutamato deshidrogenasa

IT1.C.3.1. Ensayo in vitro de la actividad glutamato deshi-
drogenasa

La actividad glutamato deshidrogenasa se estima por

produccién de glutamato dependiente de a-cetoglutarato y amonio,
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o bien espectrofotométricamente a 340 nm como desaparicidn de
NADPH. La mezcla de ensayo contiene, en un volumen final de
1 ml: a-cetoglutarato potdsico, 10 umol; Tris-HCl pH 8, 85 umol;
NH4Cl, 50 pmol; NADPH, 0,1 pmol y una cantidad adecuada de enzi-
ma. La reaccién se inicia por la adicién del NH4Cl. Para la de-
terminacidén de glutamato, se toma una muestra de 0,25 ml a los 0
¥y 15 minutos de incubacidén a 30°C, a la que se afiaden 0,15 ml de
HC1 1N. Tras centrifugar a 12.000 x g durante 4 minutos, una
fraccién alicuota del sobrenadante se diluye de 12 a 25 veces
con tampén fosfato 50 mM, pH 7,5. La concentracién de glutamato
presente en esta solucién se determina posteriormente segin se

indica en el apartado II.D.1.

IT.C.3.2. Ensavo in situ de la actividad glutamato deshi
drogenasa

Para determinar in_situ 1la actividad de la glutamato
deshidrogenasa, se sedimentan por centrifugacién a 12.000 x g
durante 1 minuto (centrifuga Eppendorf) células conteniendo a-
proximadamente 25 ug de clorofila y se resuspenden con 0,9 ml de
una mezcla de ensayo que contiene: a-cetoglutarato potéasico,
10 pmol; Tris-HCl1 pH 8, 85 umol y NH4
inicia por adicién de 0,1 pmol de NADPH en 0,1 ml de agua. El
glutamato formado se determina como en el ensayo in vitro (apar-
tado II1.C.3.1) a los 0 y 20 minutos de incubacidén a 30°C.

Cl, 50 pmol. La reaccidn se

I1.C.4. Ensavo de otras enzimas

Las proteinas usadas como patrones en la determinacidn
de parametros fisico-quimicos de la glutamato sintasa que pre-
sentan actividad enzimdtica, se ensayan como se indica a conti-

nuacidn:

I1.C.4.1. Ensavo de la actividad alcohol deshidrogenasa

La actividad alcohol deshidrogenasa se determina es-
pectrofotométricamente a 30°C siguiendo el incremento de
absorbancia a 340 nm debido a la reduccién del NAD+ por etanol,

segin un procedimiento modificado a partir del descrito por
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Bergmeyer (16). La mezcla de reaccidén contiene, en un volumen
final de 1 ml: tampén glicina-NaOH, pH 8,8 , 38 umol; Na4P207,
126 umol; hidrocloruro de semicarbazida, 126 pmol; etanol,
85 umol; NAD+, 1,5 umol y una cantidad adecuada de enzima.

I1.C.4.2. Ensavo de la actividad catalasa

La actividad catalasa se determina espectrofotométri-
camente, siguiendo la disminucién de la absorbancia a 240 nm que
resulta de 1la descomposicién enzimdtica del agua oxigenada
(HZOZ) a 30°C, segln el procedimiento de Bergmeyer (16). La mez-
cla de reaccibén contiene en un volumen final de 1 ml: tampdn
fosfato potasico, pH 6,8 , 45 umol; H2 o> 10,5 pmol y una canti-

dad adecuada de enzima.

IT1.C.4.3. Ensavo de la actividad glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa

La actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se de-
termina espectrofotométricamente siguiendo el incremento de
absorbancia a 340 nm debido a la reduccidn del NADP+ dependiente
de glucosa-6-fosfato a 30°C. La mezcla de reaccidédn contiene, en
un volumen final de 1 ml: tampén Tris-HCl, pH 7,6, 86 umol;
glucosa-6~-fosfato (sal sédica), 1 pmol; NADP+, 0,4 pmol; MgClz,

6,9 pmol y una cantidad adecuada de enzima (16).

IT.C.4.4. Ensayo de la ferredoxina-NADP reductasa

La ferredoxina-NADP reductasa de Anabaena sp 7119 se
ensaya espectrofotométricamente siguiendo su actividad NADPH-ci-
tocromo ¢ reductasa. La mezcla de reaccidén, ligeramente modifi-
cada a partir de la descrita por Shin (145), contiene en un vo-
lumen final de 1 ml: tampén Tris-HC1l, pH 7,5, 100 umol;
citocromo ¢ de corazén de caballo, 0,16 mg; ferredoxina de
Synechococcus 6301, 10 nmol; NADPH, 0,5 umol y una cantidad ade-
cuada de la preparacién enzimdtica. La reaccidén se inicia me-
diante la adicién del NADPH. Una unidad de la enzima se define

como la cantidad gque cataliza la reduccién de 1 pumol de

citocromo e por minuto a 30°C.
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I1.C.4.5. Ensavo de la actividad nitrato reductasa

La mezcla de reaccidn incluye, en un volumen final  de
1 ml: tampdn COZ/HCO§, pH 10,5, 100 umol; EKNOg, 20 umol;
metilvioldégeno, 4 umol; Na28204, 2 mg disueltos en 1 ml de una
solucién 0,3 M de NaHCO3 (9,8 pmol y 30 umol, respectivamente),
¥ una cantidad adecuada de muestra. El ensayo se inicia por adi-
cibén del ditionito, se desarrolla durante 5 minutos a 30°C, y se
detiene provocando la oxidacién rédpida del ditionito mediante
agitacién vigorosa hasta la decoloracidén del color azul del
metilvioldégeno reducido (26).

El nitrito formado en la reaccidén se determina como se

indica en el apartado II.D.7.

II1.D. METODOS ANALITICOS

IT.D.1.1. Descripcidén del cromatégrafo

El sistema de cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) empleado para el andlisis de aminodcidos de los ensayos
de glutamina sintetasa, glutamato sintasa y glutamato deshidro-
genasa estd compuesto de un inyector U6K de Waters (EE.UU.) co-
nectado a una bomba Waters modelo 6000A que crea un flujo cons-
tante de solvente. La salida del inyector estd conectada a la
columna de analisis (precedida de una precolumna de proteccidn
rellena de perlas de vidrio), en serie con un detector de fluo-
rescencia Ac-420 de Waters provisto de filtros de 338 nm (exci-
tacidén) y 425 nm (emisidén). La temperatura de la columna se man-
tiene a 45°C gracias a un horno termorregulado Waters.

Cuando se emplea el sistema de inyeccidén automatico,
el inyector UBK se sustituye por el W.I.S.P. 710B de Waters co-
nectado del mismo modo y a través del cual fluye el solvente
impulsado por la bomba 6000A. Dado que la derivatizacidén automa-
tica con este sistema requiere que el flujo en el inyector sea
nulo durante la toma de muestras y el tiempo que dura la reac-

cién de derivatizacién, vy para no crear sobrepresiones en la
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columna debido a variaciones bruscas del mismo, el flujo de sol-
vente por la columna durante este tiempo se mantiene gracias a
una bomba auxiliar modelo M45 de Waters conectada mediante una
unién en T directamente a la columna, segin el esquema siguien-
te:

Bomba Inyector |
6000 A , Detector
automat.
Bomb .
:4":153 1.Precolumna 2.Union en T

Solvente 3.Columna de analisis

Una vez transcurridos los 90 s empleados en la deriva-
tizacidén, el solvente se suministra nuevamente con la bomba A a
través del inyector, arrastrando la muestra a analizar vya
derivatizada.

En ambos casos (inyeccién manual y automatica), el
funcionamiento de la(s) bomba(s) se regula con un
controlador-formador de gradiente modelo M-720, y los datos ob-
tenidos del detector se procesan directamente en la unidad de

procesado de datos M-730, ambos de Waters.

I1.D.1.2. Derivatizacidédn de los aminodcidos

Las muestras de los ensayos enzimaticos obtenidas como
se indica en los apartados II1.C.1-3 se derivatizan antes de su
inyeccidén, siguiendo el método de Lindroth y Mopper (89). Para
ello, 50 pl de cada muestra se incuban a temperatura ambiente
durante 90 s con 150 pl de una mezcla derivatizante conteniendo:
27 mg de o-ftaldialdehido (OPA) disueltos en 0,5 ml de metanol;
4,5 ml de tampdén borato sédico 0,4 M, pH 10 y 20 pl de B-mercap-
toetanol. Transcurrido ese tiempo, se inyectan 40 ul de dicha
mezcla.

En caso de inyeccién automdtica, la derivatizacidén se
lleva a cabo en el inyector, que transporta con flujo muy lento
(0,1 ml/min) 20 pl de mezcla derivatizante y 10 pl de muestra
tomados consecutivamente, hasta una precolumna de 4 cm de longi-
tud v 3,9 mm de didmetro interno rellena de perlas de vidrio,

donde permanecen durante 0,75 minutos antes de ser inyectados.



IT1.D.1.3. Desarrollo de la cromatografia

La cromatografia en fase reversa de los OPA derivados
asi obtenidos se lleva a cabo de forma isocratica empleando una
columna de octadecilsilano fijado en soporte de silice +tipo
pBONDAPACK 018 o NOVAPAK 018’ ambas de Waters (EE.UU.), de 15 cm
de longitud por 3,9 mm de didmetro interno, precedida por una
precolumna de 4 cm de longitud y 3,9 mm de didmetro interno,
rellena de perlas de vidrio.

Las condiciones de elucidén son una modificacidén de las
de Martin et al. (99). El1 tampdén empleado es fosfato sddico
20 mM conteniendo 22% de metanol y 2% de tetrahidrofurano, bom-
beado a través de la columna a un flujo constante de 1ml/min. &
1,5 ml/min., creando una presién de aproximadamente 2400 psi.
Los picos correspondientes a los OPA-derivados de glutamato vy
glutamina se eluyen con una diferencia mayor de 1 minuto en sus
tiempos de retencién, resolviéndose totalmente.

El calibrado del sistema se lleva a cabo automatica-
mente con el procesador de datos M-730 tras inyectar un patrén
de concentracidén conocida de glutamato y glutamina tratado del
mismo modo que las muestras.

Al final de los analisis, el sistema completo se lava
con varios volumenes de columna de agua, seguldos de una canti-

dad equivalente de meténol.

I1.D.2. Analisis de flavinas

La flavina asociada a la ferredoxina-glutamato sintasa
de Synechococcus 6301 se identifica mediante cromatografia 1i-
quida de alta presién (HPLC) segun el método de Light et al.
(88), por comparacién con patrones de riboflavina, FMN y FAD.

I1.D.2.1. Extraccidén de las flavinas

La extraccidén de la flavina de su apoenzima se lleva a

cabo de varias formas.
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I1.D.2.1.1. Extraccién por incubacién a 100°C

Se sigue una simplificacidén del método descrito por
Faeder y Siegel (39): muestras de 20 pul de glutamato sintasa
purificada conteniendo entre 10 y 20 mg de proteina en tampédn
estandar se incuban durante 10 minutos a 100°C en tubos de vi-
drio de 4,5 cm de largo por 4 mm de diédmetro interno, tras 1lo
cual se enfrian a 4°C y se centrifugan a 10.000 r.p.m. durante
15 minutos en centrifuga Eppendorf. El sobrenadante conteniendo
la flavina liberada se analiza mediante HPLC como se indica més

adelante.

I1.D.2.1.2. Extraccién por hidrdélisis &cida a 100°C

Se sigue wuna modificacidén del método descrito por
Koziol (79): muestras de 20 pl de glutamato sintasa purificada
conteniendo entre 10 y 20 pg de proteina en tampdédn estandar se
incuban durante 45 minutos con 5 pl de Acido sulfarico 0,5 N a
100°C. Tras enfriar las muestras, se neutralizan por adicién de
15 pl de acetato sdédico 2,5 M para obtener un pH final de apro-
ximadamente 6. Finalmente, las muestras se centrifugan a

12.000 x g durante 15 minutos antes de ser analizadas por HPLC.

I1.D.2.1.3. Extraccidén por hidrélisis con TCA en frio

El método utilizado es el descrito por Koziol (79): a
nuestras de 20 pl de glutamato sintasa purificada conteniendo
entre 10 y 20 pg de proteina se les aflade un volumen igual de
acido tricloracético al 20% y se incuban a 4°C durante 10 minu-
tos, tras lo cual se centrifugan a 12.000 x g durante 15 minu-
tos. El sobrenadante obtenido se neutraliza por adicién de 10 pl
de fosfato dipotasico 4 M. La suspensidén resultante se analiza

mediante HPLC, como sigue.

I1.D.2.2. Andlisis de flavina por HPLC

La separacién de las flavinas se lleva a cabo mediante
HPLC aplicando el método de elucidén isocratica descrito por
Light et al. (88); se emplea un cromatégrafo Waters (EE.UU.)
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compuesto por una bomba peristéltica modelo M-6000A, un inyector‘
universal U6K, un controlador de bombas M-720, un procesador de

datos e impresor térmico M-730 acoplado a un detector de fluo-

rescencia AC-420, provisto de un filtro de excitacidén de 450 nm
v un filtro de emisién de 530 nm. La separacién se lleva a cabo
en dos columnas de octadecilsilano en soporte de silice Novapack
C-18 de 15 cm de largo y 3,9 mm de diametro interno colocadas en
serie. Las muestras se inyectan con una microjeringa ©S.G.E.,

tipo GSG de 100 pl (Australia). El solvente empleado para la
elucidén isocratica de las flavinas es tampén acetato amdnico

5 mM, pH 6 suplementado con un 20% de metanol, bombeado a un

flujo constante de (0,5 ml/minuto.

Las flavinas se identifican por comparacién con patro-
nes externos de riboflavina, FMN y FAD tratados en cada caso del
mismo modo que las muestras.

Eventualmente, para la deteccidén de nucledtidos, se
conecta en serie al sistema un detector de absorbancia de longi-
tud de onda variable modelo Lambda-Max 481 de Waters (EE.UU.)
fijado en 260 nm y conectado a su vez a un registrador Knauer
(Berlin).

IT1.D.3. Determinacién de la composicién de amincdcidos

La composicién de aminodcidos de la glutamato sintasa
de Synechocogcus 6301 se determina a partir de la mezcla de ami-
nodcidos obtenidos por hidrdlisis de la proteina en medio Aacido
al vacio a 105°C

A 12 pl de preparaciones de glutamato sintasa purifi-
cada en tampdén estandar conteniendo unos 10 pg de proteina se
les afiaden 50 pl de HC1l 7,5 N para obtener una concentracién fi-
nal de 6 N de este Acido. Los distintos viales conteniendo las
muestras a hidrolizar se sellan al vacio tras someterlos a cinco
ciclos sucesivos de atmésfera de argdn seguida de vacio emplean-
do un sistema generador de vacio de salida maltiple de Afora
(Espafia). Una vez sellados los viales se mantienen a 105°C du-
rante 24 6 48 horas en una mufla Selecta (Espafia) modelo 367PE.
Transcurrido este tiempo, los viales se enfrian a -20°C durante
al menos una hora. Casoc de no ser analizadas inmediatamente, las

muestras pueden conservarse a -20°C en vacio el tiempo



35

necesario, ya gque en este punto son estables indefinidamente
(181).

Antes de ser analizadas, 1las muestras s8e neutralizan
por adicidén de 501 pl de NaOH 8 N para obtener un pH final cer-
cano a 6, y se centrifugan a 12.000 x g durante 2 minutos, que-
dando listas para su andlisis por cromatografia liquida de alta
presidén en fase reversa. El equipo empleado para ello es el mis-
. mo descrito en el apartade 1I.D.1.1. Los amincacidos se analizan
siguiendo las modificaciones de Kabus (76) del método de deriva-
tizacidén precolumna con o-ftaldialdehido y B-mercaptoetanol des-
crito por Roth (130), en una columna Novapack C18 de Waters de
15 ecm x 3,9 mm precedida de una precolumna de igual didmetro
interno vy 4 cm de largo rellena de perlas de vidrio mantenidas a
45°C. E1 volumen de inyeccién es de 30 pl, 10 pl de muestra
derivatizados con 20 pl de una mezcla cuya composicidédn se deta-
l1la en el apartado II.D.1.2. Las condiciones de elucidén son las
descritas por el fabricante (172) modificadas en lo que se re-
fiere a condiciones iniciales y finales de cambio de flujo to-
tal, con el fin de no crear cambios bruscos de presidén en la
columna. Igualmente, se sustituye la composicidén estandar del
solvente de partida (solvente A) por la siguiente: tampdén fosfa-
to disdédico 50 mM, pH 6,5; metanol, 2% y tetrahidrofurano, 2%.

El método no permite detectar los aminodcidos prolina
o cisteina (130), v el +triptéfano resulta degfadado durante 1la
hidrélisis acida.

El gradiente de elucidén empleado no permite resolver
los picos correspondientes a glicina y serina, por lo que estos
aminoicidos se determinan en analisis paralelos empleando como
solvente de partida (solvente A) el descrito por Coronil (30):
tampén fosfato-acetato 30 mM, pH 7,5, conteniendo 2% de metanol
y 2% de tetrahidrofurano.

Los aminodcidos se identifican por comparacién con
patrones externbs purificados para andlisis de aminoacidos (Sig-
ma Chemical Co., EE.UU.).

I1.D.4. Determinacién de clorofila

El contenido celular de clorofila a se determina es-

pectrofotométricamente en extractos metandlicos de las células
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(93). La suspensién celular (0,5 a 1 ml) se centrifuga 1 minuto
a 12.000 x g en wuna centrifuga Eppendorf y el sedimento se
resuspende con 1 ml de metanol absoluto. Tras agitar vigorosa-
mente durante 1 minuto, 1la preparacidén se centrifuga de nuevo
2 minutos a 12.000 x g, determinéndose la concentracién de clo-
rofila en el sobrenadante, adecuadamente diluido con metanol, a
partir de su absorbancia a 665 nm. El coeficiente de extincién

empleado es de 74,46 T

IT.D.5. Determinacidén de proteina

El contenido celular de proteina se determina directa-
mente en células enteras siguiendo la modificacién de Markwell
(96) al método de Lowry (90), empleando serocalbimina bovina como
patrdn.

En los procesos de purificacidén de enzimas y cuando se
trabaja con extractos crudos, la proteina se determina siguiendo
el método de Lowry (90) con las modificaciones de Bailey (12),
obteniéndose en cada serie de medidas una recta de calibrado
empleando ovoalbumina como patrdén. En los casos en los que este
método no se puede utilizar por interferencia con el tampdédn en
el gque va la muestra, la proteina se determina segin el‘ método
de Bradford (22) usando el reactivoe para proteinas BIORAD
(EE.UU.) vy siguiendo el procedimiento de "microensayo"”
(1-20 pg proteina/ml) recomendado por dicha firma comercial
(18). Las rectas de calibrado se obtienen para cada serie de

ensayos, utilizando ovoalbGmina como patrédn.

IT.D.6. Determinaciédn de V-glutamil hidroxamato

El v-glutamil hidroxamato formado en el ensayo de la
actividad transferasa de la glutamina sintetasa se determina por
reaccidén con cloruro férrico en medio &cido (144). A 1 ml de
disolucidén conteniendo p-glutamil hidroxamato (mezcla de ensayo
de la reaccidén después de 5 minutos de incubacién a 30°C) se le
afiaden 2 ml del reactivo de hierro en medio acido, de la si-
guiente composicién: 7,73 ml de HCl (37% p/p), 60 ml de acido
tricloracético (20% p/p) v 33,3 g de Fe013.6 HZO llevados a un
volumen final de 1 1 con agua. La concentracién del producto



coloreado formado se determina espectrofotométricamente utili-
zando un coeficiente de extincién a 500 nm de 3,36 m L em™ 1L,

IT1.D.7. Determinacidén de nitrito

El nitrito se defermina seguin el procedimiento descri-
to por Snell y Snell (150).

A 1 ml de muestra se 1le afiade 1 ml de una disolucién
58 mM de sulfanilamida en HC1l 2,4 Ny 1 ml de una disolucién
0,69 mM de dicloruro de N-(l-naftil)-etilendiamina (NNEDA)
Transcurridos 10 minutos, se determina la concentracién del com-
plejo coloreado, utilizando un coeficiente de extincién a 540 nm

de 55 mM_1 om_l.

I1.D.8. Determinacidén de pardmetros fisicos
11.D.8.1. Calculo de la densidad del tampén

La determinacién de la densidad del tampdén A se lleva
a cabo con un aparato Anton Paar DMA 46, fundamentado en la os-
cilacién de frecuencia, termostatizado por efecto Peltier. Los
patrones usados para la determinacién de las constantes del apa-
rato son aire purificade y agua bidestilada y desionizada, con

correccidn de datos por la presiédn.

I1.D.8.2. CAlculo de la viscosidad dindmica del tampdn
La determinacién de la viscosidad dindmica del tampdn
A se fundamenta en la caida de fluido a través de conducto, y se
lleva a cabo con un viscosimetro OSWALD termostatizado por Dbafio

de agua HETOFRIG. Los patrones usados son agua bidestilada vy

desionizada.

ITI.E. TECNICAS BEXPFRIMENTALES

IT.E.1 Centrifugaciones

Para la recogida de células, preparacidén de extractos-
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celulares, y en los distintos pasos de purificacién, se emplean
centrifugas‘refrigeradas Sorvall (EE.UU.) modelo RC2-B, equi-
padas con rotores SE-12, S55-34 y GSA.

Las centrifugaciones a baja velocidad (menos de
4.000 x g) de volumenes pequefios (aproximadamente 5 ml) se rea-
lizan a temperatura ambiente en centrifugas de mesa Selecta (Es-
pafla) de receptidculos basculantes.

Para la recogida de células de suspensiones de volumen
inferior a 1,5 ml, opreparacién de muestras para HPLC y
centrifugacidén de volimenes menores de 1,5 ml, se emplea un cen-
trifuga Eppendorf (R.F.A.) modelo 5414, capaz de alcanzgar 12.000
r.p.m. (unas 10.000 x g).

La recogida de grandes volimenes de células (mayores
de 20 1) se lleva a cabo por centrifugacidén en flujo continuo,
empleando un sistema Szent-Gyorgyi-Blum adaptado a una centrifu-
ga Sorvall modelo RC2-B.

En las centrifugaciones en gradiente de sacarosa se
usa una ultracentrifuga Beckman Spinco (EE.UU.) modelo L2-65B,
utilizando un rotor SW 56Ti de receptaculos basculantes.

II.E.2. Centrifugacidén en gradiente de sacarosa. Determinacidn
1 Ficiente d 4 tacid

El coeficiente de sedimentacidén de la glutamato sinta-
sa de Synechococcus 6301 se determina por centrifugacidén en gra-
diente de densidad en sacarosa, de acuerdo con el procedimiento
descrito por Martin y Ames (100). Cada tubo de centrifuga
(Beckman tipo 328874, de polialdémero, de 1,11 cm x 6,03 cm) con-
tiene aproximadamente 4,1 ml de un gradiente lineal de sacarosa,
desde el 5% en la parte superior del tubo hasta 20% en el fondo,
preparado en tampdén fosfato potésico 20 mM, pH 7,5, conteniendo
0,15 M de NaCl.

Para la formacién del gradiente se utiliza un aparato
mezclador Buchler Instruments (EE.UU.) de dos compartimentos,
acoplado a una bomba peristaltica LKB 10.200 (Suecia) y un apa-
rato Densi-Flow de Buchler, a un flujo de 18 ml/h. Una vez for-
mados los gradientes, se dejan estabilizar 5 h a 4°C. Las mues-
tras, 0,1 ml de una solucién conteniendo la enzima cuyo coefi-

ciente de sedimentacién se quiere determinar y las proteinas
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marcadoras correspondientes, se depositan cuidadosamente sobre
el menisco de los gradientes. La centrifugacidén se lleva a cabo
a 4°C, durante 16 horas a 45.000 r.p.m. (rotor SW 56Ti de re-
ceptdculos basculantes) en una ultracentrifuga refrigerada
Beckman Spinco modelo L2-65B (EE.UU.). Una vez terminada la
centrifugacién, los gradientes se eluyen a un flujo de
18 ml/hora, comenzando por el fondo, mediante un sistema de re-
cogida de fracciones Densiflow de Buchler acoplado a una bomba
reristdltica LKB 10.200 (Suecia) y a un colector de fracciones
automdtico LKB Ultrorac 7.000. De cada tubo se recogen 23-24
fracciones de 3 gotas cada una.

Se utilizan las siguientes proteinas marcadoras, de
coeficiente de sedimentacidn (SZO,W) conocido, en las cantidades
que se indican: alcohol deshidrogenasa de levadura, 7,61 S (23),
50 ug/gradiente; catalasa de higado bovino, 11,3 S (23),
30 pg/gradiente; serocalbGmina Dbovina, 4,31 8 (23), 80 ug/gra-
diente; glucosa-6-P deshidrogenasa de levadura, 6,1 S (180),
50 pg/gradiente y aldolasa de masculo de conejo, 7,35 S (23),
75 ug/gradiente.

II1.E.3. Cromatografias en columna
II1.E.3.1. Cromatografia de intercambio idnico

Se emplea DEAE-celulosa microgranular DE-52 (Whatman,
Gran Bretafia) equilibrada inicialmente en tampén concentrado
(fosfato potédsico 0,5 M, pH 7,5) ¥y reequilibrada posteriormente
en la columna con el tampdn adecuado. Otras condiciones de wuti-
lizacién son las que indica el fabricante. La columna utilizada
es de vidrio, de 3 cm de didmetro, empaquetada hasta aproximada-
mente 10 cm de altura.

Antes de montar las columnas, los gases disueltos en
las suspensiones de DEAE-celulosa se eliminan por succién me-
diante una bomba de vacio Millipore modelo XX5522050 (EE.UU.).

Las muestras se aplican directamente sobre el lecho
con pipeta de vidrio.

El flujo de solvente en las columnas se regula por
medio de bombas peristalticas LKB tipo Perpex 10.200 de cabezas

reductoras intercambiables.
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Las fracciones del eluato se recogen automaticamente
con un colector LKB modelo Ultrorac 7.000.
IT.E.3.2. Cromatografia de afinidad en gel de ferredoxina-
sefarosa

Se utiliza una columna de vidrio de 1,8 x 6,5 cm 6 de
0,8 x 4,5 cm.

Antes de su uso, los geles se equilibran en la columna
con 7 volimenes del tampdén estandar. Para su reutilizacién 1los
geles se lavan en las columnas con 5 volimenes de lecho de tam-
pén fosfato potédsico 20 mM, pH 7,5 suplementado con 1,5 M de KC1
vy posteriormente se equilibran con tampén fosfato potésico
20 mM, pH 7,5.

I1.E.3.3. Cromatografia de filtracidn en gel. Determinacidn
del radio de Stokes y peso molecular

El radio de Stokes de la glutamato sintasa de Synecho-
cocecus 6301 se estima mediante cromatografia de filtracidén en
gel, siguiendo el método descrito por Siegel y Monty (146). Para
ello se utiliza una columna de vidrio calibrado K16/40 Pharmacia
(Suecia) conteniendo un lecho de 1,6 x 32 cm de Sephacryl S5-300
Superfine Pharmacia 1limitado en su parte superior por una
cestilla de aplicacién de muestras. La columna se equilibra con
tampén fosfato potésico 20 mM pH 7,5, suplementado con 0,15 M de
NaCl. Las muestras, de 0,3 ml, se aplican directamente con
repipeta sobre la cestilla tras haber llevado el menisco del
eluyente hasta el limite superior del 1lecho. Una vez que la
muestra ha penetrado, la c¢olumna se vuelve a llenar con el
eluyente y la cromatografia descendente se desarrolla a 4°C y a
un flujo de 28 ml/hora proporcionado por succidén mediante una
bomba peristaltica LKB 10.200 (Suecia) conectada a la salida de
la columna.

Se recogen ffacoiones de 0,5 ml mediante un colector
de fracciones automdtico LKB Ultrorac 7.000 conectado a la sali-
da de la bomba peristdltica, determindndose el volumen exacto de
elucidén de cada muestra por el peso del liquido correspondiente.

El volumen vacio o de exclusidn (Vo) se estima a par-

tir del volumen de elucién de una muestra conteniendo azul
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dextrano al 0,3%. E1l volumen total (Vt) se determina calibrando
la columna vacia con agua destilada.

Las proteinas utilizadas como marcadores, los radios
de Stokes considerados y las cantidades aplicadas son: catalasa
de higado bovino, 5,22 nm, 50 pg; alcohol deshidrogenasa de le-
vadura, 4,61 nm, 200 pg; seroalbimina bovina, 3,55 nm, 2,4 mg ¥y
aldolasa de masculo de conejo, 4,81 nm, 2,4 ng.

La alcohol deshidrogenasa, la catalasa y la glutamato
sintasa se localizan por su actividad catalitica, tal como se
indica en el apartado II.C, y el azul dextrano, la seroalbumina
vy la aldolasa se detectan por su absorbancia a 280 nm.

El radio de Stokes se obtiene procesando los datos
obtenidos de la cromatografia segin Laurent y Killander (81),
/2, donde K_ =(V_-V_)/(V,-V ), en fun-

cién de los radios de Stokes correspondientes.

representando (~log Kav)

El peso molecular de la glutamato sintasa se estima
mediante cromatografia de filtracidén en gel siguiendo el método
de Andrews (6), tanto por filtracién convencional como mediante
HPLC.

En el primer caso, se utiliza una columna de Sephacryl
5-300 Superfine (Pharmacia, Suecia) de las mismas caracteristi-
cas que la descrita para la determinacién del radio de Stokes vy
siguiendo condiciones experimentales idénticas.

Las proteinas utilizadas como marcadores y los pesos
moleculares considerados son: catalasa de higado bovino,
232 kDa; alcohol deshidrogenasa de levadura, 141 kDa;
seroalbimina bovina, 67 kDa y aldolasa de musculo de conejo,
158 kDa.

La filtracién en gel mediante HPLC se lleva a cabo
empleando una columna Protein-Pak 125, de 7,8 mm x 30 cm, segui-
da por una Protein-Pak 300 SW, 7,5 mm x 30 cm, colocada en serie
(volumen total de 27,6 ml). Sus intervalos de fraccionamiento
son de 2 a 80 kDa y de 10 a 400 kDa respectivamente.

El sistema empleado para los andlisis consta de los
siguientes mbédulos conectados en serie: una bomba 6000A, un in-

yvector manual UK directamente conectado a las columnas y un
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detector de absorbancia de longitud de onda variable Lambda-Max
modelo 481 fijado en 280 nm. Un controlador de gradiente modelo
M-720 regula el funcionamiento de la bomba; los datos obtenidos
del detector se procesan directamente con la unidad de procesado
de datos M-730; todo el sistema es de Waters-Millipore (EE.UU.).

La filtracidén se lleva a cabo en tampdén fosfato potéa-
sico 0,1 M, pH 7, a un flujo constante de 0,4 ml/minuto, gene-
rando una presién en columna de aproximadamente 200 psi.

Se inyectan entre 10 y 250 ul de muestras conteniendo
5 6 mas pg de glutamato sintasa o de cada proteina patrén, des-
pués de centrifugarse a 12.000 x g durante 2 minutos.

Las proteinas empleadas como marcadores y sus pesos
moleculares son los mismos que para la cromatografia convencio-
nal, excepto que en este caso no se utiliza alcohol deshidroge-
nasa y se afiade ovoalbimina, de 43 kDa. El volumen vacio se de-
termina empleando azul dextrano.

En los dos casos, el peso molecular se obtiene repre-
sentando la Kav’ cuyo valor es (Ve-Vo)/(Vt-Vo) en funcidén del

logaritmo de los pesos moleculares correspondientes.

IT.E.4. Electroforesis

IT.E.4.1. Electroforesis analitica en geles de
13 {{amid

Las separaciones analiticas mediante electroforesis en
placa se realizan en geles de poliacrilamida al 6,25% de
acrilamida, segin el sistema discontinuo descrito por Jovin et
al. (75), utilizando un aparato Protean II Slab Cell de Bio-Rad
(EE.UU.), o un aparato para doce geles cilindricos de Shandon.

Los geles se preparan mezclando 2,5 volumenes de una
disolucién de acrilamida al 20% y bis-acrilamida al 0,8%, con 1
volumen de +tampén Tris-HCl 3 M, pH 8,3, conteniendo TEMED al
0,46% (v/v); 0,5 volimenes de agua y 4 volimenes de persulfato
aménico al 0,1% preparado inmediatamente antes de su uso. Para
geles a concentraciones de acrilamida distintas del 6,25%, se
modifica el volumen de la disolucién de acrilamida y se corrige
el volumen final con agua destilada. Los gases disueltos se eli-

minan mediante vacio antes de la polimerizacidén, que se realiza
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a temperatura ambiente bien entre dos placas de vidrio de
20 x 20 cm dispuestas paralelamente dejando un espacio de 1 mm
entre ellas y montadas segln las instrucciones del fabricante, o
bien en cilindros de vidrio (0,5 x 10 cm) llenos hasta aproxima-
damente 2 cm del extremo superior, cubriéndose el menisco con
una capa de agua destilada. Las placas se llenan hasta aproxima-
damente 16 cm del extremo inferior, cubriéndose el menisco con
una capa de 0,5 a 1 cm de agua destilada. Una vez polimerizados,
los geles se recubren con una pequefia capa (1-2 cm de altura) de
gel de empaquetamiento conteniendo 3,5% de acrilamida en
Tris-HC1 0,5 M pH 6,8. En la electroforesis en placa, inmediata-
mente después se introduce en la parte superior del gel atn no
polimerizado un peine de teflén de 15 dientes de 0,65 cm de an-
chura y 2,8 cm de altura, que se retira una vez polimerizado el
gel, para formar los pocillos donde se colocardn las muestras.
Una vez aplicadas, las muestras conteniendo 20-40 pg de protei-
na, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,01% usado como
marcador del frente de electroforesis, se someten, en el caso de
las placas, a una intensidad de 30 mA/placa durante la primera
hora y 40 mA/placa a continuacién, hasta que el colorante alcan-
za el extremo inferior de la placa (unas 3,5 horas). En el caso
de los cilindros, la intensidad es de 2,5 mA/gel durante la pri-
mera hora y 4 mA/gel a continuacién, hasta que el frente alcance
el extremo del cilindro (unas 3 horas). El tampdn de electrodo
usado es Tris (3,6 g/l)-glicina (15,3 g/1) a pH 8,3.

I1.E.4.2. Electroforesis analitica en geles de poliacril
g teniendo dodecil Lfat 5

Las electroforesis en geles de poliacrilamida conte-
niendo SDS se llevan a cabo segin el procedimiento descrito por
Weber y Osborn (173), usando geles al 7 &6 al 5% de acrilamida,
utilizando un aparato Protean II Slab Cell de Bio-Rad, o un apa-
rato para doce geles cilindricos de Shandon (Gran Bretafia).

Para preparar los geles al 7%, se mezclan 11,2 ml de
una solucién de acrilamida al 20% y bis-acrilamida al 0,8% con
8 ml de tampén Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8; 0,32 ml de una solucidn
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de SDS al 10%; 16 ul de TEMED; 10,9 ml de agua destilada vy
1,6 ml de persulfato ambénico al 1% recién preparado. Para geles
a otras concentraciones de acrilamida, se modifica el volumen de
la disolucidén de acrilamida y se corrige el volumen final con
agua destilada.

Para la electroforesis en placa, la mezcla, una vez
eliminados los gases disueltos en ella, se deja polimerizar a
temperatura ambiente entre dos placas de vidrio de 20 x 20 cm
dispuestas paralelamente dejando un espacio de 1 mm entre ellas
y montadas segin las instrucciones del fabricante (Bio-Rad,
EE.UU.). Las placas se llenan hasta unos 16 cm del extremo in-
ferior, cubriéndose el menisco con una capa de 0,5 a 1 cm de
agua destilada. Una vez polimerizado, el gel se recubre con una
pequefla capa (1-2 cm de altura) de gel de empagquetamiento conte-
niendo 3,5% de acrilamida y en el que se ha sustituido el tampdén
Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8 por Tris-HCl1l 0,5 M, pH 6,8.

Para las electroforesis en cilindro, se sigue el pro-
cedimiento de montaje descrito en el apartado anterior.

Las proteinas utilizadas como patrones de peso molecu-
lar y las cantidades aplicadas son: catalasa de higado de Dbuey,
6 pg por pocillo; tiroglobulina de tiroides de cerdo, 12 pg por
pocillo; ferritina de bazo de caballo, 12 pg por pocillo, prepa-
radas en agua destilada.

Todas las muestras se mezclan con volimenes iguales de
una solucidén de Tris-HC1l 0,125 M, pH 6,8, conteniendo SDS al 4%
vy B-mercaptoetanol al 10% (v/v), tras lo cual se calienta a
100°C durante 5 minutos. Una vez enfriadas, se les afiade
glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,01%. Se aplican mues-
tras de 10 a 100 pl por pocillo y la electroforesis se desarro-
lla a 4°C. La intensidad inicial es de 16 mA/placa 6 2 mA/cilin-
dro; una vez que el frente ha recorrido el gel de empaquetamien-
to, la intensidad de la corriente se aumenta hasta 24 mA/placa 6

3-4 mA/cilindro y se mantiene asi durante 5 horas (placa) 6 2,5

hofas (cilindros). Como +tampdén de electrodo se emplea Tris
(6 g/1l)-glicina (28,8 g/1), pH 8,3, conteniendo SDS al 0,1%.‘
Para la determinacién de 1los pesos moleculares, se

representa en ordenadas el logaritmo de los pesos moleculares de
las proteinas patrén y en abcisas la movilidad electroforética

relativa de cada proteina respecto del frente de electroforesis
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(Rf), obteniéndose una recta patroédn.

IT.E.4.3. Tincién de proteina en geles de poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se
localizan tifiéndolas por inmersién de los geles en una solucidn
de azul de Coomassie R al 0,25% en 9% (v/v) de acido acético vy
45% (v/v) de metanol en agua. Tras varias horas de tincidén a
temperatura ambiente, los geles se lavan repetidas veces en una
solucidén de metanol al 5% (v/v) vy &cido acético al 7% (v/v) en
agua, tras lo cual las proteinas se visualizan como bandas de
color azul. Los geles una vez tefildos se conservan en acido acé-
tico al 7%.

IT.E.4.4. Tincién de actividad glutamato sintasa en geles
3 13 {lamid

Para ello, una vez finalizada la electroforesis, los
geles se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos en
una solucidén de tampdén fosfato potésico pH 7,5, 50 mM,
suplementado con metilviolégeno, 10 mM y ditionito sddico,
50 mg/ml. Posteriormente se transfieren a una mezcla de glutami-
na 5 mM , a-cetoglutarato 1 mM y aminocoxiacetato 5 mM en tampdn
fosfato potédsico pH 7,5, 50 mM y se incuban 30 minutos a ‘tempe-
ratura ambiente. Finalmente, los geles se transfieren a una so-
lucidén de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 0,25 % en agua
donde se mantienen durante varias horas, hasta que toman un co-
lor rojo opaco, salvo las zonas con actividad, que presentan un
color rojo translicido. Los geles se pueden conservar varlas

semanas en una solucién de acido acético al 7% en agua.

II.E.4.5. Inmunocelectroforesis en presencia de detergente

A 18 ml de una solucién de agarosa al 1% en tampdn
Tris-HC1l 37,5 mM; glicina 100 mM, pH 8,6, fundida y mantenida a
50°C, se le afiladen 75 ul de antisuero anti-GS (apartado II.B.5)
y detergente Triton X-100 hasta un 0,1 % (v/v). Seguidamente, se
extiende sobre una placa (11,5 x 11,5 c¢m) precalentada a

30-40°C. Una vez gelificada la agarosa, se practican en uno de
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los extremos pocillos de 4 mm de didmetro a unos 8 mm del borde
de la placa en el lado correspondiente al polo negativo.

Las muestras se incuban 20 minutos a 4°C en presencia
de Triton X-100 al 1% (v/v), tras lo cual se aplica 10 ul a cada
pocillo.

La electroforesis se 1lleva a cabo en un sistema de
inmunoelectroforesis FBE-3000 de Pharmacia (Suecia), a 10 V/cm
durante una noche. El +tampdén empleado es Tris-HCl 37,5 mM,
glicina 100 mM, pH 8,6, suplementado con 0,1% (v/v) de Triton
X-100. Una vez finalizada, las placas se someten a dos ciclos de
lavado con PBS (NaCl 0,14 M, KC1 2,7 mM, KH2P04 1,5 mM vy NazHPO4
8,1 mM) v secado en papel de filtro, con un ultimo secado al
aire. Finalmente, se tifien durante 10 minutos como se indica en

el apartado II.E.4.3.

IT.E.5. Determinacidén de absorbancias v espectros de absorcidn

Las determinaciones colorimétricas y las cinéticas
enzimdticas se realizan en espectrofotdédmetros Pye-Unicam (Gran
Bretafia) modelo SP8-100, dotados de salida digital y registrador
incorporado.

Los espectros de absorcién de la glutamato sintasa
purificada se realizan a temperatura ambiente en un
espectrofotémetro Beckman (EE.UU.) modelo DU-7, registréandose
automiticamente los datos con un ordenador IBM PC XT.

En los otros casos se utiliza un espectrofotdémetro
Aminco-Chance (EE.UU.) modelo DW-2a de doble longitud de onda.
La anchura de banda normalmente utilizada es de 1 nm, en cubetas

de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

IT.E.6. Concentracidn de glutamato sintasa

Para la concentracién de las soluciones diluidas de
proteina obtenidas tras el Gltimo paso de purificacidén, se em-

rlea uno de los métodos siguientes:

IT.E.6.1. Ultrafiltracidn

La concentracién de proteinas se realiza a 4°C en una
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célula de ultrafiltracidén con agitacidén Amicon (EE.UU.) modelo
52, de 50 ml de capacidad, empleando membranas Diaflo tipo PM-10
6 PM-30 de 47 mm de didmetro, que retisnen compuestos de peso
molecular superior a 10 y 30 kDa, respectivamente. Para forzar
el paso de liquido a través de la membrana, se aplica dinitrége-

no a una presidn de 0,3-0,5 Kg/omz.

ITI.E.6.2. Concentracién por diadlisis

La solucién de proteina diluida (10 a 20 ml) se diali-
za en tripas de celulosa regenerada Visking (Serva, R.F.A.) de
diametro de poro medio de 24 A y limite de exclusién 8 a 15 kDa,
frente a 10 volUimenes de tampédn esténdar suplementado con un 20%
de polietilenglicol 20.000. Después de unas horas a 4°C y agita-
cién suave, el volumen queda reducido a menos de 1 ml. La diali-
sis se continda entonces durante 12 horas frente a 1 litro de
tampbén estandar desprovisto de polietilenglicol, con el fin de
eliminar las impurezas de bajo peso molecular que pudiera llevar
este compuesto. La suspensién concentrada resultante se extrae
cuidadosamente de 1la tripa con una Jjeringa, constituyendo la

fraccién concentrada de glutamato sintasa purificada.

IT.E.7. Eliminacién de gales v moléculas pequefiag

Las sales se eliminan de los extractos enzimaticos por
diadlisis utilizando tubos de celulosa regenerada Visking (Serva,
R.F.A.) de didmetro de poro medio de 24 A y limite de exclusidn
8 a 15 kDa. Las membranas se lavan exhaustivamente con agua des-
tilada antes de su uso.

En los casos en los que las muestras son demasiado
pequefias o cuando el cambio de tampé4n tiene que realizarse de
forma rapida, las moléculas de bajo pesoc molecular se eliminan
por filtracién forzada a través de Sephadex G-25 siguiendo el
método de Orly y Selinger descrito por Penefaky (117): Jjeringas
de pléastico de 1 6 2 ml en cuyo extremo inferior se ha colocado
un circulo de papel de filtro se llenan con Sephadex G-25 hin-
chado y se equilibran con varios volGmenes del tampén en el que
se quiere dejar la muestra. Las jeringas (metidas en tubos de

centrifuga) se centrifugan a 900 r.p.m. durante 2 minutos en
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centrifuga de mesa para eliminar el exceso de tampdén en el gel.
Un volumen de muestra diez a veinte veces menor al del gel empa-
quetado se aplica sobre la superficie del lecho y se centrifuga
de nuevo a 900 r.p.m. durante 2 minutos, recogiéndose en el tubo
de centrifuga la muestra ya filtrada con s6lo un 10% de incre-

mento de volumen.

II.E.8. Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determina con pH-metros
Methrom Herisau modelo 654 6 Radiometer modelo PHM82 (Dinamar-

ca), ambos provistos de escala digital.

II.F. REACTIVQS

II.F.1. Procedencia de compuestos quimicos vy bioguimicos

Los siguientes compuestos: azul de Coomassie; nucleb-
tidos de flavina; nucledétidos de adenina; Tris; Tricina; Triton
X-100; OPA; EDTA; N-etilmaleimida; p-hidroximercuribenzoato
(p-HMB); 1,2-ciclohexanodiona; piridoxal-5-fosfato; patrones de
aminoacidos para HPLC; L-glutamina; &cido L-glutamico; V-bencil-
L-glutamato; sefarosa 4B activada con bromuro de ciandgeno; vy
las proteinas: citocromo ¢; serocalbamina bovina; ovoalbumina;
alcohol deshidrogenasa; catalasa; vy lisozima se obtuvieron de
Sigma Chem. Co. (EE.UU.). El azul dextrano 2000; DEAE-Sephadex
A-25; Sephadex G-25 Fine; Sephacryl 5-300 Superfine; y los Jjue-
gos de patrones para determinacién de pesos moleculares por
electroforesis y filtracién en gel, de Pharmacia (Suecia). E1
NAD(P)+ y NAD(P)H, de Boehringer (R.F.A). La DEAE-celulosa DE-52
de Whatman (Gran Bretafia). E1 DCMU; DCCD; FCCP; TEMED;
acrilamida; metilén-bisacrilamida; MV y BV de Serva (R.F.A.). El
3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-P,P - disulfonato
(ferrocina) de Aldrich (R.F.A.). El1 nitrato potasico, fosfato
dipotédsico y bicarbonato sédico empleados en los cultivos a gran
escala fueron de grado analitico y suministrados por Panreac
(Espafia). El1 resto de los compuestos utilizados eran de grado

analitico, procedentes de Merck (R.F.A).
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El agua destilada se obtuvo mediante un destilador de
vidrio DRA (Espafia). Los gases utilizados, anhidrido carbénico,
nitrégeno y argén fueron adquiridos a la S.E.0. (Espafia).
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Las reacciones de incorporacidén de amonio a esquele-
tos carbonados, catalizadas, en organismos fotosintéticos, por
las enzimas glutamina sintetasa, glutamato sintasa y glutamato
deshidrogenasa, dan lugar a la formacién de glutamina o glutama-
to como productos primarios (154). La determinacién directa de
la actividad de estas enzimas exige, por tanto, la cuantifica-
cidén de estos productos en presencia de los sustratos de la re-
accidén que se encuentran a concentraciones dos 6rdenes de magni-
tud superiores. La gran similitud estructural existente entre
sustratos y productos, fundamentalmente entre glutamina y gluta-
mato , obliga a una separacién de ambos previa a su cuantifica-
cibén. Tradicionalmente, esta separacién se venia haciendo por
cromatografia convencional de intercambio anidénico (fig. 2A).
Los principales inconvenientes de este método son el bajo nivel
de sensibilidad y la inversién de tiempo que requiere.

En nuestro trabajo, hemos empleado cromatografia 1li-
quida de alta presién (HPLC) en fase reversa como método de se-
paracién de dichos aminodcidos, aplicable a los ensayos de las
distintas enzimas formadoras de glutamato o glutamina en ciano-
bacterias, basado en el descrito por Martin et _al. (99).

El método implica, tanto para la separacidén de los
aminocdcidos como para su deteccién, un paso previo de derivati-
zacidén con o-ftaldialdehido (OPA) a pH alcalino y en presencia
de un grupo tiélico (B-mercaptoetanol) para formar el derivado
fluorescente l-alquiltio-algquilisoindol de cada aminoacido cuyos
maximos de excitacién y emisidén son respectivamente 338 nm vy
425 nm (89). E1 caracter hidrofdbico de los derivados asi forma-
dos favorece su interaccién con la matriz de fase reversa, sien-
do la movilidad de los distintos OPA-derivados dependiente de la
polaridad de sus restos aminoacilos. Esta es, en el caso de glu-
tamato y glutamina, lo suficientemente distinta como para permi-

tir una separacidén completa con elucidén isocratica, sin
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Fiqura 2: Separacidn de glutamato vy glutamina por cromato-—
grafia convencional de intercambiop idnico o por cromatografia de

adsorcidn mediante HPLC

a) 1 ml
de glutamina
con 2 ml de
Seguidamente

de muestra conteniendo 1 pmol de glutamato y 1 umol
se aplica a una_ columna (0,7 x 4 cm) empaquetada
resina AG1-X8.C1 equilibrada con agua destilada.
se lava con 20 ml de agua destilada y a continua-

cion se eluye el glutamato de la columna lavando con NaCl 0,4 M

(flecha). Se

toman fracciones de 2 ml cuyo contenido en aminoa-

cido se analiza siguiendo el método de Plummer (120).
b) Muestras conteniendo 300 pmol de cada aminoacido se tra-
tan y cromatografian como se indica en los apartados II.D.1.1-3.
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necesidad de variar la polaridad del solvente a lo largo de 1la
cromatografia. En nuestras condiciones de elucidén (apartado
I1.D.1.3) conseguimos una resolucidédn total de los picos corres-
pondientes a glutamato y glutamina (fig. 2B), con una diferencia
entre sus respectivos tiempos de retencidén de 1 minuto 6 s a 2
minutos, dependiendo del flujo, tipo de inyector empleado y es-
tado de uso de la columna. No obstante, dentro de un mismo grupo
de andlisis, los tiempos de retencién resultan muy repetitivos
(£ 0,2 8), lo que permite una perfecta identificacibén de cada
uno de los componentes eluidos. El tiempo total de cada ciclo,
incluyendo el lavado de la columna, no supera los 4 minutos (in-
yeccién manual) 6 13 min. (inyeccidén automatica) a un flujo de
Iml/min.

La reacciédn de derivatizacién de glutamato y glutamina
con OPA sigue una c¢inética no lineal (fig. 3), diferente para
cada aminodcido. El1 tiempo estandar de derivatizacién ha sido
fijado en 90 s, en un compromiso entre tiempo invertido en cada
andlisis y formacién del derivado fluorescente.

La cinética de derivatizacién puede seguirse espectro-
fotométricamente a 335 nm, lo que nos ha permitido detectar con
facilidad las diferencias existentes, a veces, entre distintos
lotes de OPA. Sin embargo, esta deteccidédn resulta varios o6rdenes
de magnitud menos sensible que el método fluorimétrico.

El método puede aplicarse eficientemente entre valores
de 10 pmol y 1 nmol de cada aminoacido por analisis, siendo la
respuesta del detector lineal y muy repetitiva entre estos valo-
res (fig. 4), decayendo en niveles superiores (probablemente por
saturacidén de la sefial del detector).

Los aminodcidos se cuantifican automdticamente por
integracidén de los picos, empleando como referencia los valores
de &rea de pico obtenidos con soluciones patrén similarmente
tratadas e inyectadas cada cierto nimero de analisis.

Este método ha sido directamente aplicado al andlisis
de las actividades fisioldégicas de las enzimas glutamina sinte-
tasa, glutamato sintasa y glutamato deshidrogenasa en ciancbac-

terias.
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Figura 3: Cinética de la reaccidn _de

240 280

derivatizacidn de

glutamato v glutamina con o-ftaldialdehido

La mezcla de reaccion contiene, en un
400 pl: tampdn borato sédico, pH 10, 10B pmol;
12 pmol; metanol, 12 pl; B-mercaptoetanol, 12
umol; glutamina, 4 pmol; glutamato, 4 pmol, a
se inicia al aRadir los aminoacidos disueltos
7. Se toman muestras alicuotas de 30 ul que
tiempos indicados.

volumen final de

o-ftaldialdehido,
pl; HEPES-NaOH, 5
22°C. La reaccion
en tampon HEPES pH
se inyectan a los

Las condiciones de la cromatografia son las que. se indican

en el apartado 11.D.1.3.
(+) glutamina, (o) glutamato.
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Fiqura 4: Cuantificacion, mediante HPLC, de digstintas con-—
centraciones de glutamato y qglutamina

Mezclas conteniendo ambos aminoacidos a las concentraciones
que se indican se derivatizan y cromatografian como se describe
en los apartados I11.D.1.1-3.

(+) glutamina, (o) glutamato.
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IT.A.1. Glutamato sintasa (GOGAT)

La deteccidén de actividad glutamato sintasa se lleva a
cabo midiendo el glutamato producido a partir de glutamina vy
a-cetoglutarato, con ferredoxina o metilviolégeno reducidos como
donadores de electrones, segin la reaccidén [3] (apartado 1T1.A).
Una vez detenida la reaccidédn por adicidén de acido clorhidrico
(apartados II.C.1.1 vy 2), los aminodcidos se derivatizan, sepa-
ran, y cuantifican por HPLC segin se ha descrito anteriormente.

El control (blanco) del ensayc es una muestra tomada a
tiempo 0 después de la adicidén de ditionito. Este control permi-
te descontar el glutamato presente en la muestra a t=0 y corre-
gir posibles errores en la preparacién de los ensayos, toma de
muestras y diluciones posteriores, del siguiente modo:

La concentracién total de aminoacido a tiempo inicial
(Ao) es la suma de la concentracién de glutamato inicial (Gluo)
y de la concentracién de glutamina inicial (Glno); la concentra-
cién de aminodcido total una vez transcurrido el tiempo de ensa-
yo t (At) corresponde a la concentracidén de glutamato presente
en este tiempo (Glut) mads la concentracién de glutamina remanen-
te. Dado que el glutamato producido proviene a partes iguales de
glutamina y a-cetoglutarato, podemos afirmar que At debe ser
igual a AO + 1/2 (Glut—Gluo), va que

A t=0 -—> Aminocacido total A0 = GlnO + Gluo

A t=t ——3> Aminoacido total At = Gln,r + Glut

COmMo Glut = Gluo + Gluformado

vy Gln, = GlnO - 1/2 Glu , sustituyendo tendremos:

formado

o>
i
[p]
[
=

o 1/2 Glu, + Glu0 + Glu, = GlnO + Gluo + 1/2 Gluf

£ f

>
H

Ao + 1/2 Gluf = AO + 1/2 ( Glut - Gluo )




va que el glutamato formado en el transcurso de la reaccién se-
ra:

Gluf = Glut - GluO

La correcién se lleva a cabo multiplicando el Glut por
un factor F , idealmente igual a 1, cuyo valor es:

AO + 1/2 (Glut - Gluo)

A
t
en el que cada pardmetro es cuantificado por el aparato. Por
tanto, el
[ Ao + 1/2(Glut—Gluo) 1
Glu formado = Glut - Gluo

By

El Glu0 no se corrige, es decir, se asume para €l un
factor de correccidédn igual a 1.

Este factor nos permite corregir errores en el volumen
de inyeccidén y tiempo de derivatizacidn, asi como, en parte,
errores en las diluciones tras el ensayo.

La unidad de actividad glutamato sintasa se define

como sigue:

10 =1 pmol de glutamato producido por minuto a 30°C en

las condiciones del ensayo estandar.

El método es igualmente aplicable a la determinacién
de la actividad in situ, imprescindible para seguir cambios en
los niveles fisiolégicos de enzima en distintas condiciones de
crecimiento. El ensayo in_situ se lleva a cabo haciendo las cé-
lulas permeables a los sustratos. La tabla I muestra los valores
de actividad obtenidos empleando distintos agentes permeabili-
zantes: solvente organico (tolueno), detergente ibénico (MTA) vy
no iénico (Triton X-100). Se puede apreciar que en todos los
casos la repetitividad del ensayo es alta. Para los ensayos ru-
tinarios de glutamato sintasa, hemos elegido toluenoc como agente
permeabilizante por su eficacia y buena reproducibilidad (los

detergentes, especialmente los no ibénicos como el Triton,



ENZIMA AGENTE PERMEABILIZANTE ACTIVIDAD MEDIA

(U/mg clorofila)
GOGAT MTA 0,087 (£)0,007
GOGAT Tolueno 1,554 (+)0,038
GOGAT Triton X-100 1,701 (£)0,029
GS biosintét. MTA 1,663 (£)0,03
Gs Tolueno 0,005 (+)0,007
as Triton X-100 1,167 (+)0,058
GS transfer. (1) MTA 43,43 (%)0,652
Gs " (2) Tolueno 1,71 ()0,26
Gs " (2) " 7riton X-100 22,2 (+)0,36
GDH MTA 0,215

(£)0,011

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en los apartados
II.C.1-3 con células cultivadas con nitrato como fuente de
nitrdégeno. Cuando el agente permeabilizante empleado es un
detergente, la suspensién se agita durante 10 s antes de iniciar
el ensayo, y cuando es tolueno, se agita durante 1 minuto.

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se ensaya
con 10 pg clorofila/ml ensayo.

N=5, salvo en (1): N=7 y (2): N=4.
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presentan el inconveniente de su variabilidad entre lotes dis-
tintos, asi como de sufrir modificaciones con el tiempo de alma-
cenamiento (60). El bajo nivel de actividad obtenido con MTA es
dificil de explicar, a no ser por una interferencia directa con
el ensayo, ya que este detergente funciona perfectamente para la
determinacidén in situ de las actividades glutamina sintetasa,
nitrato reductasa y nitrito reductasa en esta misma cianobacte-
ria (63).

IT.A.2. Glutamina sintetasa (GS)

Los niveles de glutamina sintetasa se pueden determi-
nar facilmente como actividad transferasa por el método de
Shapiro y Stadtman (144), basado en la capacidad de la enzima de
catalizar una reaccién de transferencia (177), produciendo
y-glutamil-hidroxamato medible espectrofotométricamente a partir
de glutamina, hidroxilamina, ADP y arseniato en presencia de
cationes divalentes (reaccidén [H], apartado 1.B).Pese a su sen-
cillez, este ensayo tiene el inconveniente de no representar la
actividad fisioldgica real de la enzima (reaccidén [4], apartado
I.B); en cualquier estudio del efecto de distintas condiciones y
compuestos sobre la actividad, resulta necesario comprobar si
los cambios detectados en la actividad transferasa se correspon-
den realmente con alteraciones en la actividad biosintética de
la enzima, va que en muchos estudios (42, 70, 77), no se observa
un paralelismo estricto entre las respuestas de estas dos acti-
vidades a distintos tratamientos.

La tabla II muestra la caracterizacién del ensayo bio-
sintético de la actividad glutamina sintetasa llevado a cabo en
nuestras condiciones y analizado por HPLC (como se describe en
el apartado II1.C.2.2), que demuestra la existencia de una acti-
vidad biosintética capaz de producir glutamina a expensas de
amonio, glutamato y ATP, vy que requiere la presencia de 1iones
Mgt |

La figura 5 compara 1la cinética de las actividades
biosintética y transferasa determinadas in__situ durante 40
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SISTEMA ACTIVIDAD
(U/mg clorofila)

COMPLETO 2,150
menos AMONIO 0,030
menos GLUTAMATO 0,000
menos MAGNESIO 0,080
menos ATP 0,005

LLos ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
II1.C.2.2 (15 pg clorofila/ml ensayo), omitiendo en la mezcla de
reaccién el compuesto indicado en cada caso.
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Figura 5: Cinética de las actividades biosinteética vy
transferasa determinadas in situ en ceélulas permeabilizadas de
Synechococcus 6301

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
I1.C.2 pero con 3 ml de volumen final de ensayo, tomando frac-
ciones alicuotas para su analisis a los tiempos indicados.

25 pg clorofila/ml de ensayo.
(+) biosintética, (g) transferasa.
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minutos. Se puede apreciar que la actividad biosintética perma-
nece constante a lo largo de un mayor espacio de tiempo. La re-
lacién de actividad en la zona lineal de ambas cinéticas es a-
proximadamente de 1 a 20, valor este bastante repetitivo en las
distintas condiciones ensayadas a lo largo de nuestro trabajo.

La tabla I presenta los valores de actividad
biosintética de la glutamina sintetasa determinados in situ em-
pleando distintos agentes permeabilizantes, asi como una estima-
cién del grado de fiabilidad de los ensayos. Hay que hacer notar
el que se obtenga una actividad casi nula con tolueno como
permeabilizante. El empleo de este compuesto en ensayos in situ
en cianobacterias unicelulares ha dado, sin embargo, buenos re-
sultados tanto con enzimas solubles de localizacidén citopléasmica
(glutamato sintasa, este trabajo) como unidas a membranas (ni-
trato reductasa, 26).

Vistos los resultados anteriores, elegimos MTA como
agente permeabilizante para el ensayo in situ de la actividad

glutamina sintetasa.

ITI.A.3. Glutamato deshidrogenasa (GDH)

La enzima glutamato deshidrogenasa lleva a cabo la

+

siguiente reaccidn:

+

NH4

+ a-CGA + NAD(P)H + H' <——= GLU + NAD(P)" + H,0

La actividad es facil de determinar en extractos
diluidos libres de células siguiendo espectrofotométricamente la
oxidacién de NAD(P)H. Por el contrario, la determinacidn
espectrofotométrica de actividades in_situ presenta muchos pro-
blemas en cianobacterias (interferencia de pigmentos en la de-
teccidén, turbidez, blancos muy altos, etc...)

El método de anélisis mediante HPLC descrito en los
apartados anteriores es igualmente aplicable a la deteccidn de
los niveles de actividad de esta enzima, tanto in situ como in
vitro.

La tabla III nmuestra la  caracterizacién de la
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SISTEMA NADPH OXIDADO GLUTAMATO FORMADO
(nmol) (nmol)
COMPLETO 32,0 31,2
menos NADPH - 0,6
menos a-CGA 0,8 0,0
menos AMONIO 1,3 0,0

COMPLETO (enzima :
hervida 5 min.) 1,3 0,2

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
IT.C.4. con una preparacién de enzima parcialmente purificada
(41), omitiendo de la mezcla de reaccidén el compuesto indicado
en cada caso.



.actividad glutamato deshidrogenasa de una preparacidén purificada
a partir de Synechocystis 6803 (41), y medida tanto espectrofo-
tométricamente, siguiendo la oxidacidén de NADPH a 340 nm, como
determinando el glutamato producido en 1la reaccién mediante
HPLC. Se puede observar que existe una buena correlacidn entre
la cantidad de NADPH oxidado y la de glutamato aparecido, pu-
diéndose afirmar que se trata de una verdadera actividad gluta-
mato deshidrogenasa, capaz de producir glutamato incorporando
amonio al a-cetoglutarato a expensas del poder reductor del
NADPH.

Por otra parte, la determinacidn de esta actividad en
extractos siguiendo la desaparicién de NADPH presenta el incon-
veniente de 1la inespecificidad de este compuesto como agente
reductor, no pudiendo descartarse en estos ensayos el posible
funcionamiento secuencial de otras enzimas presentes. La presen-
cia de otras deshidrogenasas en el extracto, de actividad varia-
ble segiin la edad del cultivo, supone igualmente una interferen-
cia clara en este método de ensayo. Por ello resulta siempre
ventajoso el poder determinar esta actividad enzimdtica siguien-
do directamente la formacién del producto de 1la reaccidén tal

como se ha indicado anteriormente.

IIT.B. ESTUDIOS SOBRE LA GLUTAMATO SINTASA DE Synechococcus 6301

IIT.B.1.1. Caracterizacidén de la actividad glutamato
gintasa

La presencia de actividad glutamato sintasa en prepa-
raciones no purificadas (extractos crudos) o en células enteras
de cualquier organismo, detectada siguiendo la formacidén de glu-

tamato debe determinarse, en general, con ciertas precauciones;



65

SISTEMA % DE ACTIVIDAD
COMPLETO 100(1)
menos GLUTAMINA 1,5
menos a-CETOGLUTARATO 0,0
menos METILVIOLOGENO 11
menos DITIONITO )
menos AMINOOXIACETATO 101
menos CELULAS 0

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el
apartado II.C.1.1 , salvo que se emplean 35 pg clorofila/ml
ensayo y que se omite de la mezcla de reaccidén el compuesto
indicado en cada caso.

(1) E1 100% de actividad corresponde a 1,6 U/mg
clorofila.
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los ensayos pueden verse afectados facilmente -por la posible
rresencia en las preparaciones de otras actividades formadoras
de glutamato, principalmente glutamato deshidrogenasa,
glutaminasa o transaminasas, actuando separada o conjuntamente,
(7, 55, 59, 122).

La tabla IV muestra las caracteristicas de la reaccién
catalizada por 1la glutamato sintasa, ensayada en c¢células de
synechococcug 6301 cultivadas con nitrato como fuente de nitré-
geno y permeabilizadas con tolueno como se indica en el apartado
IT.C.1.1. Se observa que la actividad, aproximadamente 1,6 U/mg
clorofila (equivalente a unas 50 mU/mg proteina), es absoluta-
mente dependiente de poder reductor (sistema artificial
metilvioldégeno/ditionito) y de los sustratos glutamina y a-ceto-
glutarato. La 1ligera actividad (aproximadamente 10%) obtenida
cuando se omite el transportador metilvioldégeno de la mezcla de
ensayo es probablemente debida a la reduccién directa del trans-
portador fisiolégico de electrones ferredoxina, ciertamente pre-
sente en las preparaciones celulares, y concuerda con los resul-
tados obtenidos en extractos de cianobacterias filamentosas (84)
y de Lemna minor (126). Cuando se omite el tratamiento
permeabilizante de las células, no se detecta formacidédn alguna
de glutamato.

Hay que destacar el nulo efecto que parece producir en
estas condiciones el inhibidor de transaminasas aminooxiacetato
(68, 128), empleado para evitar la posible transaminacidén del
glutamato formado como consecuencia de la reaccidén de la gluta-
mato sintasa, vy para prevenir el funcionamiento, independiente
de poder reductor, de alguna transaminasa capaz de rendir gluta-
mato y a-cetoglutaramato a partir de glutamina y a-cetoglutarato
(reaccidén [6]), actividad detectada en extractos de AL
cylindrica (161) y que podria interferir en el ensayo.

?OOH ?OOH ?OOH ?OOH

NHZ—QH + ?:O - NHZ_?H + ?:O [6]
(CHy), (CHy), (CHy) (GHy)
CONH2 COOH COOH CONH2

glutamina a-CGA glutamato a-cetoglutaramato
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Otra interferencia posible en el ensayo es la presen-
cia de actividad glutaminasa, que produciria glutamato y amonio
a partir de glutamina (reaccién [7]), siendo esta actividad to-
talmente independiente de poder reductor:

glutamina + H,0 ————» glutamato + NH4+ (7]

2

La tabla IV muestra cémo la produccién de glutamato en células
permeabilizadas de Synechococcus 6301 requiere, sin embargo, un
donador de electrones y la presencia del segundo sustrato a-ce-
toglutarato. Por otra parte, observaciones de Lea y Miflin en
Chlorella (83), parecen indicar que el ditionito presente en la
mezcla de reaccidn impediria la actuacidédn de una glutaminasa.

Nuestros resultados apovan la ausencia en estas prepa-
raciones de cantidades significativas de transaminasas depen-
dientes de glutamina, o de actividad glutaminasa, contrariamente
a lo descrito en otras cianobacterias (55, 59, 84, 105, 122,
161) y algas verdes (83).

Podemos afirmar, por tanto, que la aparicidén de gluta-
mato dependiente de a-cetoglutarato, glutamina y agente reductor
en Synechococcus 6301 se debe exclusivamente a la actuacién de

una actividad glutamato sintasa.

Desde la deteccién por primera vez de una actividad
glutamato sintasa en bacterias (160), se han descrito dos tipos
de glutamato sintasas atendiendo a su donador de electrones:
glutamato sintasa dependiente de piridin nuclebétidos (NAD(P)H)
E.C.1.4.1.13 vy glutamato sintasa dependiente de ferredoxina,
E.C.1.4.7.1. La brimera se encuentra tanto en organismos no fo-
tosintéticos como en algunos fotosintéticos. La segunda esta
presente en algas verdes y plantas superiores, y ha sido la Gni-
ca detectada hasta el momento en cianobacterias (154).

La tabla V compara los valores de actividad glutamato



DONADOR CONCENTRACION ACTIVIDAD
DE ELECTRONES (mM) (%)
FERREDOXINA + 0,01

DITIONITO 12 100
DITIONITO 12 19
METTLVIOLOGENO + 0,25

DITIONITO 12 40
BENCILVIOLOGENO + 0,25

DITIONITO 12 0
nappi (1) 1,5 21
napu ‘1) 1,5 0

180 mg (peso humedo) de células se resuspenden en 5 ml de
tampén fosfato potasico 50 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM, y DTE 0,2 mM
se tratan con ultrasonidos durante 3,5 minutos a 4°C y se
centrifugan a 10.000 x g durante 15 minutos. Del sobrenadante
obtenido se ensayan 300 pl como se indica en el apartado
IT.C.1.2, salvo que el metilviolégeno y el ditionito se
sustituyen por el donador de electrones indicado en cada caso.
El 100% corresponde a 5 mU/ensayo.

(1) E1 ensayo se inicia por adicién de NAD(P)H
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sintasa (aparicién de glutamato dependiente de glutamina y a-ce-
toglutarato) obtenidos en extractos libres de células de
2vnechococcug 6301 empleando distintos donadores de electrones.
Queda patente que el extracto crudo contiene una actividad glu-
tamato sintasa dependiente de ferredoxina, siendo el transporta-
dor artificial de electrones metilviolégeno mucho menos eficien-
te donando electrones a la enzima en extracto crudo. Como en el
caso de las células permeabilizadas, la actividad remanente en
ausencia de ferredoxina afladida o metilvioldégeno se debe proba-
blemente a la ferredoxina endégena presente en los extractos.
Cuando extractos crudos de Synechococcus 6301 se someten a cro-
matografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa y se determina
la actividad a lo larsgo de todo el proceso empleando
metilvioldgeno como donador de electrones, el total de actividad
obtenida al eluir con un gradiente de NaCl no supera un 25% de
la actividad total aplicada en la columna, observandose dos pi-
cos (fig. 6). Uno de ellos (90% del total eluido) se eluye a
0,25 M de NaCl, coincidiendo este valor con el del pico Gnico de
actividad que se obtiene cuando la actividad del eluato se de-
termina empleando ferredoxina como donador de electrones en los
ensayos (fig. 13). El segundo pico sdélo representa un 10% de la
actividad eluida y su localizacién en el gradiente coincide con
la de la ferredoxina (fracciones 29 y 30), detectada por su co-
lor rojizo caracteristico. Dado que este segundo pico no se de-
tecta cuando se emplea ferredoxina en los ensayos, y que en €sos
casos se recupera hasta un 80% de la actividad tras la cromato-
grafia, concluimos que 1la actividad metilviolégeno-glutamato
sintasa detectada en el extracto es en realidad actividad ferre-
doxina-glutamato sintasa, y que sélo al separarse la ferredoxina
en la cromatografia se pone de manifiesto la baja eficiencia del
metilviolégeno como donador de electrones de la glutamato sinta-
sa (ver tabla XVII). Como consecuencia de ello, se obtiene un
pico de actividad cuya area es sb6lo un 20% de la que resultaria
empleando ferredoxina en los ensayos, correspondiendo pues el
segundo pico a la cola de actividad que se obtendria en este
caso, sobrevalorada por coincidir con la ferredoxina eluida de

la columna.
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INaCl13]
PROTEINA {<(mg/ml>

NUMERO DE FRACCION

Perfil de eluciédn de la glutamato sintasa ensa-
en una columna de DEAE-celulosa DE-52

Figura 6&:
vada con _metilvioldqgeno,

A una columna (1,8 x 11,5 cm) equilibrada en tampon A se le
aplica una muestra del sobrenadante resultante tras un fraccio-
namiento con etanol al 60%Z (2 U). Tras lavar con 20 ml de tampdn
A, se aplica un gradiente de 160 ml de NaCl de 0 a 0,5 M en tam-
pédn A, recogiéndose fracciones de 4,2 ml.

La actividad se ensaya en todos los casos con 0,25 mM de
metilvioldgeno en vez de ferredoxina (apartado I1I1.C.1.2).

La ferredoxina, reconocible por su color rojizo, se
en las fracciones 29 y 30.

(g) actividad glutamato sintasa;

eluye

(+) proteina
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Igualmente, la actividad obtenida con NADPH como dona-
dor de electrones es probablemente el resultado de la presencia
en los extractos de Fd-NADP-oxidorreductasa, especifica para el
NADPH y descrita en Synechococcus 6301 (95), que reduciria fe-
rredoxina a partir del NADPH. Esta enzima es la responsable de
la aparente actividad NAD(P)H-nitrato reductasa descrita en esta
cianobacteria (58), como se demuestra en (26), y, probablemente,
también la responsable de la formacién de glutamato dependiente
de NAD(P)H en heterocistos de Nostoc muscorum (55). No parece
razonable atribuir la produccién de glutamato en presencia de
NADPH como agente reductor a una actividad NADPH-glutamato sin-
tasa. Los trabajos de Neilson & Doudoroff (110) en los afios se-
tenta han demostrado la ausencia de esta actividad en varias
especies de cianobacterias, entre las que se incluye Synecho-
goccus 6301. Por otra parte, todas las glutamato sintasas depen-
dientes de piridin nucledétidos descritas en organismos fotosin-
téticos son activas tanto con NADH como con NADPH (36, 45, 154),
excepto la de Chlamvdomonas reinhardtii v la de nédulos de al-
tramuz, que son estrictamente dependientes de NADH (98, 19). En
nuestro caso, no se observa ninguna formacidén de glutamato cuan-
do el donador de electrones es NADH. Por lo tanto, pensamos que

puede descartarse la existencia de esta actividad en Synecho-

cocecus 6301.

ITIT.B.1.3. Localizacién intracelular de la glutamato
sintasa de Synechococcus 6301

La actividad glutamato sintasa de Synechococcus 6301
se recupera en su totalidad en el sobrenadante de la
centrifugacidén a alta velocidad de los extractos obtenidos tras
la rotura de las células empleando métodos mas o menos drasticos
(tabla VI). La rotura por choque hipotdénico de esferoplastos
obtenidos por digestién de la pared celular con lisozima, consi-
derado un método adecuado de obtencidén de membranas intactas
(171), asi como la descompresién en una prensa de French, otro

método suave de rotura, tienen como consecuencia la liberacién



% DE RECUPERACION DE LA
ACTIVIDAD TOTAL

METODO DE ROTURA SOBRENADANTE SEDIMENTO
Prensa de French(l) 92 0
Lisozima y (2)
choque hipotdénico 1056 0
Sonicacién (4 min.)(s) 94 n.d.
Bﬁhler(l) 100 n.d.

Extractos crudos obtenidos segin se indica en los
apartados II1.B.1 y II1.B.2.1-3 se centrifugan durante 15 minutos
a 3.600 x g. E1l sobrenadante obtenido se centrifuga de nuevo a
33.000 x g (1), 41.000 x g (2) o 123.000 x g (3) entre 20 y 90
minutos, trds lo que se ensaya la actividad de sobrenadante
y sedimento. n.d.: no determinado.



inmediata de actividad glutamato sintasa al medio. Con procedi-
mientos mucho mas enérgicos para la preparacién de extractos,
como son tratamiento con ultrasonidos y homogeneizacién por vi-
bracién (BUhler), se obtiene igualmente el total de la actividad
en la fraccién soluble.

Todo ello es indicativo de que la ferredoxina-glutama-
to sintasa se encuentra soluble o al menos no fuertemente aso-
ciada a membranas en la cianobacteria Synechococcus 6301.

ITI1.B.1.4. Efecto de la fuente de nitrdégeno sobre la
tividad glut ! int

La tabla VII muestra los niveles de actividad glutama-
to sintasa ensayada in situ presentes en células de Synecho-
coccus 6301 en fase exponencial de crecimiento cultivadas en
distintas fuentes de nitrdégeno. E1l nivel maximo (2,3 U/mg cloro-
fila) se obtiene cuando las células crecen en amonio, siendo la
actividad en nitrato de un 86% de este valor. Cuando se elimina
la fuente de nitrégeno del medio, la actividad cae a un valor
del 70% después de 6,5 horas.

Estos resultados parecen indicar que, a diferencia de
otras enzimas que intervienen en la ruta de asimilacién de ni-
trégeno inorganico, la glutamato sintasa de Synechococcus 6301
no estd sometida a regulacién significativa dependiente de 1la
fuente de nitrégeno del medio. Esto resulta por otra parte 1légi-
co, ya que la glutamato sintasa lleva a cabo la segunda reaccién
en la ruta de asimilacién de amonio , siendo la glutamina sinte-
tasa, enzima encargada de la primera reaccién irreversible,
quien soporta el peso de la regulacién de esta importante via

asimilatoria.

III1.B.1.5. Estudios cinéticos sobre la glutamato sintasa de
g ] 5301 1izad . ¥

Para establecer las condiciones éptimas de los ensayos
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ACTIVIDAD
FUENTE DE NITROGENO (U/mg clorofila)
NINGUNA 1,65
KNO3 2,01
NH4Cl 2,34

Células procedentes de un medio con nitrato potasico se
lavan y resuapenden en medio fresco conteniendo la fuente de
nitrégeﬁg indicada, determinéndose la actividad 6,5 horas méas
tarde, como se indica en el apartado II.C.1.1.



in _gitu, hemos estudiado distintos parametros cinéticos de 1la
enzima, determinados en células de Svnechocogcus 6301

permeablilizadas con tolueno.

II1.B.1.5.1. Efecto de pH y temperatura de ensayo so
] . tividad glut ! ot o1
: nada i ¥

La figura 7 muestra la dependencia de la actividad
glutamato sintasa determinada in situ respecto del pH al que se
lleva a cabo el ensayo, en un intervalo comprendido entre 6,5 vy
8. E1 pH 6ptimo resulta ser de 7,5, y coincide con el valor de-
terminado posteriormente para la enzima purificada. El1 mismo
valor de pH 6ptimo se obtiene empleando tampén HEPES-NaOH en el
ensayo.

A pH 7,5 en tampén fosfato, la actividad ensayada a
distintas temperaturas, en un intervalo comprendido entre 20 vy
45°C, da un valor méximo a 40°C (fig. 8), coincidiendo con la
temperatura 6ptima de crecimiento del organismo y manteniéndose
el mismo nivel de actividad por encima de esta temperatura hasta
45°C al menos. ©Sin embargo, por razones de indole préctica vy
dado que el nivel de actividad obtenido a 30°C es considerable,
se ha elegido esta temperatura de trabajo a lo largo de nuestro

estudio.

IIT.B.1.5.2. Pardmetros cinéticos de la glutamato sin
tasa de Synechococcus 6301 determinados
. L4

Para determinar el tiempo 6ptimo de ensayo, se ha rea-
lizado una cinética de aparicién de glutamato a 30°C y pH 7,5.
En estas condiciones de ensayo, la actividad presenta una ciné-
tica perfectamente lineal durante los 15 primeros minutos (£fig.
9), por 1lo qué adoptamos este valor para log ensayos estandar.
Se puede apreciar también que la aparicidén de glutamato no se
desvia apenas de la linealidad durante al menos una hora.

Las figuras 10 a 12 muestran las representaciones de
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Fiqura 7: Efecto del pH sobre el ensayo in situ de la ac-—
tividad glutamato sintasa

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
I1.C.1.1, salvo que el pH del tampon fosfato varia como se indi-
ca. 25 pg clorofila/ml ensayo.
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Figura 8: Efecto de la temperatura sobre el ensayo in situ
de la actividad glutamato sintasa

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
11.C.1.1, sustituyendo el tampon fosfato por HEPES—-NaOH 50 mM,
pH 7, y variando la temperatura segun se indica. 23,56 ug de clo-
rofila/ml de ensayo.
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Figura 9: Cineética de la actividad glutamato sintasa de—
terminada in situ

El ensayo se lleva a cabo como se indica en el apartado
11.C.1.1, sustituyendo el tampédn fosfato por HEPES-NaOH 30 mM,
pH 7, y tomando fracciones alicuotas a los tiempos indicados.
14,4 pyg de clorofila/ml de ensayo.
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dobles reciprocos (Lineweaver-Burk) de concentraciones variables
de sustratos frente a velocidades determinadas in_situ, para los
distintos sustratos presentes en el ensayo (1/v vs 1/[S]).

El valor de EKm de la glutamato sintasa para la gluta-
mina obtenido de este modo varia segin sea la concentracién del
sustrato a-cetoglutarato en el ensayo, siendo aproximadamente 5
mM a 1mM de a-cetoglutarato, vy aproximadamente el doble a bmM.
La concentracidén de glutamina en el ensayo se mantiene sin em-
bargo a 5 mM, ya que por encima de este valor, la glutamina con-
“tenida en las muestras a analizar (manteniendo la dilucién maxi-
ma que permita detectar el glutamato formado) supera la zona
lineal de respuesta del método de andlisis; esto impide una co-
rrecta cuantificacidén de este aminodcido y no permite realizar
las correcciones que se indica en el apartado III1.A.1.

Concentraciones de a-cetoglutarato superiores a 5 mM
dan lugar, en los ensayos in _situ, a una inhibicidén por exceso
de sustrato (fig. 12), por lo que con estos datos s6lo es posi-
ble determinar la Km aparente, obteniéndose un valor de 1,3 mM
aplicando el método de Cleland (28). |

Es interesante destacar la gran afinidad que la enzima
parece presentar ﬁor el metilviolégeno en sistemas de células
permeabilizadas (Km = 13 pM). Como se ha discutido anteriormente
(apartado I1I1.B.1.2), la eficacia de este compuesto para actuar
como donador de electrones de la glutamato sintasa es sblo apa-
rente, y responde a la presencia en las células del transporta-

dor fisiolégico ferredoxina.

II1.B.2. Purificacién de la glutamato sintasa de Synechococcus

IIT.B.2.1. Método de purificacidn

El método que describimos a continuacién para la puri-
ficacidén de la glutamato sintasa de Synechococcus 6301 esta
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Las condiciones son las descritas en el apartade I11.C.1.1,
excepto que las concentraciones de glutamina son las que se in-
dican. 20 pg de clorofila/ml de ensayo.



81

6
[}
Km=13. 3 pM

S
T
Loy
[
S 4
|y
2}
o
(v
£ 3 ;
)
S’
X FT p
- ,n”u

1 ~

0 LD D) L L L L L L L

1 1
—0.10 -0.06 -0.02 0.02 006 0.10 0.14 0.8 0.22
-1
1/[METILVIOLOGENO] (uM)

Figura 11: Km de la glutamato sintasa para el
metilvioldgeno determinada en células toluenizadas

Las condiciones son las descritas en el apartado I1I1.C.1.1,
excepto que las concentraciones de metilvioldgeno son las que se
indican. 25 pg de clorofila/ml de ensayo.
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La condiciones son las descritas en el apartado 1I1.C.1.1,
excepto que las concentraciones de metilvioldgeno son las que se
indican. 25 pg de clorofila/ml de ensayo.

La Km aparente se calcula aplicando el método grafico de
Cleland (28).
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basado en la utilizacién de dos pasos determinantes en el proce-
so: precipitacién fraccionada con etanol y cromatografia de afi-
nidad en ferredoxina-sefarosa, esta Gltima descrita ya como mé-
todo util para la purificacién de otras enzimas dependientes de
ferredoxina (26, 95, 170).

Debido a la marcada inestabilidad de la enzima en so-
lucidén, el tampdén en que se lleva a cabo todo el proceso debe
incluir varios agentes protectores. El1 tampén A, utilizado a lo
largo de 1la purificacién, es fosfato potéasico 20 mM, pH 7,5,
suplementado con el quelante de metales EDTA (1 mM) y el agente
protector de grupos sulfhidrilos B-mercaptoetanol (10 mM). Ade-
mas se incluyen los sustratos a-cetoglutarato y glutamina (1 mM
de cada uno), cuya accién estabilizante se recoge en la tabla
VIII. Se puede observar que la adicidén de cualquiera de los sus-
tratos al tampdén parece proteger a la enzima de la inactivacién,
aunque el a-cetoglutarato resulta més efectivo que la glutamina.
El glicerol, utilizado para reducir la actividad del agua e imi-
tar las condiciones del entorno natural de la proteina (141), no
tiene efecto positivo. En la obtencién de los extractos crudos,
puntos de partida de la purificacién, el tampén A se suplementa
inmediatamente antes de la rotura con 1 mM del inhibidor de pro-
teasas de serina PMSF (51), y la concentracién del tampbédn fosfa-
to es de 50 mM. La adicién de FAD al tampdén, asi como la rotura
en condiciones microaerdbicas, no consiguen mejorar la estabili-
dad de la enzima.

El método empleado para la obtencidén de extractos cru-
dos es el tratamiento con ultrasonidos (apartado II.B.1), tras
el cual la actividad recuperada (ensayada con ferredoxina) es en
promedio el 80% de la determinada in situ con metilvioldgeno
antes de la rotura. Otros métodos ensayados para la obtencién de
extractos‘(prensa de French, choque osmdético u homogeneizador
Bithler) dan como resultado una recuperacidén inferior de activi-
dad.

Todo el proceso se lleva a cabo a temperaturas com-

prendidas entre 0 y 4°C.
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ACTIVIDAD DEL EXTRACTO

ADICION mU/mg prot. %
ninguna 9,2 100
a-CGA 2 mM 12,4 135
GLN 2 mM 10,3 112
glicerol 10% 6,7 73

Células cultivadas con cloruro aménico en lugar de nitrato se
recogen por centrifugacidn, se resuspenden en tampdédn fosfato
potédsicce 50 mM, pH 7,5 hasta una concentracidn de 1,69 mg
proteina/ml v se dividen en 4 fracciones que se suplementan con
los compuestos indicados. Seguidamente se someten a tratamiento
con ultrasonidos durante 1,5 minutos y se ensaya directamente la
actividad de la suspensidn obtenida.
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I11.B.2.1.1. Precipitacién fraccionada con etanol del
) %

El primer paso en la purificacién de la glutamato sin-
tasa de Synechococcus 6301 es un fraccionamiento con etanol del
extracto crudo obtenido por tratamiento con ultrasonidos, segin
se indica en el apartade II.B.1. Datos de purificaciones de o-
tras proteinas de este organismo (26) asi como nuestros propios
resultados preliminares habian puesto de manifiesto anteriormen-
te que la accidn del etanol requeria la presencia de alta fuerza
iénica en el medio como condicidédn imprescindible para descartar
una fraccién importante de las proteinas del extracto en el
fraccionamiento. A partir de estas observaciones, se optimizd el
proceso segln se describe a continuacidn.

A un extracto crudo libre de células (apartado II.B.1)
se le afiade lentamente y con agitacién suave, NaCl sbélido pulve-
rizado con mortero, hasta una concentracién final de 0,8 M. Una
vez disuelto el NaCl, al extracto se le afiaden del mismo modo
0,66 volimenes de etanol absoluto preenfriado a -20°C y se incu-
ba en hielo durante 10 minutos con agitacidn ocasional. A conti-
nuacidén se centrifuga a 8.000 x g durante 15 minutos, obtenién-
dose un sobrenadante azul y un precipitado de color verde que se
descarta.

Al sobrenadante se le afiade un volumen igual de etanol
en las mismas condiciones, para alcanzar un 70% (v/v). Tras
10 minutos de incubacidén, se centrifuga a 8.000 x g durante
15 minutos y se descarta el sobrenadante, de color gris-azulado.
El sedimento, también de color azul, se resuspende cuidadosamen-
te con 12 a 15 ml de tampdén A y se dializa frente a 2 1 de este
mismo tampdén durante 4 h, con un cambio a las dos horas. Segui-
damente, el dializado se centrifuga a 35.000 x g durante 15 mi-
nutos para descartar las proteinas desnaturalizadas.

La tabla IX muestra la recuperacidén media de este pa-~
80, cercana o superior al 100%, probablemente por eliminacidén de
interferencias, con una purificacién de 44 veces y una concen-
tracidén considerable de la enzima, punto este importante para la

estabilidad de la proteina.
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Recuperacidén v grado de purificacidén medios tras las distintas

etapas de la purificacidén de la glutamato sintasa

de Svnechococcus 6301

ETAPA RENDIMIENTO (%) PURIFICACION

(veces)

Fraccionamiento

con etanol 111,56 44

Cromatografia de

intercambio idnico 65 3,25

1% afinidad en

Fd-sefarosa 75,5 22

2% afinidad en

Fd-gefarosa 67 1,5

Loz datos son la media de 4 purificac

iones.



87

Si se mantienen las condiciones descritas para el
fraccionamiento, el método resulta altamente repetitivo. Sin
embargo, sl se altera el contenido en proteina del extracto " an-~
tes del tratamiento, ya sea por mayor concentracidén celular de
partida o por mayor eficacia en el procedimiento de rotura, los
resultados de rendimiento y grado de purificacién varian nota-
blemente, perdiéndose un gran porcentaje de la actividad en este
primer paso. En nuestras condiciones, la concentracién 6ptima de
proteina para una buena recuperacién en el fraccionamiento osci-
la entre 50 yv 60 mg/ml.

Cuando el NaCl se sustituye por 1 M de NaNOB, se ob-
tiene un mismo grado de fraccionamiento de la proteina total;
sin embargo, la recuperacidn de la actividad resulta generalmen-
te inferior a la obtenida con NaCl, presentando bastante varia-
bilidad de un experimento a otro. Cuando se omite la presencia
de sal durante el fraccionamiento, el comportamiento de la pro-
teina es muy diferente, recuperandose la actividad glutamato
sintasa en el sobrenadante del 70% de etanol, con rendimiento vy
grado de purificacidén sensiblemente inferiores.

Igualmente, se han probado otros intervalos de concen-
tracidén de etanol, obteniéndose en todos los casos peores resul-

tados.

II1.B.2.1.2. Cromatografia de intercambio idnico en
DEAE-celulosa

Se emplea como paso previo a la cromatografia de afi-
nidad en ferredoxina-sefarosa, con el fin de obtener preparacio-
nes mas limpias para aplicar en ese proceso, y eliminar ferre-
doxina, que podria competir con la unida a la matriz de afini-
dad.

Se utiliza un lecho de DEAE-celulosa DE-52 (3x10 cm)
formado a partir de unos 25 g (peso seco) de adsorbente equili-
brados con tampén A y empaquetados en una columna de vidrio a un
flujo de 170 ml/h.

La muestra resultante del fraccionamiento con etanol
(22 a 27 ml) se aplica sobre el lecho a un flujo de 96 ml/h,



tras lo cual se lava la columna con 2,5 volimenes de lecho de
tampén A suplemenfado con 0,15 M de NaCl. Aproximadamente un 2%
de la actividad glutamato sintasa se eluye con este lavado, jun-
to con ficocianinas y otras proteinas (aproximadamente 60% de la
proteina total). El material protéico retenido se eluye a conti-
nuacién con un gradiente lineal de NaCl en tampén A (0,15 a
0,35 M y 300 ml de volumen total) a un flujo de 52 ml/h. La ac-
tividad glutamato sintasa se eluye como un solo pico a una con-
centracién de NaCl de 0,24-0,27 M (fig. 13) formando parte de
una banda de color verdoso. Las fracciones con suficiente acti-
vidad (entre 65 y 70% de la actividad aplicada, con una purifi-
cacidén de 3-4 veces, tabla IX) se reunen y dializan durante una
noche frente a 4 1 de tampdé4n A, pudiéndose perder en este proce-
so un 10% como maximo de la actividad.

La ferredoxina queda retenida en la parte superior de
la columna, empezando a desplazarse lentamente al llegar el gra-
diente él valor de 0,35 M de NaCl. Esta proteina se recupera, de
forma concentrada para su posterior aprovechamiento aplicando
0,5 M de NaCl en el tampdn. Sin embargo, hemos observado que
probablemente debido a las caracteristicas del tampén (incluye
una alta concentracién de B-mercaptoetanol) si no se dializa
inmediatamente después de eluida, la ferredoxina recuperada en
este paso pierde su caracteristico color rojizo al cabo de pocos
dias, de modo aparentemente irreversible. No se ha comprobado la
capacidad de esta proteina decolorada para seguir actuando como
transportadora de electrones.

Los valores de rendimiento de la purificacién referi-
dos hasta ahora corresponden a un proceso en el cual la activi-
dad glutamato sintasa presente en las distintas etapas se ha
determinado segin el método descrito en el apartado I1I.C.1.2,
utilizando ferredoxina reducida con ditionito como donador de
electrones en el ensayo. Sin embargo, y como se indicdé en el
apartado II1.B.1.2, cuando la actividad presente a lo largo del
pProceso se ensaya con metilviolégeno como donador de electrones,
se observa una pérdida drastica de actividad (aproximadamente
80%) después de la cromatografia de intercambio idénico. Esto es

debido a que los niveles de actividad metilvioldégeno-glutamato
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Las condiciones de la cromatografia se indican en el texto

(apartado I111.B.2.1.2.). Se aplica una muestra de 22,5 ml resul-
conteniendo 136 U.

tante del fraccionamiento con etanol,
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proteina.
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sintasa medidos en los pasos anteriores a la cromatografia de
intercambio iénico son en realidad actividad ferredoxina-gluta-
mato sintasa, ya que este eficiénte donador de electrones esta
presente en todos los casos a alta concentracién. Solamente al
separar ferredoxina y glutamato sintasa en fracciones distintas
tras la cromatografia, el ensayo refleja una auténtica actividad
metilvioldégeno-glutamato sintasa, con un fendimiento del 20% con
respecto al determinado antes de la cromatografia. Este valor
coincide perfectamente con la relacidén de actividades obtenidas
con metilvioldégeno y ferredoxina, respectivamente, en prepara-
ciones purificadas de glutamato sintasa. (ver apartado
II1.B.3.2.1).

IIT.B.2.1.3. Cromatografia de afinidad en gel de
ferredoxina-gsefarosa

Como ya discutiamos en el apartado III1.B.2.1.2., el
tampén A parece tener algin efecto negativo sobre la ferredoxi-
na. Esto es especialmente evidente, y muy perjudicial, para los
geles de ferredoxina-sefarosa. Efectivamente, para obtener un
maximo rendimiento, el gel de afinidad ha de equilibrarse con
tampén A. Se puede observar que, después de un uso prolongado (4
6 b cromatografias), y pese a lavar exhaustivamente la columna
con tampdén fosfato 20 mM pH 7,5 inmediatamente después de cada
cromatografia, el gel de afinidad va perdiendo paulatinamente su
color rojizo caracteristico, a la vez que disminuye su capacidad
de retener a la glutamato sintasa en nuestras condiciones. Este
fenémeno de decoloracién de la ferredoxina unida al gel, como
consecuencia probable de la presencia de B-mercaptoetanol en el
tampén de equilibrado, parece ser una constante en las cromato-
grafias de afinidad en ferredoxina-sefarosa (Wallsgrove, comuni-
cacién personal). Por este motivo, los resultados obtenidos en
este baso son siempre empiricos, dependiendo en las distintas
purificaciones del estado de uso de cada columna, siendo necesa-
ria a veces la repeticién de la cromatografia para ultimar la
purificacidn.

El gel de ferredoxina-sefarosa se prepara uniendo
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ferredoxina purificada de Synechococcus 6301 (apartado II.B.3) a
Sefarosa 4B por el procedimiento descrito en el apartado II1.B.4,
Este paso de cromatografia se lleva a cabo dos veces, empleando
una columna de 0,8 x 4,5 cm, equilibrada con tampén A. En wun
primer paso la muestra, 50-60 ml del dializado obtenido del paso
anterior, se aplica directamente sobre el lecho del gel a un
flujo de 13 ml/h, lavandose posteriormente el lecho con unos 6
volimenes de tampdén A. En este lavado se puede eluir mas del 95%
de la proteina total de la muestra, dependiendo el grado de pu-~
rificacién en cada caso de la pureza de la fraccidén aplicada.
Salvo en las primeras ocasiones en que se utilizdé esta columna,
un lavado mas prolongado con tampén A provoca la elucidn 1lenta
de la enzima, por lo que se aplica inmediatamente tampén A
suplementado con 0,25 M NaCl para eluir toda la glutamato sinta-
sa (fig. 14), con un rendimiento en el pico que oscila entre el
60 v el 75% de la actividad aplicada, y una purificacién media
de 22 veces (tabla IX). Las fracciones con buena actividad se
dializan frente a 4 litros de tampén A durante una noche.

El dializado obtenido se aplica nuevamente sobre un
gel de afinidad de las mismas caracteristicas que el anterior,
lavindose de nuevo la columna con varios volumenes de tampdén A,
a fin de eliminar las impurezas no unidas especificamente al
gel. Cuando de nuevo empieza a salir lentamente la actividad
glutamato sintasa, se aplica 0,25 M de NaCl en tampé4n A. La ac-
tividad, aproximadamente un 70% de la aplicada, se eluye inme-
diatamente (fig. 15); el factor de purificacibén en este segundo
paso es bajo (aproximadamente 1,5 veces), ya que la muestra a-
plicada tiene ya un alto grado de pureza.

En general, el rendimiento total del conjunto de las
cromatografias de afinidad es de aproximadamente un bH0%, siendo
el grado de purificacién global de unas 30 veces, repartidas
entre las dos cromatografias.

La purificacién de la nitrato reductasa de este mismo
organismo emplea igualmente cromatografia de afinidad en
ferredoxina-sefarosa (26), pero en este caso es necesario redu-
cir previamente la ferredoxina con ditionito por ser baja la

afinidad de la enzima por la ferredoxina oxidada. En nuestro
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Figura 14: Perfil de elucitn de la glutamato sintasa de
Synechococcus 6301 en  la primera cromatografia de afinidad en
ferredoxina-sefarosa

Las condiciones de la cromatografia se indican en el texto
(apartado 111.B.2.1.3.). Se aplican 56 ml de muestra conteniendo
88 U, procedentes de una cromatografia de intercambio idnico. La
flecha indica la aplicacitn de 0,25 M de NaCl en tampon A.

(o) actividad glutamato sintasaj; (+) proteina.
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Figura 15: Perfil de echién de la glutamato sintasa de
Synechococcus 6301 en  la sequnda cromatografia de afinidad en
ferredoxina-sefarosa

Las condiciones de la cromatografia se indican en el texto
(apartado II11.B.2.1.3.). Se aplican 5,3 ml de muestra contenien-
do 50,6 U, procedentes de una primera cromatografia de afinidad
en gel de ferredoxina-sefarosa. La flecha indica la aplicacion
de 0,25 M de NaCl en tampdn A.

(o) actividad glutamato sintasaj; (+) proteina.



caso, cuando la muestra en tampén A reducido con ditionito se
aplica sobre un lecho de ferredoxina-sefarosa cuya ferredoxina
se ha reducido con el mismo tampén y se eluye con tampdn A "oxi-
dado" (sin ditionito) suplementado con 0,15 M NaCl, el rendi-
miento global es muy inferior al de las condiciones descritas
anteriormente. La tabla X y las figuras 16a y b comparan los
resultados de la cromatografia de afinidad con ferredoxina oxi-
dada y reducida. Se observa que, al contrario de lo que ocurria
con la nitrato reductasa, la glutamato sintasa de Synechococcus
6301 presenta una afinidad similar por la ferredoxina oxidada o
reducida, siendo su comportamiento cromatografico semejante en
ambos casos. Sin embargo, la presencia de ditionito y sus pro-
ductos de oxidacidén parece producir una considerable inactiva-

cién de la enzima tras la cromatografia.

La tabla XI resume el proceso de purificacién de la
glutamato sintasa de Synechococcus 6301, para el caso en que se
obtuvo mejor rendimiento final. La recuperacidén fué del 43% de
la actividad enzimdtica original, siendo la purificacién total
de unas 2.800 veces. La actividad especifica de la preparacidn
final obtenida es de aproximadamente 31 U/mg de proteina, ensa-
vada con ferredoxina como donador de electrones.

La preparacién de proteina asi obtenida se encuentra
muy diluida, y presenta un tenue color amarillo. Sin embargo, al
someter dicha preparacidén a un proceso de concentracidén, ya sea
por ultrafiltracidén a través de membrana o por didlisis,se produ-
ce una pérdida considerable de actividad (60%) de caréacter irre-
versible, obteniéndose una preparacidén concentrada de color ama-
rillo, pero con una actividad especifica muy inferior a la de la

enzima diluida (aproximadamente 12 U/mg de proteina).

III.B.2.2. Criterios de homogeneidad
II1.B.2.2.1. Constancia de la actividad especifica

La coincidencia en forma y localizacidén de actividad
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METODO RENDIMIENTO (%) PURIFICACION

ESTANDAR( D) 81 39,2
{todo oxidado)

COLUMNA "0OXIDADA" (2)
MUESTRA “REDUCIDA" 27 6,5

TODO REDUGIDO(S) 37 17

(1) La cromatografia ze lleva a cabo como se indica en el
apartado II.E.3.2. v en el texto. Se aplican 2,6 U de glutamato
sintasa en un extracto procedente de una cromatografia de
intercambio idnico

(2) Mismas condiciones que (1), salvo que el tampdn de
equilibrade de la columna carece de glutamina y el tampdén de la
mueatra ze suplementa con 1 mg/ml de NaOS°O4. Se aplican 633 mU
de glutamato sintasa. -

(3) Mismas condiciones que en (1), salvo que el tampdn de
equilibrade de la columna carece de glutamina y esta
suplementado, al igual gque la muestra, con 1 mg/ml de Na28204.
Se aplican 332 ml de glutamato sintasa.
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Figura 16: Perfil de elucidn de la glutamato sintasa de
Synechococcus 6301 en gel de ferredoxina—-sefarosa oxidado o re-—
ducido

a) 2 ml de muestra procedente de una cromatografia de in-
tercambio idnico conteniendo 336 mU se aplican a un gel de
ferredoxina~-sefarosa (0,8 x 4,5 cm), lavandose primero con
tampédn A y posteriormente con el mismo tampdn suplementado pri-
mero con 0,15 M de NaCl y después con 0,3 M (flechas).

b) 2 ml de muestra procedente de una cromatografia de in-
tercambio idnico conteniendo 332 mU en tampdn A suplementado con
Na_S.0, 1 mg/ml se aplicanm a un gel de ferredoxina-sefarosa pre-
viamente equilibrado en tampdn A suplementado con Na_ 5.0
1 mg/ml. Seguidamente se lava con el mismo tampdn y posterior-
mente con tampdn A sin ditionito (tampdn oxidado) suplementado
primero con 0,13 M NaCl y después con 0,3 M (flechas).

(o) actividad glutamato sintasa; (+) proteina.



TABLA XI

Resumen de la purificacidn de la ferredoxina-glutamato sintasa de Synechococcus 6301

FRACCION

ACTIVIDAD

PROTEINA ACT. ESP. RECUPER. PURIFIC.

(u) (mg) (u/mg) (%) (veces)
Extracto crudo 129 11470 0,01 100 1
Etanol (40 a 70%) 136 353 0,38 105 34
Eluato de DEAE-celulosa 93 30 3,10 72 283
Eluato de 1a Fd-Sefarosa 69 3,9 17,85 54 1620
Eluato de 22 Fd-Sefarosa 55 1,8 30,91 43 2800

L6
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enzimdtica v cantidad de proteina presentes en las fracciones
resultantes de la segunda cromatografﬁa de afinidad en
ferredoxina-sefarosa (fig. 15) indica una estrecha correlacién
entre ambos pardmetros y sugiere la presencia de una Gnica pro-
teina en estas fracciones, en las que la actividad especifica
presenta valores practicamente constantes. En los casos en que
se determindé la absorbancia a 438 nm (pico caracteristico de las
flavinas en esta proteina), los valores obtenidos en las distin-
tas fracciones del pico se corresponde con la actividad o protei-
na, reforzando la idea de la presencia de una sola proteina en
estas preparaciones.

Cuando las fracciones del pico de actividad eluido
tras el Gltimo paso de cromatografia se someten a filtracidén en
gel en HPLC (ver apartado I1.E.3.3), se observa la aparicién de
un Unico pico de proteina, detectado por su absorbancia a 280 nm
(fig. 17). Este pico eluye a los 34 minutos y se corresponde con
la actividad glutamato sintasa, como demuestra la figura 39.

Sin embargo, este criterio ha de tomarse con precau-
cidén , ya que en algunos casos en que se observd igualmente un
tnico pico en filtracién en gel, una electroforesis posterior de
las muestras reveld alguna tenue banda de proteina contaminante
no detectada en el HPLC. E1 poder de resolucidn de esta Gltima
cromatografia no es pues muy elevado para proteinas de alto peso
molecular; la figura 39 muestra cdémo proteinas cuyos pesos mole-
culares difieren en 90 kDa se eluyen de la columna con sélo 4
minutos (aproximadamente 1,6 ml) de diferencia, valor cercano al

- de la anchura de los picos.

I11.B.2.2.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

ITTI.B.2.2.2.1. Electroforesis en condiciones no

desnaturalizantes

La pureza de la preparacidén enzimatica final se com-
prueba mediante electroforesis analitica en gel de poliacrila-
mida, llevada a cabo segun se indica en el apartado 1II1I.E.4.1. La

preparacién (fraccién pico de una segunda cromatografia de
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Figura 17: Cromatografia de filtracion en gel mediante

HPLC de la glutamato sintasa purificada de Synechococcus. Perfil
de elucion de proteina

15 pl de muestra conteniendo 0,697 mg proteina/ml, proce-
dentes de una cromatografia de afinidad en ferredoxina-sefarosa
se someten a filtracidn en gel como se indica en el apartado
I1.E.3.3, detectandose la absorbancia a 280 nm.

El pico de 53.95 minutos corresponde a los componentes del
tampdn.
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afinidad en ferredoxina-sefarosa) presenta dos bandas de protei-
na, que se corresponden en su localizacidén con las dos bandas de
decoloracién gque aparecen al tefiir los geles para actividad glu-
tamato sintasa (apartado I1.E.4.4) (fig. 18). (Con esta tincién,
las bandas de actividad no aparecen como una decoloracién neta
sino s6lo como una diferencia en la tonalidad roja del gel reve-
lado con trifeniltetrazolio). Del mismo modo, si se ensaya por
separado la actividad glutamato sintasa de distintas fracciones
cortadas a lo largo del gel, se obtiene un histograma cuyos pi-
cos coinciden con los del densitograma o las bandas de +tinciédn.
La actividad total recuperada de esta forma tras la
electroforesis es muy baja (menos del 2%). La enzima parece ser
pues inestable en la electroforesis, tal y como ocurre con la
enzima de espinaca (65), en la que se observa ademds una pérdida
considerable de flavina durante este proceso.

Las dos formas de estimacidén de actividad apoyan por
tanto el que las dos bandas correspondan a proteina glutamato
sintasa.

La intensidad de la banda minoritaria de proteina-ac-
tividad mas alejada del frente varia de una purificacidén a otra,
sugiriendo que esta banda sea el resultado de la degradacién.

proteolitica de la enzima nativa.

111.B.2.2.2.2. Electroforesis en condiciones

desnaturalizantes

Cuando la electroforesis se lleva a cabo en presencia
de SDS, se obtienen nuevamente dos bandas de proteina (fig. 18),
cuyos tamafios varian en menos de 5 kDa. De nuevo la intensidad
de la banda correspondiente al menor peso molecular varia de una
purificacién a otra, dato que apoya nuevamente el gque una de
ellas sea el producto de degradacidén de la proteina nativa. La
posibilidad alternativa, existencia de dos isoenzimas con acti-
vidad ferredoxina-glutamato sintasa que copurificasen no es
descartable con nuestros resultados. Sin embargo, y debido a la
falta de constancia citada en la intensidad de la banda de menor

peso molecular, nos parece una hipdtesis poco probable. La
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Figura 18: Electroforesis analitica en gel de
poliacrilamida de 1la ferredoxina—glutamato sintasa purificada

Una muestra de 15 pg de proteina se somete por duplicado a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6,25% de acrilamida.
a) Tincidn de actividad. b) Tincién de proteina. Los detalles
del proceso se describen en el apartado IT.E.4.1.
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Figura 19: Densitoqrama correspondiente a la
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de la fraccidn

pico eluida de la sequnda ferredoxina—sefarosa

Tincidn de proteina. Volumen de muestra 50 pl. Acrilamida

al b6%. Otras condiciones como se indica en el apartado I1.E.4.2.
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presencia de altos niveles de actividad proteolitica ha sido
descrita en extractos de cianobacteria (142), inhibibles por
PMSF sélo en un 60%, y responsables, entre otros, de la aparente
heterogeneidad electroforética de la ferredoxina-NADP reductasa
purificada de Anabaena sp 7119. Este podria ser el caso de la
glutamato sintasa de Synechococcus 6301.

Puede afirmarse, por tanto, que dentro de los valores
de resolucién del método (2-3%), 1la Gnica proteina presente en
las preparaciones es glutamato sintasa, aungque una porcidén de

las moléculas esté parcialmente degradada.

I11.B.3. Propiedades de la glutamato sintasa de Synechococcus
6301

ITT1.B.3.1. Bropiedades fisicoguimicas

Las propiedades que se exponen a continuacidén se resu-
men en la tabla XII.

ITT1.B.3.1.1. Coeficiente de sedimentacidn

Muestras alicuotas de la preparacién de glutamato sin-
tasa purificada, conteniendo 0,2 U de actividad, se someten a
centrifugacién en gradiente lineal de sacarosa (5-20%) como se
indica en el apartado II.E.2. Los resultados obtenidos se pre-
sentan en la figura 20. Existe una relacidén lineal entre los
valores de coeficiente de sedimentacién de las proteinas patrén
vy su localizacién en el gradiente una vez finalizada 1la
centrifugacién (100). La glutamato sintasa se localiza por su
actividad dependiente de ferredoxina en una posicién correspon-

diente a un valor de 8,46 S.

I1I1.B.3.1.2. Radio de Stokes

La determinacién del radio de Stokes de la glutamato
sintasa de Syvnechococcus 6301 se realiza siguiendo el método
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PARAMETRO VALOR
RADIO DE STOKES 4,32 nm
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION 8,46 S
f/fo 1,213
PESO MOLECULAR (SDS) 160,4 kDa
PESO MOLECULAR

(coef. sediment. y R. Stokes) 156,0 kDa

NUMERO DE SUBUNIDADES

1
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Fiqura 20: Determinacion del coeficiente de sedimentacidn
de la glutamato sintasa de Synechococcus 6301 por centrifugacion
en qradiente de sacarosa

Las condiciones experimentales se detallan en el apartado
I1.E.2.
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descrito por Siegel y Monty (146) mediante cromatografia de fil-
tracidén en gel en Sephacryl S-300 superfine segin el procedi-
miento descrito en el apartado II.E.3.3. La figura 21 muestra
los resultados obtenidos al someter sucesivamente a filtracién
proteinas marcadoras de radio de Stokes conocido y 0,5 U de glu-
tamato sintasa. Existe una relacién 1lineal entre los radios de
Stokes de los marcadofes v el [log(Kav)]l/z, un parametro que se
define como la fraccibén de la matriz del gel que puede ser ocu-
pada por una esfera de radio igual al radio de Stokes de la pro-

teina:

donde Veaes el volumen de élucién de una proteina dada, Vo es el
volumen vacioc o de exclusidén del lecho del gel (24,84 ml), de-
terminado por filtracidén de azul dextrano, ¥y Vt es el volumen
total de la columna (64,4 ml). A partir de estos datos y del
volumen de elucidén de la glutamato sintasa (38,12 ml), se calcu-
la por interpolacién un valor de 4,32 nm como correspondiente al
radio de Stokes de la enzima.

Cuando la filtracidén se lleva a cabo mediante HPLC en
geles de silice en las columnas Protein Pak 125 y 3005W de
Waters (EE.UU.), se obtiene un valor de radio de Stokes seme-
jante: 4,35 nm.

Es interesante comentar que la recuperaciédn de activi-
dad tras la cromatografia de filtracién en gel es muy pobre en
el caso de filtracidén convencional (menor del 30%) y mediocre en
HPLC (cerca del 60%). El1 fendémeno de inactivacidén como conse-
cuencia de una filtracidén en gel ha sido también observado en la

enzima procedente de maiz (102) y Vicia (167).

III.B.3.1.3. Peso molecular determinado en condiciones
no_desnaturalizantes

Cuando los volGmenes de elucién de las proteinas
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Fiqura 21: Determinacion del radio de Stokes de la gluta-—
mato sintasa de Synechococcus 6301 por cromatografia de filtra-
cion en gel en Sephacryl S-300

Las condiciones experimentales se detallan en el apartado
IT.E.3.3.
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obtenidos de la filtracién en gel descrita en el apartado ante-
rior se representan frente al logaritmo de su peso molecular, se
obtiene una correspondencia lineal, de la que se puede deducir
- un valor aproximado de peso molecular para la glutamato sintasa
de 138 kDa asumiendo forma esférica, tanto en cromatografia con-
vencional como mediante HPLC.

El peso molecular de la glutamato sintasa se ha esti-
mado con mayor exactitud siguiendo el método de Siegel y Monty
(146), que combina los valores obtenidos de radio de Stokes vy

coeficiente de sedimentacién. La férmula empleada ha sido:

6 n N Rs S

(1-op)

donde 7 es la viscosidad del medio (1,017 cp), N el numero de
Avogadro, Rs el radio de Stokes (4,32 nm), S5 el coeficiente de

sedimentacidén (8,46 S), 7 el volumen parcial especifico, asumido
como 0,725 cms/g (96) vy p la densidad del medio (1,007 g/cms).

El peso molecular calculado por este procedimiento, que puede
considerarse de mayor precisién que el obtenido por filtraciédn

en gel Gnicamente, resulta ser de 156 kDa.

II1.B.3.1.4. Peso molecular determinado en condiciones
, 3 ! 13 ! Eet . én del ng
de subunidades

Muestras alicuotas de 15-25 pl de una preparacién en-
zimdtica purificada, conteniendo 30-50 pg de proteina, se some-
ten a electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% de
acrilamida conteniendo 0,1% de SDS. La figura 19 muestra la pre-
sencia de dos bandas de proteina que migran a velocidades muy
semejantes. Como se discutié en el apartado III1.B.2.2.2.1, las
dos bandas que aparecen corresponden a proteina glutamato sinta-
sa.

Para determinar su peso molecular, se someten a

electroforesis simultaneamente una serie de proteinas patrones
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con cadenas polipeptidicas de peso molecular conocido. La figura
22 muestra el resultado obtenido al representar el logaritmo
decimal de los pesos moleculares frente a los valores de Rf de
las proteinas marcadoras. E1l peso molecular, calculado por in-
terpolacién a partir de la movilidad relativa de la banda mayo-
ritaria correspondiente a la glutamato sintasa, resulta ser de
160 kDa. La segunda banda de proteina, minoritaria, que se ob-
serva en esta electroforesis presenta un peSo molecular de 155
kDa, es decir, inferior en un 3% al obtenido para la banda mayo-
ritaria. La intensidad de la banda de proteina de menor peso
molecular varia de una purificacidén a otra, apoyando el que sea
producto de la degradacidn proteolitica de la enzima, cuyo peso
molecular original seria el determinado para la banda superior.

El valor de 160 kDa obtenido para la enzima desnatura-
lizada estd préximo al calculado por el método de Siegel y Monty
para la proteina nativé (156 kDa). Por lo tanto, pensamos que se
puede afirmar que la glutamato sintasa de Synechococcug 6301 es
una proteina monomérica, constituida por una sola cadena poli-
preptidica de un peso molecular de 1568 kDa.

El bajo valor obtenido en la filtracidén en gel es di-
ficilmente explicable, aunque coincide con lo descrito para la
glutamato sintasa de espinacas (65), donde igualmente la filtra-

cidén en gel subestima el peso molecular de la enzima.

II1.B.3.1.5. Determinacién de la friccién relativa

Un parédmetro interesante y que da informacidén acerca
de la forma de las macromoléculas es la friccidén relativa, f/fo,

donde:

g
14

6 nnRs v f =6 nnRo s
siendo R, = (3 Pnv /4 /3

donde fo y Ro son respectivamente los valores del coeficiente de

friccién y del radio de una macromolécula esférica del mismo
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Fiqura 22: Determinacion del peso molecular de 1la glutama-—
to sintasa de Synechococcus 6301 por electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS

La electroforesis se lleva a cabo en un gel al 74 de
acrilamida segun se detalla en el apartado II.E.4.2.
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peso nolecular y densidad que la estudiada.
La friccién relativa se define como:

RS

£/t = _
(3 Pmi /4 wn)l/3

vy nos da informacidén sobre el grado de asimetria de las molécu-
las. Valores de friccién relativa entre 0,9 v 1,4 han sido des-
critos para proteinas globulares, mientras que moléculas mnuy
asimétricas dan valores mayores (23).

El valor de friccién relativa obtenido para la gluta-
mato sintasa de Synechococcus 6301 ha sido de 1,213, sugiriendo
una forma algo alargada para esta proteina globular en su estado

nativo.

II11.B.3.1.6. Espectros de absorcién

Como se ha descrito en el apartado III1.B.2.1.3, 1la
preparacidén enzimdtica final presenta un marcado color amarillo,
sugiriendo la presencia de un grupo prostético flavinico en la
glutamato sintasa de Synechococcus 6301. La figura 23 muestra
como, efectivamente, una preparacién homogénea de la enzima pre-
senta un espectro de absorcién tipico de flavoproteina, con ma-
ximos de absorcidén a 279, 370 y 438 nm, vy hombros a 418 vy
476 nm. Estos Gltimos son frecuentemente observados en flavopro-
teinas cuando se comparan con flavinas libres, y son atribuibles
a interacciones hidrofébicas con la apoproteina (1089). La rela-
cién entre la absorbancia a 279 y 438 nm tiene un valor medio de
11.

La figura 24 muestra la variacidén que se produce en el
espectro de absorcidén cuando la preparacién homogénea de pro-
teina se reduce con un exceso de ditionito. Puede apreciarse la
desaparicién de los picos caracteristicos de la flavina oxidada,
asi como su recuperacidén total una vez que se aflade el sustrato
a-cetoglutarato a la preparacidén enzimatica. Esto pone de mani-
fiesto el papel catalitico del grupo flavinico en la reaccidn de

la glutamato sintasa.
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Fiqura 23: Espectro de absorciodn de la glutamato sintasa
de Synechococcus 6301

Enzima‘purificada, 2,26 mg proteina/ml, en tampdédn A. Otras
condiciones segun se detalla en el apartado II.E.S5.
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Figura 24: Espectro de absorcion de la glutamato sintasa
de Synechococcus 6301 en sus formas oxidada y reducida con
ditionito

[A]l Enzima purificada, aproximadamente 1,6 mg proteina/ml,
en tampén fosfato potdsico 20 mM, pH 7,5. [B] A reducida por
adicidén de ditionito en exceso. [C] B + unos cristales de a-ce-
toglutarato.
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II1.B.3.1.7. Identificacidén v cuantificacion del grupo
E]:cst’sl ] E] 2 s

El grupo prostético flavinico de la glutamato sintasa
se ha analizado por cromatografia de adsorcidén en fase reversa
mediante HPLC y deteccidén fluorimétrica, tras su separacidén de
la apoenzima empleando distintos tratamientos y comparando con
patrones de flavinas de concentracidén conocida tratados de forma
semejante.

La tabla XIII muestra los tiempos de retencidn, tras
la cromatografia, de los picos Qorrespondientes a FMN, FAD vy
riboflavina detectados por su fluorescencia a 530 nm al ser ex-
citados a 450 nm. Igualmente aparece el tiempo de retencidén del
pico Gnico que se obtiene al someter al mismo tipo de analisis
el grupo prostético extraido de la proteina por los tres distin-
tos métodos que se indican. Se puede deducir de estos datos que
la glutamato sintasa céntiene un solo tipo de grupo prostético
flavinico: FMN. |

La tabla XIV muestra la cantidad de FMN extraido de
distintas muestras de glutamato sintasa purificada de concentra-
cién de proteina conocida tratadas siguiendo métodos diferentes.
Se observa que con cualquiera de los métodos empleados para 1la
extraccidén del grupo flavinico, el resultado es en todos los
casos de una sola molécula de FMN presente por molécula de pro-
teina.

De todos los métodos empleados para la extraccidn, con
el que sSe obtienen los mejores cromatogramas es c¢on Aacido
tricloracético (TCA), debide al pequefio volumen inyectado. El1
método que presenta mayor variabilidad es el de ebullicidén en
medio acido, yva que es necesario neutralizar las muestras tras
la extraccidén, con el consiguiente aumento de volumen de muestra
y de fuerza idnica de la misma, lo que produce una pérdida en la
resolucidén de los picos correspondientes a las distintas

flavinas.
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Método de extraccidn:

MUESTRA

TIEMPO DE RETENCION (min.)

FAD
FMN

Riboflavina

gogar 1 (1)

gogat 2 (1)
GOGAT 3 (1)

100°C 4cido 100°C  TCA 4°C
6,37 11,6 6,08
10,3(2) 15,2(4) 8,37(4)
33,6 25,04 -
10,21(3) 16,1(2) -

10, 66 - -
11,04 14,4 8,7

La cromatografia de las flavinas asi como su separacién (en

su caso) de la apoenzima,

apartado 11.D.2.

se llevan a cabo como se indica en el

(1) GOGAT 1, 2 y 3 son tres preparaciones distintas de

glutamato sintasa purificada.

(2) valor medio de 3 andlisis
(3) valor medio de 4 andlisis
(4) valor medio de 2 anélisis
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TABLA XIV
cid e
de Svnechococcug 6301
GOGAT 1 GOGAT 2 GOGAT 3

METODO DE (pmol) (pmol) (pmol)
EXTRACCION

prot. FMN prot. FMN prot. FMN
100°C so 811 72 81 137 125
ACIDO 100°C g0 s8e(2) - - 137 173
TRICLORACETICO - - - - - 137 146,5

La extraccidén de flavina y su posterior analisis se llevan a
cabo como se indica en el apartado II.D.Z.

(1) v (2) son la media de tres andlisis.

GOGAT 1, 2 y 3 son tres preparaciones distintas de glutamato
sintasa purificada.
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III.B.3.1.8. Composicidébn de amincdcidos de la glutama-
' to sintasa de Svnechococcus 6301

El resultado del andlisis de los aminoacidos obtenidos
pror hidrélisis acida de la glutamato sintasa de Synechococcus
6301 se muestra en la tabla XV. Es interesante resaltar la alta
proporcidén de aminodcidos apolares (Ala, Leu, Val), asi como de
aminoacidos acidos, lo que Justifica el éomportamiento de la
proteina en ia cromatografia de intercambio idénico en
DEAE-celulosa.

La tabia XVI compara la composicidén de aminodcidos de
las ferredoxina-glutamato sintasas purificadas a partir de ceba-
da, tomate (9), del alga verde Chlamvdomonas reinhardtii (52) vy
de Synechococcus 6301. Se puede apreciar la coincidencia en la
alta proporcibén de aminodcidos apolares y con caracter Aacido
entre las enzimas de distinta procedencia. La glutamato sintasa
de Synechococcus 6301 presenta una mayor similitud con la misma

enzima procedente de tomate.

ITI.B.3.2.1.Donadores de electrones

La tabla XVII compara los valores de actividad gluta-
mato sintasa (aparicién de glutamato dependiente de glutamina vy
a-cetoglutarato) obtenidos con una preparacidén purificada de
ferredoxina-glutamato sintasa empleando distintos donadores de
electrones. De entre los agentes reductores fisiolbégicos ensa-
vados, resulta evidente que la enzima s6lo utiliza ferredoxina
reducida, quimicamente con ditionito o a través del sistema aco-
plado ferredoxina-NADPH oxidorreductasa/NADPH, como donador de
electrones para llevar a cabo la reaccidén, siendo la actividad
nula con flavin o piridin nucledétidos. Por otra parte, y contra-
riamente a lo que ocurre en otras glutamato sintasas y en gene-

ral c¢con enzimas dependientes de ferredoxina, el donador
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TABLA XV
Cpmggmmn_de_anunmm%s_d%_lﬁ_glmw
AMINOACIDO PROPORCTON (1) NUMERO DE RESIDUOS(?)

Asx 7,05 140
Glx 9,05 180
Ser 4,75 94,5
His 2,15 | 43
Gly 5,2 103
Arg 4,2 83,5
Thr 3,4 67,5
Ala 8,1 161
Tyr 1,75 35
Met 1,0 20
Val 4,95 98,5
Phe 2,5 50
Tle 3,35 66,5
Leu 8,05 160
Lys 1,556 31

La hidrélisis de la proteina y el posterior andlisis se
llevan a cabo como se indica en el apartado II.D.3.

(1) En relacién a la metionina.

(2) Por mondémero, sin considerar Cys, Pro ni Trp.
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TABLA XVI
5 16 ieid inodci -
TP YPT I PP P TPTY TP e L
AMINOACIDO NUMERO DE RESIDUOS

A B c D
Asx 140 159 145 81
Glx 180 163 140 91
Ser 94,5 65 272 81
His 43 37 67 20
Gly 103 147 233 120
Arg 83,5 54 4 41
Thr 67,5 53 55 133
Ala 161 143 151 80
Tyr 35 29 19 39
Met 20 4 3 17
Val 98,5 81 16 124
Phe 50 40
Tle 66,5 125 39 54
Leu 160 137 132 106
Lys 31 84 34 84
Cysa nd 12 15
Pro nd 8¢ 42 227
Trp nd 18 39 17
TOTAL 1333 1399 1403 1370

A - Synechococcus 6301 (este trabajo); B = Tomate (9)
C = Cebada (9); D = Qhlﬁmxdgmgnas_rﬁlnhandili (52).

nd = no determinado.



120

DONADOR CONCENTRACION % ACTIVIDAD
FERREDOXINA (L) 20 pM 100
FERREDOXTNA (L) 10 uM 89
FERREDOXINA + Mv (1) 10 uM + 1 nM 49
FD-NADP REDUCTASA + 600 mU

FERREDOXINA + NADPH(%) 30 uM + 1,2 mM 31
METTLVIOLOGENO(2) | 10 mM 18
METTILVIOLOGENO (L) 1 mM 7
BENCILVIOLOGENO(?Z) 10 mM 2
BENCTLVIOLOGENO (D) 1 mM 0,6
RTBOFLAVINA (L) 1 mM 0
Fun ¢ ) 1 mM 0
pap{ ) 1 mM 0,5
nappn (3) o mM 0,5
napn ¢ 3) 2 M 0,6

(1) v (2) E1l ensayo se lleva a cabo como se indica en el
apartado I1I1.C.1.2, salvo que la ferredoxina se sustituye por el
donador indicado a la concentracidn gque se especifica.

(2) La concentracién de ditionito sédico se aumenta a 2 mg/ml

(3) E1 ensayo es como (1), salvo que ferredoxina y ditionito
se sustituyen por el compuesto indicado, con el que se inicia la
reacciodn.

(4) Las condiciones del ensayo son las que se especifican en
la figura 25.
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artificial de electrones metilviolégeno resulta muy pocoe efi-
ciente con la glutamato sintasa de Synechococcus 6301 (menos de
un 20% de la actividad con ferredoxina) incluso cuando se emplea
a muy alta concentracidn . Tampoco es eficaz el bencilviolébgeno,
compuesto de caracteristicas semejantes al metilviolégeno.
Cuando la ferredoxina presente en el ensayo se reduce
mediante el sistema acoplado NADPH/ferredoxina-NADP reductasa de
Anabaena 7119, se obtiene sélo un 30% de la actividad alcanzada
con ferredoxina reducida quimiéamente. La reaccién es ademas
lineal durante un tiempo muy inferior (fig. 25), probablemente
debido al aumento en la concentracién de NADP' en la mezcla de

ensayo.

I1IT1.B.3.2.2. Parametros cinéticos de la glutamato
Lot  ficada de S | 5301

III1.B.3.2.2.1. Valores de las constantes de Michaelis
(Km) para los distintos sustratos de la

glutamato sintasa

Para estudiar la afinidad de la ferredoxina-glutamato
sintasa por sus distintos sustratos, se ha realizado una serie
de representaciones de dobles reciprocos (Lineweaver-Burk, 1/v
frente a 1/[S]). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla
XVIII.

Cabe destacar la alta afinidad que presenta la enzima
por la ferredoxina, su donador fisioldégico de electrones (Km =
7 uM). En cuanto al a-cetoglutarato, el valor de la Km que pre-
sentamos es el denominado "aparente" (28), yva que este sustrato
resulta inhibidor al aumentar su concentracién por encima de
1 mM (fig. 26). La Km para la glutamina es de aproximadamente
0,7 mM, valor del orden de los obtenidos para la enzima proce-
dente de otras fuentes.

Tomando como valor de actividad especifica 30 U/mg
proteina y asumiendo un peso molecular de 158 kDa, se calcula un
numero de recambio para la enzima de 4690 moles de glutamato

formados por minuto y por mel de enzima.
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Figura 23: Cinética de la actividad glutamato sintasa de
Synechococcus 6301 ensavada con ferredoxina reducida con
ditionito sodico o con el sistema NADPH/Fd-NADP reductasa

El ensayo con ditionito es el estandar (apartado 1I1.C.1.2),
salvo que la ferredoxina se encuentra a una concentracion de
30 puM (o).

La mezcla del ensayo acoplado (+) contiene, en 1 ml de vo-
lumen final: tampédn fosfato potasico, pH 7,5, 33 pmol; glutami-
na, a-cetoglutarato y aminocoxiacetato a las concentraciones del
ensayo estandar; NADPH, 1,2 pmol; Fd-NADP reductasa de Anabaena
7119, 600 mU; Tris-HC1l, 2,5 pumol y una cantidad adecuada de glu-
tamato sintasa. La reaccidn se inicia por adicidén de 30 nmol de
ferredoxina de Synechococcus 6301 en tampbn fosfato potasico
50 mM, pH 7,5.
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o i . ] 0
de Svnechococcus 6301

Km FERREDOXINA 7,1 uM
Km GLUTAMINA 0,7 mM
Km a-CETOGLUTARATO(L) 1,7 nM

Las condiciones de ensayo son las estdndar (apartado
I1.C.1.2), excepto que el sustrato cuya Km se estudia se afiade a
distintas concentraciones no saturantes. Los datos de velocidad
inicial obtenidos se representan en funcidén de la concentracidn
de sustrato utilizada en cada ensayo (1/v frente a 1/[S5]) para
determinar gréficamente el valor de la Km. El tiempo de ensayo
es de 10 minutos.

(1) Km aparente, determinada por el método grafico de
Cleland (28).
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Fiqura 26: Km para el a-cetoqlutarato de la qglutamato sin-—
tasa purificada de Synechococcus 6301
Las

condiciones
I1T.C.1.2),

salvo que la
indicada en cada caso,

de ensayo son las estandar

(apartado
concentracion de a—-cetoglutarato es 1la
y el tiempo de ensayo es de 10 minutos.

Glutamato sintasa purificada, 5,6 pg de proteina/ml ensayo.
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I11.B.3.2.2.2. Efecto de temperatura y pH en el ensayo

de la glutamato sintasa purificada de

Synechococcug 6301

La figura 27a muestra el efecto que la temperatura de
engsayo tiene sobre la actividad glutamato sintasa de una frac-
cidén purificada de la enzima. La temperatura Séptima obtenida es
de 42°C, cayendo por encima de este valor, probablemente por
desnaturalizacién térmica de la proteina.

La figura 27b muestra la representacidén de Arrhenius
de las velocidades determinadas a cada temperatura. Los puntos
obtenidos se ajustan a dos rectas, (rzA: 0,9948 vy rZBz 0,9824),
habiéndose determinado que el punto de corte corresponde a una
temperatura de 26°C.

A partir de las ecuaciones de las rectas de regresién
A y B, se han calculado las energias de activacidn (Ea) corres-—

pondientes, utilizando la férmula:

R.Tl.Tz.ln (VZ/Vl)

(T2 - Tl)

Los valores de Ea obtenidos son de 67,3 KJ/mol vy 35,5 Kd/mol

respectivamente. Igualmente, se han calculado los valores de QlD

para ambos intervalos, encontrandose que son de 2,556 y 1,567.
Ensayado a 30°C, el pH éptimo de la glutamato sintasa

es de 7,5 (tampén fosfato), coincidiendo con el determinado in

gitu (apartade III.B.1.5.1).

ITI.B.3.2.2.3. Cinética de la actividad glutamato

sintasa purificada

La constancia de la velocidad de produccidén de gluta-
mato por la glutamato sintasa ensayada a 30°C no parece depender
del tiempo, sino de la concentracién de sustrato en la mezcla de
ensayo. La figura 28 presenta una cinética obtenida con glutama-
to sintasa purificada. Se puede observar que 1la actividad es
lineal con el tiempo durante los primeros 10 minutos, disminu-

vendo a partir de entonces. El tiempo durante el cual la
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actividad

enzimatica de la qQlutamato sintasa de Synechococcus 6301

a) Las condiciones de ensayo son las mismas que las

dar (apartado 11.C.1.2) escepto

como se indica. Glutamato sintasa purificada,

de ensayo.
b) Representacién de Arrhenius de los datos de la figura a

que la temperatura se

estan—-
modifica

5,5 pg proteina/ml



127

.

Q-

GLUTAMATO PRODUCIDO (mM)

0.0 -~ T T T T T T T T
0 10 20 30 40

TIEMPO (min.)

Fiqura 28: Cinética de 1la actividad glutamato sintasa de
Synechococcus 6301. Efecto de la readicidn del sustrato a-ceto-

glutarato

Las condiciones de ensayo son las estandar (apartado
I1.C.1.2), salvo que la concentracion inicial de a—cetoglutarato
es 1,6 mM. A los 20 minutos (flecha), se toma una fraccion
alicuota de 1,2 ml de la mezcla de ensayo y se le anaden
1,2 pmol de a-cetoglutarato (+). Control sin adicidon (o). Bluta- |
mato sintasa parcialmente purificada, 411 pg proteina/ml ensayo.
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actividad se mantiene constante varia de unos experimentos a
otros, habiéndose observado valores que oscilan entre 8 y 40 mi-
nutos, dependiendo de la actividad enzimadtica presente. Sin em-
bargo, en todos los casos se observa que, independientemente del
tiempo, la linealidad se pierde cuando el a-cetoglutarato rema-
nente en la mezcla de ensayo, estimado a partir del valor de
glutamato formado teniendo en cuenta la estequiometria de 1la
reaccidén, baja hasta un valor del orden de 0,7 mM. Dos explica-
ciones son posibles para este fenémeno: el producto aparecido
empieza a ser inhibitorio a partir de una determinada concentra-
cidén, o bien la desaparicidédn parcial de alguno de los sustratos
impide que la reaccién se de a velocidad méxima. Esto es espe-
cialmente importante en el caso del a-cetoglutarato ya que, al
ser este sustrato inhibidor a concentraciones mayores de 1 mM,
la concentracidén presente en el ensayo no es nunca saturante.

Los datos presentados en la tabla XIX permiten descar-
tar la primera posibilidad. En efecto, se puede observar que el
glutamato no empieza a ser inhibitorio en el ensayo hasta alcan-
zar concentraciones al menos iguales a las de glutamina, c¢ir-
cunstancia que nunca se ha alcanzado cuando se pierde la linea-
lidad.

El segundo supuesto es facilmente comprobable afladien-
do a-cetoglutarato hasta la concentracidén de 1 mM una vez que ha
empezado a disminuir la velocidad de aparicién de glutamato. La
figura 28 muestra cémo la readicidén de a-cetoglutarato da lugar
a la recuperacién de la linealidad de la reaccién. Sin embargo,
la velocidad méxima obtenida es algo inferior a la inicial, tal

vez por el largo tiempo de incubacién de la proteina a 30°C.

II1.B.3.2.3. Efecto del tratamiento con inhibidores sobre
la actividad glutamato sintasa

I1I1.B.3.2.3.1. Efecto de la presencia de inhibidores

en el ensayo

La tabla XX presenta el efecto de distintos inhibido-
res en el ensayo de la glutamato sintasa de Synechococcug 6301.
Se puede ver que de los andlogos de glutamina empleados, el DON

es el mas efectivo, seguido de azaserina, inhibidor general de
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GLUTAMATO (mM) GLUTAMINA (mM) ACTIVIDAD (mU/ml) %
0 1 13,5 100
0,1 1 13,7 101
0,5 1 13,5 100
1 1 12,7 94
5 1 6,45 48
0 5 31,8 100
0,1 5 30 94
0,5 5 31,1 98
1 5 31,9 100
, 5 27,8 87

Los ensayos se llevan a cabo como se indica en el apartado
I1.C.1.2, =salvo que la concentracién de glutamina es la que se
indica v que se aflade en cada caso la cantidad especificada de
glutamato. La mezcla de ensayo no lleva aminooxiacetato.
Glutamato sintasa purificada:39 pg/ml de ensayo.
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INHTEIDOR CONCENTRACION (mM) % ACTIVIDAD
CONTROL, - 100
AZASERINA 1 3
" 0,05 51
ALBIZIINA 10 49
" 1 89
N-ACETTL-GLUTAMINA 10 79
: 1 101
GLUTAMATO- ~HIDRAZIDA 10 94
SEMTCARBAZIDA 10 63
HIDROXTLAMINA 12 58
~BENCTL-GLUTAMATO 5 103
N-METIL-GLUTAMATO 5 96

pon (1) 0,1

0,01 75
MSX 5 97
FERROCTNA (2) 5 61
(2) 1 90

El ensayo se lleva a cabo como se indica en e1 apartado
I1.C.1.2 pero afiadiendo la concentracién del inhibidor indicada.
El 100% de actividad corresponde a 24 mU, zalvo en (1), 11,8 mU
y (2), 8,1 nU.



amidotransferasas (25), y de albiziina, produciendo esta Gltima
una inhibicién muy inferior. Semicarbazida e hidroxilamina, com-
puestos descritos como inhibidores de transaminasas (102), tam-
bién parecen tener cierto efecto sobre la actividad de esta en-
zima. Otros posibles andlogos de glutamina y glutamato no pare-
cen afectar a los niveles de actividad cuando estén presentes en
el ensavyo.

La ferrocina, empleada por su afinidad por el hierro
(156), tiene muy poco efecto sobre la actividad cuando se emplea
incluso a altas concentraciones, abogando contra la presencia de

hierro en la proteina.

I11.B.3.2.3.2. Efecto de algunos agentes modificadores
de grupos funcionales sobre la glutama-

to sintasa de Synechococcus 6301

La tabla XXI presenta los resultados obtenidos cuando
se preincuba la proteina con algunos compuestos gquimicos. Pode-
mos ver que de los reactivos de grupos sulfhidrilos empleados,
el mids efectivo es el pHMB, aungque son necesarias altas concen-
traciones para obtener un efecto significativo. Ninguno de los
otros reactivos de grupos sulfhidrilos empleados parece afectar
a la actividad glutamato sintasa, como tampoco lo hacen los re-
activos quelantes de metales. El mayor grado de inactivacidn se
consigue con el piridoxal-5"-fofato, agente quimico que reaccio-
na preferentemente con residuos de lisina (grupo €-amino, 38),
lo que sugiere la posible presencia de este residuo de aminoaci-
do en alguna zona de la enzima esencial para la catdlisis. La
ciclohexanodiona, que reacciona preferentemente con residuos de

arginina, no tiene efecto negativo alguno sobre la actividad.

III.C. EFECTO DE TRANSICIONES LUZ-OSCURIDAD SOBRE LA ACTIVIDAD

La modulacién luz-oscuridad de muchas actividades en-

zimaticas en organismos fotosintéticos es un fenémeno
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AGENTE CONCENTRACTON (mM) % ACTIVIDAD
NINGUNO - 100
p-1mp ¢ 0,1 104
p-mmn () 0.5 41
RCN 1 101
Nal, 1 101
bato-FENANTROLINA 1 95
ba Lo -CUPROINA 1 103
-’ ~DIPIRIDILO 1 109
N- ETTLMALETMIDA 1 96
TODOACETATO 1 104
TODOACETAMIDA 1 96
DTHE 1 111
PIRTDOXAL-FOSFATO 3 66
CICLOHEXANODIONA 3 93

Anten de la incubacidén, las muestras se filtran segin se
indic:a on el apartade ITI.E.7. para cambiar el tampdn A por
fosfaio potasice 50 mM, pH 7,5.

2,0 ¢l de cada inhibidor ze afiaden a una solucidn de 25 pl de
la ¢nsima filtrada para obtener la concentracidén final indicada.

La suzpensidn se incuba 15 minutos a 4°C, tréds lo cual se ensaya
siguicndo el procedimiento esztiandar (apartadeo II.C.2.)

El 100% de actividad correasponde a 6,3 mU/ml de ensayo.

(1) Dado que el pHMB precipita en fosfato, el tampdn de las
muestras se cambia por HEPES-NaOH 50 mM, pH 7,5. Los volimenes
de mucatra e inhibidor en este caso y para la ciclohexanodiona
son 4 vooces mayores. Bl 100% de asctividad corresponde a 11,8 vy
7,2 nl por ml de ensayo, respectivamente.
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ampliamente descrito y estudiado para las enzimas encargadas de
la fijacién y asimilacién del carbono (5, 24, 73). El1 estudio
estd sin embargo mucho menos extendido en el campo de la asimi-
lacién del nitrégeno inorganico (entrada y asimilacién de nitra-
to, incorporacién de amonio a esqueletos carbonados, etc...),
donde los datos disponibles son escasos e incompletos.

Por otra parte, es poco lo que se conoce sobre el pro-
ceso de inactivacidén por oscuridad de las enzimas que responden
a fotomodulacién (139), ya que los trabajos se han centrado en
el mecanismo de activacién de enzimas, ya sea por luz (ciclo de
Calvin) como por oscuridad (ciclo oxidativo de las
prentosas~fosfato, etc...).

El estudio que se presenta a continuacidén describe el
comportamiento de la glutamina sintetasa de Synechococcus 6301
en respuesta a distintas condiciones de iluminacién, tanto en lo
que respecta a su inactivacidén por oscuridad como a su reactiva-

cién por luz.

IIT.C.1. i 16 i

III.C.1.1. Cinética de inactivacidn

Las células de Synechococcus 6301 presentan niveles
altos de actividad glutamina sintetasa (GS) cuando crecen en
condiciones de luz saturante y con nitrato como Unica fuente de
nitrégeno. Estos niveles oscilan alrededor de 1,5 U/mg de prote-
ina (actividad transferasa) o de 90 mU/mg de proteina (actividad
biosintética), y se mantienen aproximadamente constantes a lo
largo de las primeras fases de crecimiento.

Cuando estos cultivos se’ transfieren a la oscuridad,
se produce una disminucidén progresiva de los niveles de activi-
dad glutamina sintetasa, alcanzando, después de dos horas, valo-
res de un 20% de la actividad inicial. La figura 29 muestra la
cinética de bajada de los niveles de la glutamina sintetasa, que
se observa tanto determinando la actividad transferasa como la
biosintética. Existe un buen paralelismo entre los valores de
actividad obtenidos de ambas formas a lo largo del tiempo de

tratamiento, por lo que los cambios observados en la actividad
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Figura 29: Efecto de la oscuridad sobre las actividades
transferasa vy biosintética de la qlutamina sintetasa de Synecho-
coccus 6301 determipada in situ

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz y conteniendo 9,9 pg clorofila/ml se divide en dos fraccio-—
nes, que se ponen a cultivar en las siguientes condiciones: (p,¢)
) luz; (+,08) oscuridad. A los tiempos indicados, se determinan
las actividades transferasa (o,+)y biosintética (s,0) de la glu-
tamina sintetasa como se indica en el apartado II.C.Z2.

El 100%Z de la actividad equivale a 46,1 U/mg clorofila
(transferasa) y 2,83 U/mg clorofila (biosintética).
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transferasa parecen réflejar variaciones reales en los niveles
fisiolbégicos de glutamina sintetasa; ello nos permite utilizar
en nuestro trabajo la actividad transferasa de la glutamina sin-
tetasa para estudiar los cambios en los niveles de actividad de
la enzima producidos por las condiciones de iluminacidn.

El tiempo medio de caida es de 60 mihutos, presentando

un retardo inicial de 15 a 20 minutos.

IT1.C.1.2. Efecto de la fase de crecimiento del cultivo
] 1 fend lo i 1 5

La inactivacién en la oscuridad de la glutamina sinte-
tasa se produce Unicamente cuando el cultivo se encuentra en una
determinada fase de crecimiento. La figura 30 representa el gra-
do de inactivacién que un tratamiento de oscuridad produce sobre
la glutamina sintetasa de cé&lulas procedentes de cultivos de
distinta edad, reflejada en wuna diferente densidad celular. Se
puede ver que las células presentan una fase en su crecimiento
durante la cual el fendmeno de pérdida de actividad glutamina
sintetasa por oscuridad es muy drastico, siendo el efecto menor
antes y después de este periodo, y nulo en la fase inicial de
crecimiento.

_ La relacién entre contenido en clorofila y fase de
crecimiento del cultivo varia segin las caracteristicas de volu-
men y geometria del recipiente utilizado. Los datos presentados
en la figura 30 corresponden a células cultivadas en frascos de

Roux verticales (apartado II.A.2), en los cuales la fase expo-
nencial de crecimiento es muy corta, debido probablemente a la
limitacidén de luz. Sin embargo, las células cultivadas en tubos
de 100 ml de capacidad maxima (apartado I1.A.2) presentan una
fase exponencial mds larga, siendo la luz limitante a 'valores
mayores de densidad celular. En estos cultivos, el mayor grado
de inactivacién se obtiene a un valor de clorofila del cultivo
de aproximadamente 14-15 ug/ml, superior al observado en culti-
vos en frasco de Roux. Esto indica que el grado de inactivacién
depende de la fase de crecimiento en que se encuentre el cultivo
en el momento de pasar a oscuridad, y no estrictamente del con-

tenido en clorofila del mismo.
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Figura 30: Efecto del contenido en clorofila del cultivo
sobre la inactivacioén de la glutamina sintetasa de Synechococcus

6301 por oscuridad

De un cultivo de ceélulas de Synechococcus 6301 creciendo en
la luz se toman a distintos tiempos, correspondientes con una
fase determinada de crecimiento (medido como pg clorofila/ml
cultivo), muestras alicuotas de 40 ml, gue se pasan inmediata-
mente a oscuridad con gaseo normal. Los puntos representan la
inactivacidn obtenida en cada caso después de 60 (D) y 120 (+)
minutos continuados de este tratamiento.
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La dependencia de la fase de crecimiento del cultivo
ha sido también observada en la Dbacteria fotosintética
Rhodospirillum rubrum para la inactivacién por amonio o por os-
curidad de su nitrogenasa (87), donde el grado de inactivacién
de la misma disminuye con la edad del cultivo. Sin embargo, en
este caso, los autores no especifican la fase de crecimiento en
que se encuentran los cultivos a cada una de las edades estudia-

das.

ITTI.C.1.3. Estudio inmunolégico de la inactivacién

La pérdida de actividad glutamina sintetasa que se
produce al pasar las células a la oscuridad se debe a un proceso
de inactivacién de la enzima, y no a degradacidén protéica. Efec-
tivamente, cuando extractos obtenidos a partir de células incu-
badas bien a la luz bien cinco horas en la oscuridad, se someten
a inmunoelectroforesis cuantitativa frente a antisuero anti-GS
de ﬁxngghgﬁggguﬁ 6301, la cantidad de antigeno detectada en am-
bos casos es semejante (fig. 31 vy tabla XXI1), a diferencia de
la actividad especifica, inferior en los extractos procedentes
de oscuridad. La glutamina sintetasa de Svnechococcusg 6301 se
encuentra asociada a membranas fotosintéticas (42), por lo que
en la preparacién de extractos, el contenido total de la enzima
se reparte entre la fraccién soluble (sobrenadante) y la unida a
membrana (sedimento). La figura 31 (tambien tabla XXII) muestra,
ademés, que las proporciones de antigeno soluble y unido a mem-
brana son igualmente semejantes en los extractos de ambas proce-
dencias.

De los datos obtenidos con antisuero se pueden extraer
dos conclusiones. Por una parte, la bajada en los niveles de
actividad glutamina sintetasa producida por oscuridad no conlle-
va degradacidén detectable de la enzima, siendo el proceso un
fendémeno tipico de inactivacién post-traduccional. Por otra par-
te, la diferencia de actividad obtenida en 1luz y oscuridad no
parece debida a una diferencia en la localizacién celular de  la
enzima en ambas condiciones (por ejemplo: si la enzima activa
estuviese ligada a membrana, mientras la enzima soluble fuese

inactiva). Sin embargo, la localizacién intracelular exacta de



Fiqura 31: Inmunoelectroforesis cuantitativa de extractos
de células de Synechococcus 46301 procedentes de cultivos ilumi-—
nados o incubados en oscuridad

Un cultivo de células creciendo a la luz (12,2 pg de
clorofila/ml) se divide en dos fracciones de 300 ml, una de las
cuales se pone a cultivar en oscuridad con gaseo normal. A las
5 h, la actividad determinada in_ situ de ambas suspensiones es
37 U/mg clorofila (luz) y 2 U/mg clorofila (oscuridad). Entonces
se recogen 250 ml de cada fraccidn y se resuspenden con 4,5 ml
de tampén fosfato potdsico 50 mM, pH 7,5, conteniendo PMSF 1 mM.
Ambas suspensiones se someten a rotura por ultrasonidos durante
S minutos, tras lo cual se centrifugan a 18.000 x g durante 13
minutos, resuspendiéndose los sedimentos con 0,5 ml del mismo
tampdn.

La inmunoelectroforesis se lleva a cabo como se indica en
el apartado II.E.4.5, con 10 pl de muestra por pocillo. Conteni-
do de proteina: (1) sobrenadante, luz: 103 mg/ml; (2)
sobrenadante, oscuridad: 95,5 mg/ml; (3) sedimento, luz: 228
mg/ml y (4) sedimento, oscuridad: 348 mg/ml.
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Lon entre proteina glutamina sintetasa v actividad

cupecilica presentes en oxtractos de

Synechococcus 6301

procedentes de Juz v oacuridad

AREA ESPECITICA ACTIVIDAD ESPECIFICA

(U relat./mg prot.) (U/mg prot.)

FRACCTION LUZ OSCURIDAD LUZ OSCURIDAD

OODREN

SEDTHE

PR LN S

ADANTE 2,335 2,330 74,17 20,9
0,316 118,86 27,6

o2}

NTO 0,5¢

,

Law oo

ndiciones mon las que se indican en la figura 31.



140

las dos formas de 1la enzima debe determinarse con estudios al
microscopio electrénico (15), ya que el método empleado para la
obtencidn de extractos, muy drastico, puede alterar la distribu-
cidén inicial de las proteinas de membrana.

Los cocientes actividad/area (actividad especifica por
proteina GS) que se deducen de la tabla XXII presentan una mar-
cada diferencia entre sobrenadante y sedimento. Esto es proba-
blemente debido a una solubilizacidn incompleta de la proteina
unida a membrana en la fraccidén sedimento, pese al tratamiento
empleado para ello previamente a la electroforesis y a que ésta
se llevd a cabo en presencia de detergente. (Efectivamente, una
vez finalizada la inmunoelectroforesis, se observaban restos de
extracto aglutinados en 1los pocillos correspondientes a ambos
sedimientos).

Un fendémeno observado repetidamente en la preparacidn
de extractos de células procedentes de la oscuridad es la reac-
tivacién total o parcial de la enzima durante el tratamiento de
rotura celular. La tabla XXII muestra un nivel medio de activi-
dad glutamina sintetasa en el extracto procedente de oscuridad
de un 25% de su control en la luz. Sin embargo, en las células
de partida mantenidas 5 horas en la oscuridad, la actividad de-

terminada in situ era de sélo un 5% de su control a la luz.

Para estudiar la naturaleza del fendmeno de inactiva-
cidén, hemos llevado a cabo una serie de experimentos utilizando
cloranfenicol o rifampicina como agentes blogqueantes de la sin-
tesis de proteina a nivel de +traduccidén o transcripcién, res-
pectivamente. Los resultados se muestran en las figuras 32 vy
33: se puede observar que ambos antibidticos aﬁadidos en el mo-
mento de pasar las células a la oscuridad previenen la inactiva-
cidén producida por ésta. E1l efecto protector se obtiene, igual-
mente, si los inhibidores se afiaden una vez que el proceso de

inactivacién se ha iniciado, manteniéndose entonces la actividad
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Fiqura 32: Efecto de la adicion de cloranfenicpl a distin-—
tos tiempos sobre la inactivacion de la glutamina sintetasa por
oscuridad

Un cultivo de ceélulas de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz y conteniendo 9,75 pg clorofila/ml se divide en cinco frac-
ciones, que se ponen a cultivar en las siguientes condiciones:
(+) oscuridad con 75 pg cloranfenicol/ml disueltos en metanol a
tiempo 0; (¢) oscuridad con cloranfenicol a los 30 minutos de
incubaci®n; (a)oscuridad con cloranfenicol a los 60 minutos de
incubacién; (me) oscuridad con un volumen equivalente de metanol.
El control (100%) se mantiene iluminado. A los tiempos indicados
se ensaya la actividad transferasa como se indica en el apartado
II.C.2.1. E1 100% de actividad corresponde a 61,5 U/mg de cloro-

fila.
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Figura 33: Efecto de la adicion de rifampicina a distintos
tiempos sobre la inactivacion de la glutamina sintetasa por os—
curidad

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz y conteniendo 9,2 pg clorofila/ml se divide en cinco frac-
ciones, que se ponen a cultivar en las siguientes condiciones:
(+) oscuridad con 20 pg rifampicina/ml disueltos en metanol a
tiempo 0; (¢) oscuridad con rifampicina a los 30 minutos de in-
cubacitn; (A)oscuridad con rifampicina a los 60 minutos de incu-
bacidn; (®) oscuridad con un volumen equivalente de etanol. E1
control (100%) se mantiene iluminado. A los tiempos indicados se
ensaya la actividad transferasa como se indica en el apartado
I1.C.2.1. E1 100% de actividad corresponde a 50 U/mg de clorofi-
la.
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en los niveles alcanzados en el momento de la adicidén, o incluso
aumentando ligeramente en el caso del cloranfenicol (fig. 32).
La rifampicina, sin embargo, parece cesar su efecto una vez
transcurridos unos 90 minutos desde su adicidén, permitiendo fi-
nalmente cierta inactivacién de la glutamina sintetasa, aunque a
una velocidad muy inferior (fig. 33). Esto podria ser debido a
una degradacién del antibidético, ya que se observa que su color
anaranjado caracteristico se oscurece después de cierto tiempo
de incubacién. La readicién tanto de cloranfenicol como de
rifampicina a los cultivos en este momento consigue prevenir
esta caida.

Hasta donde sabemos, no se ha descrito ain ningin me-
canismo de modulacidén enzimédtica por luz-oscuridad que presente
estas caracteristicas. Los resultados obtenidos con los inhibi-
dores de sintesis de proteina parecen indicar la necesidad de
sintesis de algin factor protéico para iniciar la inactivacidn
de la glutamina sintetasa en la oscuridad. Sin embargo, el efec-
to casi inmediato que tienen estos mismos inhibidores cuando se
afiaden una vez iniciado el proceso de inactivacidén ponen en tela
de juicio esta interpretacién, que implicaria una velocidad muy
elevada de degradacién de la supuesta proteina inactivadora (re-
cambio rapido). Por otra parte se podrian interpretar estos re-
sultados en términos de sintesis de una proteina no enzimdtica
gque ejerciera su efecto inactivador uniéndose a la glutamina
sintetasa. Se podria pensar también en un mecanismo que implica-
se variaciones en los niveles intracelulares de metabolitos como
responsable indirecto del efecto de ambos inhibidores. Estas

posibilidades se discutirdn posteriormente (apartado IV.C).

I11.C.1.5. Efecto de inhibidores de fotosintesis sobre la inac
L1 .60 de ] lutan] | ntet  dad

El efecto mas evidente de la oscuridad en una ciano-
bacteria es la detencién del proceso fotosintético. En este
sentido, hemos intentado simular las condiciones de oscuridad
empleando algunos inhibidores. La figura 34 muestra el efecto

que tiene sobre la actividad glutamina sintetasa determinada in
situ el DCMU, inhibidor del flujo de electrones entre los
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Figura 34: Efecto de DCMU u oscuridad sobre la actividad
glutamina sintetasa de células de Synechocystis 6301

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz y conteniendo 13,6 pg clorofila/ml se divide en cuatro frac-
ciones, que se ponen a cultivar en las siguientes condiciones: (o)
) luz con 20 pM de DCMU; (+) oscuridad; (a) luz con 20 puM de
DCMU y 75 pg de cloranfenicol/ml. El1 control (100%), no repre-
sentado, se mantiene a la luz sin adiciodn. A los tiempos indica-
dos, se ensaya la actividad transferasa de cada uno de los cul-
tivos. El 100% de la actividad corresponde a 46,2 U/mg de cloro-
fila.
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fotosistemas II y Iv(66), que no altera la fotofosforilacidn
ciclica (91). La adicion de 20 pM de DCMU a células de Svnecho-
coccus 6301 creciendo en la luz produce un efecto similar al de
la oscuridad, siendo el proceso de nuevo sensible al inhibidor
de sintesis de proteinas cloranfenicol. Esto parece indicar que
en la seflal desencadenante de la inactivacidén de la glutamina
sintetasa interviene la eliminacidén del flujo fotosintético en-
tre PSII y PSI.

El sistema benzoquinona/ferricianurc, capaz de captar
electrones a nivel de las quinonas (165) y por lo tanto de inte-
rrumpir el flujo de electrones hacia el PSI, produce un efecto
semejante al del DCMU o de la oscuridad (tabla XXIII).

La interrupcién del flujo de electrones entre los dos
fotosistemas tiene como consecuencia un corte en el suministro
de poder reductor para el metabolismo celular, simultédneamente
con una parada en la generacidén fotosintética no ciclica de en-
laces fosfato ricos en energia (ATP) como consecuencia de la
ausencia del gradiente de protones necesario para ello. La inac-
tivacién podria ser debida, por tanto, a ausencia de los niveles
adecuados de ATP; sin embargo, la tabla XXIII muestra que el
DCCD, inhibidor irreversible de ATPasas (56, 151) no tiene por
8i solo ningin efecto sobre la glutamina sintetasa de células de
Synechocogcug 6301 creciendo a la luz. En consecuencia, el efec-
to producido tanto por oscuridad como por el inhibidor DCMU y el
sistema benzoquinona/ferricianuro sobre la glutamina sintetasa
de Synechococcus 6301 puede interpretarse en términos de un cese
en el aporte de poder reductor, que podria ser el desencadenante
del mecanismo de inactivacién, como se ha descrito para la regu-
lacidén por luz de otras enzimas de este y otros organismos (5,
37, 163).

Por otra parte, la adicidén a células de Synechococcus
6301 creciendo a la luz del agente desacoplante del flujo foto-
sintético CCCP (113) empleado a concentraciones descritas como
inhibidoras del desprendimiento fotosintético de oxigeno depen-
diente de COz en Synechococcus 6301 (43), o de la sintesis de
ATP en A. ¢cylindrica (21), no tiene ningun efecto sobre los ni-
veles de actividad glutamina sintetasa. Es de esperar que en
presencia de este inhibidor se consuman las reservas de ATP de

la célula, manteniéndose sin embargo un ambiente reductor en el
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TARLA XXIIT

co _gsobre
6301

Efccte de compucstos que afectan al flulo fotosintétid
1o actividad glutamina gintotasa de Synechococcus

%ACTIVIDAD
ADICION . CONCENTRACION A LOS 60 MIN.

Ninguna e 100

DCCD 20 pM 95
coey 20 puM 93
™

Lh

ENZ0QUINONA + 20 uM
FERRICIANURO 2 mM 2

La arctividad glutamina sintetasa se determina in situ en

células creciendo a la luz (11,8 pg clorofila/ml) tras 60
minutos del btratamiento indicado a las concentraciones que se

especifican. El1 100% de actividad corresponde a 42 U/mg de
cloroifila.
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interior celular, que impediria la inactivacidén de la enzima.
Todo ello sugiere aque ni los niveles de sintesis de
ATP ni el gradiente electrogquimico de protones intervienen en el

proceso de inactivacidén de la enzima.

~tive bor _oascurld

IIT.C.2.1. Cinética de la reactivacidén de la glutamina

2 e1as

Cuando células de Synechococcus 6301 cuyos niveles  de
actividad glutamina sintetasa han disminuido en un 80% tras ser
incubadas varias horas en la oscuridad (por ejemplo Gltimo punto
en la fig. 29) se vuelven a iluminar, se recupera rapidamente el
nivel tipico de actividad que presentan en la luz (fig. 35). El
tiempo medio de este proceso es menor de 10 minutos en condicio-
nes de cultivo, alcanzandose tras 15 minutos de iluminacidén has-
ta un 85% de la actividad total. La recuperacidén de los niveles
de glutamina sintetasa se produce a la misma velocidad en las
actividades transferasa y biosintética, lo que refleja de nuevo
el cardcter fisiolégico de este proceso de regulacidén de la en-
zima. El +tiempo de reactivacidén puede reducirse si la
reiluminacién se lleva a cabo a una intensidad mayor de 1luz,
siendo de s6lo 5 minutos a 400 W/mz.

La rapidez con la que se recuperan los niveles inicia-
les de actividad glutamina sintetasa al reiluminar las células
confirma la presencia de un mecanismo de reactivacidn de la en-~
zima ya presente en la célula, descartando por tanto un fendmeno

de sintesis de novo.

El tratamiento con inhibidores de sintesis de proteina
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Figura 35: Reactivacion por luz de la glutamina sintetasa

de Synechococcus 6301 inactivada por oscuridad

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz, conteniendo 9,9 pg de clorofila/ml y con una actividad de
46,1 U/mg clorofila {transferasa) 6 2,83 U/mg clorofila
(biosinteética) se transfiere a oscuridad durante 6,5 h, tras las
cuales se vuelve a iluminar, determinandose las actividades
transferasa (o) y biosintética (+) de la glutamina sintetasa a
los tiempos indicados, tal como se especifica en el apartado
11.C.2.
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confirma la ausencia de un mecanismo de sintesis de novo. La
tabla XXIV muestra cémo la reactivacién de la enzima es insensi-
ble a la presencia de cloranfenicol o rifampicina, obteniéndose
tras 30 minutos de iluminacién el mismo valor de actividad que
sin ninguna adicién. Estos resultados sugieren un mecanismo de
inactivaciédn reversible de la glutamina sintetasa activado por
alternancia de periodos de 1luz-oscuridad. Por otra parte, si
células de Synechococcus 6301 procedentes de oscuridad N4
reiluminadas tras tratamiento con cloranfenicol hasta alcanzar
los niveles iniciales de actividad glutamina sintetasa, se some-
ten de nuevo a un tratamiento de oscuridad (fig. 36), se observa
nuevamente gque el inhibidor de sintesis protéica previene de 1la
inactivacidn.

La adicién de 20 uM de DCMU al reiluminar las células
previene totalmente la reactivacién de la GS (fig. 37). Por otra
parte, el CCCP no afecta al proceso, mientras que el DCCD es
incapaz de evitar la rapida reactivacidén inicial de la enzima vy
s6lo impide que se alcancen los niveles maximos de actividad que
se obtienen sin adicién (fig. 38).

De nuevo, los resultados parecen implicar al flujo fo-
tosintético de electrones. Es necesario que exista un transporte
de electrones entre ambos fotosistemas para que tenga lugar la
reactivacidén de la enzima, siendo ésta independiente de sintesis
de ATP. El efecto tardio que se observa con DCCD podria indicar
un bloqueo lento del flujo fotosintético de electrones como con-
secuencia de la inhibicién de la sintesis de ATP, con la consi-
guiente incapacidad para seguir sintetizando poder reductor.

Todos estos datos indican que el efecto reactivante de
la luz podria atribuirse a la rapida recuperacidén de los niveles
de compuestos reducidos que ocurre como consecuencia del resta-
blecimiento del flujo fotosintético de electrones tras iluminar

las cé&lulas.

De los resultados obtenidos en los estudios fisiolégi-



TABLA XXIV
LLcoto de inhibidores de sintesis de proteina sobre la
reactivacidn por Juz de la glutamina sintetasa
de Synechococous 6301

ADICION % ACTIVIDAD A LOS 30 MINUTOS

ninguna 100
SLORANFENICOL (70 ug/nml) 92

RITAMPICINA (20 pg/ml) 101

h

A oélulas mantenidas en oscuridad durante 2
3

5

3

(rifampicina) & 4 h (eloranfenicol) v cuyos niveles de actividad
Ty 9,5 U/mg clorofila rospectivamente, se les aflade el

12
inhibide
determinindosa

o
suelto en metanol v 25 minutos después se 1luminan,
la actividad 20 minutos mas tarde. Al control se

le afinde un volumen cquivalente de metanol.

i .
(RIF) & AC,2 U/mg clorofila (CAT) .

™7
)

L100% de actividad corves

5.

ponde a 50,5 U/mg clorofila
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Fiqura 34: Efecto de la presencia de cloranfenicol en  1la

reactivacion por luz sobre una posterior inactivacidn por oscu-—
ridad de la glutamina sintetasa de Synechococcus 6301

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo a la
luz y conteniendo 16,5 pg clorofila/ml se divide en dos fraccio-
nes que se transfieren a la oscuridad durante 17 h, tras lo que
se afade a una de ellas 75 pg de cloranfeniceol/ml (+) o la can-
tidad correspondiente de metanol (o ). Despues de 15 minutos,
ambas fracciones se iluminan durante 30 minutos y se vuelven a
transferir a la oscuridad. A los tiempos indicados, se determina
la actividad transferasa de cada uno de los cultivos (apartado
I11.C.2.1).
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Figqura 37: Efecto del DCMU sobre la reactivacion por luz
de la glutamina sintetasa de Synechococcus 6301 inactivada por
oscuridad

Un cultivo de ceélulas de Svynechococcus 6301 creciendo a la
luz y conteniendo 19,5 pg clorofila/ml se divide en tres frac-
ciones. Dos de ellas se transfieren a la oscuridad durante 18 h,
tras lo que se afade a una de ellas 20 pM de DCMU en etanol (¢ )
y a la otra un volumen egquivalente de etanol (+). Posteriormen-—
te, ambas se vuelven a iluminar. {o0) celulas mantenidas constan-
temente a la luz, sin adicidn.

A los tiempos indicados, se determina la actividad
transferasa de cada uno de los cultivos segun se describe en el
apartado I1.C.2.1.
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Fiqura 38: Efecto de la presencia de DCCD y CCCP sobre  la
reactivacidn por luz de la glutamina sintetasa de Synechococcus
6301 inactivada por oscuridad

Un cultivo de células de Synechococcus 6301 creciendo en la
luz v conteniendo 14,4 pg clorofila/ml se transfiere a la oscu-
ridad durante 5,5 h, tras lo que se divide en tres fracciones,
que se reiluminan con las siguientes adiciones: con 10 pM  de
CCCP en metanol (+); cton 20 pM de DCCD en metanol (¢); con un
volumen equivalente de metanol {(a). A los tiempos indicados, se
determina la actividad transferasa de la glutamina sintetasa tal
como se indica en II1.C.2.1.
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cos expuestos hasta ahora se puede deducir que el mecanismo por
el cual se lleva a cabo la regulacidén de los niveles de activi-
dad glutamina sintetasa por luz implica, de alguna forma, una
variacién en el estado redox de la célula.

Algunos de los mecanismos de regulacidén luz-oscuridad
descritos para las enzimas fotorregulables de otros organismos
se basan en un fendémeno de oxidacidén/reduccidén de puentes disul-
furo (73), sobre el gque se han construido varios modelos tedbri-
cos. Uno de ellos, sistema ferredoxina-tiorredoxina, explica los
fendmenos de inactivacién-reactivacidén por reacciones de
oxido-reduccidén de puentes disulfuro en la enzima regulada,
mediadas por la tiorredoxina. Esto se refleja en experimentos
realizados in vitro, donde la luz puede ser reemplazada por sis-
temas reductores artificiales, como son DTT y/o tiorredoxina.

En este sentido, hemos llevado a cabo varios intentos
de reactivacidén de extractos crudos de Synechococcus 6301 con
bajos niveles de actividad glutamina sintetasa (inactivada por
oscuridad in vivo) empleando DTT, una mezcla de tiorredoxinas m
y £ de espinaca y una combinacién de los dos compuestos. En nin-
guno de los casos se obtiene una recuperacidén de la actividad
glutamina sintetasa (datos de inmunoelectroforesis confirman la
presencia de proteina glutamina sintetasa en los extractos).

Se ha intentado igualmente recuperar los niveles ini-
ciales de actividad incubando extractos inactivos con las enzi-
mas fosfatasa alcalina o fosfodiesterasa, en previsidén de que el
mecanismo de inactivacidén pudiera deberse a fosforilacidén o ade-
nililacidén, como es el caso para la fotomodulacidn de algunos
complejos antena en cloroplastos (14, 17) o para la regulacidn
por amonio de la glutamina sintetasa de enterobacterias (143),
respectivamente. En ninguno de los casos hemos obtenido con es-
tas dos enzimas niveles de actividad superiores a los del con-

trol sin adicién.
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La asimilacidén de amonio a esqueletos carbonados se
lleva a cabo en Synechococcus 6301 a través de la ruta glutamina
sintetasa/glutamato sintasa . La glutamina sintetasa ha sido
estudiada en profundidad en lo gque a su bioquimica se refiere,
tanto en esta como en otras especies de cianobacterias y otros
organismos en general (154). Sin embargo, la informacidén exis-
tente sobre la glutamato sintasa es muy escasa en cianobacterias
y casi inexistente en Synechococcus 6301. La falta de estudios
sobre esta enzima se debe en general a su baja concentracibén en
los extractos celulares y a la dificultad de encontrar un método
reproducible y rapido de medir su actividad, debido a la gran
similitud estructural de los sustratos y productos de la reac-
cidén que lleva a cabo, vy a la ausencia de métodos quimicos sen-
cillos para la deteccidén especifica de alguno de ellos.

En este trabajo, hemos completado el estudio sobre las
enzimas implicadas en la asimilacién de amonio a esqueletos car-
bonados en la cianobacteria Synechococcus 6301, caracterizando
biogquimicamente la glutamato sintasa, segunda enzima de la ruta.
Para ello ha sido necesario previamente poner a punto un método
de ensayo rapido y sensible para la deteccidén de actividad, tan-
to in gitu como in vitro, que se ha aplicado igualmente al ensa-
yo de glutamina sintetasa y de glutamato deshidrogenasa.

Igualmente, hemos profundizadd en el conocimiento de
la primera enzima de la ruta, la glutamina sintetasa, estudiando
su regulacidén por condiciones de luz-oscuridad.

Seguidamente, y para una mayor claridad, discutiremos
por separado los resultados obtenidos en cada uno de los aspec-

tos del trabajo.

IV.A. DETERMINACION DE ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS IMPLICADAS EN
LA ASIMILACION DEL AMONIO EN CIANOBACTERIAS. i {tu E i
vitro, MEDIANTE HPLC

La principal dificultad encontrada para determinar Ila
actividad glutamato sintasa estriba, por una parte, en la ine-

xistencia de un método practico de seguimiento espectrofotomé-
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trico, y por otra en la similitud estructural entre sustratos y
produétos. Por ello, para la determinacidén de la actividad como
cantidad del producto glutamato formado se necesita previamente
su separacidén del sustrato glutamina, ya que ambos aminoacidos
reaccionan con la misma gama de compuestos susceptibles de ser
utilizados para su determinacidén cuantitativa.

Los tres métodos empleados tradicionalmente para la
separacién de glutamato y glutamina de la mezcla de ensayo glu-
tamato sintasa han sido cromatografia de intercambio 1idnico
(128), cromatografia en papel (82) o electroforesis (92). Una
vez separado, el glutamato formado se detecta habitualmente por
su capacidad de formar un compuesto coloreado al reaccionar con
ninhidrina (82) o radiactivamente, cuando se utilizan sustratos
marcados con 14C (161). El1 método colorimétrico y la cromatogra-
fia en papel presentan el inconveniente de ser poco sensible vy
poco resolutivo respectivamente (169). La deteccidén del producto
radiactivo es mucho més sensible, aunque el método de ensayo
sigue presentando la limitacién de tiempo y resolucidén de la
cromatografia convencional.

Algunos autores (4) han propuesto un método polarogra-
fico basado en el seguimiento del desprendimiento de oxigeno
dependiente de luz y de la presencia de sustratos para determi-
nar la actividad glutamato sintasa en cloroplastos intactos. El1
procedimiento es interesante pero queda restringido a sistema
intactos y, dado que es una determinacién indirecta, esta some-
tido a muchas posibles interferencias, ademés de lo poco practi-
co que resulta para ensayos rutinarios.

@artin et al. (899) han desarrollado un método para 1la
determinacidén de actividad glutamato sintasa en extractos de
raiz de Alnus, que emplea cromatografia liguida de alta presiédn
en fase reversa en condiciones isocraticas para la separacién de
los aminocacidos, y espectrofotometria para su deteccién . Un
sistema algo modificado de HPLC (174) ha sido también empleado
por Misra y Oaks (107) para determinar actividad glutamato sin-
tasa en extractos de endospermo de maisz.

En nuestro trabajo, hemos desarrollado un método de
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ensayo de actividad glutamato sintasa basado en cromatografia
liquida de alta presién vy deteccién fluorimétrica, aplicable
tanto al ensayo de enzimas presentes en extractos crudos como a
determinaciones in situ en células permeabilizadas de cianobac-
terias. Las ventajas de este método con respecto a la cromato-
grafia convencional quedan patentes en la figura 2, tanto en 1lo
que se refiere a sensibilidad (3 6rdenes de magnitud mayor gra-
cias al marcaje fluorescente con OPA) como a resolucidén o tiempo
invertido. La fluorimetria minimiza ademds gran numero de las
interferencias que pueden presentarse en la deteccidn
espectrofotométrica. Comparado con el método que emplea inter-
cambio idénico en el cual se pueden emplear simultdneamente 10 &
20 columnas de DOWEX, este método presenta el inconveniente de
que los andlisis han de realizarse de modo secuencial uno tras
otro. Sin embargo, este problema se ve compensado por la posibi-
lidad de inyeccién automidtica de las muestras, como se indica en
el apartado II1.D.1. La separacién es completa y la respuesta
lineal hasta un alto valor de concentracidn de aminoacidos (fig.
4). La sensibilidad del método asi como su gran intervalo de
utilizacidén permiten, ademds, calcular un factor de correccidn
para contrarrestar los posibles errores en las diluciones y la
derivatizacién. La tabla XXV resume las ventajas con respecto al

método tradicional de ensayo.

El método resulta especialmente interesante para la
determinacién de la actividad in situ en células
permeabilizadas, tanto para la glutamato sintasa como para otras
enzimas implicadas en la ruta de asimilacidn del nitrdgeno en
cianobacterias, como son glutamina sintetasa y glutamato deshi-
drogenasa. En el caso de la glutamina sintetasa, aparte del en-
sayo transferasa, rapido y sensible, se han descrito varios mé-
todos para la determinacién de su actividad biosintética (144).
Algunos de ellos utilizan sistemas enzimdticos acoplados, cuya
actividad permite seguir la reaccidén espectrofotométricamente.
Otros se basan en la determinacién, también espectrofotométrica,
del fosfato inorgénico producido en la reaccidén, o en la deter-

minacién de 1la radiactividad aparecida en la glutamina. En
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general, los ensayos que emplean sistemas enzimdticos acoplados
presentan el grave inconveniente de no ser aplicables a determi-
naciones in gitu ya que, dada la turbidez de las muestras, la
reaccidén no puede seguirse espectrofotométricamente, ademds de
complicarse la determinacién de los pardmetros cinéticos de la
enzima por el solapamiento con los de las enzimas auxiliares. El
ensayo con marcaje radiactivo y separacidén de aminoacidos utili-
zando resinas de intercambio idénico, muy perfeccionado (119),
presenta el mismo tipo de problemas y limitaciones apuntados
para la glutamato sintasa.

La enzima glutamato deshidrogenasa, otra via posible
de asimilacidén de amonio generalmente ausente en cianobacterias,
ha sido identificada y purificada en Synechocystis 6803 (41). Su
actividad dependiente de piridin-nucleétido (NADPH) es también
facil de seguir espectrofotométricamente, aungque la determina-
cién in _situ o en extractos crudos tiene los mismos inconvenien-
tes que en el caso de la glutamina sintetasa.

El ensayo in_gsitu de estas tres actividades en células
rermeabilizadas es facilmente realizable siguiendo mediante HPLC
el producto formado, aunque la eficiencia del método parece es-
tar en funcidén del agente permeabilizante empleado en el ensayo.
En el caso de glutamato sintasa y glutamina sintetasa, se han
probado dos tipos de detergentes y un solvente orgénico, con
distinto resultado (tabla I). El ensayo glutamato deshidrogenasa
se lleva a cabo permeabilizando con MTA. El sistema es, en gene-
ral, muy repetitivo, comparable al ensayo transferasa en el caso
de la glutamina sintetasa. La respuesta contradictoria de gluta-
mina sintetasa y glutamato sintasa a dos de los agentes
permeabilizantes es dificilmente explicable, a no ser por el
efecto directo de estos sobre las enzimas.

Las tablas II, III1 y IV demuestran que en los tres
casos, la formacidén de producto detectado de esta forma responde
realmente a la actividad que se estd ensayando, corroborable, en
el caso de la glutamato deshidrogenasa, por la estequiometria 1
a 1 entre glutamato formado y NADPH oxidado.

La reproducibilidad de este sistema de ensayo es en

general muy buena, y ha permitido llevar a cabo el estudio
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bioguimico de la glutamato sintasa de Synechococcus 6301,

IV.B.

Dos vias principales han sido propuestas para la asi-
milacidén de amonio: glutamato deshidrogenasa y glutamina sinte-
tasa/glutamato sintasa. Un gran nimero de evidencias experimen-
tales apoyan el funcionamiento de la ruta glutamina sinteta-
sa/glutamato sintasa en este proceso: los bajoslvalores de Km de
las enzimas implicadas para el amonio, los niveles de actividad
detectados en los extractos, experimentos fisioldégicos a tiempos
cortos con marcaje radiactivo, respuesta a inhibidores, etc..
Todos ellos indican que, en la mayoria de los organismos y con-
diciones, la glutamato deshidrogenasa participa de forma minori-
taria en la incorporacidén primaria de amonio a esqueletos carbo-
nados.

En cianobacterias, no se ha descrito actividad gluta-
mato deshidrogenasa en la mayoria de las especies estudiadas, o
se han detectado niveles muy bajos (59, 114), y sbdlo en el caso
de Synechocystis 6803 se ha purificado y caracterizado una enzi-
ma con actividad glutamato deshidrogenasa (41). En Synechococcus
6301, todos los intentos llevados a cabo por nuestra parte para
detectar esta actividad, tanto espectrofotométricamente como
mediante HPLC, han sido infructuosos.

La existencia de actividad glutamina sintetasa en cia-
nobacterias fue puesta de manifiesto tempranamente en Anabaena
cylindrica (34), y desde entonces ha sido purificada en varias
especies de cianobacterias (42, 112, 134, 152). Teniendo en
cuenta esto y tras los primeros trabajos de Miflin vy Lea que
ponian de manifiesto en todos los organismos fotosintéticos es-
tudiados, incluidas cianobacterias (84), la presencia de una
glutamato sintasa dependiente de ferredoxina, se han ido acumu-
lando datos que apoyan el funcionamiento de la ruta glutamina
sintetasa/glutamato sintasa en cianobacterias. Por una parte la

ausencia de glutamato deshidrogenasa y por otra los trabajos del



s
o
Bl

grupo de Wolk detectando la aparicién de marcaje radiactivo en
los distintos aminodcidos tras la adicidén de 13N a varias - espe-
cies de cianobacterias, unicelulares y filamentosas, llevan a la
conclusién de que esta es la via principal de asimilacién de
amonio a esqueletos carbonados en estos organismos, a excepciébn
de Synechococcus leopoliensis UTEX 625, estirpe en la cual esta
ruta parece contribuir sélo en un 40% al total de amonio asimi-
lado (105).

Los resultados presentados en los apartados III.B.1.1
vy 2 demusestran la presencia de una actividad glutamato sintasa
dependiente de ferredoxina en células de Synechococcus 6301. La
producciéon de glutamato detectada jin _situ es totalmente depen-
diente de los sustratos afiadidos, no variando con la presencia
del inhibidor de transaminasas AOA. Los niveles obtenidos, apro-
ximadamente 2 U/mg clorofila, asi como los niveles medios de
glutamina sintetasa presentes en células crecidas con nitrato
como fuente de nitrégeno (de 2,5 a 3 U/mg clorofila) apoyan el
funcionamiento secuencial de estas dos enzimas en el proceso de
asimilacién de nitrégeno en Synechococcus 6301.

Los resultados presentados en la tabla V identifican a
la glutamato sintasa de Synechococcus 6301 como una ferredoxi-
na-glutamato sintasa, siendo la actividad detectada en ausencia
de ferredoxina afiadida consecuencia de la ferredoxina endégena
presente en los extractos, c¢como se demuestra por la bajada en
los niveles de actividad que ocurre cuando se separan ambas pro-
teinas en una cromatografia de intercambio idbnico (fig. 6). Este
parece ser igualmente el caso en heterocistos de Nostoc
nuscorum, donde se detecta una actividad de glutamato sintasa
dependiente de NAD(P)H que los autores atribuyen a la presencia
en estas células de actividad ferredoxina/NADP oxidorreductasa
(55). Igualmente, se puede descartar la presencia de actividad
NADPH-glutamato sintasa en los extractos de Synechococcus 6301,
va que el pico mayoritario de actividad metilvioldgeno-glutamato
sintasa (actividad generalmente asociada a la NAD(P)H-glutamato
sintasa o a la suma de esta y ferredoxina-glutamato sintasa (33,
97)) que se obtiene después de una cromatografia de intercambio

iénico en DEAE-celulosa (fig. 6) eluye al mismo valor de



concentracién de NaCl que la actividad ferredoxina-glutamato
sintasa (fig. 13), coincidiendo el segundo pico obtenido, mino-
ritario, con la presencia en las fracciones de ferredoxina, que
serviria de donador de electrones en el ensayo de éstas con ma-
vor eficiencia que el metilvioldégeno. La actividad detectada en
los extractos con NADPH como agente reductor serad debida, por
tanto, a la presencia en éstos de ferredoxina y ferredoxina/NADP
oxidorreductasa. No se obtiene ninguna actividad cuando el NADH
sustituye al NADPH. ’ |

En espinaca, Hirasawa vy Tamura (65) observan que la
relacién entre las actividades dependientes de ferredoxina vy
metilvioldgeno es mucho mayor en preparaciones de enzima pura
que en extractos, y atribuyen esta diferencia a la presgencia, en
preparaciones crudas, de una mayor proporcién de una forma modi-
ficada de la proteina con menor afinidad por la ferredoxina (ver
nas adelante). Sin embargo, vistos nuestros resultados, la pre-
sencia de ferredoxina enddgena en los extractos nos parece una
explicacidén mas probable para este fenémeno. El mismo tipo de
controversia se planted con la nitrato reductasa de este mismo
organismo, donde algunos resultados apuntaban a la existencia de
una proteina dependiente de NADH (58). Sin embargo, la elimi-
nacidén de la ferredoxina de 1los extractos demostré la ausencia
de esta actividad (26).

La deteccién Gnicamente de actividad ferredoxina-glu-
tamato sintasa coincide con lo anteriormente descrito para cia-
nobacterias (84, 110).

No hay datos en la bibliografia acerca de la localiza-
cidén intracelular de la ferredoxina-glutamato sintasa en ciano-
bacterias. La enzima de plantas parece ser cloroplastica, y no
estar asociada fuertemente a membranas. Los datos de la tabla VI
muestran cémo la proteina de Synechococcus 6301 se recupera en
la fraccién soluble empleando cualquiera de los cuatro métodos
de rotura ensayados, indicando que la glutamato sintasa no pare-
ce estar asociada a membranas en este organismo.

Poco hay hecho, igualmente, sobre la regulacién de
glutamato sintasa por la fuente de nitrdégeno en organismos foto-

sintéticos. Los datos en gzanahoria sefialan que los niveles de
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NADPH-glutamato sintasa no varian con la fuente de nitrdgeno
empleada para el crecimiento (36), mientras que en Lemna la ac-
tividad presente en amonio es el 73% de la detectada en nitrato
(126). En Chlamvdomonas reinhardtii, se observa un aumento de la
actividad NADH-glutamato sintasa al pasar células creciendo en
amonio a un medio carente de fuente nitrogenada (97). La ferre-
doxina-glutamato sintasa varia poco sus niveles en estas condi-
ciones. En Synechocoeccus 6301, observamos un ligero aumento de
la actividad glutamato sintasa ' cuando células creciendo en ni-
trato se pasan a medios conteniendo amonio como Gnica fuente de
nitrégeno (tabla VII). No parece, pues, que la ferredoxina-glu-
tamato sintasa esté sometida a un fuerte control por fuente de
nitrégeno en este organismo, como es el caso de la glutamina
sintetasa.

La determinacién in situ de los parédmetros c¢inéticos
de la ferredoxina-glutamato sintasa (pH y temperatura O6ptimos,
constantes de afinidad, cinética de aparicidédn de producto) es
necesaria para la puesta a punto de las condiciones del ensayo.
Tras los resultados obtenidos (figs. 7, 8 y 9), elegimos pH 7,5,
30°C y 15 minutos de incubacién como valores estandar para el
ensayo de la actividad.

Es interesante comparar los valores de constantes de
afinidad de la enzima por sus sustratos obtenidos in situ en
células permeabilizadas (figs. 10 y 12) con los determinados in
vitro para la enzima purificada (tabla XVIII). Las concentracio-
nes necesarias para saturar la aotividad en el caso de la gluta-
mina son Dbastante superiores en las determinaciones in _situ.
Esto parece indicar cierta dificultad de los sustratos para ac-
ceder a la enzima, a pesar de la permeabilizacién, o un resella-
miento de las membranas en vesiculas tras la permeabilizacién,
dificultando el paso de los sustratos. Este es un dato a tener
en cuenta a la hora de evaluar, en general, los resultados obte-
nidos en determinaciones in situ de actividades en células per-
meabilizadas.

La alta afinidad de 1la glutamato sintasa por el
metilviolégeno en ensayos in situ, sélo aparente ya que la enzi-

ma es apenas activa con este donador de electrones in _vitro, es
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otra muestra de las precauciones a tomar cuando se trabaja en
células enteras, yva que son mailtiples las interferencias posi-
bles ( en este caso, con la ferredoxina enddégena presente en las

células).

Como se ha discutido anteriormente, parece que al me-
nos una enzima con actividad glutamato sintasa estd presente en
todos los casos en organismos capaces de asimilar amonio. En
bacterias, la actividad es dependiente de piridin-nucledtidos
mientras que en plantas superiores y algas verdes se han descri-
to dos enzimas, una dependiente de piridin-nucleétido y otra de
ferredoxina, habiéndose purificado y caracterizado en mayor o
menor extensidén las enzimas procedentes de estas fuentes (154).
En cianobacterias, se ha detectado actividad glutamato sintasa
dependiente de ferredoxina. Sin embargo, salvo esta informacién,
nada se sabe acerca de las caracteristicas de la enzima proce-
dente de estos organismos (53, 85). Era por tanto'neceéario lle-
var a cabo una caracterizacién de la proteina una vez conseguida
su purificacién a homogeneidad. Se ha elegido para ello la cia-
nobacteria Synechococcus 6301 por ser abundante, en este orga-
nismo, la informacidén existente sobre la otra enzima de la ruta,
la glutamina sintetasa, tanto a nivel bioquimico (purificacidén y
caracterizacién) como a nivel fisiolégico (regulacidn por dis-
tintos efectores ambientales). Hay que destacar gque hasta la
fecha s86lo se han purificado hasta homogeneidad las ferredoxi-
na-glutamato sintasas de organismos eucariotas fotosintéticos,
por lo que la purificacidn vy caracterizacidn expuestos en este
trabajo son las primeras que se describen en un organismo
procariota fotosintético. |

Las purificaciones de ferredoxina-glutamato sintasa
llevadas a cabo hasta ahora en eucariotas fotosintéticos se ca-
racterizan, salvo en el caso del maiz donde se obtiene una recu-
peracién del 40% (102), por su bajo rendimiento (entre 5 y 25%)
y consiguen un grado de purificacién de 100 a 200 veces. Estos
bajos rendimientos se discuten en términos de pérdida de grupos
prostéticos e inactivaciones en los primeros pasos de la purifi-

cacién. La estabilidad de la enzima parece mejorar en general
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cuando el tampén se suplementa con inhibidores de proteasas, con
protectores de grupos sulfhidrilos (B-mercaptoetanocl o DTE) vy
con el sustrato a-cetoglutarato (102). Algunos autores observan
ademds que la adicidén de NaCl contribuye igualmente a estabili-
zar a la enzima (65).

Estos datos, asi como nuestros propios resultados (tabla
VIII), nos han llevado a elegir el tampdén A a lo largo de la pu-
rificacién, en el cual la presencia de B-mercaptoetanol y a-ce-
toglutarato parece ser fundamental para aumentar la estabilidad
de la enzima en solucidn.

Una vez obtenidos los extractos, la purificacidén se
inicia con una precipitacién fraccionada con etanol en presencia
de alta fuerza idénica. Este paso habia sido wutilizado ya con
buen rendimiento para la purificacidén de la nitrato reductasa de
este mismo organismo (26) y resultd ser un buen sistema para ser
empleado como primer paso en nuestra purificacidn, dado su ele-
vado rendimiento (la enzima es bastante estable en 70% de
etanol) y el factor de purificacién obtenido (35 veces). Sin
embargo, este paso ha de realizarse con precauciones, ya dque
variaciones en la concentracidén inicial de proteina pueden alte-
rar el rendimiento final. Otros autores (65, 158) emplean para
la glutamato sintasa de espinacas un paso semejante de fraccio-
namiento, con acetona entre 35 y 75%, con un rendimiento cercano
o igual al 100%.

La alta fuerza iénica presente durante el fracciona-
miento se obtiene en nuestro caso por adicidén de NaCl hasta un
valor de 0,8 M, en sustitucidén del NaNO3 que se emplea en la
purificacién de la nitrato reductasa (26). El nitrato, por ser
un compuesto altamente caotrbdépico, es un agente capaz de extraer
proteinas asociadas -a membranas en Synechococcus 6301, entre
ellas la nitratoc reductasa, que interfiere en los pasos poste-
riores de la purificacién de la glutamato sintasa, dado gue am-
bas enzimas son dependientes de ferredoxina. La figura 39 repre-
senta la filtracién en gel mediante HPLC de 1la fraccién pico
resultante de la cromatografia de afinidad de una purificacidn
en la que el extracto de partida se tratdé con nitrato en vez de

cloruro. En esta cromatografia se aprecian ademds de la
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Fiqura 39: Cromatografia de filtracidn en gel del eluato

de una cromatoqrafia de afinidad en ferredoxina sefarogsa cuando
la purificacion se inicia con  un fraccionamiento por etanol en
presencia de 1 M de NaND.,

~

La cromatografia se lleva a cabo como se indica en el apar-—
tado II1.E.3.3. Se recogen fracciones de 0,35 ml de las que se
ensayan las actividades glutamato sintasa y/o nitrato reductasa
segun se indica en los apartados 11.C.1.2 y I1I1.C.4.5 respectiva-
mente. Volumen de muestra inyectada: 250 upl, 250 pg de protei-
na/ml. El pico a los 51.75 minutos corresponde a los compo-
nentes del tampédn. Trazo continuo: absorbancia a 280 nm.
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glutamato sintasa otros dos picos de proteina, uno correspon-
diente a la nitrato reductasa (identificada por su actividad) vy
el otro a la ferredoxina (identificada en filtraciones paralelas
por su absorbancia a 420 nm). El tiempo de retencidén de ambos
picos coincide ademds con el correspondiente a su valor de peso
molecular. La presencia de ferredoxina es posiblemente debida a
un lavado insuficiente de la columna de afinidad una vez monta-
da, o a la uniénldefioiente de una parte de la ferredoxina ad-
sorbida a la matriz de sefarosa. Compdrese con la figura 17, que
corresponde a una purificacién en la que el fraccionamiento con
etanol se llevdé a cabo en presencia de cloruro sdédico.

Seguidamente se lleva a cabo un paso de cromatografia
de intercambio idénico en DEAE-celulosa. Esta cromatografia ha
sido empleada hasta ahora en todas las purificaciones de ferre-
doxina glutamato sintasa llevadas a cabo en algas y plantas su-
periores, con buenos resultados. En nuestro caso, el rendimiento
es bueno y el proceso resulta muy repetitivo. Permite, ademas,
eliminar la ferredoxina presente en los extractos, que podria
competir ventajosamente con la unida a la sefarosa en la croma-
tografia de afinidad posterior.

El gel de ferredoxina-sefarosa empleado en la cromato-
grafia de afinidad es un adsorbente idéneo v muy efectivo para
la purificacién de enzimas dependientes de ferredoxina en gene-
ral (26, 71, 95, 170) v en concreto lo ha sido para la ferredox-
ina-glutamato sintasa de distinta procedencia (47, 65, 102, 157,
167).

En nuestro proceso de purificacidén, la cromatografia
de afinidad en ferredoxina-sefarosa ha resultado un paso deter-
minante, obteniéndose un alto grado de purificacién (unas 30
veces), aunque con un rendimiento medio inferior (50%) al obte-
nido por otros autores (102, 157, 167). Esta cromatografia pre-
senta el mencionado inconveniente de no ser muy repetitiva, va
gque la afinidad de las columnas por la glutamato sintasa dismi-
nuye después de su uso prolongado en tampén A. Desde el punto de
vista de mantenimiento de los geles, nos parece mds conveniente
trabajar con varias columnas de pequefio tamafio y repetir la cro-
matografia cuando es necesario, a trabajar con columnas de mayor



longitud, ya que en este caso un mayor volumen de gel perderia
simultaneamente su capacidad de unir a la glutamato sintasa.

La afinidad de 1la ferredoxina-glutamato sintasa de
Synechococgus 6301 por el gel de ferredoxina-sefarosa es infe-
rior a la que presenta la enzima procedente de hojas de maiz
(102), ya que se eluye enteramente con sélo aplicar 0,15 M de
NaCl. E1 valor minimo de NaCl necesario para eluir a la enzima
seria pues del orden del empleado con la proteina de
Chlamyvdomonas (97) y plantas superiores (157, 167), aproximada-
mente 0,1 M.

El resultado final de la purificacidén es una prepara-
cidén enzimatica homogénea a juzgar por los datos de electrofore-
sis, en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes, y
por la cromatografia de filtracién en gel, con una actividad
especifica de 30 U/mg de proteina, inferior sélo a la obtenida
con la enzima de espinaca (65) y del orden de la obtenida en
arroz (157).

En todas las purificaciones realizadas, se observan
siempre dos bandas de proteina que migran a distinta velocidad
en electroforesis no desnaturalizante. Ambas presentan actividad
glutamato sintasa, determinada tanto colorimétricamente en el
gel entero como con ensayos estandar de varias rodajas cortadas
del gel. Dos bandas aparecen, igualmente, en electroforesis en
presencia de SDS, con una diferencia en sus pesos moleculares de
un 3%. En ambos casos, la intensidad de la banda de la proteina
de menor tamafio varia de unas purificaciones a otras, siendo a
veces muy minoritaria. Todos estos datos parecen indicar que una
de las bandas (la que migra a menor velocidad en condiciones no
desnaturalizantes y a mayor en presencia de SDS) es una forma
degradada de la proteina original, que conserva clerta actividad
enzimdtica. La alta sensibilidad a proteasas, probablemente a
causa del elevado peso molecular de la enzima, parece una carac-
teristica comin a las glutamato sintasas de organismos fotosin-
téticos (65, 102). Por otra parte, en espinaca, Hirasawa vy
Tamura (65) han detectado dos formas de ferredoxina-glutamato
sintasa que aparecen cuando las cromatografias se llevan a cabo
en ausencia de a-cetoglutarato, a las que denominan enzima



nativa y enzima modificada. Estas dos formas de la enzima pre-
sentan diferencias en sus pesos moleculares, actividad especifi-
ca y comportamiento en cromatografia de afinidad, que los auto-
res atribuyen a un cambio estructural irreversible (desnaturali-
zaclibén parcial) de la proteina. La enzima'de Svnechococcug 6301
es muy semejante en sus caracteristicas generales a la de espi-
nacas. Sin embargo, no parece que las- dos bandas obtenidas en
nuestro caso en electroforesis teﬁgan relacidén con las dos pro-
teinas descritas en espinaca, ya que la diferencia en peso mole-
cular que observamos es muy inferior. Los autores no describen
el comportamiento electroforétiéo de las dos formas.

La ferredoxina-glutamato aintasa purificada de
2ynechococcus 6301 estd formada por una Gnica cadena polipepti-
dica de gran tamafio, con un coeficiente de sedimentacidén de
8,46 S y radio de Stokes de 4,32 nm. El coeficiente relativo de
fricecidén calculado (f/fo), igual a 1,213, sugiere una forma 1li-
geramente alargada.

El peso molecular de la enzima ha sido estimado por
varios métodos: mediante cromatografia de filtracién en gel,
electroforesis en presencia de SDS y aplicando 1la férmula de
Siegel y Monty (146) que emplea los valores de radio de Stokes y
coeficiente de sedimentacidén previamente calculados. En el pri-
mer caso se obtiene un valor de 138 kDa, inferior al deducido de
los otros métodos, 156 kDa. La filtracidén en gel parece pues
subestimar el peso molecular de esta proteina, fendémeno que ocu-
rre también en la nitrato reductasa de la misma procedencia, vy
en la glutamato sintasa de Chlamvdomonas (47) y espinaca (65).
Esto podria ser debido a interacciones de la proteina con la
matriz de sefarosa.

La proteina consta de una sola subunidad, cuyvo alto
valor de peso molecular, poco frecuente en proteinas de un solo
péptido, corresponde con el determinado para otras glutamato
sintasas y estda de acuerdo con el tamafio del ARN mensajero ais-
lado de maiz, de aproximadamente 4.000 nucledétidos (con poli-A),
cuyo producto de sintesis protéica in vitro reacciona con

antisuero anti-glutamato sintasa de arroz (29).
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Las caracteristicas espectroscdpicas observadas en la
ferredoxina-glutamato sintasa de Synechococcus 6301 ponen de
manifiesto la presencia de un grupo prostético flavinico en la
preparacidén enzimdtica. La presencia de flavinas ha sido descri-
ta también en la enzima dependiente de ferredoxina tanto de (.
reinhardtii (97) como de espinaca (65) y en todas la glutamato
sintasas dependientes de NAD(P)H descritas.

El hecho de que la adicidén de a-cetoglutarato, sustra-
to fisioldégico, permita a la enzima, previamente reducida con
ditionito, recuperar el espectro tipico de flavoproteina oxidada
indica que el grupo prostético flavinico es funcional durante la
catadlisis.

El analisis del grupo prostético extraido de la prote-
ina con varios métodos da como resultado una uGnica molécula de
FMN presente por molécula de proteina. La relacién de
absorbancias a 280 y 438 nm (mdximos de absorcidén de proteina vy
flavina respectivamente) tiene un valor de 11, bastante superior
al obtenido en la enzima de C. _reinhardtii, con dos restos
flavinicos, en la que la relécién es de 7. El coeficiente de

extincién mM a 438 nm es de 17,1 mM_lcm—l, superior al esperado

para una enzima con un Gnico componente flavinico (Eﬂ%(FMN) =
12,3). En general se observa que aquellas flavoproteinas que no
tienen ningun componente metdlico presentan en el maximo de ab-
sorcidén de flavinas (ca. 450 nm) una densidad éptica exactamente
igual a la esperada segun el contenido flavinico de la enzima
(123). Sin embargo, esto no es asi para flavoproteinas que con- .
tienen uno o més Atomos de hierro no heminico. Por ejemplo, en
la dihidroorotato deshidrogenasa de Zymobacterium oroticum, fla-
voproteina con 2 &tomos de hierro no heminico y 2 grupos
flavinicos (48), se observa que el valor de absorbancia corres-
pondiente al pico de flavina (450 nm) es mayor de lo esperado
por su contenido en este cofactor. Los autores atribuyen este
hecho a la presencia de hierro no heminico en la molécula, sien-
do el E2¥450 = 11 para la ferroproteina desprovista de <flavina.
En general, en ferro-flavoproteinas, cada &tomo de hierro con-
tribuye con un Eg¥450 = 5 al espectro de 1la proteina nativa

(123).
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Este podria ser el caso para la ferredoxina-glutamato
sintasa de Synechococcus 6301, en la cual el coeficiente de ex-
tincidén molar de 1la proteina a 438 nm se veria aumentado por la
presencia de un &tomo de hierro gque contribuiria a la
absorbancia en algunas 2zonas del espectro (hombros a 418 vy
476 nm, caracteristicos de ferroproteinas, y cierta absorbancia
a 550 nm, donde no absorben las flavinas). Sin embargo, las al-
tas concentraciones necesarias para que la ferrocina, reactivo
especifico de metales divalentes como el hierro (156), inhiba
apreciablemente el ensayo de la glutamato sintasa aboga en con-
tra de esta idea. El efecto nulo que causa la incubacidén con
agentes quelantes de metales apuntan en el mismo sentido. Sin
embargo, estos reactivos tampoco son capaces de inactivar de
forma importante las glutamato sintasas de espinaca y maiz, que
si contienen &tomos de hierro como parte de su molécula (65,
102). ,

Hasta ahora, en todas las glutamato sintasas en las
que se han detectado grupos prostéticos flavinicos, se han medi-
do 2 moléculas de flavina (FMN, FAD o ambas) por molécula de
enzima. La proteina de Synechococcus 6301 es por tanto distinta

a todas las demas en este aspecto.

La ferredoxina glutamato sintasa purificada de
Svnechococcus 6301 es altamente especifica para sus sustratos
glutamina y a-cetoglutarato como donador y aceptor, = respectiva-
mente, del grupo amino. Es igualmente muy especifica para la fe-
rredoxina, no pudiendo utilizar ningan otro donador fisiolégico
de electrones. Su actividad con el donador artificial
metilvioldégeno es muy baja, coincidiendo con lo descrito para la
ferredoxina-glutamato sintasa de C, reinhardtii (33, 97).

Parece pues que el centro activo de la enzima es muy
especifico, como se confirma estudiando el posible efecto inhi-
bidor de algunos andlogos de la glutamina. Tanto azaserina como
DON, inhibidores irreversibles clasicos de glutamina--
amidotransferasas (25, 118) son potentes inhibidores de la fe-
rredoxina-glutamato sintasa (tabla XX), siendo el DON mucho mas
efectivo (100% de inhibicién a 0,1 mM). Albiziina y N-acetil-glu-
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tamina, dos andlogos de glutamina, causan cierta inhibicidn,

aungue a una concentracidén muy elevada. Reactivos como la semi-

carbazida o hidroxilamina, inhibidores de transaminasas (en gene-
ral de enzimas en las que interviene el piridoxal fosfato) inhi-

ben a la enzima a concentraciones muy altas. La actividad no se

afecta sin embargo por la presencia de aminooxiacetato, inhibi-

dor también de transaminasas. E1 MSX, inhibidor clésico de gluta-
mina sintetasa no tiene efecto alguno.

Estos resultados, salvo en lo que respecta a efecto de
hidroxilamina y semicarbazida, son comparables a los obtenidos
con otras ferredoxina-glutamato sintasas.

La incubacidén de la proteina con reactivos quelantes
de metales no tiene apenas efecto sobre la actividad, dato que
estd en contradiccidén con la posible presencia de hierro en la
proteina.

De los reactivos de grupos sulfhidrilos empleados,
inicamente el pHMB inactiva de forma significativa a la enzima,
aunque en un grado muy inferior al descrito para otras glutamato
sintasas. Este resultado cuestiona la esencialidad de los grupos
tidlicos para la accidn catalitica de la enzima.

Es interesante destacar la inactivacidn parcial que se
obtiene cuando la enzima se incuba con fosfato de piridoxal,
agente modificador reversible de lisinas (38). El efecto obteni-
do podria apuntar a la presencia de este aminoacido en el centro
activo de 1la proteina. La ciclohexanodiona, modificador de

argininas, no tiene efecto alguno.

La tabla XXVI compara las propiedades moleculares vy
cinéticas de las ferredoxina-glutamato sintasas purificadas de
distinta fuente. Los pesos moleculares oscilan entre 141 y 224
kDa, y, salvo la proteina de arroz, todas estdn compuestas de
una unica subunidad. Como principal diferencia, hay que destacar
la presencia de un solo grupo flavinico (FMN) en la proteina de
Svnechocogcus 6301, en contraposicién a los dos grupos detecta-
dos en Chlamvdomonas y espinaca. Los espectros de absorcidén son
nuy semejantes entre estos tres organismos.



TABLA XXVI

Propiedades de algunas ferredoxina-glutamato sintasas purificadas de distintas fuentes

FUENTE Synechococcus 6301  Chlamydamonas Zea mays S. oleracea Vicia faba Oryza sativa L. esculentum
este trabajo (97) (102) (65) (167) (157) (10)
Peso molecular (kDa) 156 146 160 170 145 224 141
Subunidades 1 1 n.d. 1 n.d. 2 x 115 1
Radio Stokes (nm) 4,35 4,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Coefic. Sediment. (S) 8,46 8,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Coefic. friccidn 1,213 1,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
pH Sptimo 7,5 7,5 6,9 7,5-8,5 7,0-7,6 7,3 7,8
Temperatura Optima OC 42 35 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Km Ferredoxina (M) 7,1 15 1,7 1 2 5,5 0,2
Km -cetoglutarato (mM) 1,7 1 0,24 0,089 0,15 0,33 0,2
Km Glutamina (mM) 7 0,7 0,7 i1 0,556 0,33 0,27-0,57 0,55
GRUPOS PROSTETICOS
Flavinas 1 FMN 1FAD: 1IFMN - 1FAD: 1TFMN - - n.d.
Agrupaciones sulfoférricas n.d. 3Fe-4S - 4Fe~-4S - - -
Maximos de absorcién 279; 370; 438 278; 377; 437 - 279; 360; 438 - - -
Ay79/A438 11 7-7,5 - 5 - - -
Actividad especif. (U/mg prot) 30 6,5 14,1 105 7 35,9 1,35

VLT
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Synechococcus 6301

En la  actualidad, estd ampliamente aceptado que 1la
modulacidén por luz-oscuridad de actividades enzimdticas en orga-
nismos fotosintéticos es un proceso regulatorio importante que
dirige el metabolismo hacia la sintesis y almacenamiento de pro-
ductos en la luz y hacia su degradacidén en la oscuridad (5). La
fotomodulacidén asegura, por tanto, que no ocurran en la oscuri-
dad procesos innecesarios y de alto coste energético, evitando
el consiguiente despilfarro de las reservas metabdlicas.

La funcién de la enzima glutamina sintetasa es basica-
mente de asimilacidn primaria de nitrdégenoc a esqueletos carbona-
dos, en un primer paso en la ruta de sintesis de aminodcidos vy
de otros compuestos nitrogenados. La reaccidén que lleva a cabo
implica la wutilizacidén de compuestos ricos en energia (ATP),
constituyendo un paso irreversible en la via de incorporacidn de
amonio. En general, hay que destacar gque en organismos fotosin-
téticos, un alto porcentaje de toda la energia luminosa captada
se emplea en el proceso de reduccidn y asimilacidén de nitrébdgeno.

Synechococcus 6301 es un organismo fotoautdtrofo es-
tricte cuyo metabolismo en la oscuridad se ve reducido a una
respiracidén enddgena encaminada a mantener los niveles intrace-
lulares minimos de ATP, utilizados a una tasa muy inferior a la
de condiciones de luz saturante. En la oscuridad, la célula em-
plea sus reservas energéticas no en aumentar sus polimeros de
crecimiento (proteinas, &cidos nucleicos, etc...) sino princi-
palmente en mantener un nivel basal de actividades metabdlicas
que le permitan sobrevivir durante un largo periodo y ser capaz
de reiniciar un metabolismo activo cuando se restablezcén las
condiciones de iluminacién (148). Estas actividades deben in-
cluir, principalmente, regulacién del pH interno, retencidén de
metabolitos de bajo peso molecular y resintesis de macromolécu-
las inestables, ademds de otras funciones no imprescindibles
para la supervivencla (35). Es por lo tanto necesario que la
sintesis de proteinas, y por consiguiente de aminoacidos, se vea

frenada en estas condiciones. Por ello es de esperar que la
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glutamina sintetasa, enzima encargada del primer paso irreversi-
ble de la ruta, esté sometida a una estricta regulacidén por con-
diciones de iluminacién , como ocurre con otras enzimas clave
responsables del metabolismo del carbono; su inactivacién en la
oscuridad seria, pues, una manera de disminuir los niveles
anabélicos del organismo.

La regulacién por luz en cianobacterias ha sido obser-~
vada para las enzimas ribulosa-5-P quinasa, glucosa-6-P deshi-
drogenasa (37), isocitrato deshidrogenasa, nitrito reductasa
(163) y glutamina sintetasa (132). En este Gltimo caso, los es-
tudios in vivo se han limitado a describir en células de
Synechococcus 6301 yv Anabaena cvlindrica transferidas a oscuri-
dad una pérdida de actividad a largo plazo menor del 50%, rever-
sible al volver a condiciones de luz saturante (los experimentos
se llevan a cabo en el transcurso de varias horas).

Como describimos en el apartado III1I.C.1.1, la glutami-
na sintetasa de Synechococcus 6301 sufre una bajada drastica de
actividad cuando las células se transfieren de condiciones de
luz saturante a oscuridad absoluta. La caida es réapida (tl/2 =
60 minutos) y se pueden alcanzar niveles de hasta un 5% de 1la
actividad inicial transferasa, 6 un 20% de la biosintética. Del
mismo modo, cuando las células se vuelven a transferir a la luz,
se recupera en poco tiempo el 100% del nivel inicial presente
antes de someter las células a la oscuridad. El1 tiempo medio del
proceso es, en este caso, menor de 10 minutos, dependiendo de la
intensidad de reiluminacidén. Todo este proceso es un fendmeno de
inactivacién reversible que no implica, en los tiempos estudia-
dos (0-5 horas), una degradaciédn enzimética (transicidén luz a
oscuridad) o sintesis de novo (transicién oscuridad a luz). Asi
lo demuestran la alta velocidad de reactivacién al reiluminar vy
la insensibilidad de ésta a inhibidores de sintesis proteica,
los resultados obtenidos con antisuero anti-GS, y la reactiva-
cién, a veces total, que sufre la enzima durante la preparacidn
de extractos a partir de células con bajosrﬁiveles de glutamina
sintetasa. Esto resulta por otra parte ldégico si se tiene en
cuenta el elevado peso molecular de la glutamina sintetasa. Un

mecanismo de regulacidén que implicase degradacién y sintesis de
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una proteina de 600 kDa supondria un elevado coste para la célu-
la, ademas de disminuir mucho las velocidades de respuesta a
variaciones en las condiciones ambientales.

Los niveles finales de actividad determinada in situ
que obtenemos tras varias horas en la oscuridad en nuestros ex-
rperimentos son muy inferiores a los descritos por otros autores
para este mismo organismo (132, 163). Esto puede ser debido a
que los ensayos se llevan a cabo en esos casos en extractos cru-
dos tras el consiguiente tratamiento de rotura para su obten-
cidén. Hemos observado que en Synechococcus 6301 la preparacién
de extractos conlleva una recuperacidén, al menos parcial, de la
actividad con respecto® a la determinada in situ en células
permeabilizadas. Esta podria ser la causa de que las
inactivaciones observadas por otros autores no superen un 50%.
Otra posible explicacién a este hecho podria ser la fase de cre-
cimiento del cultivo en el momento de iniciar el experimento.
Como se demuestra en la figura 30, este es un punto crucial para
obtener los maximos niveles de inactivacidn.

Por otra parte, la bajada en los niveles de actividad
se debe a una inactivacién y no a una inhibicién por acumulaciédn
de productos en el interior celular, ya que es de esperar que
estos se diluyan en la mezcla de ensayo al permeabilizar las
células. Hay que resaltar, ademés, que la glutamina sintetasa es
una enzima presente a altas concentraciones en la célula, 1lle-
gando a constituir hasta el 1% de la proteina total (42). Es
l6égico pensar que la regulacién de una enzima tan abundante no
se lleve a cabo de forma alostérica, mediante un mecanismo, por
ejemplo, de retroinhibicién, ya que esto requeriria que una alta
proporcidén del producto formado en la reaccidn se emplease para
la propia regulacidén de la enzima. Parece ser un fendémeno repe-
tido en la naturaleza que proteinas muy abundantes en la célula
no se regulen directamente de forma alostérica por los propios
productos de su reaccidén o por otros metabolitos intracelulares,
sino que éstos actlan sobre otras enzimas intermediarias que
llevan a cabo una amplificacién enzimética de la sefial regulado4

ra.
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El proceso de inactivacién parece depender del estado
metabdlico de la célula, siendo nulo en las primeras fases de
crecimiento y maximo en medio de la fase lineal. Esto da a en-
tender que las células necesitan unas condiciones internas de-
terminadas para ser capaces de desencadenar el mecanismo de
fotomodulacién de la glutamina sintetasa, ya sea por los niveles
intracelulares de compuestos presentes, ya por la diferencia en
la organizacidén y concentracién de pigmentos en las membranas de
acuerdo con la limitacidén de luz en cada una de las situaciones
(asumimos que la pérdida de exponencialidad del crecimiento no
es por limitacidén de nutrientes en el medio sino por un efecto
de sombreado como consecuencia del aumento de la densidad del
cultivo). En este sentido, se ha descrito en células de Synecho-
coccus 6301 que el contenido en clorofila varia con la intensi-
dad de la luz incidente en el cultivo (166) y también que la
conformacién de las membranas fotosintéticas varia en las tran-
siciones luz-oscuridad, dependiendo ademas del estado metabdbdlico
de las células (57).

Por lo que sabemos, s86lo se ha descrito un efecto se-
mejante de la edad del cultivo en estudios sobre la regulacidn
ror amonio y por luz de la ferroproteina de la nitrogenasa de la
bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum (121). Esta enzima
se inactiva de forma covalente cuando los niveles intracelulares
de glutamina alcanzan un valor alto, como es el caso cuando se
afiade amonio, y el grado de inactivacién depende en cada caso de
la edad del cultivo. Se observa una clara correlacidén entre este
altimo efecto y la disminucién en los niveles intracelulares de
glutamato detectados en células de mayor edad, que impiden que
se alcancen valores de glutamina lo suficientemente altos como
para desencadenar el mecanismo. Esta misma enzima se inactiva
igualmente por oscuridad, observandose de nuevo un efecto simi-
lar de la edad del cultivo. Sin embargo en este caso no se de-
tecta variacién alguna, previa a la inactivacidén, en los niveles
de glutamato y glutamina. Resulta por lo tanto dificil de expli-
car el efecto que el envejecimiento del cultivo tiene sobre el
mecanismo de inactivacién, que no parece depender de los niveles

de aminocacidos, al menos de forma exclusiva.



Con los datos disponibles actualmente en Synechococcus
6301, nos resulta imposible explicar este comportamiento de las

células en las distintas fases de crecimiento del cultivo.

La inactivacién de la glutamina sintetasa por oscuri-
dad se previene totalmente por la presencia en el medio de cul-
tivo de inhibidores de sintesis de proteina, tanto a nivel de
transcripcidén como de traduccidén. La caida se puede igualmente
interrumpir (con unos mindtos de retardo) si esos mismos inhibi-
dores se afiaden una vez iniciado el proceso de inactivacidén. La
interpretacidén inmediata de este resultado es que el mecanismo
de inactivacién implica la sintesis de novo de algin péptido que
intervendria de forma méAs o menos directa en el proceso. Sin
embargo, el efecto casi inmediato que tienen esos inhibidores
una vez iniciada la inactivacién indica que, o bien el efecto no
es directamente sobre la sintesis de proteina, o bien la protei-
na sintetizada, de tipo enzimétiéo, estd sometida a un recambio
muy rapido, siendo necesaria su sintesis continua para que pro-
siga la inactivacién de la glutamina sintetasa. Otra posibilidad
compatible con estos datos es que el factor protéico sintetizado
de novo sea una proteina no enzimética, es decir, una proteina
cuyo efecto inactivador no se deba a una reaccién en la que la
glutamina sintetasa actle como sustrato "renovable", sino a una
modificacidén "estructural” que impligque la participacién cons-
tante de la proteina inactivadora. La inactivacidén se produciria
por unién directa a la enzima de la proteina sintetizada de
novo. Esto podria explicar la necesidad de una sintesis continua
de proteina para inactivar a toda la glutamina sintetasa presen-
te, e igualmente justificaria la rapida reactivacidén que tiene
lugar en la obtencidén de extractos. S5in embargo, cuando las cé-
lulas se someten a varios ciclos cortos de luz-oscuridad (fig.
36), la adicidén de cloranfenicol sigue impidiendo la inactiva-
cién de la glutamina sintetasa en>un segundo paso a oscuridad
tras 20 minutos de reiluminacién . Si la inactivacién se debiera
a la unidén de una proteina, ésta se sintetizaria durante la pri-
mera transicién a oscuridad y es de esperar que estuviera adn

presente en las células al repetirse por segunda vez el proceso,
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pudiéndose unir de nuevo a la enzima activa independientemente
de la presencia de cloranfenicol. Este resultado contradice que
la inactivacién se deba a un mecanismo de unién directa de una
proteina sintetizada de novo, a menos que esté sometida a un
recambio rapido.

El efecto de cloranfenicol y rifampicina podria ser
indirecto, si el factor desencadenante de la inactivacidén fuese
un desbalancec en las proporciones intracelulares de algunos
compuestos por un bloqueo en el metabolismo basal. Asumiendo que
intervengan compuestos nitrogenados, la adicidén de inhibidores
de sintesis de proteina alteraria de alguna forma esas propor-
ciones, evitando que se iniciase la respuesta.

La altima posibilidad, efecto directo de los inhibi-
dores sobre la enzima, puede descartarse, ya que es poco proba-
ble que compuestos con estruofuras tan distintas como
cloranfenicol y rifampicina sean capaces de interaccionar ambos
directamente con la proteina y de forma similar.

El Gnico caso de inactivacidén de enzimas implicadas en
asimilacidén de nitrégeno por oscuridad para el gue se ha descri-
to una dependencia de sintesis proteica es la nitrato reductasa
de Hordeum vulgare L. (164), para la que los autores concluyen
que el control del nivel de actividad en la planta se debe a un
balanceo entre sistemas activantes e inactivantes, siendo estos
ultimos sintetizados de povo al pasar la planta a oscuridad.
Esta interpretacién es compatible con sus resultados, ya que sus
tiempos medios de inactivacidén son de varias horas. Este fendme-

no no parece tener por tanto ninguna relacidén con nuestros re-

sultados en Synechocogccus 6301.

Mediante la adicién de inhibidores de fotosintesis,
hemos intentado reproducir separadamente algunas de las situa-
ciones fisioldgicas esperables al pasar las células a oscuridad.
Tanto el DCMU como el sistema benzoquinona/ferricianuro (165),
capaces ambos de interrumpir el flujo de electrones entre los
fotosistemas 11 y I, provocan un efecto comparable al de la os-
curidad sobre la glutamina sintetasa de células creciendo a la

luz. Este efecto puede ser debido o al corte en el flujo de
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electrones en si (ausencia de poder reductor) o una previsible
bajada en los niveles de ATP por imposibilidad de fotofosforila-
cidén no ciclica. La adicién de DCCD, inhibidor de ATPasas, no
produce por si sola variacidén en los niveles de actividad gluta-
mina sintetasa, como tampoco la produce el CCCP, factor desaco-
plante que impide 1la sintesis de ATP al disipar el gradiente
electroguimico de protones. Todo ello parece indicar que el e-
fecto de la oscuridad es debido a la interrupcidén del flujo de
electrones entre los dos fotosistemas, probablemente porque ello
conlleve la detencién de la sintesis de poder reductor, siendo
el proceso independiente del estado energético (niveles de ATP)
de la célula.

Las enzimas reguladas por luz lo son habitualmente
mediante mecanismos de tipo redox mediados por proteinas que
implican finalmente reduccidén de puentes disulfuro en la protei-
na bajo control. En plantas superiores, estas reacclones son
generalmente sensibles a inhibidores del flujo de electrones vy
pueden reproducirse in vitro en la oscuridad por agentes reduc-
tores artificiales (73). La reactivacién de la glutamina sinte-
tasa de Synechococcus 6301 por luz se impide totalmente por la
presencia del inhibidor DCMU (fig. 37), que en estas condiciones
debe permitir el funcionamiento de la fotofosforilacién ciclica
(ca 50% de los niveles totales de sintesis de ATP) (20). Por su
parte, el CCCP no afecta al proceso de reactivacidén y el DCCD al
principio tampoco, aunque impide finalmente que se recupere el
100% de la actividad presente inicialmente. Estos datos apuntan
de nuevo a que el factor desencadenante del proceso de reactiva-
cidén sea un mecanismo exclusivamente de redudcién. Las dos pro-
puestas actuales con mayor apoyo experimental gque intentan  ex-
plicar los mecanismos de regulacién redox mediados por proteinas
en plantas superiores son el sistema ferredoxina/tiorredoxina
(24) v el sistema LEM (light effect mediator) (5). Segin el pri-
mero, la recuperacidén del flujo no ciclico de electrones al ser
iluminadas las células reduciria la ferredoxina presente, que
serviria a su vez de donador para la reduccién de la tiorre-
doxina mediada por la ferredoxina~tiorredoxina oxidorreductasa.
En el sistema LEM intervienen proteinas de bajo potencial unidas
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a membrana y un factor proteico soluble (proteina modulasa). E1
resultado final en ambos casos es la rotura de puentes disulfuro
en la enzima inactiva sometida a regulacibén, que pasa a ser ac-
tiva.

En varias especies de cianobacterias, se ha descrito
la modulacidén in vitro de algunas enzimas por un sistema ferre-
doxina/tiorredoxina, como en sulfotransferasas dependientes de
APS y PAPS (137), fructosa-1,6-bisfosfatasa (136), nitrito re-
ductasa y glutamina sintetasa (163) y glucosa-6-P deshidrogenasa
(31, 32).

Por otra parte, se han detectado dos tipos de protei-
nas cuyas propiedades las definen como tiorredoxinas en Nostoc
nuscorum (178), Svnechococcus 6301 (135) vy Anabaena sp. (49) vy
la presencia de moléculas con estas caracteristicas ha sido des-
crita en todas las especies estudiadas (138). Igualmente, se ha
detectado la presencia de ferredoxina-tiorredoxina oxidorre-
ductasa en, al menos, una especie de cianobacteria (178). Las
tiorredoxinas de cianobacteria son en algunos casos intercambia-
bles con las de plantas superiores en la activacidén de varias
enzimas de espinaca. A su vez, las tiorredoxinas de espinaca
pueden ser funcionales con enzimas de cianobacterias (163).

Nuestros intentos de reactivacidén de la glutamina sin-
tetasa de Synechococcus 6301, inactivada in vivo por oscuridad,
empleando una mezcla de tiorredoxinas f v m de espinaca y DTE en
las condiciones habitualmente empleadas por otros autores ha
dado resultados negativos. Pensamos que una posible explicacién
puede ser que tiorredoxina y glutamina sintetasa al proceder de
organismos distintos presenten poca afinidad entre si. Sin em-
bargo, esto contradice los resultados de Tischner y Schmidt
(163) en este mismo organismo, ya que estos autores consiguen
duplicar la actividad glutamina sintetasa por incubacidén con DTT
vy tiorredoxina de espinaca. En este sentido hay que hacer notar
que la glutamina‘sintetasa de Synechococcus 6301 se inactiva por
incubacién con el reactivo de grupos sulfhidrilo pHMB, siendo el
efecto reversible por DTT (42). Esto parece indicar la presencia
en la molécula de glutamina sintetasa de grupos sulfhidrilo ac-

cesibles.
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Nuestros resultados no nos permiten descartar comple-
tamente el funcionamiento de un sistema ferredoxina/tiorredoxi-
na. Para ello seria necesario efectuar incubaciones empleando
tiorredoxina procedente de Synechococcusg 6301 en distintas con-
diciones, como serian la presencia o¢ no de sustratos u otros
posibles efectores, ya que en algunas enzimas de plantas parecen

intervenir también en el sistema de regulacidén (64).

La forma mas frecuente de regulacidén de la glutamina
sintetasa en microorganismos (entercbacterias, bacterias foto-
sintéticas, etc...) es el conocido mecanismo de adenililacién
(143). Todas las evidencias experimentales en cianobacterias
estan, sin embargo, en contra de su funcionamiento en estos or-
ganismos (40, 111). En Synechococcus 6301, cuando la glutamina
sintetasa inactivada por oscuridad se incuba con fosfodiestera-
sa, enzima capaz de reactivar las glutamina sintetasas
adenililadas, no se produce aumento de la actividad por encima
del control sin adicién.

Algunas proteinas fotomoduladas responden a mecanismos
de fosforilacién (5), v en Synechococcus 6301 se ha descrito 1la
presencia de fosfatasas regulables in  vitro por oxidacibén-re-
duccidén (50). Sin embargo, al igual que ocurria con la
fosfodiesterasa, la incubacidén de glutamina sintetasa con fosfa-
tasa alcalina no produce aumento significativo de su actividad.
Podemos descartar, por tanto, con estos datos, que la regulaciédn
de la glutamina sintetasa de Svnechococcus 6301 en transiciones

luz-oscuridad se deba a adenililacién o a fosforilacidn.

Los experimentos descritos en este trabajo proporcio-
nan una descripcién del comportamiento de la glutamina sintetasa
en oscuridad, y caracterizan el proceso de regulacién. La eluci-
dacién del mecanismo por el cual éste se lleva a cabo, tanto a
nivel de factor desencadenante como a nivel biocgquimico (modifi—
cacidén sufrida por la enzima) requiere un estudio mas detallado
in vitre. El mayor inconveniente encontrado hasta ahora para
ello ha sido la dificultad encontrada para obtener extractos de

células con la glutamina sintetasa inactivada por oscuridad que
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mantuvieran los mismos bajos niveles de glutamina sintetasa de-

tectados in situ.



V.

CONCLUSIONES



Las actividades de las enzimas implicadas en la asimilacién
de nitrdégeno en cianobacterias, glutamina sintetasa, gluta-
mato sintasa y glutamato deshidrogenasa, se pueden determi-
nar facilmente, tanto in situ en células permeabilizadas,
como in vitro, empleando para el andlisis cromatografia 1li-
quida de alta presidén. El método es altamente repetitivo,

muy sensible y rapido de llevar a cabo.

En Synechocogcus 6301 estd presente una sola enzima con ac-
tividad glutamato sintasa, gque emplea ferredoxina como dona-
dor de electrones y es estrictamente dependiente de la pre-
sencia de glutamina y a-cetoglutarate para la produccidén de
glutamato. El nivel de esta actividad, asi como la ausencia
de glutamato deshidrogenasa en este organismo, apoyan el
funcionamiento de la via GS-GOGAT como ruta principal de a-
similacién de amonio en Synechococcus 6301. La enzima no pa-
rece estar regulada por cambios en la fuente de nitrdgeno.

Se ha purificado a homogeneidad la ferredoxina-glutamato
sintasa de Svnechococcus 6301, primer organismo procaridtico
fotosintético en que se lleva a cabo. El procedimiento de
purificacién incluye, como pasos principales, precipitacién
fraccionada con etanol v cromatografia de afinidad en ferre-
doxina-sefarosa, obteniéndose una enzima homogénea con una

actividad especifica de 30 U/mg de proteina.

La ferredoxina-glutamato sintasa de Synechococcus 6301 es u-
na flavoproteina que contiene una sola molécula de FMN como
grupo prostético. Estd compuesta de una Gnica cadena poli-
peptidica, de peso molecular 158 kDa, y en la forma nativa
muestra un espectro de absorcidn con picos a los 279, 370 vy
438 nm, yv hombros a 418 y 476 nm. Sus caracteristicas mole-
culares son, en general, muy semejantes a las de proteinas

aisladas de otras fuentes.

La glutamina sintetasa de Synechococcus 6301 estid sometida a
regulacién por condiciones de luz-oscuridad, siendo activa
en células creciendo a la luz y con nitrato como fuente de

nitrdégeno, e inactiva en 1la osccuridad. E1 mecanismo de
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regulacién es un fendmeno de inactivacidn-reactivacidén que
no implica degradacién o sintesis de novo de la enzima. En
el proceso interviene el flujo de electrones entre los
fotosistemas II y I, siendo independiente de la carga ener-

gética de la célula.



VI.



10.

11.

12.

13.

189

ADACHI, K. and A. SUZUKI. 1977. Purification and
propertles of glutamate synthase from Thiobacillus
thioparus. J. Bacteriol. 129: 1173-1182.

ALLEN, M.B. and D.I. ARNON. 1955. Studies on nitrogen-
fixinh blue~-green algae. I: Growth and nitrogen fixation

by Anabaena cylindrica Lemm.. Plant Physiol. 30: 366-372.

ALLEN, M.M. 1968. Simple conditions for the growth of
unicellular blue-green algae on plates. J. Phycol. 4: 1-4.

ANDERSON, J.W. and J. DONE. 1977. A polarographic study of
glutamate synthase activity in isolated chloroplasts.
Plant Physiol. 60: 354-359.

ANDERSON, L.E. 1986. Light/dark modulation of enzvme
activity in plants. Adv. Bot. Res. 12: 1-46.

ANDREWS, P. 1965. The gel filtration behaviour of proteins
related to their molecular weights over a wide range.
Biochem. J. 96: 595-606.

ARIMA, Y. 1978. Glutamate synthase in rice root extracts
and the relationship among electron donors, nitrogen
donors and its activity. Plant and Cell Physiol. 19:
955-961.

ARNON, D.I., B.D. Mc SWAIN, H.Y. TSUJIMOTO and K. WADA.
1974. Photochemical activity and components of membrane
preparations from blue-green algae. 1. Coexigtence of two
photosystems in relation to chlorophyll a and removal of
phycocyanin. Biochim. Biophys. Acta 357: 231-245.

AVILA, C. 1987. Regulacién y estudio comparado de glutama-
to sintasas de plantas superiores. Tesis Doctoral. Univer-
sidad de Malaga.

AVILA, C., J.R. BOTELLA, F.M. CANOVAS, I. NUREZ DE CASTRO
and V. VALPUESTA. 1987. Different characteristics of the
two glutamate synthases in +the green leaves of

Lycopersicon esculentum. Plant Physiol. 85: 1036-1039.

AVILA, C., ©F. CANQOVAS, 1I. NURNEZ DE CASTRO and V.
VALPUESTA. 1984. Separation of two forms of glutamate
synthase in leaves of +tomato (Lyvcopersicon esculentum).
Biochem. Biophys. Res. Comm. 122: 1125-1130.

BAILEY, J.L. 1967. Techniques in protein chemistry (2°°
edn.) p. 340. Elsevier, Amsterdam.

BEEVERS, L. and R. ©STOREY. 1976. Glutamate synthase in
developing cotyledons of Pisum sativum. Plant Physiol. 57:
862-866.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

190

BENNETT, J. 1979. Chloroplast phosphoproteins. The protein
kinase of thylakocid membranes is light-dependent. FEBS
Lett. 103: 342-344.

BERGMAN, B., P. LINDBLAD, A. PETTERSON, E. RENSTROM and E.
TIBERG. 1985. Immuno-gold 1localization of glutamine
synthetase in a nitrogen-fixing cyanobacterium (Anabaena

cylindrica). Planta 166: 329-334.

BERGMEYER, H.U., M. GRASSL and H.-E. WALTER. 1983. in:
"Methods of enzymatic analysis"”. Third edition. Vol. 1II,
pp. 126-328. Bergmeyer (Ed.). Verlag Chemie, Weinheim.

BHALLA, P. and J. BENNETT. 1987. Chloroplast
rhosphoproteins: phosphorylation of a 12 kDa stromal
protein by the redox-controlled kinase of thylakoid
membranes. Arch. Biochem. Biophys. 252: 97-104.

Bio-Rad protein assay. 1979. Instruction manual. BIO-RAD
LABORATORIES, Richmond, California.

BOLLAND, M.J. and A.G. BENNY. 1977. Enzymes of nitrogen
metabolism in legume nodules. Purification and properties
of NADH-dependent glutamate synthase from lupin nodules.
Eur. J. Biochem. 79: 355-362.

BORNEFELD, T. 1976. The rates of photophosphorylation of
the blue-green alga Anacystis nidulans at transition from

dark to light. I. Rates wunder conditions of cyclic,
pseudo-cyclic, and non-cyclic electron flow and in
presence and absence of DCMU [3(3,4-dichlorophenyl)-1,-
l1-dimethylurea] and desaspidin. Biochem. Physiol. Pflanzen
170: 333-344.

BOTTOMLEY, P.J. and W.D.P. STEWART. 1976. ATP pools and
transients in the blue-green alga, Anabaena cylindrica.
Arch. Microbiol. 108: 249-258.

BRADFORD, M. 1976. A rapid and sensitive method for the

quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. I12:
248-254.

BREWER. J.M., A.J. PESCE and T.E.‘SPENCER. 1974. "Experi-
mental techniques in biochemistry"”. Hager and Wold (Eds.)
Prentice Hall, New Jersey.

BUCHANAN, B.B. 1980. Role of light in the regulation of
chloroplast enzymes. Ann. Rev. Plant Physiol. 31: 341-374.

BUCHANAN, J.M. 1973. The amidotransferases. Advan.
Enzymol. 39: 91-183.

CANDAU, P. 1979. Purificacidén y propiedades de 1la
ferredoxina-nitrato reductasa de la cianobacteria AL
nidulans. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

191

CHIU, J.Y. and P.D. SHARGOOL. 1979 Importance of glutamate
synthesis by soybean cell suspension cultures. Plant
Physiol. 63: 409-415.

CLELAND, W.W. 1970. Saeady state kinetics. in: "The
enzymes", Vol. 1II, edn. Boyer (Ed.), pp. 1-65.
Academic Press, New York.

COMMERE, B., J. VIDAL, A. SUZUKI, P. GADAL and M. CABOCHE.
1986. Detection of the messenger RNA encoding for the
ferredoxin-dependent glutamate synthase in malze leaf.
Plant Physiol. 80: 859-862.

CORONIL, T. 1985. Determinacién de niveles intracelulares
de 1ntermed1arlos del metabolismo fotosintético en la cia-

nobacteria Anacvstis nidulans. Tesina de Licenciatura.

Universidad de Sevilla.

COSSAR, J.D., P. ROWELL and W.D.P. STEWART. 1934.
Thioredoxin as a modulator of glucose-6-phosphate
dehydrogenase in a N,-fixing c¢yanobacterium. J. Gen.
Microbiol. 130: 991-968.

CSEKE, C., A. BALOG and G. FARKAS. 1981. Redox modulation
of glucose-6-P dehydrogenase in A. nidulans and its
"uncoupling"” by phage infection. FEBS Lett. 126: 85-88.

CULLIMORE, J. V. and A.P. SIMS. 1981. Ocurrence of two

forms of glutamate synthase in Chlamvdomonas reipnhardii.
Phytochemistry 20: 597-600.

DHARMAWARDENE, M.W.N. A. HAYSTEAD and W.D.P.STEWART.
1973. Glutamlne synfhetase of the nitrogen-fixing alga

Anabaena cvlindrica. Arch. Microbiol. 90: 281-295.

DOOLITTLE, W.F. and R.A. SINGER. 1974. Mutational analysis
of dark endoanous metabolism in the blue-green bacterium

Anacvstis nidulans. J. Bacteriol. 119: 677-683.

DOUGALL, D.K. 1974. Evidence for the presence of glutamate
synthase in extracts of carrot cell cultures. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 58: 639-646.

DUGGAN, J.X. and L.E. ANDERSON. 1975. Light-regulation of

enzyme activity in Anacystis nidulans (Richt.). Planta
122: 293-297.

EYZAGUIRRE, J. 1987. Chemical modification of enzymes - an
overview. The use of group-specific reagents. in: "Chemi-
cal modification of enzymes: active site studies”
Eyzaguirre (Ed.). pp. 9-22. Ellis Horwood Limited,
Chichester.

FAEDER, E.J. and L.M. SIEGEL. 1973. A rapid micromethod
for determination of FMN and FAD in mixtures. Anal.
Biochem. 53: 332-336.



40.

41,

42.

43.

44 .

45.

46.

47,

48.

49.

50.

51.

52.

192

FISHER, R., R. TULI and R. HASELKORN. 1981. A cloned
cyanobacterlal gene for glutamine synthetase functions in

Escherichia coli, but the enzyme is not adenylylated.’
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 3393-3397.

FLORENCIO, F.J., S. MARQUES and P. CANDAU., 1987.
Identification and characterization of a glutamate
dehydrogenase in the unicellular cyanobacterium Synecho-
cystis PCC 6803. FEBS Lett., 223: 37-41.

FLORENCIO, F.J. and J.L. RAMOS. 1985. Purification and
characterization of glutamine synthetase from the

unicellular cyanobacterium Anacystis nidulans. Biochim.
Biophys. Acta 838: 39-48.

FLORES, E. 1982. Utilizacién de nitrato por la cianobacte-
ria Anacystisg nidulans. Mecanismo de regulacidén. Tesis

Doctoral, Universidad de Sevilla.

FLORES, E., J.L. RAMOS, A. HERRERO and M.G. GUERRERO.
1983. Nitrate assimilation by c¢yanobacteria. in:
"Photosynthetic prokaryotes: cell differentiation and
function". Papageorgiou and Packer (Eds.). pp. 363-387.
Elsevier Biomedical, New York.

FOWLER, M.W., W. JESSUP and G.S. SARKISSIAN. 1974.
Glutamate synthase type activity in higher plants. FEBS
Lett. 46: 340-342.

FRIEDMANN, H.C. and B. VENNESLAND. 1960. Crystalline
dihydroorotic dehydrogenase. J. Biol. Chem. 235:
1526-1532.

GALVAN, F., A.J. MARQUEZ and J.M. VEGA. 1984. Purification
and molecular properties of ferredoxin-glutamate synthase

from Chlamydomonas reinhardii. Planta 162: 180-187.

GEARY, L.E. and A. MEISTER. 1977. On the mechanism of
glutamine-dependent reductive amination of a-ketoglutarate
catalyzed by glutamate synthase. J. Biol. Chem. 252:
3501-3508.

GLEASON, F.K. and A. HOLMGREN. 1881. Isolation and
characterization of thioredoxin from the c¢cyanobacterium,

Anabaena sp.. J. Biol. Chem. 256: 8306-8309.

GODEH, M. J. UDVARDY and G.L. FARKAS. 1981. Redox
modulatlon of a phosphatase from Anacystis nidulans. Plan-
ta 152: 408-414.

GOLD, A.M. 1967. Sulfonylation with sulfonyl halides.
Methods Enzymol. 11: 706-711.

GOTOR, C. 1988. Estudios de regulacién e inmunolédgicos de
las glutamato sintasas del alga verde Chlamydomonas
reinhhardtii. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla.



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

GUERRERO, M.G. and C. LARA. 1987. Assimilation of
inorganic nitrogen. jin: "The cyanobacteria". Fay and Van
Baalen (Eds.), pp. 163-186. Elsevier, Amsterdam.

GUPTA, M. and N.G. CARR. 1981. Detection of glutamate
synthase in heterocysts of Anabaena sp. strain 7120. J.
Bacteriol. lﬁ&: 980-982.

HAGER, K.-P, G. DANNEBERG and H. BOTHE. 1983. The
glutamate synthase in heterocysts of Nostoc muscorum. FEMS
Microbiol. Lett. 17: 179-183.

HAROLD, F.N., J.R. BAARDA, C. BARON and A. ABRAMS. 1969,
Inhibition of membrane-bound adenosine triphosphatase and
of cation +transport in Streptococcus faecalis Dby
N,N"~dicyclohexylcarbodiimide. J. Blol Chem. 244:
2261 2268.

HARNISCHFEGER, G. and G.A. CODD. 1978. Factors affecting
energy transfer from phycobilisomes +to thylakoids in

Anacystis nidulans. Biochim. Biophys. Acta 502: 507-513.

HATTORI, A. and J. MYERS. 1967. Reduction of nitrate and
nitrite by subcellular preparations of Anabaena
cylindrica. II. Reduction of nitrate to nitrite. Plant
Cell Physiol. 8: 327-337.

HAYSTEAD, A., M.W.N. DHARMAWARDENE and W.D.P. STEWART.
1973. Ammonia assimilation in nitrogen-fixing blue-green
alga. Plant Science Lett. 1: 439-445.

HELENIUS, A. and K. SIMONS. 1975. Solubilization of
membranes by detergents. Biochim. Biophys. Acta 415:
29-79.

HEMMILA, I.A. and P.I. MANTSALA. 1978. Purification and
properties of glutamate synthase and glutamate

dehydrogenase from Bacillus megaterium. Biochem. J. 173:
45-52.

HERDMAN, M., S.F. DELANEY and N.G. CARR. 1973. A new
medium for the isolation and growth of auxotrophic mutants

of the Dblue-green alga Anacystis nidulans. J. Gen.
Microbiol. 79: 233-237.

HERRERO, A. 1983. Regulacién de los niveles celulares de
los enzimag del sistema de reducciédn del nitrato en ciano-
bacterias. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla.

HERTIG, C.M. and R.A. WOLOSIUK. 1983. ©Studies on the
hysteretic properties of chloroplast fructose-1,6-bisphos-
phatase. J. Biol. Chem. 258: 984-989.

HIRASAWA, M. and G. TAMURA. 1984. Flavin and iron-sulfur
containing ferredoxin-linked glutamate synthase from
spinach leaves. J. Biochem. 95: 983-994.



66 .

67.

68.

69.

70.

71.

2.

73.

4.

75.

76.

7.

78.

194

HO, K.K. and D.W. KROGMANN. 1982. Photosynthesis. En:"The
biology of cyanobacteria". Carr and Whitton (Eds.). pp.
191-214. Blackwell Scientific Publications, Oxford.

HOARE, D.S5., S.L. HOARE and R.B. MOORE. 1967. The
photoassimilation of organic compounds by autotrophic
blue-green algae. J. Gen. Microbiol. 73: 317-326.

HOTTA, 5.5. 1968. Oxidative metabolizm of isolated Dbrain
mitochondria: changes caused by aminooxiacetate. Arch.
Biochem. Biophys. 127: 132-139.

HUMMELT, G. and J. MORA. 1980. Regulation and function of

glutamate synthase in Neurospora crassa. Biochem. Biophys.
Res. Comm. 96: 1688-1694.

HWA KIM, K. and SUE GOO RHEE. 1987. Subunit interaction
elicited by partial inactivation with L-methionine
sulfoximine and ATP differently affects the byosynthetic
and -glutamyltransferase reactions catalyzed by yeast
glutamine synthetase. J. Biol. Chem. 262: 13050.

IDA, S. 1977. Purification to homogeneity of spinach
nitrite reductase by ferredoxin-sepharose affinity
chromatography. J. Biochem. 82: 915-918,.

THLENFELDT, M.J.A. and J. GIBSON. 1975. CO2 fixation and

its regulation in Anacystis nidulans (Svilechococcusg).
Arch. Microbiol. 102: 13-21.

JACQUOT, J.-P. 1984. Post-translational modifications of
proteins in higher plant chloroplasts: enzyme regulation
by thiol-disulfide interchange. Physiol. Vég. 22: 487-507.

JAMES, G.Tﬂ 1978, Inactivation of the protease inhibitor
PMSF in buffers. Anal. Biochem. 86: 574-579.

JOVIN, T., A. CHRAMBACH and M.A. NAUGHTON. 1964. Apparatus
for preparative temperature regulated polyacrylamide gel
electrophoresis. Anal. Biochem. 9: 351-364.

KABUS, P. and G. KOCH. 1982. Quantitative determination of
aminoacids in tissue culture cells by high performance
liquid chromatography. Biochem. Biophys. Res. Comm. 108:
783-790.

KERBY, N.W., S.C. MUSGRAVE, P. ROWELL, S.V. SHESTAKOV and
W.D.P. STEWART. 1986. Photoproduction of ammonium by
immobilized mutant strains of Anabaena variabilis. Applied
Microbiol. Biotechnol. 24: 42-46.

KHANNA, S. and D.J.D. NICHOLAS. 1983. Some properties of
glutamlne synthetase and glutamate synthase £from

Chlorobium vibrioforme £. thiosulfatophilum. Arch.
Microbiol. 134: 98-103.



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

195

KOZIOL, J. 1971. Fluorometric analyses of riboflavin and
its coenzymes. Methods Enzymol. 18(b): 253-285.

KRATZ, W.A. and J. MYERS. 1955. Nutrition and growth of
several blue-green algae. Amer. J. Bot. 42: 282-287.

LAURENT. T.C. and J. KILLANDER. 1864. A theory of gel
filtration and its experimental verification. J.
Chromatog. 14: 317-330.

LEA, P.J. and B.J. MIFLIN. 1974. Alternative route for
nitrogen assimilation in higher plants. Nature 251:
614-616. ‘

LEA, P.J. and B.J. MIFLIN. 1975. The occurence of
glutamate synthase in algae. Biochem. Biophys. Res. Comm.
64: 856-862.

LEA, P.J. and B.J. MIFLIN. 1975. Glutamate synthase in
blue-green algae. Biochem. Soc. Trans. 3: 381-384.

LEA, P.J., W.R. MILLS, R.M. WALLSGROVE and B.J. MIFLIN.
1982. Assimilation of nitrogen and synthesis of aminoacids
in chloroplasts and cyanobacteria (blue-green algae). in:
"On the origins of chloroplasts”. Schiff (ed.). pp.
149-178. Elsevier North Holland, New York.

LEURENTOP, L., F.J. FLORENCIO and J.-P. VERBELEN. 1986. A
structural study of glutamine synthetase of Anacystis
nidulans by electron microscopy. "Advanced Course on
Inorganic Nitrogen Metabolism", Jarandilla de la Vera,
Abstract p. 78.

LI, J., C.-Z. HU and D.C. YOCH. 1987. Changes in aminoacid
and nucleotide pools of Rhodospirillum rubrum during
switch-off of nitrogenase activity initiated by NH4 or
darkness. J. Bacteriol. 169: 231-237.

LIGHT, D.R., C. WALSH and M.A. MARLETTA. 1980. Analytical
and preparative HPLC separation of flavinsg and flavin
analog coenzymes. Anal. Biochem. 109: 87-93.

LINDROTH, P. and K. MOPPER. 1979. High performance liquid
chromatographic determination of subpicomole amounts of
amino acids by precolumn fluorescence derivatization with
o-phtaldialdehyde. Anal. Chem. 51: 1667-1674

LOWRY, O.H., N.J. ROSEBROUGH, A.L. FARR and R.J. RANDALL.
1951. Protein measurement with the Folin phenol reagent.
J. Biol. Chem. 193: 265-275.

LUBBERDING, H.J. and W. SCHROTEN. 1984. The ATP level in
the termophilic cyanobacterium Synechococcus 6716 during
light-dark transition and in the presence of some specific
inhibitors. FEMS Microbiol. Lett. 22: 93-96.



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

1598

MC KENZIE, G.H., A.L. CH'NG and K.R. GAYLER. 1979.
Glutamine synthetase/glutamine:a-ketoglutarate aminotrans-
ferase in chloroplasts from the marine alga Caulerpva sim-
pliciuscula. Plant Physiol. 63: 578-582.

MACKINNEY, G. 1941. Absortion of light by chlorophyll
solutions. J. Biol. Chem. 140: 315-322.

MANZANO, C. 1977. La reduccidén fotosintética del nitrato
en el alga verde-azulada Anacystis nidulans. Tesis Docto-

ral. Universidad de Sevilla.

MANZANO, C., P. CANDAU and M.G. GUERRERO. 1978,. Affinity
chromatography of Anacystis nidulans ferredox1n -nitrate
reductase and NADP reductase on reduced
ferredoxin-sepharose. Anal. Biochem. 80: 408-412.

MARKWELL, M.A., S.M. HAAS, L.L. BIEBER and N.E. TOLBERT.
1978. A modification of the Lowry procedure to simplify
protein determination in membrane and lipoprotein samples.
Anal. Biochem. 87: 206-210.

MARQUEZ, A.J. 1985. Biosintesis de glutamato en
Chlamydomonas reinhardii. Purificacién y propiedades de

las enzimas con actividad glutamato sintasa. Tesis Docto-
ral. Universidad de Sevilla.

MARQUEZ, A.J., F. GALVAN and J.M. VEGA. 1984. Purification
and characterlzatlon of the NADH-glutamate synthase from

Chlamydomonas reinhardii. Plant Science Lett. 34: 305-314.

MARTIN, F., A. - SUZUKI and B. HIREL. 1982. A new high-per-
formance liquid chromatography assay for glutamine synthe-
tase and glutamate synthase in plant tissues. Anal.
Biochem. 125: 24-29.

MARTIN, R.G. and B.N. AMES. 1961. A method for determining
the sedimentation behaviour of enzymes: application to
protein mixtures. J. Biol. Chem. 236: 1372-1379.

MATOH, T., S. IDA and E. TAKAHASHI. 1980. Isolation and
characterization of NADH-glutamate synthase from pea

(Pisum sativum L.). Plant Cell Physiol. 21: 1461-1474.

MATOH, T., F. SUZUKI and S. IDA. 1979. Corn leaf glutamate
synthase: purification and properties of the enzyme. Plant
and Cell Physiol. 20: 1329-1340.

MATSUOKA, K. and K. KIMURA. 1986. Glutamate synthase from
Bagllluﬁ_suhillla PCI 219. J. Biochem. 99: 1087-1100.

MEEKS, J.C., C.P. WOLK, W. LOCKAU, N. SCHILLING, P.W.
SQQFFER and WIBS CHIEN. 1978. Pathways of assimilation of
N]N2 and NH4 by c¢yanobacteria with and without

heterocysts J. Bacteriol. 134: 125-130.



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

197

MEEKS, J.C., C.P. WOLK, J. THOMAS, W. LOCKAU, P.W.
SHAFFER, S.M. AUSTIN. W.-S. CHIEN anf3A GALONSKY 1977.
The pathway of assimilation of by the

cyanobacterium, Anabaena cvlindrica. J élol Chem. 252:
7894-7900.

MILLER, R.E. and E.R. STADTMAN. 1972. Glutamate synthase

from Escherichia c¢oli. An iron sulfide flavoprotein. J.
Biol. Chem. 247: 7409-7417.

MISRA, S. and A. OAKS. 1985. Ferredoxin and pyridine
nucleotide~dependent glutamate synthase activities in
maize endosperm tissue. Plant Science 39: 1-5.

MIYARKATE, K. and S. KITAOKA. 1981. NADH-dependent

glutamate synthase in Ruglena gracilis z.. Agric. Biol.
Chem. 45: 1727-1729.

MORTON, R.A. 1875. "Biochemical spectroscopy" Vol. 2, pp.
427-435. Adam Hilger, London.

NEILSON, A.H. and M. DOUDOROFF. 1973. Ammonia assimilation
in blue-green algae. Arch. Microbiol. 89: 15-22.

ORR, J. and R. HASELKORN. 1981. Kinetic and inhibition
studies of glutamine synthetase from the cyanobacterium
Anabaena 7120. J. Biol. Chem. 256: 13099-13104.

ORR, J., L.M. KEEFER, P. KEIM, T.D. NGUYEN, T. WELLEMS, L.
HEINRIKSON and R. HASELKORN. 1981. Purification, physical
characterization and NHZ—terminal sequence of glutamine
synthetase from the cyailobacterium Anabaena 7120. J. Biol.
Chem. 256: 13091-13098.

PADAN, E., D. ZILBERSTEIN and H. ROTTENBERG. 1976. The
proton electroohemlcal gradient in Escherichia coli cells.
Bur. J. Biochem. 63: 533-541.

PEARCE, J., C.K. LEACH and N.G. CARR. 1969. The incomplete
trlcarboxyllc acid cycle in the blue-green alga Anabaena
variabilis. J. Gen. Microbiol. 55: 371-378.

PELROY, R.A. and J.A. BASSHAM. 1972. Photosynthetic and
dark carbon metabolism in unicellular blue-green algae.
Arch. Microbiol. 86: 25-38.

PELROY, R.A., R. RIPPKA and R.Y. STANIER. 1972. Metabolism
of glucose by unicellular blue-green algae. Arch.
Microbiol. 87: 303-322.

PENEFSKY, H.S. 1977. Reversible binding of Pi by beef
heart mitochondrial adenosine triphosphatase. J. Biol.
Chem. 252: 2891-2899.

PINKUS, L.M. 1977. Glutamine binding sites. Methods
Enzymol. 46: 414-427.



119.

120.

121.

122.

123.
124.
125.
126.

127.

128.

129.

130.

131.

198

PISHAK, M.R. and A.T. PHILLIPS. 1979. A modified
radioisotopic assay for measuring glutamine synthetase
activity in tissue extracts. Anal. Biochem. 94: 82-88.

PLUMMER, D.T. 1971. "“An introduction to practical
biochemistry”. Ma Graw-Hill, London.

POPE, M.P., S.A. MURRELL and P.W. LUDDEN. 1985. Covalent
modlflcatlon of the iron protein of nitrogenase from

Rhodogpirillum rubrum by adenosine diphosphoribosylation

of a specific arginine residue. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82: 3173-3177.

RAI, A.N., P. ROWELL and W.D.P. STEWART. 1982. Glutamate
synthase act1v1ty of heterocyats and vegetative cells of

the cyanobacterium Anabaena variabilis EKiutz. J. Gen.
Microbiol. 128: 2203-2205.

RAJAGOPALAN, K.V. and ©P. HANDLER. 1964. The absortion
spectra of iron-flavoproteins. J. Biol. Chem. 239:
1509-1514.

RAMOS, J.L. 1981. Bioconversién de energia solar en ener-
gia quimica: fotoproducciédn de amoniaco por algas ver-
de-azuladas. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla.

RATTI, S., B. CURTI, G. ZANETTI and E. GALLI. 1985.
Purlflcatlon and charaoterlzatlon of glutamate synthase

from Azospirillum brasilense. J. Bacteriol. 163: 724-729.

RHODES, D., G.A. RENDON and G.R. STEWART. 1976. The
regulatlon of ammonia assimilating enzymes in Lemna minor.
Planta 129: 203-210.

RIPPKA, R., J. DERUELLES, J.B. WATERBURY, M. HERDMAN and
R.Y. STANIER. 1978. Generic assignments, strain histories
and properties of pure cultures of cyanobacteria. J. Gen.
Microbiol. 111: 1-61.

ROGNSTAD, R. and D.G. CLARK. 1974. Effects of
aminooxyacetate on the metabolism of isolated liver cells.
Arch. BRiochem. Biophys. 161: 638-646.

ROON, R.J., H.L. EVEN and F. LARIMORE. 1974. Glutamate
gsynthase: properties of the reduced nicotinamide adenine
dinucleotide dependent enzyme from Saccharomyces
cerevisiae. J. Bacteriol. 118: 89-95.

ROTH, M. 1971. Fluorescence reaction for amino acids. A-
nal. Chem. 43: 880-882.

ROWELL, P., S. ENTICOTT and W.D.P. STEWART. 1977.
Glutamine synthetase and nitrogenase activity in the

blue-green alga Anabaena cylindrica. New Phytol. T9:
41-45.



199

132.~- ROWELL, P., M.J.A.M. SAMPAIO, J.K. LADHA and W.D.P.
STEWART. 1979. Alteration of c¢yanobacterial glutamine
synthetase activity ipn vivo in response to light and NH4.
Arch. Microbiol. 120: 195-200.

133.- ROWELL, P. and W.D.P. STEWART. 1976. Alanine dehydrogenase
of the Nz—fixing blue-green alga, Anabaena cyvlindrica.
Arch. MiGrobiol. 107: 115-124.

134.- SAMPAIO, M.J.A.M., P. ROWELL and W.D.P. STEWART. 1979.
Purification and some properties of glutamine synthetase

from the nitrogen fixing cyanobacteria
and a Nostoc sp.. J. Gen. Microbiol. 111: 181-191.

135.~ SCHMIDT, A. 1980. Isolation of two thicoredoxins from the
' cvanobacterium Synechococcus 6301. Arch. Microbiol. 127:
259-265.

136.- SCHMIDT, A. 1981. A thioredoxin-activated fructose-
1,6-bisphosphatase from the cyanobacterium Synechococcus
6301. Planta 152: 101-104.

137.- SCHMIDT, A. 1981. The role of thioredoxins for the enzyme
regulation in cyanobacteria. in: "Bioclogy of inorganic
nitrogen and sulfur". Bothe and Trebst (Eds.). 'pp.
327-333. Springer-Verlag, Berlin.

138.~- SCHMIDT, A. and U. CHRISTEN. 1979. Distribution of
thioredoxins in cyanobacteria. Z. Naturforsch. 34c:
1272-1274.

139.- SCHMIDT, A. and E. KRAMER. 1983. A membrane bound cysteine
oxydase from the cyanobacterium Synechococcus 6301. Z.
Naturforsch. 38c: 446-450.

140.- SCHREIER, H.J. and R.W. BERNLOHR. 1984. Purification and
properties of glutamate synthase from Bacillus lichenifor-
mis. J. Bacteriol. 160: 591-599.

141.- SCOPES, R. 1982. "Protein purification. Principles and
methods." Springer-Verlag, New-York.

142.- SERRANO, A. 1986. Characterization of c¢yanobacterial
ferredoxin-NADP oxidoreductase molecular heterogeneity
using chromatofocusing. Anal. Biochem. 154: 441-448.

143.- SHAPIRO, B.M., H.S. KINGDOM and E.R. STADTMAN. 1967.
Regulation of glutamine synthetase, VII. Adenylyl
glutamine synthetase: a new form of the enzyme with
altered regulatory and kinetic properties. Biochemistry
58: 642-649.

144 .- SHAPIRO, B.M. and E.R. STADTMAN. 1870. Glutamine
synthetase (Escherichia c¢oli). Methods Enzimol. 17a:
910-922.



145.

146 .

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

200

SHIN, M. 1871. Ferredoxin—NADP+ reductase from spinach.
Methods Enzymol. 23: 440-447.

SIEGEL, L.M. and K.J. MONTY. 1966. Determination of mole-
cular weights and frictional ratios of proteins in impure
systems by use of gel filtration and density gradient
centrifugation. Application +to crude preparations of
sulfite and hydroxylamine reductases. Biochim. Biophys.
Acta 112: 346-362.

SMILLIE, R.M. and B. ENTSCH. 1971. Phytoflavin. Methods
Enzymol. 23a: 504-514.

SMITH, A.J. 1982. Modes of cyanobacterial carbon metabo-
lism. in: "The biology of cyanobacteria”, Carr and Whitton
(Eds.). pp. 47-85. Blakwell Scientific Publications, Ox-
ford.

SMITH, A.J., J. LONDON and R.Y. STANIER. 1967. Biochemical
basis of obligate autotrophy in Dblue-green algae and
thiobacilli. J. Bacteriol. 94: 972-983.

SNELL, F.D. and C.T. SNELL. 1949. "Colorimetric method of
analysis", Vol 3. pp. 804-805. Van Nostrand Co Inc., New
York.

SOLIOZ, M. 1984. Dicyclohexylcarbodiimide as a probe for
proton translocating enzymes. Trends Biochem. Sci. 9:
309-312.

STACEY, G., F.R. TABITA and C. VAN BAALEN. 1977. Nitrogen
and ammonia assimilation in the cyanobacteria: purifica-
tion of glutamine synthetase from Anabaena sp. strain CA.
J. Bacteriol. 132: 596-603.

STANIER, R.Y. and G. COHEN-BAZIRE. 1977. Phosynthetic
prokaryotes: the cyanobacteria. Annu. Rev. Microbiol. 34:
497-536.

STEWART, G.R., MANN, A.F. and P.A. FENTEM. 1980. Enzymes
of glutamate formation: glutamate dehydrogenase, glutamine
synthetase, and glutamate synthase. in: "The biochemistry
of plants. Vol. 5. Miflin (Ed.) pp. 271-327. Academic
Press, New York.

STEWART, W.D.P., A. HAYSTEAD and M.W.N. DHARMAWARDENE.
1975. Nitrogen assimilation and metabolism in blue-green
algae. in: "Nitrogen fixation by free-living microorga-
nisms". pp. 129-158. Stewart (Ed.). Cambridge University
Press.

STOOKEY, L.L. 1970. Ferrozine. A new spectrophotometric
reagent for iron. Anal. Chem. 42: 779-781.

SUZUKRKI, A. and P. GADAL. 1982. Glutamate synthase from
rice leaves. Plant Physiol. §9: 848-852.



158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

187.

168.

169.

201

SUZUKI, A., J. VIDAL and P. GADAL. 1982. Glutamate
synthase isoforms in rice. Immunological studies of
enzymes in green leaf, etiolated leaf and root tissues.
Plant Physiol. 70: 827-832.

TAMURA, G., M. KANKI, M. HIRASAWA and M. OTO. 1980. The
purification and properties of glutamate synthase from
spinach leaves, and its dependence on ferredoxin. Agric.
Biol. Chem. 44: 925-927. ‘

TEMPEST, D.W., J.L. MEERS and C.M. BROWN. 1970. Synthesis

of glutamate in Aerobacter aerogenes by a hitherto unknown
route. Biochem. J. 117: 405-407.

THOMAS, J., J.C. MEEKS, C.P. WOLK, P.W. SHAFFER, S.M. AUS-
T} and W.-S. 1gHIEN Formation of %&utamlne from
Nlammonia, N]ldinitrogen, and Clglutamate Dby

heterocysts isolated from Anabagna__gxl;ndxlga. J.
Bacteriol. 129: 1545-1555,

TISCHNER, R. and A. SCHMIDT. 1982. A thioredoxin-mediated
activation of glutamine synthetase and glutamate synthase

in synchronous Chlorella sorokiniana. Plant Physiol. I0:
113-1186.

TISCHNER, R. and A. SCHMIDT. 1984. Light mediated
regulation of nitrate assimilation in Synechococcus
leopoliensis. Arch. Microbiol. 137: 151-154.

TRAVIS, R.L., W.R. JORDAN and R.C. HUFFAKER. 1969.
Evidence for an inactivating system of nitrate reductase

in Hordeum wvulgare L. during darkness that requires
protein synthesis. Plant Physiol. 44: 1150-1156.

TREBST, A. 1972. Measurement of Hill reactions and
rhotoreduction. Methods Enzymol. 24: 146-165.

UTKILEN, H.C., T. BRISEID and B. ERIKSSON. 1983. Variation
in photosynthetic membrane and pigment content with light

intensity for Anacystis nidulang grown in continuous
cultures. J. Gen. Microbiol. 129: 1717-1720.

WALLSGROVE, R.M., E. HAREL, P.J. LEA and B.J. MIFLIN.
1977. Studies on glutamate synthase from the leaves of
higher plants. J. Exp. Bot. 28: 588-596.

WALLSGROVE, R.M., P.J. LEA and B.dJ. MIFLIN. 1979.
Distribution of +the enzymes of nitrogen assimilation
within pea leaf cell. Plant Physiol. 63: 232-236.

WALLSGROVE, R.M., P.J. LEA and B.J. MIFLIN. 1982. The
development of NAD(P)H-dependent and ferredoxin-dependent
glutamate synthase in greening barley and pea leaves.
Planta 154: 473-4786.



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

202

WALLSGROVE, R.M., B.J. MIFLIN. 1977. Ferredoxin-Sepharose

as an affinity absorbent for the purification of glutamate
synthase and other ferredoxin-dependent enzymes. Biochem.

Soc. Trans. 5: 269-271.

WALSBY, A.E. 1974. The isolation of gas vesicles from
blue-green algae. Methods Enzymol. 31: 678-686.

WATERSTEECHNICAL BULLETIN. November 1982. "Waters au-
to.tag OPA precolumn derivatization technique™. ,

WEBER, K. and M. OSBORN. 1975. Proteins and sodium dodecyl
sulfate: molecular weight determination on polyacrylamide
gels and related procedures. in: "The proteins”. Neurath,
Hill and Boeder (Eds.). Vol. 1, pp. 179-221. Academic
Press, New York.

WINSPEAR, M.J. and A. OQAKS. 1983. Automated pre-column
amincacid analyses by reversed-phase high-performance
liguid chromatography. J. Chromatogr. 270: 378-382.

WOLK, C.P. 1973. Physiology and cytological chemistry of
blue-green algae. Bacteriol. Rev. 37: 32-101.

WOLK, C.P., J. THOMAS, W. LOCEKAU, P.W. SHAFFER, S.M. AUS-
TIN, W.-S. CHIEN and A. GALONSKY. 1?%6. Pathway of
nitrogen metabolism after fixation of N-labeled nitrogen
gas by the cyanobacterium, Anabaena cylindrica. J. Biol.
Chem. 251: 5027-5034.

WOOLFOLK, C.A., B.M. SHAPIRO and E.R. STADTMAN..1966.
Regulation of glutamine synthetase. I. Purification and
properties of glutamine synthetase from Escherichia coli.
Arch. Biochem. Biophys. 116: 177-192.

YEE, B.C., A. DE LA TORRE, N.A. CRAWFORD, C. LARA, D.E.
CARLSON and B.B. BUCHANAN. 1981. The ferredoxin/thiorredo-
xin system of enzyme regulation in a cyanobacterium. Arch.
Microbiol. 130: 14-18. .

YELTON, M.M. and D.C. YOCH. 1981. Nitrogen metabolism in

Rhodospirillum rubrum: characterization of glutamate
synthase. J. Gen. Microbiol. 123: 335-342.

¥
YUE, R.H., E.A. NOLTMANN and S.A. KUBY. 1969. Glucose-6-
phosphate dehydrogenase from brewers yeast (zwischen fer-
ment). J. Biol. Chem. 244: 1353-1364.

ZAK, R., G. PRIOR and M. RABINOWITZ. 1979. Assessment of
protein synthesis by the use of aminoacyl-tRNA as precur-
sor. Methods Enzymol. 59: 310-321.

ZIEGLER, H.+and I. ZIEGLER. 1965. The influence of 1light
on the NADP -dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase. Planta 65: 369-380.



|
i
|

i
i/

"%\jg W

R'“”lnido el

en el }1 e fechin, W

jjé /{/%V"%@W%
ties %MQ// %’9’/&({

,sé?u ...... g@mw{rd{ gé’ F2d .. / faj%wo’ /45
,,éZ;Z, ,ZT//;;‘)/ ) 0(’ .f///y/u o, %Zp’/”:}’{/t/ zed ,6

n de. APTO. I LMUD””

Tedliag- St o

— P X
. £ ) e
Seoviila, w- de AR A, - 1:«)&/

EL-Vgcal, El Véwl o El Vocal,
S B

) o> |/ e

™ Pxes }.ueme El Secretario, E1 Doctorado,.

UNIVERSIDAD DE SEVILLA

L

. 60067

\,\lbt

oy
i 'Gg

2,
%,
6R3}DA‘)°



