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1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1. Las cianobacterias

1.1.1. Caracteristicas generales de las cianobacterias

Las cianobacterias constituyen el unico grupo de organismos procariotas capaz de llevar a
cabo una fotosintesis oxigénica similar a la que realizan las plantas superiores (Stanier y Cohen-
Bazire, 1977; Blankenship, 1992), contribuyendo de forma considerable a la productividad primaria
de la Biosfera. Las cianobacterias ocupan habitats muy diversos, encontrandose en aguas oceanicas
y continentales, en suelos, y en ambientes extremos como desiertos y fuentes termales (Tandeau de
Marsac y Houmard, 1993). Aunque las proclorofitas, consideradas actualmente como
cianobacterias, poseen clorofila b como los cloroplastos (Burger-Wiersman y Post, 1989; Morden y
Golden, 1991), sin embargo, el resto de las cianobacterias carecen de ésta y presentan pigmentos
antena alternativos denominados ficobiliproteinas (Sherman er al, 1987) los cuales aparecen
también en los cloroplastos de algas rojas (Wolfe et al., 1994).

El origen de las cianobacterias se remonta al Precambrico, hace 3500 millones de afios,
siendo de cianobacterias los restos fosiles de organismos mas antiguos que se conocen (Schopf,
1993), probablemente fue en este grupo biologico en el que se desarrollé por primera vez la
fotosintesis oxigénica, y debido a éllo y a la proliferacién que probablemente tuvieron sobre la tierra,
s¢ produjo un cambio sustancial en la atmosfera terrestre (Buick, 1992; Des Marais, 2000) que se
enriquecid en oxigeno y condicioné asi la evolucién del resto de organismos. Ademas de la
fotosintesis oxigénica, algunas cianobacterias son también capaces de realizar fotosintesis
anoxigénica, utilizando H,S como donador de electrones (Schmidt, 1988). Por otra parte, el analisis
de secuencias génicas, tanto del genomio nuclear como cloroplastidico de plantas, evidencia el
origen cianobacteriano del cloroplasto (Giovannoni ef al, 1988; Douglas y Tumer, 1991).
Actualmente se considera que durante el origen y la evolucion de los organismos fotosintéticos, la
fagocitosis de determinados grupos cianobacterianos fue un proceso bastante generalizado. Estas
teorias basadas en la conservacion de las secuencias y el orden de los genes en los cromosomas de
cloroplastos y cianobacterias (Melkonian, 1996; Martin et al., 1998; Bhattacharya y Medlin, 1998),
apoyan fuertemente la teoria del endosimbionte del origen del cloroplasto (Gray, 1989).

Desde el punto de vista morfologico, se considera a las cianobacterias dentro de las
bacterias Gram negativas, debido a la existencia en su pared de una membrana externa y una capa
de peptidoglicano (Woese, 1987), aunque su pared celular posee también algunas caracteristicas
similares a las de las bacterias Gram positivas (Jiirgens et al., 1983). La morfologia de las
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cianobacterias es muy variada, pudiéndose distinguir de forma general entre unicelulares y
filamentosas. La clasificacion taxonémica mas aceptada (Rippka er al, 1979) divide a las
cianobacterias, en 5 secciones basandose principalmente en criterios morfologicos y en la forma de
division celular. Las secciones I y II engloban a cianobacterias unicelulares que se dividen por
fusion binaria o multiple respectivamente. La seccion III agrupa a cianobacterias filamentosas no
formadoras de heterocistos, mientras que las secciones IV y V engloban especies filamentosas que
desarrollan heterocistos y que se dividen en uno (secciéon IV) o en mas de un plano (seccién V). El
calculo de las distancias evolutivas a partir de las secuencias de los RNA ribosémicos (rRNA) 16S
ha permitido determinar que solo la seccion II, y conjuntamente las secciones IV y V son
filogenéticamente coherentes (Giovannoni ef al., 1988).

Respecto a sus caracteristicas genéticas, las cianobacterias presentan una amplia variedad
en el contenido G+C (32-71%), cubriendo el rango de valores encontrados en procariotas. Sus
genomios pueden exceder el tamafio del de cualquier otro grupo bacteriano (2-13 Mb) (Herdman et
al., 1979), siendo la mayoria de las cianobacterias estudiadas altamente poliploides, ya que poseen

en torno a 12 copias cromosémicas por célula (Labarre et al., 1989).

A pesar de esta diversidad, las cianobacterias constituyen un grupo metabdlicamente muy
homogéneo, siendo la mayor parte de ellas autdtrofas estrictas, si bien algunas especies son capaces
de crecer mixotroficamente (utilizando azicares como fuente de carbono y energia a la vez que
realizan fotosintesis), fotoheterotroficamente (utilizacion de sustratos organicos manteniéndose
inhibido el flujo no ciclico de electrones) o heterotroficamente (utilizacion de sustratos organicos en
oscuridad) (Rippka et al., 1979; Smith, 1982), siendo la fotosintesis el proceso energético y
metabolico central de las cianobacterias, y de ella depende la asimilacién de compuestos inorganicos
oxidados de carbono, nitrogeno y azufre. Hay que destacar que algunas cianobacterias pregentan la
capacidad de fijar dinitrégeno atmosférico, y en algunas de ellas dicha fijacién tiene lugar en células
especializadas llamadas heterocistos. La fijacion de CO, tiene lugar mediante el ciclo reductivo de
las pentosas fosfato o ciclo de Calvin (Stanier y Cohen-Bazire, 1977), si bien existe una via
cuantitativamente minoritaria a través de la fosfoenol piruvato carboxilasa (Weathers y Allen, 1978)
y después a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos, €l cual es incompleto debido a la carencia
de la actividad 2-oxoglutarato deshidrogenasa (Stanier y Cohen-Bazire, 1977), por tanto, la
funcionalidad del ciclo de Krebs en estos organismos s mas de caracter anabdlico que catabolico,
basandose el metabolismo respiratorio en el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato (Stanier y Cohen-
Bazire, 1977), ¢l cual esta sujeto a una estricta regulacion por luz.

El presente trabajo se ha llevado a cabo en dos especies distintas de cianobacterias. La
primera parte se ha centrado en la cianobacteria filamentosa Anabaena sp. PCC 7120, perteneciente

22



Introduccion

a la seccion taxonémica IV de la clasificacion propuesta por Rippka et al., 1979; que presenta la
capacidad de formar heterocistos y por tanto de fijar dinitrogeno. Y la segunda parte se ha realizado
en la cianobacteria unicelular heterotrofa facultativa y no fijadora de dinitrogeno Synechocystis sp.
PCC 6803, perteneciente a la seccion I de la citada clasificacion. Synechocystis 6803 presenta una
capacidad natural para ser transformada con DNA exdgeno (Gregorieva y Shestakov, 1982), lo que
la hace un organismo idoneo para realizar estudios genéticos.

Cuando se comenzaba este trabajo, se hizo disponible la secuencia completa del cromosoma
de la cianobacteria unicelular heterétrofa facultativa Synechocystis sp PCC 6803 (Kaneko ef al.,
1996). Posteriormente, también se ha secuenciado completamente ¢l cromosoma de la cianobacteria

Anabaena sp. PCC 7120, aunque las distintas regiones de éste ain no se han ensamblado.

1.1.2. Metabolismo del nitrégeno en cianobacterias

Aunque algunas cianobacterias pueden utilizar fuentes organicas de nitrogeno como ciertos
aminoacidos (principalmente Arg, Asn y Gln) o derivados de la urea, todas ellas destacan por su
capacidad para asimilar distintas fuentes de nitrogeno inorganico, siendo las principales nitrato,
nitrito y amonio (revisado por Flores y Herrero, 1994). Ademas, muchas cianobacterias son capaces
de crecer a expensas de N, atmosférico como tunica fuente de nitrogeno, convirtiéndolo en amonio
por accion del complejo enzimatico de la nitrogenasa. La asimilacion de todas las fuentes de
nitrOgeno, pasa por su conversion a amonio, que se incorpora a esqueletos carbonados
principalmente mediante la accidén secuencial de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato
sintasa (GOGAT), ruta que se conoce abreviadamente como ciclo GS-GOGAT (Wolk et al., 1976,
Thomas et al., 1977, Meeks et al, 1977, Meeks et al, 1978). La GS cataliza la sintesis de
glutamina dependiente de ATP a partir de glutamato y amonio (Stadtman y Ginsburg, 1974); a su
vez la GOGAT transfiere el grupo amida de la glutamina al 2-oxoglutarato, con la utilizacion de 2
equivalentes de poder reductor, generando 2 moléculas de glutamato. Como resultado del ciclo, por
cada mol de amonio asimilado se genera un mol de glutamato (Fig. 1). Una caracteristica que parece
comun a todas las cianobacterias es la preferencia por el amonio como fuente de nitrogeno frente a
otros compuestos nitrogenados, al requerir éste menos gasto energético para su asimilaciéon. Esto se
traduce en una inhibicién por amonio de la utilizacién de las otras fuentes de nitrogeno alternativas.
Cuando el ciclo GS-GOGAT se inhibe, se suprimen los comentados efectos del amonio, sugiriendo
que deben ser productos de metabolizacion del mismo, a través de esta ruta, los responsables de esta

represion (Flores y Herrero, 1994).
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Figura 1.Esquema de las principales rutas metabélicas de asimilacion de nitrégeno y carbono en cianobacterias y su interconexién con el
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El amonio en su forma no cargada (amoniaco), a determinados pH y concentraciones, puede
permear libremente al interior celular (Kleiner, 1981), sin embargo se han descrito sistemas de
transporte de amonio en las cianobacterias Anabaena variabilis (Rai et al., 1984) y Synechococcus
sp. PCC 7942 (Boussiba et al., 1984), sugiriéndose la participacion de una permeasa dependiente
del potencial de membrana como medio de transporte (Boussiba ef al., 1984). Recientemente se han
identificado en Symechocystis 6803 tres genes cuyos productos son las primeras permeasas de
amonio descritas en cianobacterias. Describiéndose el producto del gen amt! como el principal

responsable del transporte de amonio/metilamonio en esta cianobacteria (Montesinos ef al., 1998).

En cianobacterias, la incorporacién de nitrato al interior celular puede ocurrir mediante dos
mecanismos distintos: uno de baja afinidad, descrito en Synechococcus 7942 (Omata, 1995) y cuya
velocidad aumenta linealmente al aumentar la concentracion de nitrato extracelular, lo que sugiere
que se trata de una difusion; y otro de alta afinidad, que requiere el transporte activo del mismo al
interior celular (Flores ef al., 1983; Lara et al., 1987; Rodriguez et al., 1992). El transporte activo
de nitrato y el nitrito tiene lugar en Synechococcus 7942, a través del mismo sistema transportador
(Maduefio et al., 1987; Rodriguez ef al., 1992), el cual esta formado por 4 polipéptidos, productos
de los genes nrtA, nrtB, nrtC y nrtD (Omata et al., 1993), estos genes forman en las cianobacterias
Synechococcus 7942 (Luque et al., 1992; Omata ef al., 1993), y Anabaena 7120 (Frias et al.,
1997), una unidad transcripcional con los genes estructurales para la nitrato (narB) y la nitrito
reductasas (nird), constituyendo el operén nirAnrtABCDnarB. En el caso de Synechoc:ystis»6803,
estos genes no forman una unidad transcripcional, pues el gen narB se encuentra alejado del resto
(Kaneko et al., 1996). El nitrato incorporado es reducido hasta nitrito mediante la accién de la
nitrato reductasa, proceso que requiere la utilizacion de 2 electrones, y el nitrito es a su vez,
reducido hasta amonio por la nitrito reductasa, que incorpora 6 electrones mas, donados en ambos
casos por la ferredoxina (Manzano et al., 1976; Candau et al., 1976; Guerrero et al., 1981).

En las cianobacterias fijadoras de dinitrogeno, éste se reduce hasta amonio mediante el
complejo enzimatico de la nitrogenasa. Dicho complejo se inactiva irreversiblemente por O, por lo
que estos organismos han desarrollado diversas estrategias para proteger la maquinaria de fijacion
de nitrogeno molecular. Una de ellas consiste en la diferenciacion de células especializadas
denominadas heterocistos, que poseen una serie de peculiaridades que permiten mantener en su
interior un ambiente microaerdbico (revisado por Wolk et al., 1994). En otros casos, la fijacion de
dinitrogeno opera separada temporalmente de la produccion fotosintética de O, por lo que la
nitrogenasa so6lo es funcional en la oscuridad (Mullineaux et al., 1981).
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El complejo enzimatico de la nitrogenasa consta de dos componentes proteicos distintos: la
dinitrogenasa (Fe-Mo proteina) y la dinitrogenasa-reductasa (Fe proteina). La Fe-Mo proteina es un
tetramero a3, en el que se unen 4 centros [4Fe-4S] y dos cofactores Fe-Mo. Las subunidades oy B
de la dinitrogenasa estan codificadas por los genes nifD y nifK, respectivamente. La Fe proteina es a
su vez, un dimero de subunidades idénticas, codificadas por el gen nifH, y consta ademas de un
centro [4Fe-4S] (Wolk ef al., 1994). La reduccion de N, a amonio catalizada por la nitrogenasa es
una reaccion fuertemente endergoénica que, ademas de requerir el aporte de 6 electrones por cada dos
moléculas de amonio y una de hidrogeno generadas (Lowe et al., 1985), requiere el aporte de
energia en forma de ATP (entre 15 y 20 moléculas). Este ATP puede ser producido por
fotofosforilacion ciclica o por fosforilacion oxidativa (Bohme, 1998). Es posible que ¢! NADPH
funcione como donador de electrones para la nitrogenasa a través de las proteinas ferredoxina (Fd) (;
flavodoxina (Wolk et al., 1994). En Anabaena 7120 y en otras especies formadoras de heterocistos
se ha identificado un gen (fdxH) que codifica una Fd especifica del heterocisto y que funciona como
donador inmediato de electrones para la nitrogenasa (Béhme y Haselkorn, 1988; Schrautemeier y
Bohme, 1985 y 1992; Masepohl et al., 1997).

El heterocisto, como ya se ha mencionado con anterioridad, es una célula especializada en la
ﬁjécién de N,, que se diferencia a intervalos semirregulares, (aproximadamente una de cada doce
células de Anabaena 7120, se diferencia en heterocistos) en algunas cianobacterias filamentosas, en
respuesta a la ausencia de nitrégeno combinado (Wolk, 1989). Las principales caracteristicas que
definen al heterocisto, estan orientadas a la generacion del ambiente microaerdbico necesario para el
desarrollo de la actividad nitrogenasa. Entre ellas estan: 1) la formacion alrededor de la membrana
externa, de una doble envuelta formada por una capa externa de polisacaridos y una capa interna de
glucolipidos, que constituye una barrera a la permeabilidad del oxigeno; 2) cambios en la estructura
de los tilacoides asociados con la desaparicion de la actividad del fotosistema II (PSII), que evita la
producciéon de oxigeno por fotolisis del agua (Giddings y Stachelin., 1978); 3) incapacidad de
fijacion de CO, debido a la ausencia de la actividad ribulosa 1,5-bisfato carboxilasa, Rubisco y 4)
alta actividad respiratoria, de consumo de hidrogeno y de catabolismo de azicares, que elimina el
oxigeno que difunde al heterocisto (Wolk ef al., 1994). El proceso de desarrollo del heterocisto
conlleva tanto la activacion de la expresion de determinados genes, como el cese de la expresion de
otros, lo que implica profundos cambios tanto en el metabolismo, como en la estructura de la célula.

Los heterocistos tienen que aportar el nitrogeno fijado al resto de células del filamento, y
necesitan del abastecimiento por parte de las células vegetativas de compuestos reducidos de
carbono, que serian fuente de electrones para la fijacion de nitrogeno y de esqueletos carbonados

para la asimilacion del nitrogeno fijado, para lo cual se requiere de una comunicacion intercelular
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con las células vegetativas. Se postula que esta comunicacion ocurre a través de un poro provisto de
un microplasmodesmo (Roussard-Jacquemin, 1983) que permitiria el intercambio de metabolitos
entre el heterocisto y las células vegetativas.

Por otra parte, la sintesis de ATP en el heterocisto no estd completamente definida. El ATP
podria ser sintetizado en condiciones de iluminacion, tanto por fosforilacion ciclica, como por
fosforilacion oxidativa, este ultimo proceso consume oxigeno y utiliza piridin nucledtidos o
hidrégeno como fuente de electrones. Los piridin nucledtidos reducidos podrian ser generados en el
metabolismo de los carbohidratos importados de las células vegetativas. La naturaleza de estos
carbohidratos es desconocida, pero se piensa que la sacarosa podria estar implicada (Wolk ef al.,
1994). La sacarosa deberia ser fosforilada y convertida a glucosa-6-fosfato y posteriormente
degradada, via las enzimas del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, el cual es particulaﬁnente
activo en el heterocisto, produciendo NADPH y CO, (Wolk ef al., 1982). Se ha sugerido que el
NADPH donaria electrones a la nitrogenasa a través de la ferredoxina especifica del heterocisto
(FdxH) y de la ferredoxina: NADP" oxidoreductasa (FNR), mediante un transporte inverso de
electrones. Para que esto ocurriese, la relacion NADPH/NADP® deberia ser alta, lo cual es
consistente con los niveles medidos en heterocistos, en condiciones de fijacion de nitrogeno (Bohme,
1987) y con los altos niveles de FNR detectados.

La identidad de los compuestos nitrogenados que se transfieren a las células vegetativas
también es desconocida, se considera que este transporte ocurre en forma de aminoacidos (Wolk et
al., 1974) y se apunta a la glutamina como posible vehiculo de nitrogeno combinado desde los
heterocistos hasta las células vegetativas, debido a la elevada actividad glutamina sintetasa (GS) del
heterocisto. Por otra parte, también se han detectado altos niveles de actividad isocitrato
deshidrogenasa (IDH) en condiciones de fijacion de nitrogeno (Muro-Pastor et al,, 1992), esta
enzima genera 2-oxoglutarato, en una reaccion dependiente de NADP'. A partir de 2-oxoglutarato y
glutamina, se generan 2 moléculas de glutamato, mediante la accién de la glutamato sintasa
(GOGAT), sin embargo la presencia de esta enzima en el heterocisto no esta clara. Mientras que
Thomas et al., 1977, no detectaron actividad GOGAT en heterocistos de Anabaena variabilis, otros
autores si observaron formacion de glutamato en extractos crudos de heterocistos (Gupta y Carr,
1981; Higer ef al., 1983) atribuyendo esta reaccidn a la GOGAT, no obstante Rai ef al, 1982,
adscribieron estos resultados a una actividad glutaminasa. Dado que el mecanismo por el cual
ocurre la asimilacion de amonio en el heterocisto no esta establecido, tampoco se conoce la
naturaleza exacta de los aminoacidos transferidos.

Como se ha comentado con anterioridad, el amonio finalmente se incorpora a esqueletos
carbonados principalmente, mediante el ciclo GS-GOGAT (Wolk ef al., 1976; Thomas et al., 1977,
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Mecks et al., 1977; Mecks et al.,, 1978), existe en algunas cianobacterias una ruta alternativa de
asimilacion de amonio que implica a la glutamato deshidrogenasa (GDH), enzima dependiente de
NADH o NADPH, que cataliza la sintesis de glutamato a partir de amonio y 2-oxoglutarato
(Neilson y Doudoroff, 1973; Reitzer y Magasanik, 1987). En Synechocystis 6803 se¢ han
caracterizado una NAD-GDH y una NADP-GDH (Florencio ef al., 1987, Chavez y Candau, 1991).
Dada la baja afinidad que presenta esta enzima por ¢l amonio, solo se le ha atribuido una funcién
sintética de glutamato en altas concentraciones de amonio (Reitzer y Magasanik, 1987), aunque en
Synechocystis 6803 también podria aportar alguna ventaja selectiva en el caso de condiciones de
crecimiento estacionario (Chavez et al., 1999).

Las cianobacterias presentan una GS tipicamente procariota, denominada GS tipo I (GSI);
esta enzima estd compuesta por 12 subunidades idénticas de aproximadamente 50 kDa, codificadas
por el gen glnA y requiere de cationes divalentes para su actividad (Sampaio ef al., 1979; Florencio
y Ramos, 1985; Mérida et al., 1990). La actividad de la enzima GSI en diversas cianobacterias es
maxima en condiciones de carencia de nitrogeno combinado y disminuye lentamente tras la adicion
de amonio a los cultivos, llegando al 50% a las 10-20 h (Flores y Herrero., 1994). Sin embargo en
Synechocystis 6803, este descenso es rapido, alcanzando un 10% del nivel inicial en 20-30 min.
(Mérida et al., 1991), esta rapida inactivacion esti debida a la union no covalente a la GSI de dos
péptidos de 7 y 17 kDa respectivamente, denominados IF7 e IF17 (Garcia-Dominguez ef al., 1999).
La inactivacion de la GSI se ha observado, igualmente, en cultivos de Synechocystis 6803 sometidos
a oscuridad o incubados con inhibidores fotosintéticos, lo que sugiere que la actividad de esta
enzima esta también regulada por el estado redox celular (Reyes, et al., 1995). El gen gln4 ha sido
clonado en varias cianobacterias, tanto unicelulares como filamentosas, este gen se expresa desde
distintos promotores, unos constitutivos y otros regulados por la fuente de nitrogeno di;ponible
(Tumer et al., 1983), con un patron de expresion similar al presentado por la actividad enzimatica.

Por otra parte, se ha demostrado la existencia en Synechocystis 6803 del gen ginN, que
codifica una GS tipo III, aunque esta enzima representa solo un 20% de la actividad GS total de la
célula en condiciones de carencia de nitrogeno, siendo sus niveles despreciables en presencia de.
nitrato o amonio (Reyes y Florencio, 1994a; Garcia-Dominguez et al., 1997). También se ha
establecido que dicha GS tipo III no estd presente en cianobacterias fijadoras de N,, pero esta
ampliamente distribuida en el resto (Reyes y Florencio, 1994). Recientemente se ha descrito que la
GSIII es la unica existente en la cianobacteria Pseudanabaena sp. PCC 6903 (Crespo et al., 1998).

En cianobacterias se han descrito dos tipos de glutamato sintasas: las que utilizan
ferredoxina reducida como donador de electrones (Fd-GOGATSs) y las dependientes de NADH,
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(NADH-GOGATS). Se han caracterizado enzimas con actividad Fd-GOGATS en las cianobacterias
Synechococcus 6301, Synechocystis 6803 y Plectonema boryanum (Marqués et al., 1992; Navarro
et al., 1995; Okuhara ef al., 1999), y se han clonado los genes que codifican estas enzimas en las
cianobacterias Synechocystis 6803 y P. boryanum (Navarro et al., 1995; Okuhara et al., 1999).
Aunque inicialmente se describieron las dos enzimas de Synechocystis como Fd-GOGATs, un
analisis detallado ha demostrado que solamente la enzima codificada por el gen g/tS (actualmente
denominado gisF) es dependiente de ferredoxina, mientras que el gen g/tB codifica la subunidad
grande de una NADH-GOGAT (Navarro ef al, sin publicar), la cual contiene ademas una subunidad
pequeiia codificada por el gen gltD (Kaneko et al., 1996). Al igual que en Synechocystis, una de las
GOGATS descritas en la cianobacteria P. boryanum es dependiente de ferredoxina y la otra de
NADH (Okuhara et al., 1999). Las Fd-GOGATSs cianobacterianas son enzimas monoméricés con
un peso molecular alrededor de 170 kDa (Marqués ef al., 1992; Navarro ef al., 2000), mientras que
las NADH-GOGATs son enzimas diméricas formadas por una subunidad mayor con un peso
molecular de 160 kDa, y una subunidad menor con un tamafio deducido de 60 kDa (Okuhara et al.,
1999).

Al igual que ocurre en cianobacterias, en plantas también se han descrito glutamato sintasas
dependientes de ferredoxina y de NADH, aunque en este caso las NADH-GOGATSs son enzimas
monoméricas de aproximadamente 220 kDa, siendo el monémero similar al conjunto de las dos
subunidades de las NADH-GOGATS. Estas enzimas aparecen tanto en plantas (Gregerson ef al.,
1993) como en levaduras (Cogoni et al., 1995) y en algas (Miyatake y Kitaoka, 1981; Marquéz ef
al., 1984). Las NADH-GOGATS de alfalfa y Phaseolus vulgaris han sido bien caracterizadas, estas
enzimas han sido localizadas en plastos, preferentemente en tejidos no fotosintéticos, como raices
(Suzuki et al., 1984) y nédulos (Anderson et al., 1989; Avila et al., 1987; Chen y Cullimore, 1988;
Gregerson et al., 1993).

Las Fd-GOGATs, estan presentes en los tejidos fotosintéticos, mas especificamente en los
cloroplastos, tanto de plantas (Lea y Miflin, 1974; Suzuki y Gadal, 1982; Botella ef al., 1988,
Knaff ¢ Hirasawa, 1992; Lam et al., 1995) como de algas (Galvan ef al., 1984; Valentin ef al.,
1993), ademas de en cianobacterias (Marqués et al., 1992; Navarro et al., 1995; Okuhara ef al.,
1999). La caracterizacion bioquimica de estas enzimas, muestra la presencia de un centro [3Fe-4S]
en las enzimas de las cianobacterias Synechococcus 6301 y Synechocystis 6803 (Marqués et al.,
1992; Navarro et al., 2000), de espinaca (Knaff er al., 1991) y del alga Chlamydomonas
reinhardtii (Marquez et al., 1985). En estas Fd-GOGATS se ha determinado ademas la presencia de
una molécula de FMN (Marqués ef al., 1992; Navarro et al., 2000; Hirasawa ez al., 1996) y en el
alga C. reinhardtii ademas una molécula de FAD (Marquez ef al., 1986).
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Finalmente existe un tercer tipo de glutamato sintasa, presente solamente en bacterias, que
utiliza NADPH como donador de electrones (NADPH-GOGATS). Estas enzimas estin compuestas

por dos subunidades, una subunidad o (mayor) con un peso molecular que varia entre 135 y 170

kDa y una subunidad B (pequeifia) con un peso molecular entre 45 y 55 kDa. Estas enzimas han sido
bien caracterizadas en Escherichia coli, Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium,
Rhodospirillum rubrum y Rhodobacter capsulatum (Miller y Stadman, 1972; Vanoni et al., 1991;
Hemmili y Mantsilad, 1978; Carlberg y Nordlund, 1991; Igefio et al., 1993) y el protomero af,
contiene una molécula de FAD, una de FMN y tres centros Fe/S.

El papel fisiologico de la existencia de distintas GOGATSs en organismos fotosintéticos no
esta bien establecido. Estudios llevados a cabo en guisantes, cebada y plantas de Arabidopsis
parecen indicar que las Fd-GOGATSs podrian estar implicadas en la asimilacién primaria del
nitrogeno y del amonio procedente de la fotorrespiracion (Matoh ef al., 1982; Wallsgrove et al.,
1982; Lam er al., 1995). Por el contrario, las NADH-GOGATS, podrian ser enzimas auxiliares de
la ruta anterior o funcionar como fuente de sintesis de glutamato para el transporte intracelular
(Lam ez al., 1995). Por otro lado, en la cianobacteria P. boryanum, solamente la inactivacion del
gen gisF provoca un fenotipo detectable, cuando las células estan creciendo bajo condiciones de alto
CO, y alta intensidad de luz, siendo este similar al provocado por la carencia de nitrogeno. Este
efecto parece estar provocado por una incapacidad para asimilar el carbono y el nitrégeno de una
forma coordinada (Okuhara ef al., 1999), mientras que la inactivacion de los genes gltB y gltD, no
causa ningun efecto detectable, sugiriendo que en esta cianobacteria, podria ser la Fd-GOGAT la

principal responsable de la asimilacion del amonio.

1.1.3. El sistema ferredoxina-tiorredoxina reductasa: tiorredoxina en cianobacterias

Como se ha comentado con anterioridad, en cianobacterias la fotosintesis constituye el
proceso energético central del metabolismo. Obviamente en estos organismos y en general en todos
los organismos fotosintéticos, la luz actia como un potente efector de todos los procesos
metabolicos, siendo un activador general de la transcripcion, de la traduccion y de la actividad
enzimatica. Este efecto activador de la luz, tiene lugar la mayor parte de las veces de una forma
indirecta y es transmitido por diferentes mecanismos a las dianas apropiadas. De hecho esta
claramente establecido que una fraccion de los electrones generados fotosintéticamente son
derivados con fines reguladores. El sistema que se ha caracterizado como responsable de esta
sefializacion es el conocido como sistema ferredoxina: ferredoxina-tiorredoxina reductasa:

tiorredoxina. En este sistema, la sefial producida por la luz se transfiere via el flujo fotosintético de
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electrones a proteinas denominadas tiorredoxinas. La transferencia de electrones entre la ferredoxina

y las tiorredoxinas es mediada por la enzima ferredoxina-tiorredoxina reductasa (FTR).

Las tiorredoxinas son proteinas pequefias con un tamafio de aproximadamente 12 kDa,
cuyas estructuras y secuencias se hallan bastante conservadas en la mayor parte de los organismos
conocidos desde arqueobacterias hasta mamiferos (Arnér y Holmgren, 2000). Se caracterizan por
presentar el sitio activo en la secuencia conservada -Trp-Cys-Gly-Pro-Cys- (Holmgren, 1968),
donde las dos cisteinas pueden formar en su estado reducido, puentes sulfhidrilos altamente
reactivos, con potenciales redox entre -270 y -210 mV (Krause ef al., 1991; Salamon et al., 1995)
que son capaces de reducir puentes disulfuro en otras proteinas dianas. Sin embargo, la capacidad
para reducir un puente disulfuro en otra proteina, no reside solamente en la diferencia de pot:encial
de los enlaces, sino también en interacciones especificas entre ambas proteinas.

Las tiorredoxinas fueron descritas inicialmente, como agentes reductores en el metabolismo
del azufre en levaduras (Wilson ef al., 1961), aunque la proteina mejor caracterizada es la de E. coli
donde fue inicialmente aislada como un donador de hidrogeno en la reaccion de la ribonucleotido
reductasa (Laurent ef al., 1964). Desde entonces se han hallado en la mayoria de los organismos
estudiados y aunque presentan una gran variedad de funciones, se ha demostrado que la mayor parte
de éstas, se basan en la alta capacidad que tienen para actuar como donador de hidrégeno y de
electrones en muchos procesos, que incluyen por ejemplo, la activacion y la inhibicion de proteinas,
la replicacion del DNA (Holmgren, 1989) y también ejercen como agentes reductores en muchas
rutas biosintéticas (Jacquot ef al., 1997). Estudios recientes han demostrado que también estan
implicadas en la proteccion contra el estrés oxidativo y en la apoptosis (Zhang ef al., 1997). Por
tiltimo se han encontrado factores de transcripcion regulados por tiorredoxinas (Schenk ef al., 1994;
Hirota ef al., 1997; Hirota et al., 1999), lo que aumenta atn mas la diversificacién de funciones
llevadas a cabo por estas proteinas.

Mientras que en los organismos no fotosintéticos, las tiorredoxinas son reducidas
exclusivamente a partir de NADPH por la accion de la flavoproteina, NADPH-tiorredoxina
reductasa (NTR), todos los organismos fotosintéticos aerébicos presentan un sistema de reduccion
de tiorredoxinas altemativo, que implica a la cadena de transporte de electrones fotosintética, a
través de la ferredoxina y de la enzima ferredoxina-tiorredoxina reductasa (FTR) (Buchanan, 1991).
Aunque la NTR ha sido extensamente estudiada en E. coli (revisado por Willians, 1995), también se
ha aislado y caracterizado esta enzima en diversas plantas y algas (Johnson et al., 1987; Florencio et
al., 1988; Huppe et al., 1991; Van Langendonckt y Van den Driessche, 1992). Mediante difraccion
de rayos-X se ha resuelto la estructura de la NTR de Arabidopsis thaliana (Day et al., 1996). Esta
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proteina esta formada por dos subunidades idénticas de 333 aminoacidos con un peso molecular de
35 kDa (Jacquot ef al., 1994). Cada subunidad contiene un dominio de unién a FAD y uno de unién
a NADPH. La estructura tridimensional de la enzima de A. thaliana es muy parecida a la de la
enzima de E. coli (Waksman et al., 1994), excepto por un posicionamiento diferente de los dominios
de union a NADPH y FAD (Day er al., 1996). En eucariotas fotosintéticos coexisten ambos
sistemas de reduccion, pero en cianobacterias sOlo esta presente el sistema conocido como
ferredoxina: ferredoxina-tiorredoxina reductasa: tiorredoxina o sistema ferredoxina/tiorredoxina
(Jacquot et al., 1997). Este sistema vincula la regulacion enzimatica con la absorcion de energia por
los fotosistemas. De hecho las tiorredoxinas reducidas por la FTR activan mediante la reduccion de
puentes disulfuro, enzimas que incluyen miembros del ciclo de Calvin, como por ejemplo, la
fructosa-1,6-bisfosfatasa (Wolosiuk y Buchanan 1977), la seudoheptulosa-1,7- bisfosfatasa (Cadef
et al., 1987), o la fosforibuloquinasa (Porter et al., 1976) y también enzimas que no estan
relacionadas con el ciclo, como a la NADP-malato deshidrogenasa (Jacquot ef al., 1976; Buchanan
et al., 1978; Jacquot et al., 1978) o la fenilalanina amonio liasa.

La FTR es una enzima dimérica, con un peso molecular aparente de aproximadamente 30
kDa, formada por dos subunidades distintas llamadas respectivamente subunidad catalitica
(codificada por el gen firC) y subunidad variable (codificada por el gen firV) (Droux et al., 1987a).
La subunidad catalitica esta bastante conservada en todos los organismos donde se ha estudiado
(Huppe et al., 1990), presenta un tamaifio de aproximadamente 14 kDa. Esta subunidad ademas de
contener el puente disulfuro implicado en la reduccion de las tiorredoxinas (Droux ef al., 1987a;
Szekeres et al., 1991; Marc-Martin et al., 1993), presenta un centro sulfoférrico del tipo [4Fe-4S]
(Droux et al., 1987b), cuya funcion parece estar implicada en la estabilizacion del radical tiilo,
formado por la reduccion inicial del puente disulfuro con un electron donado por la ferredoxina
(Staples et al., 1996). La subunidad variable no esta tan conservada a lo largo de la evolucion,
presenta tamafios que varian entre los 16 kDa en las enzimas de plantas y algas, y los 7 kDa de las
enzimas cianobacterianas, aunque de todas formas existen regiones bastante conservadas entre las
subunidades variables de plantas y cianobacterias. La FTR de cianobacterias también esta formada
por dos subunidades distintas, con pesos moleculares de 14 y 7 kDa respectivamente (Droux ef al.,
1987a), siendo la subunidad de 14 kDa la catalitica. Esta subunidad presenta caracteristicas
bastante similares a la subunidad catalitica de plantas y algas. La subunidad variable muestra un
tamafio de 7 kDa, y parece ser especifica de este tipo de organismos (Gleason, 1994). Recientemente
se ha determinado la estructura de la FTR de Synechocystis 6803 a una resolucion de 1,6 A (Dai et
al., 2000). La estructura de la FTR sugiere que la subunidad variable esta implicada principalmente
en la estabilizacion de la agrupacion Fe-S. Los atomos de Fe del centro sulfoférrico, estan
coordinados por las cisteinas 55, 74, 76 y 85 de la subunidad catalitica y practicamente todos los
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residuos de la subunidad catalitica que participan en la interaccion con la subunidad variable estan

estrictamente conservados.

Los eucariotas fotosintéticos (algas y plantas superiores), ademas de contener los dos
sistemas de reduccion, presentan la peculiaridad de contener varias isoformas de tiorredoxinas. Por
ejemplo; el analisis de la secuencia del genomio de A. thaliana ha mostrado la existencia de al
menos 7 genes que codifican tiorredoxinas cloroplastidicas (Issakidis-Bourguet ef al., 2001), y
anteriormente se habia descrito la existencia de al menos 5 tiorredoxinas de localizacion citosolica
(Rivera-Madrid et al., 1995). Por otra parte, un exhaustivo estudio de fraccionamiento y ensayo
para todas las tiorredoxinas presentes en soja (Haberlein 1991; Konrad ef al., 1996), muestra la
existencia en esta planta de seis tiorredoxinas distintas. Aparte de las citadas, se han clonado y
secuenciado genes de tiorredoxinas de una gran diversidad de plantas, como por ejemplo: de
espinaca, guisante, maiz, tabaco, trigo o arroz (Kamo ef al., 1989; Wedel et al., 1992; Lepiniec et
al., 1982; Lopez-Jaramillo et al.,1994; Trevanior y Ashton, 1995,Gautier et al.,1998; Uchimiya e#
al., 1993), asi como de algas (Reynolds ef al.,1994; Stein et al.,1995). Es también interesante
mencionar que se han descrito tiorredoxinas presentes en mitocondrias, tanto de animales como de
plantas (Bodenstein-Lang et al.,1989). )

El anlisis de las secuencias de las distintas tiorredoxinas de plantas, engloba a éstas dentro
de tres grupos diferenciados. El primer grupo comprende las proteinas similares en estructura a las
tiorredoxinas procariotas (tomando como modelo la de E. coli), estas proteinas tienen localizacion
cloroplastica, pero estan codificadas por genes nucleares, € in vitro estas tiorredoxinas catalizan
cficientemente la reduccién de la enzima NADP-malato deshidrogenasa; en base a esta propiedad se
les ha denominado tiorredoxinas tipo-m. Hay que destacar que se ha localizado en el cloroplasto del
alga Porphyra yezoensis un gen que codifica una tiorredoxina tipo-m (Reynolds et al .:1994), lo que
sugiere un origen cianobacteriano de estas proteinas en algas y plantas. El segundo grupo lo forman
también tiorredoxinas cloroplastidicas, codificadas en el micleo. Estas tiorredoxinas se caracterizan
por activar eficientemente a la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) de plantas, por lo que se las ha
denominado tipo-f. La FBPasa cloroplastica contiene dos residuos de cisteina, separados por 4
aminoacidos, que podrian formar un puente disulfuro factible de ser reducido por tiorredoxinas
(Marcus et al., 1990). Estas tiorredoxinas tipo-f difieren de las anteriores en la estructura primaria,
una caracteristica que esta relacionada con sus propiedades cataliticas (Tsugita ef al., 1983). Ambos
grupos de tiorredoxinas (-m y -f) son reducidas por ¢l sistema ferredoxina: ferredoxina-tiorredoxina
reductasa. El tercer tipo lo constituyen también tiorredoxinas codificadas por genes nucleares, pero
de localizacién citosolica (Wolosiuk et al., 1979), y estan presentes ademas en tejidos no
fotosintéticos, este grupo se ha designado como tipo-# (tipo heterotrofico), son las que se presentan

33



Eugenio Martin-Figueroa

€n mayor numero y estan mas ampliamente distribuidas. Las tiorredoxinas tipo-# son reducidas por
NADPH, por medio de la enzima NADPH-tiorredoxina reductasa, (Buchanan ef al.,1994). El
analisis de las secuencias de estas tiorredoxinas demuestra que presentan un alto grado de identidad
con las tiorredoxinas presentes en mamiferos (Rivera-Madrid et al.,1995; Sahrawy et al.,1996).

Debido al relativamente pequefio tamafio y la alta estabilidad que presentan las
tiorredoxinas, éstas han sido un buen modelo para llevar a cabo estudios estructurales, habiéndose
determinado la estructura de estas proteinas en varios organismos, que incluyen procariotas y
eucariotas. Todas estas proteinas presentan la sucesion conservada de estructuras secundarias, Bl,
al, B2, a2, B3, a3, B4, B5, y a4, que forman el nicleo central de laminas plegadas B, rodeado por
4 o hélices, el sitio activo se localiza entre la hoja B2 y la hélice a2 formando un motivo saliente:
(Bréhélin ef al., 2000). Entre las estructuras resueltas se encuentran las de tiorredoxinas de los tres
tipos presenten en los eucariotas fotosintéticos (Mittard et al.,1997; Lancelin et al., 2000; Capitani
et al., 2000), mostrando que las relaciones encontradas entre la secuencias de aminoacidos de las
diferentes tiorredoxinas, s¢ mantienen también a nivel de las estructuras.

A pesar del gran nimero de secuencias y tipos de tiorredoxinas descritas en plantas,

~ solamente se han clonado dos tiorredoxinas distintas en la cianobacteria Anabaena 7120 (Lim et al.,
1986; Alam et al., 1989; Gleason, 1982). En las otras dos cianobacterias donde se han descrito
genes de tiorredoxinas; Anacystis nidulans (Synechococcus 7942) y Synechocystis 6803, se ha
clonado solamente un gen (Muller y Buchanan, 1989; Navarro y Florencio, 1996).

Estas tiorredoxinas se engloban dentro del tipo-m, aunque la secuencia de la segunda
tiorredoxina localizada en Anabaena 7120 diverge significativamente de las otras tiorredoxinas
halladas en cianobacterias. Las tiorredoxinas tipo 1 cianobacterianas presentan entre si identidades
superiores al 80%, siendo también alta (60-70%) la identidad con las tiorredoxinas tipo-m de plantas
(Gleason, 1994; Navarro y Florencio, 1996). La segunda tiorredoxina de Anabaena muestra por el
contrario una identidad basal del 40%, tanto con las tiorredoxinas cianobacterianas, como con las
tiorredoxinas-m de plantas. Aunque las secuencias de estas proteinas claramente las incluye dentro
del tipo-m, curiosamente en cianobacterias, la actividlad NADP-malato deshidrogenasa es muy baja
y no es susceptible de regulacion redox (Ip et al., 1984). Asimismo estas tiorredoxinas muestran
reactividad in vitro con la fructosa-1,6-bisfosfatasa cloroplastidica, y aunque esta enzima no
presenta en cianobacterias dos residuos de cisteina cercanos, si se ha demostrado activacion por
tiorredoxinas de esta enzima en extractos crudos de Anabaena cylindrica (Ip et al., 1984),
sugiriendo también una regulacion redox de la FBPasa en cianobacterias (Crawford ef al., 1984;
Whittaker y Gleason, 1984). Otra enzima que parece estar regulada en cianobacterias por la accion
de tiorredoxinas es la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), esta enzima que cataliza el primer
paso de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato es inhibida in vivo por luz, presumiblemente para
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prevenir un consumo de glucosa improductivo, esta inactivacion parece estar mediada por la accion
de tiorredoxinas, ya que una preparacion conteniendo tiorredoxina reducida con DTT es capaz de
inhibir in vitro la actividad de esta enzima en Anabaena variabilis (Udvardy et al., 1984).

Cabe destacar que todas estas funciones adscritas a la actividad de tiorredoxinas en
cianobacterias estan basadas en actividades determinadas in vitro. Esto unido a la imposibilidad de
obtener mutantes de tiorredoxinas en cianobacterias (Muller y Buchanan, 1989; Navarro y
Florencio, 1996), ni siquiera en condiciones de crecimiento heterotrofico (Navarro y Florencio,
1996), hacia interesante la basqueda en cianobacterias de otros procesos regulados por luz, aparte
de las ya mencionadas actividades, donde se estuviese ejerciendo una regulacion redox mediada por
tiorredoxinas.

La reciente secuenciacion del genomio de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803
(Kaneko et al., 1996), ha mostrado la existencia en esta cianobacteria, de tres fases abiertas de
lectura (ORFs) adicionales al gen f7x4 (Navarro, y Florencio, 1996), cuyos productos presentaban
homologia con tiorredoxinas. Estas ORFs; s/r0233, sirl1139 y 5111057 se encontraban alejadas entre
si, en el genomio de Synechocystis, y en principio no se localizaban proximas a ninguna ORF cuyo
producto hubiese sido previamente descrito (Kaneko ef al., 1996).

Por otra parte, Synechocystis 6803 presenta la capacidad que de ser transformado de modo
natural con DNA exégeno (Grigorieva y Shestakov, 1982), por lo que ha sido un organismo en el
cual se han generado diversos mutantes del aparato fotosintético (Willians, 1988; Pakrasi ef al.,
1988; Smart et al., 1994). Esto junto con la disponibilidad de la secuencia completa de su genomio,
hacian de Synechocystis un organismo idéneo para realizar un estudio amplio del papel llevado a

cabo por las tiorredoxinas en esta cianobacteria.
1.2. OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El objetivo de este trabajo ha sido en primer lugar, el estudio de la actividad glutamato
sintasa en la cianobacteria filamentosa Anabaena sp. PCC 7120. Este estudio incluiria la
caracterizacion del gen o de los genes que codifican glutamato sintasas en dicha cianobacteria, asi
como la caracterizacion de la regulacion tanto a nivel transcripcional, como de la actividad
GOGAT, en respuesta a la disponibilidad de distintas fuentes de nitrogeno.

Por otro lado la secuenciacion del genomio de la cianobacteria Synechocystis 6803, nos
brindaba la posibilidad de completar el estudio comenzado en nuestro grupo sobre el analisis de los
genes que codifican tiorredoxinas en esta cianobacteria. Este estudio comprenderia la

caracterizacion de la expresion de estos genmes en respuesta a diversos factores ambientales,
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principalmente relacionados con el proceso fotosintético y por otra parte, la obtencion de mutantes
de los diferentes genes seria la herramienta idonea para intentar analizar el papel fisiologico de cada
proteina. Con objeto de realizar un estudio mas completo del sistema ferredoxina/tiorredoxina,
también se ha llevado a cabo un analisis de la regulacion transcripcional de los genes firC y firl que
codifican las subunidades catalitica y variable de la FTR de Synechocystis 6803.
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2.1. Organismos y condiciones de cultivo

2.1.1. Cianobacterias

2.1.1.1. Estirpes de cianobacterias utilizadas.

La realizacion del presente trabajo se ha centrado en dos especies distintas de
cianobacterias, Anabaena sp. PCC 7120, cianobacteria filamentosa, fijadora de dinitrégeno y
formadora de heterocistos perteneciente a la seccion IV de la clasificacion faxonémica de las
cianobacterias propuesta por Rippka et al., 1979 y Synechocystis sp. PCC 6803, cianobacteria
unicelular heterétrofa facultativa y no fijadora de dinitrogeno, pertencciente a la seccion I de la
citada clasificacion. Las estirpes silvestres de cianobacterias y las estirpes mutantes de
Synechocystis sp. PCC 6803 utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas mas relevantes se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Estirpes silvestres de cianobacterias utilizadas en este trabajo.

Estirpe Caracteristicas Referencia
Anabaena sp. PCC 7120 Tipo silvestre Rippka et al., 1979
Synechocystis sp. PCC 6803 Tipo silvestre Rippka et al., 1979
STXALl AptrxA::ppetJ.npt. Km' Este trabajo ~
STXA2 gInN::trxA:cat. Km', Cm'. Este trabajo
Derivada de STXAL1
STXBI1(+/-) trxB::npt. Km' Este trabajo
STXC1(+/-)? trxC:cat. Cm'. Este trabajo
No totalmente segregado
STXQ1(+/-)* trxQ::npt. Km' Este trabajo

(+/-)* indica el sentido de insercién de los casetes C.C1 y C.K1 con relacion al sentido de
transcripcion de los respectivos genes.
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2.1.1.2. Medios y condiciones de cultivo de cianobacterias.

Los medios empleados para cultivar las distintas estirpes de cianobacterias utilizadas en este
trabajo se basan en el denominado BG11 (Rippka et al., 1979), cuya composicion es la siguiente:

NaNO; 17,6 mM Citrato férrico-aménico (17% Fe) 6 mg/l
MgSO, 0,30 mM MnCl, 9,1 uM
CaCl, 0,24 mM Na,-EDTA 2,4 yM
Na,COs 0,20 mM Na,MoO, 1,6 pM
K,HPO, 0,20 mM ZnSO, 0,8 uM
H;BO; 46 yM CuSO0, 03uM -
Acido citrico 28,5 pM CoCl, 0,2 pM

Este medio suplementado con NaHCO; 12 mM se denomina BGllc. BGll,c hace
referencia al medio BG11c sin fuente de nitrogeno combinada. Cuando la fuente de nitrégeno era
amonio, el NaNO; se sustituia por NH,Cl a una concentracién de 10 mM, afiadiéndose entonces
tampon TES-NaOH (pH 7,5) a una concentracién final de 20 mM. Para el crecimiento tanto en
condiciones mixotroficas como heterotroficas y fotoheterotroficas se utilizaba medio BGlle
suplementado con glucosa a una concentracién final de 10 mM. Los medios conteniendo todos sus
componentes excepto el tampon TES-NaOH y/o la glucosa en su caso, se esterilizaban por
autoclavado durante 20 min a 1 atm de sobrepresion y 121 °C de temperatura (autoclave Sanyo
modelo P). La solucién de glucosa y el tampon TES-NaOH se esterilizaban separadamente por
filtracion a través de filtros Acrodisc (Gelman, 0,2 um de diametro de poro).

La adiciéon de otros compuestos como aminoacidos o antibidticos se realizaba previa
esterilizacion de los mismos.

Salvo indicacion de lo contrario las concentraciones finales empleadas de los distintos
compuestos afiadidos a los medios de cultivo fueron: cloramfenicol 20 y 40 pg/ml, kanamicina 50 y
200 pg/ml segin la estirpe utilizada, glucosa 10 mM, DCMU y DBMIB 5 pM. Las concentraciones
usadas, de otras soluciones mas especificas, se detallan en la seccién correspondiente del apartado
Resultados. Las condiciones de oscuridad se simularon mediante el total recubrimiento del recipiente
de cultivo con varias capas de papel de aluminio.

El crecimiento de los cultivos en medio liquido tenia lugar, bien en condiciones de burbujeo
con una mezcla aire-CO, en proporcion 99:1 (v/v), a 30 °C bajo iluminacién continua, 50 pE-m?s™,
suministrada por paneles de tubos fluorescentes de luz blanca (Sylvania daylight F20w/D o
similares), o bien en matraces Erlenmeyer incubados a 50 rpm en incubadores orbitales Gallenkamp
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(Gran Bretafia) modelo INR.401.010W, termostatizados a 30 °C y bajo condiciones de iluminacion
continua de 25 pE-m?s’. En todos los experimentos fisiologicos (determinacion de actividades
enzimaticas y aislamiento de RNA para estudios de regulacion transcripcional) se utilizaron cultivos
en medio liquido en las condiciones de burbujeo anteriormente descritas. Para los aislamientos de
DNA vy para los experimentos de transformacion se utilizaron cultivos en matraces.

Para el cultivo en medio sélido, ¢l medio liquido se suplementaba con agar al 1% (p/v). Para
ello, se disolvian las sales en la mitad del volumen de agua a utilizar y el agar (Bacto-Agar Difco) en
la otra mitad. Una vez esterilizados todos los componentes, se¢ mezclaban y el medio se vertia en
cajas de Petri a razon de 45 ml por caja. La utilizacién de antibitticos y las condiciones de
iluminacion fueron las descritas para los cultivos liquidos.

En todos los experimentos se utilizaron cultivos en mitad de la fase exponencial de
crecimiento (2,5-4 pg Chl/ml).

2.1.2. Escherichia coli
2.1.2.1. Estirpes de Escherichia coli utilizadas.

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

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

Estirpe Caracteristicas Referencia .
K12 Silvestre Sambrook et al., 1989
DH5a F, endA1l, hsdR17(mK',1K’), Hanahan, 1983
supEA4, thi-1, recA1, gyrA96, reldl,
AlacU169, ($80-lacZAM15).
MC1061 hsdR, merB, araD139, MaraABC-leu) Meissner et al., 1987
7679, AlacX74, galU, galK, rpsL, thi.
CLR207 RecA hsdR, merB, araD139, AaraABC-leu) Mattaj et al., 1982

gltB31, gdhAl, lacY1, gal-6,
xyl-7, mtl-2, rpsL9, trp, tonA2,
tsx-68, supE44, hsdR, (mK” 1K).

BL21(DE3) hsdS, gal (Aclts857, indl, Sam7, nin5, Studier y Moffat, 1986
lac UV5-T7 genel).
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2.1.2.2. Medios y condiciones de cultivo de Escherichia coli.

Como medio habitual de crecimiento se utilizaba el de Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al.,
1989), cuya composicion es la siguiente: v

NaCl 10 g/1
Bactotriptona 10 g/1
Extracto de levadura 5g1

En el caso del medio solido se afiadia agar a una concentracién final del 1,5% (p;v). El
medio completo se esterilizaba por autoclavado como ya se ha descrito.

Para el crecimiento de cultivos destinados a la preparacion de células competentes se
utilizaba medio SOB (Sambrook ef al., 1989), cuya composicion es la siguiente:

Bactotriptona 20 g/l MgCl, 10 mM
Extracto de levadura 5¢g/1 MgSO, 10 mM
NaCl 10 mM KCl1 2,5 mM

El medio se esterilizaba en autoclave, como ya se ha descrito, excepto las sales de magnesio
que se esterilizaban separadamente por filtracion y una vez frio se afiadian al resto del medio.

Los antibioticos, esterilizados por filtracion, se afiadian en caso necesario, a las siguientes
concentraciones: ampicilina, 100 pg/ml, cloramfenicol 25 pg/ml y kanamicina 50 pg/ml.

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

2.1.3. Métodos de recogida de células
La recogida de células tanto de cianobacteria como de E. coli se hizo por centrifugacion,
bien en microcentrifuga Eppendorf (12.000 x g, 3 min) bien en centrifuga refrigerada Sorvall

(EE.UU.) modelo RC5-C (7.000 x g, 10 min); segin el volumen del cultivo, bien a temperatura

ambiente o a 4 °C, segiin se requiriese.
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2.2. Determinacion de actividades enzimiticas
2.2.1. Ensayo in vitro de la actividad glutamato sintasa

2.2.1.2. Ensayo in vitro de la actividad glutamato sintasa usando ferredoxina como donador de
electrones.

La actividad Fd-GOGAT se determin6 cuantificando la formacion de glutamato por HPLC,
segun el método descrito por Marqués ef al., 1989.

La mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 0,9 ml: 45 pumol de tampon fosfato
potasico pH 7,5; 5 pmol de glutamina; 1 pmol de 2-oxoglutarato; 1 umol de aminooxiacetato, una
cantidad apropiada de extracto libre de células y como transportador de electrones, 10 nmol de
ferredoxina. La reaccién se inici6 por la adicién de 0,8 mg de ditionito sodico recién disueltos en 0,1
ml de NaHCO; 0,12 M y se detuvo tras incubarlo a 30 °C el tiempo indicado, afiadiendo 0,25 ml de
la mezcla de reaccion a 0,15 ml de HCl1 1 mM, en hielo. Tras centrifugar a 12.000 x g, 4 min a 4°C,
la muestra se neutralizé diluyendo 25 pl del sobrenandante con 600 pl de tampodn fosfato potasico
50 mM pH 7,5. Una unidad (U) de actividad glutamato sintasa corresponde a la formacién de 1
pmol de glutamato por minuto.

2.2.2. Determinacién de la actividad glutamina sintetasa

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

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se estimé segin el método descrito por
Shapiro y Stadtman (1970). Para el ensayo in situ, un volumen de cultivo de células equivalente a 5-
10 pg de clorofila se recogia por centrifugacion a 12.000 x g, durante 1 minuto a temperatura
ambiente y las células se resuspendian en 0,8 ml de una mezcla de ensayo que contenia: 66,7 pmol
de tampon HEPES-NaOH (pH 7); 40 umol de L-glutamina; 4 pmol de MnCl, y 0,5 mmol de ADP.
A esta suspension se le afiadieron 0,1 ml de una mezcla recién preparada de cloruro de
hidroxilamina 1,2 M y NaOH 1,2 M en proporcion 1:1 y 20 i de una solucion de MTA al 1,25 %
en agua, para permeabilizar las células. Después de agitar vigorosamente durante 10 s, la reaccion
se iniciaba por adicion de 50 pl de una solucion Na,HAsQ, 0.4 M.

Como testigos (o blancos) se realizaban ensayos en paralelo que contenian agua en lugar de
arseniato. La mezcla de reaccion se incubaba durante 5 6 10 min a 30 °C y la reaccion se detenia
por adicién de 2 ml de una disolucién de FeCl; en medio 4cido (7,73 ml de HCl al 37%, 12 g de
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acido tricloroacético y 33,3 g de FeCl;-6H,, llevados a un volumen final de 1 1 con H;0); esta
solucién revela el y-glutamilhidroxamato producido, formandose un producto coloreado cuya
concentracion se determinaba espectrofotométricamente aplicando un coeficiente de extincion a 500
nm de 0,89 mM"-cm” (Shapiro y Stadtman, 1970). Para el ensayo in vitro se utilizaba la misma
mezcla de ensayo suprimiendo el MTA y afiadiendo, en lugar de células, una cantidad apropiada de
preparacion proteica.

Una unidad de actividad transferasa de la GS se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir 1 pmol de y-glutamilhidroxamato por minuto, en estas condiciones de

ensayo.
2.2.3. Determinacion de la actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa
2.2.3.1. Ensayo in vitro de la actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa.

La actividad NADP-isocitrato deshidrogenasa se ensayaba in vifro a 30 °C. Para ello se
seguia espectrofotométricamente a 340 nm la reduccion de NADP a NADPH dependiente de
isocitrato (Muro-Pastor y Florencio, 1992). La mezcla de ensayo contenia, ademas de una cantidad
adecuada de la preparacion enzimatica, 50 mM de tampén fosfato potasico (pH 7,5), 3 mM de
MnCl,, 1 mM de isocitrato y 0,4 mM de NADP, en un volumen final de 1 mi. La reaccién se
iniciaba por la adicion de isocitrato, tras realizar un control de la reduccion de NADP en ausencia de
isocitrato. Una unidad de actividad NADP-IDH se define como la cantidad de enzima necesaria para
producir 1 pmol de NADP por minuto en estas condiciones de ensayo.

2.3. Métodos de purificacion y analisis de proteinas
2.3.1. Aislamiento de heterocistos de Anabaena 7120

Para el aislamiento de heterocistos de Anabaena 7120 se utilizaron dos métodos diferentes
segun la finalidad para la cual se requiricsen. Ambos métodos estaban basados en la mayor
resistencia que presentan los heterocistos a la rotura en comparacion con las células vegetativas.

Cuando se¢ requerian extractos libres de células para ensayos enzimaticos u otras
preparaciones proteicas, los heterocistos se aislaban a partir de 5 1 de cultivo de Anabaena 7120 en
condiciones de fijacion de nitrogeno. Cuando éstos habian alcanzado la fase exponencial de

crecimiento (2,5-4 pg Chl/ml), se comprobaba al microscopio la presencia de dichas células en los
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filamentos y la proporcién de éstos con respecto a las células vegetativas, considerandose como
optimo la presencia de un heterocisto por cada 10 6 12 células vegetativas. Una vez comprobado
que el cultivo se encontrase en estas condiciones, se recogia por centrifugacion, a3500x gy 4 °Cy
el sedimento de células se resuspendia en 100 ml de tamp6n fosfato potasico S0 mM pH 7, EDTA 1
mM, 2-mercaptoetanol 14 mM, PMSF 1 mM (tampén A), y se volvia a centrifugar en las
condiciones anteriormente descritas. Finalmente el sedimento resultante se resuspendia en tampon A
en la proporcion de 1 ml tampén A/100 pg Chl.

La suspension de células resultante se sometia a rotura mediante un paso a través de la
prensa de French a 20.000 psi y a continuacién se centrifugaba durante 3 min a 150 x gy 4 °C. El
precipitado se volvia a resuspender en tampon A y se centrifugaba de nuevo en las mismas
condiciones con objeto de eliminar restos celulares. Tras este paso se obtiene un sobrenadante dc’:
color verde claro y un precipitado de tonos amarillentos, que considerabamos como preparacion de
heterocistos aislados. El enriquecimiento en heterocistos de las preparaciones se comprobaba por
analisis al microscopio Optico, obteniéndose asi preparaciones de heterocistos enriquecidas
aproximadamente en un 90%.

Cuando se requerian heterocistos para el posterior aislamiento de RNA, se seguia un método
basado en el descrito por Golden ef al. (1991). Una vez recogidos los 5 1 de cultivo como se ha
descrito anteriormente, el precipitado de células se resuspendia de forma homogénea en 10 ml de
STET (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 0,1 M, Triton X-100 al 5%, EDTA 1 mM), intentando que
no quedasen grumos. Posteriormente se afiadia lisozima de huevo de gallina, suministrada por
Sigma, a una concentracion final de 1mg/ml y la mezcla se sometia a 1 ciclo de agitacion vigorosa
de 3 min en agitador automatico y a posterior rotura por ultrasonidos, utilizando un sonicador
Branson (Reino Unido) modelo B12, aplicando una frecuencia de ultrasonidos de 20 KHz a una
potencia de 75 W dumate 5 min. Tras este proceso, la solucion resultante se centrifugaba durante 3
min a 150 x g y 4 °C y el precipitado obtenido se resuspendia en 10 mi de SET (Tris-HC] 10 mM
pH 8,0, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM) y se volvia a centrifugar a 150 x g y 4 °C. Este ultimo proceso
se repetia al menos tres veces, con objeto de minimizar la presencia de restos celulares. El
precipitado resultante, se pasaba a tubos Eppendorf, se congelaba en nitrogeno liquido y se mantenia
a -80 °C, hasta que se fuera a iniciar la extraccion de RNA.

2.3.2. Aislamiento de membranas tilacoidales de Synechocystis 6803

Para la obtencién de membranas tilacoidales de Synechocystis 6803, se siguié el método
descrito por Berger et al. 1991, con modificaciones. Células de Synechocystis 6803 creciendo en

frascos de 750 ml en burbujeo continuo, cuando alcanzaban la fase exponencial de crecimiento se
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recogian por centrifugacion durante 5 min a 7500 x g y 4 °C y se resuspendian a una concentracion
final de 100 pgChl/ml en tampon HEPES-NaOH 25 mM pH 7, conteniendo: CaCl, 15 mM, MgCl,
5 mM, glicerol 15% (v/v), DMSO 0,5% (v/v ), PMSF 1mM, benzamidina 1 mM (tampén T), en
hiclo y a continuacion se afiadia a la suspension DNasa 1 de pancreas bovino (Boehringer
Mannheim, Alemania), a una concentracion final de 100 pg/ml. La rotura de las células tenia lugar,
mediante agitacion vigorosa durante 5 periodos consecutivos de 20 s alternados con periodos de 1
min en hielo en agitador automatico, tras la adicién de un volumen igual de perlas de vidrio de 0,25-
0,3 mm de diametro (Braun, Melsungen, Alemania) previamente tratadas con agua regia. Las
células no rotas y otros restos celulares se eliminaban mediante centrifugacion a 5000 x gy 4 °C,
durante 10 min. Finalmente el sobrenadante resultante se centrifugaba 10 min a 15000 x gy 4 °C,
constituyendo el sedimento la preparacion de membranas tilacoidales aisladas. |

2.3.3. Expresion de proteinas en E. coli desde el vector pET-3a

El sistema de expresion de proteinas con el vector pET-3a (Novagen, Reino Unido) se basa
en la clonacion del gen que codifica la proteina a expresar bajo ¢l control del promotor del fago T7.
Para ello, se usaron células de E. coli BL21 (DE3) que porta en el cromosoma el gen que codifica
RNApol del fago T7, bajo el control del promotor Lac, dicha construccion es inducible por IPTG.
Las células se cultivaban a 37 °C en medio LB con Ap hasta una DOsy de 0,5 y a continuacion se
inducia la expresion del gen por adicion de IPTG 1 mM y se mantenia durante 4 h mas en
condiciones de cultivo, antes de recoger las células.

2.3.4. Preparacién de extractos celulares -

Los extractos crudos de células de cianobacteria o de E. coli se obtuvieron siguiendo dos
procedimientos alternativos, segun la cantidad de extracto necesario, excepto cuando se trataba de
células de Anabaena donde se seguia principalmente el método de rotura con nitrégeno liquido.

2.3.4.1. Rotura por ultrasonidos.

Para volumenes de extractos superiores a 2 ml se utilizé un tratamiento con ultrasonidos.
Una vez recogidas las células por centrifugacion, se resuspendian en el tampon correspondiente a
cada caso, a razon de 5 ml/g células y se suplementaba con PMSF a una concentracion final de 1
mM (a partir de una solucion 100 mM en isopropanol). Las suspensiones, mantenidas en hielo, se
sometian a un tratamiento con ultrasonidos durante 2 min y 30 s en ciclos de 30 s, alternados con
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ciclos de 1 min en los que se cesaba el tratamiento, con objeto de evitar un calentamiento excesivo.
La frecuencia de los ultrasonidos, producidos por un sonicador Branson (Reino Unido) modelo B12,
fue de 20 KHz y su potencia de 75 W. Una vez concluido el tratamiento de rotura, la suspension
celular se sometio a centrifugacion durante 15 min a 18.000 x g y 4 °C . El sobrenadante obtenido
constituia el extracto crudo libre de células.

2.3.4.2. Rotura con perlas de vidrio.

En el caso de requerir pequefias cantidades de extracto con objeto de someter las muestras a
electroforesis o para determinar actividades enzimaticas, se utilizaba un método de rotura con perlas
de vidrio.

Para ello, un volumen de 1 6 2 ml de cultivo se centrifugaba en tubos Eppendorf y el
precipitado celular se lavaba con 200 ul del tampén requerido en cada caso. Tras volver a
centrifugar se resuspendia entre 100 y 500 pl del mismo tampén suplementado con 1 mM de PMSF,
segun la cantidad de células. A esta suspension se le afiadia una cantidad equivalente a 50 pl de
perlas de vidrio (0,25-0,30 mm de diametro; Sigma EE.UU.) por cada 100 pl de tampoén. En el caso
de extractos de células de cianobacteria se sometia la suspension celular a 4 periodos consecutivos
de 30 s de agitacion vigorosa en agitador automatico, alternados con periodos de 1 min en hiclo.
Cuando se trataba de un extracto de células de E. coli, el tratamiento consistia en dos periodos de 15
s de agitacion vigorosa, alternados con periodos de 30 s en hielo. Los restos celulares se eliminaban
por centrifugacion durante 10 min a 12.000 x g y 4 °C, constituyendo el sobrenadante el extracto
crudo libre de células.

2.3.4.3. Rotura con nitrogeno liquido.

Cuando se requerian extractos de células de Anabaena especialmente en los casos en los que
se realizaban preparaciones de heterocistos, se seguia el método de rotura con nitrégeno liquido. Las
células, una vez recogidas por centrifugacion, se resuspendian en un volumen apropiado del tampon
correspondiente, se les afiadia PMSF a una concentracion final de 1 mM y se sometian a
congelacion con nitrogeno liquido, triturandose en un mortero hasta reducirlas a polvo antes de
llegar a descongelarse. El polvo de células se recogia en tubos Eppendorf y tras su descongelacion se
centrifugaba la preparacion durante 15 min a 12.000 x g y 4 °C para conseguir ¢l extracto crudo

libre de células.
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2.3.5. Cuantificacién de proteinas por los métodos de Bradford y Lowry

El contenido celular de proteina se determinaba directamente en células enteras siguiendo la
modificacion del método de Lowry ef al. de 1951 descrita por Markwell ef al. en 1978, empleando
cantidades conocidas de ovoalbiimina de gallina como patron.

El contenido de proteina de los extractos crudos y otras preparaciones libres de células se
determinaba segun el método descrito por Bradford (1976), usando el reactivo para proteinas de
Bio-Rad (EE.UU.) y siguiendo el procedimiento de microensayo recomendado por el fabricante. Se
empleaba ovoalbumina de gallina como patron.

2.3.6. Fraccionamiento de proteinas con sulfato de amonio

Los fraccionamientos con sulfato de amonio se hacian afiadiendo las cantidades necesarias
de sulfato de amonio a las soluciones de proteina e incubando durante 1 h con agitacion suave sobre
hielo. Posteriormente las preparaciones se centrifugaban a 20.000 x g durante 15 min a 4 °C. En
unos casos se seleccionaba el sobrenadante y en otros el precipitado, pero en ambos casos se
dializaban antes de ser aplicados a alguna matriz en pasos posteriores de purificacion, o bien se

sometian a filtracion en gel.

2.3.7. Técnicas cromatogrificas usadas en la purificacién de la tiorredoxina TrxA de
Synechocystis 6803

Los tampones usados en la purificacion de la tiorredoxina TrxA de Symechocystis 6803
consistieron siempre en tampones Tris-HCI 30 mM, pH 7,9 y dependiendo del paso de purificacion

que se estuviera realizando, se suplementaba con NaCl a las concentraciones requeridas.

2.3.7.1. Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephacel.

Se emplearon matrices DEAE-Sephacel suministradas por Sigma, (EE.UU.) equilibradas
inicialmente con tampon concentrado Tris/HC1 0,5 M (pH 7,5) y reequilibradas posteriormente en la
columna con el tampén adecuado (Aptd. 3.2.3.1). Las columnas utilizadas fueron de vidrio y de
tamaifio variable, segin la cantidad de extracto de partida. El flujo de aplicacion de las muestras y el
de los solventes de lavado y elucion se regulaba por medio de una bomba peristaltica Pharmacia
Biotech modelo P-1 (Suecia). Las fracciones del eluato se recogian automaticamente con un colector
Pharmacia Biotech modelo Frac-100 (Suecia).
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2.3.7.2. Cromatografia de filtracion en gel Sephacryl S-200.

En el caso de la cromatografia de filtracién en gel usada como paso de purificacién de la
tiorredoxina TrxA de Synechocystis, se us6 una columna de vidrio calibrado de Pharmacia (Suecia)
de 1 cm de didametro por 50 cm de altura, conteniendo un lecho de gel Sephacryl S-200 de
Pharmacia (Suecia) y equilibrada con tampén Tris-HC1 30 mM, pH 7.9. La salida de la columna
estaba conectada a un detector de absorbancia Pharmacia-LKB modelo 486 cuyos datos se
procesaron automaticamente mediante un integrador Pharmacia-LKB modelo REC-1. El resto de las
condiciones de la cromatografia fueron las descritas en el apartado 2.3.7.1.

2.3.8. Dialisis y cambio de tampones por filtracién rapida

La dialisis de las soluciones de proteinas se realizaban en tripas de dialisis Visking® de 3
kDa de corte suministradas por Serva (Alemania). El proceso tenia lugar en dos pasos, el primero de
3-4 h y el segundo de una noche de duracién. En ambos casos la muestra se dializaba frente a 100
volimenes de tampon final.

2.3.9. Concentracion de proteinas por ultrafiltracién

La concentracién de proteinas se realizé por ultrafiltracion durante el tiempo requerido en
concentradores Amicon (EE.UU.) utilizando membranas de ultrafiltracion de 3 kDa de corte
suministradas por Millipore (EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.10. Electroforesis y tincién de proteinas

Las separaciones analiticas de proteinas en condiciones desnaturalizantes mediante
electroforesis en placa se realizaron en geles de poliacrilamida basados en el sistema de Laemmli
(1970) en geles discontinuos (Jovin et al., 1964), utilizando aparatos Vertical Slab Gel
Electrophoresis Units modelos SE250 y SE600 de Hoefer Scientific Instruments (EE.UU).

El gel de separacion, el de concentracién y el tampén de electrodo contenian dodecil sulfato
sodico al 0,1 %. La concentracion de acrilamida en los geles de separacion variaba dependiendo de
la masa molecular de la proteina a analizar. Las muestras se mezclaron con un volumen igual de
tampén de carga, que contenia: tampén Tris-HCI 0,125 M (pH 6,38), glicerol al 20 % (v/v), SDS al 4
%, 2-mercaptoetanol al 10 % (v/v) y azul de bromofenol al 0,0025 %, todo ello en agua destilada.
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La desnaturalizacion de las muestras se Ilevo a cabo calentando a 100 °C durante 3 min y la

electroforesis se desarrollé a temperatura ambiente.

Se utilizaron como patrones de masas los suministrados por Bio-Rad (EE.UU.) en sus
marcas comerciales Molecular Weight Standard High y Low Range®, que presentan las siguientes
proteinas: miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B de musculo de conejo (97,4
kDa), seroalbiimina bovina (66,2 kDa) y ovoalbiimina de gallina (45 kDa), en High Range®, y
fosforilasa B de muisculo de conejo (97,4 kDa), seroalbiimina bovina (66,2 kDa), ovoalbumina de
gallina (45,0 kDa), anhidrasa carbonica bovina (31,0 kDa), inhibidor de tripsindgeno de semilla de
soja (21,5 kDa) y lisozima de huevo de gallina (14,4 kDa), en Low Range®. Para la determinacion
de las masas moleculares se representaba el logaritmo de las masas moleculares de las proteinas
patron frente a la movilidad electroforética relativa de cada proteina respecto al frente de
electroforesis, obteniéndose asi una curva patrén.

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

2.3.12. Técnicas inmunolégicas
2.3.12.1. Obtencion de suero de conejo contra la tiorredoxina TrxA de Synechocystis. )

Aproximadamente 1 mg de la proteina TrxA purificada hasta homogeneidad se diluy6 hasta
0,5 ml con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,9) y se le afiadi6 una cantidad equivalente de adyuvante
incompleto de Freund. Se homogeneizo6 la suspension hasta conseguir una emulsién uniforme y se
inyect6 en varios puntos del cuerpo de un conejo albino neozelandés de aproximadamente 1,5 kg de
peso, de forma subcutanea. Transcurridos 35 dias de esta primera inmunizacién se realizaron
nuevas inyecciones subcutaneas, con 0,5 mg de enzima purificada cada una y preparada de la misma
forma que se ha descrito previamente. A los 15 dias de la ultima inyeccién de antigeno, se realizé la
extraccion de sangre al conejo. Tras coagulacion y centrifugacion de la sangre a 12.000 x g, 15 min
a 4 °C, sc tomo6 el sobrenadante y se procedio a la inactivacion del complemento por calentamiento a
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55 °C durante 15 min, tras lo cual se volvié a centrifugar en las mismas condiciones, constituyendo

¢l sobrenadante el suero inmune.
2.3.12.2. Inmunodeteccion de proteinas mediante western blot.

Las muestras de proteinas sometidas a electroforesis se detectaron mediante
mmunorreaccién con anticuerpos policlonales monoespecificos. Una vez concluida la electroforesis,
las proteinas se transferian a membranas de nitrocelulosa Bio-Rad (EE.UU.) de 0,45 pum de
diametro de poro, en un sistema de transferencia semiseco de Pharmacia (Suecia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La transferencia se llevaba a cabo a temperatura ambiente durante 1 h
y 30 min a 0,8 mA por cm’ de gel utilizando como tampé6n de electrodo: Tris 5,89 g/l, glicina 2,93\
g/l, SDS 0,375 g/l y metanol al 20% (v/v). El proceso de transferencia se comprobaba mediante €l
empleo en la electroforesis de patrones de masa molecular pretefiidos. Seguidamente la membrana se
incubaba durante dos horas en una solucién bloqueante de leche desnatada en polvo Molico-
Sveltesse de Nestlé (Espaiia) al 5% (p/v) en tampon TBS (Tris/HClI 15 mM (pH 7,4) y NaCl 0,2
M). A continuacién se incubaba la membrana con el antisuero correspondiente diluido en solucién
de bloqueo durante 1,5 h a temperatura ambiente y agitacion constante. Se sometia la membrana a
cuatro lavados de 15 min cada uno en tampén TBS suplementado con Tween 20 al 0,05% (v/v) y se
incubaba la misma con una solucion de anticuerpos (inmunoglobulina G) de oveja anti-
inmunoglobulina G de conejo, conjugados con peroxidasa de rabano de Sigma (EE.UU.) diluidos
(1:2.000) en solucién de lavado durante dos horas a temperatura ambiente y agitacion constante. A
continuacion se repetia el proceso de lavado descrito anteriormente y se revelaba mediante el sistema
ECL de Amersham (Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante.

-

2.4. Métodos de manipulacién y analisis de DNA y RNA
2.4.1. Plasmidos y oligonucledtidos utilizados

Los plasmidos utilizados no construidos en este trabajo se detallan en la Tabla 4. Los
plasmidos usados y construidos en este trabajo que contienen DNA de Anabaena se detallan en la
Tabla 5 y los que contienen genes de Synechocystis se detallan en la Tabla 6. Los oligonucledtidos
usados para las amplificaciones de PCR sobre DNA de Anabaena se detallan en la Tabla 7, y los
usados sobre DNA de Synechocystis se detallan en la Tabla 8, algunos de ellos fueron usados

también en reacciones de secuenciacion o de extension de cebadores.
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Tabla 3. Plasmidos utilizados no construidos en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencias

pBlueScript IT SK(+) Ap', oriF1 colElori, lacZ Stratagene

pRL161 Ap', K, (npt de Tn5), derivado de Elhai y Wolk, 1988
pBR322, utilizado para obtener la casete C K1

pRL171 Ap', Cm, (cat de pKT210), derivado de Elhai y Wolk, 1988
pBR322, utilizado para obtener la casete C.C1

pGEM-T Ap', oriF1 colElori, lacZ, disefiado Promega
para clonar productos de PCR '

pET-3a Ap', ori de pBR322, promotor T7 Novagen

pFNT4 Contiene el gen trxA de Synechocystis 6303 Navarro y Florencio,
6803 1996

pGS2.4 Contiene el gen ginN de Synechocystis Garcia-Dominguez et
6803 al., 1996

pAV1100 Contienc ¢l gen rnpB de Synechocystis 6803 Vioque, 1992

pAV2000 Contiene el gen rnpB de Anabaena 7120 Vioque, 1992

Tabla 4. Plasmidos construidos en este trabajo conteniendo DNA de Anabaena 7120.

Plasmido Caracteristicas

pGLSF1 Fragmento de PCR de 1,2 kb del gen gisF de Anabaena 7120 sintetizado
con los oligonucleétidos pfnl y pfn2, clonado en el sitio EcoRV de pBS

pGLSF2 Fragmento Hpall de 4,5 kb conteniendo parte del gen gisF de Anabaena
7120, clonado en el sitio Clal de pBS

pGLSF3 Fragmento EcoRV de 5,3 kb conteniendo parte del gen gisF de
Anabaena 7120 clonado en ¢l sitio EcoRV de pBS

pGLSF4 Fragmento EcoRI de 2,2 kb de pGLSF3 clonado en ¢l sitio EcoRI de
pBS. Contiene el tnico sitio EcoRI que presenta el gen glsF

pGLSF5 Fragmento EcoRI-Xkol de 5,9 kb procedente de la unién de pGLSF4 y
pGLSF3, por el sitio unico EcoRI de gisF clonado en pBS. Contiene la
secuencia completa del gen glsF

pGLSF6 Fragmento de 1,4 kb conteniendo la region promotora del gen gisFF

de Anabaena sintetizado con los oligonucledtidos glsp1 y gls8.
Clonado en pGEM-T
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Tabla 5. Plasmidos construidos en este trabajo conteniendo DNA de Synechocystis 6803.

Plasmido Caracteristicas

pTXAl Fragmento de PCR de 560 pb conteniendo el gen #rxA sintetizado
con los oligonucledtidos txaNde y txaBHI, clonado en pET-3a

pTXA2 Fragmento de PCR de 710 pb conteniendo el gen #rxA sintetizado
con los oligonucledtidos txaNdel y txaXhol, clonado en pGEM-T

pPEJ1 Fragmento de PCR de 423 pb conteniendo el gen petJ sintetizado
con los oligonucledtidos pejNdel y pejSall, clonado en pPGEMT

pPICK1 Derivado de pPEJ1 contiene la casete C.K1 delante del promotor

del gen petJ en el sentido contrario a éste

pTXA3 Derivado de pTXA2, contiene la casete C.K1 y el promotor
del gen petJ delante del gen frxA .El promotor del gen petJ
en el mismo sentido que el gen rx4

pTXA4 Delecion del fragmento Hincll-Xhol de pFNT4
pTXAS5 Derivado de pTXA4, contiene insertado en los sitios Hincll y
Xhol, la casete C.K1, el promotor del gen petJ y el gen trx4
pTXA6 Derivado de pFNT4, contiene insertado en el sitio EcoRl la
casete C.C1 en el mismo sentido que el gen trx4
pTXA7 Derivado de pGS2.4, contiene insertado en el sitio EcoRI la construccion
que lleva el casete C.C1 en el mismo sentido que el gen trx4
pTXC1 Fragmento de PCR de 1170 pb conteniendo el gen #rxC sintetizado
con los oligonucledtidos txcHAIII y txcXhol, clonado en pBS
pTXC2(+/-)* Derivado de pTXC1, contiene insertado en los sitios Hincll
del gen #rxC, el casete C.C1
pTXC3 Fragmento de PCR de 374 pb conteniendo el gen trxC sintetizado
con los oligonucledtidos txcNde y txcBHI, clonado en pET-3a
pTXQl1 Fragmento de PCR de 631 pb conteniendo el gen frx( sintetizado
con los oligonucledtidos txqBHI y txqHdIH, clonado en pBS
pTXQ2(+/-)* Derivado de pTXQ1, contiene insertado en el sitio unico Rsal
del gen rxQ, el casete CK1
pITXBl1 Fragmento de PCR de 959 pb conteniendo el gen #rxB sintetizado
con los oligonucledtidos txbSacl y txbXhol, clonado en pBS
pTXB2(+/-)* Derivado de pTXB1, contiene insertado en el sitio inico BamHI

del gen #rxB, el casete C.K1

(+/-)* indica el sentido de insercion de los casetes C.C1 y CXKI en relacion al sentido de

transcripcion de los respectivos genes.
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Tabla 6. Oligonucleodtidos utilizados en este trabajo sobre DNA de Anabaena.

Oligonucledtido Caracteristicas

pfnl y pfn2 Utilizados para amplificar un fragmento interno del gen gisF de
Anabaena 7120. (Navarro et al., 1995)

gls1-gls7 Utilizados en las reacciones de secuenciacion del gen gisF
de Anabaena 7120

glspl Utilizado en las reacciones de secuenciacion del gen gisF

gls8 Utilizado en las reacciones de secuenciacion del gen gisF. Usado junto

con glsp1 para amplificar la region promotora del gen gisF :

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo sobre DNA de Synechocystis.

Oligonucleétido Caracteristicas

txaNdel y txaBHI =~ Utilizados para amplificar el gen frxA de Synechocystis. Tienen creado un
sitio Ndel y BamHI respectivamente para clonar el gen en el vector pET-3a

txaXhol Utilizado junto con txaNdel para amplificar el gen #rx4. Tiene creado un
sitio Xhol para clonar el gen en el vector pPGEM-T

pejNdel y pejNde2  Utilizados para amplificar mediante PCR el gen petJ de Synechocystis.
Ambos tienen creado un sitio Ndel para clonar el gen en pGEM-T

txcHdIIl y txcXhol ~ Utilizados para amplificar el gen trxC de Synechocystis. Tienen'creado un
sitio HindIll y Xhol respectivamente para clonar el gen trxC en pBS

txcNdel y txcBHI  Utilizados para amplificar el gen #7xC. Tienen creado un sitio Ndel y
BamHI respectivamente para clonar el gen #7xA4 en el vector pET-3a

txqBHl y txqHdIII ~ Utilizados para amplificar el gen trxQ de Synechocystis. Tienen creado
un sitio BamHI y HindIll respectivamente para clonar el gen en pBS

txbSacl y txbXhol  Utilizados para amplificar el gen trxB de Synechocystis. Tienen creado
un sitio Sacl y Xhol respectivamente para clonar el gen en pBS

psbAl y psbA2 Utilizados para amplificar el gen psbA2 de Synechocystis 6803

psaAl y psaA2 Utilizados para amplificar el gen psaAd de Synechocystis 6803

psaCl y psaC2 Utilizados para amplificar el gen psaC de Synechocystis 6803

pet]1 y pet]2 Utilizados para amplificar el gen petJ, (de la Cerda, 1999)

petEl y petE2 Utilizados para amplificar el gen petE, (de la Cerda, 1999)
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2.4.2. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para el aislamiento de DNA plasmidico a pequefia escala, sc empled el método de lisis por
ebullicion originalmente descrito por Holmes y Quigley (1981), consistente en la lisis de las células
mediante hervido en presencia de Triton X-100. Todo el proceso se realizaba segun describe
Sambrook ef al., (1989).

Cuando se queria eliminar el contenido de RNA se realizaba un tratamiento de 30 min a 37
°C con RNasa A de pancreas bovino (Boehringer Mannheim, Alemania), a una concentracion final
de 20 pg/ml, seguido de extraccion con fenol:cloroformo. En otros casos en los que una preparacion
de DNA se iba a someter a electroforesis tras digestion con enzimas de restriccion, el tratamiento
con RNasa, previo a la electroforesis, era de 15 min, y en estos casos no se fenolizaban las
muestras.

2.4.3. Aislamiento de DNA total de cianobacterias

El aislamiento de DNA total de cianobacterias se llevo a cabo segun el método descrito por
Cai y Wolk (1990), basado en la rotura de las células con perlas de vidrio.

Células procedentes de 50 ml de cultivo en medio BG11 o derivados se recogieron por
centrifugacién (6.000 x g, 10 min) y se resuspendieron en 400 pl de tampon TO,1E (Tris-HCI 10
mM; EDTA 0,1 mM, pH 7,5). A la suspension celular se le afadieron 150 pl de perlas de vidrio
(0,25-0,30 mm de diametro; Sigma, Alemania), tratadas previamente con agua regia y horneadas, 20
ul de una soluciéon de SDS al 10 % y 450 ul de una mezcla de fenol:cloroformo 1:1 (v/v). La
suspension se someti6 a continuacion a 10 ciclos de 1 min de agitacion vigorosa intercalados con
ciclos de¢ 1 min de incubacién en hielo. El lisado se centrifugd (12.000 x g, 15 min, 4 °C) y se
sometié el sobrenadante a sucesivas extracciones con fenol:cloroformo 1:1 (vfv). El DNA se
precipitd finalmente con 2,5 volimenes de etanol absoluto frio, en presencia de acetato sodico a una
concentracion final de 0,3 M (pH 5,2).

2.4.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaban a cabo en un aparato Mastercycler 5330 de Eppendorf
(Alemania). Cada reaccion de PCR se realizaba en un volumen de 50 pl que contenia 2,5 U de fag
polimerasa (Bochringer, Alemania), tampén fag 1x suministrado con la enzima (la concentracion
final de MgCl, era 1,5 mM), dNTP a concentracion final de 0,2 mM cada uno, 1,5 ng de DNA
molde y 50 pmol de cada oligonucleotido.
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Tipicamente se realizaba un primer ciclo de desnaturalizacién a 95 °C durante 2 min,
seguido de 30 ciclos de reaccion y un ciclo final de polimerizacion a 72 °C durante 10 min. Cada
ciclo de reacciéon constaba de una etapa de desnaturalizacion a 95 °C (1 min), una etapa de
renaturalizacién a 42-60 °C (1-2 min) y una etapa de polimerizacién a 72 °C (1-2 min). Los
fragmentos de DNA asi amplificados se sometian a electroforesis en geles de agarosa y se
purificaban segun lo descrito en el apartado 24.2.5. de esta seccion.

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR usados para la expresion heterloga de

proteinas fueron secuenciados para comprobar que la faq polimerasa no habia introducido errores.

2.4.5. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Se realizaron segin se describe en Sambrook et al. (1989), utilizando geles de agarosa al
0,7-1,5 % preparados en tampones TBE 0,5x (TBE 1x esta compuesto por Tris-borato 45 mM y de
EDTA, 1 mM, pH 8,0), en aparatos HE-100 0 HE-200 suministrados por Hoefer (EE.UU.). A cada
muestra se afiadié 1/10 de su volumen de tampon de carga formado por 0,25 % de azul de
bromofenol; 0,25 % de xileno-cianol FF y 30 % (v/v) de glicerol, en agua. Cuando se descaba
climinar el RNA de las muestras, se trataban éstas con RNasa A de pancreas bovino a una
concentracion final de 20 pg/ml.

Para determinar el tamafio de los fragmentos de DNA sometidos a electroforesis, se
emplearon como marcadores los fragmentos procedentes de Ia digestion del fago A con HindIIl o con
Hindlll y EcoRI o bien la escalera de 1 kb suministrada por Gibco-BRL (Espaiia).

Tras la electroforesis los geles, que incluian bromuro de etidio a una concentracién de 0,5
pg/ml, se analizaron y fotografiaron por iluminaciéon con luz ultravioleta de 302 nm, usando un
aparato de video UVP ImageStore 5000 de SONY.

2.4.6. Extraccién de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Para aislar fragmentos de DNA de geles de agarosa se usaron membranas de DEAE-
celulosa (Schleicher & Schuell, Alemania). Las membranas se recortaban y se equilibraban
brevemente en TBE 0,5x, tras lo cual se introducian en una hendidura abierta en el gel con un bisturi
por debajo de la banda de DNA a aislar y se proseguia la electroforesis durante 10 min mas. Una
vez incorporado todo el DNA a la membrana la elucién se efectuaba incubando ésta en tampén Tris-
HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 1 M durante 30 min a 68 °C. Tras la elucién, y una vez
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retirada la membrana, la soluciéon se sometia a extraccion con fenol:cloroformo y el DNA se

precipitaba con acetato sédico y etanol como se describe en el apartado 2.4.8. de esta seccion.
2.4.7. Construccion de una genoteca parcial de DNA genémico

Para clonar fragmentos de DNA genomico identificados por hibridacion en experimentos de
Southern blot se procedié del siguiente modo: una vez identificado el tamafio aproximado de la
banda de hibridacion obtenida sobre una digestion de DNA genomico con una determinada enzima
de restriccion, se preparaba una nueva digestién con dicha enzima y se sometia a electroforesis. Se
aislaba una porcion del gel que incluia los fragmentos de DNA del tamafio previamente determinado
y se cortaba en varias lonchas. Una vez extraido el DNA de las distintas lonchas, parte de las
muestras se sometian nuevamente a electroforesis, seguida de Southern blot, para identificar qué
loncha contenia €l fragmento de interés. El resto de la preparacion de DNA de la fraccion
identificada como positiva se ligaba a plasmido pBS abierto con la enzima de restriccion
correspondiente y se transformaban células de E. coli MC1061, seleccionindose la resistencia a
ampicilina. Esta estirpe carece de los sistemas de restriccion que degradarian el DNA exogeno.
Aproximadamente 500 colonias transformantes se replicaban en cajas nuevas y en filtros colocados
sobre cajas nuevas. Los filtros se hibridaban como se describe en el apartado 2.4.9. de esta seccion y

una vez identificados los clones positivos, se recuperaba el DNA plasmidico de las réplicas.
2.4.8. Marcaje radiactivo de moléculas de DNA

Los fragmentos de DNA a utilizar como sondas en los experimentos de Southern blot y
northern blot se marcaron con el método Ready To Go (Pharmacia, Suecia) de extension de
cebadores de secuencia aleatoria. Aproximadamente 100 ng de DNA desnaturalizado se marcaban
radiactivamente, utilizando 20-30 mCi de 5'[a-*P}JdCTP (3000 mCi/mmol) suministrado por New
England Nuclear (Reino Unido), en un volumen de 50 pl. El exceso de nucledtidos no incorporados
se eliminaba mediante filtracion de las muestras a través de columnas de Sephadex G-50.

El marcaje radiactivo de los oligonucleétidos usados en los experimentos de extension de
cebadores se realizo utilizando la polinucledtido quinasa del fago T4, con la siguiente mezcla de
reaccion: 1pul de solucion de oligonucledtido (200 a 250 ng), 5 pl de [y-*P]dATP (10uCi/pl), 2 pl
de tampén 10x de polinucledtido quinasa (Tris/HCI 0,5 M pH 7,6, MgCL0,1, DTT 50 mM,
espermidina 1 mM, EDTA 1 mM pH 8,0) (Sambrook et al., 1989), 11 pl de H;0 y 1 pl de T4
polinuclestido quinasa (9 U/ul) (Bochringer Mannheim, Alemania). Tras incubar 1 h a 37 °C, el

exceso de nucleétidos no incorporados se eliminaba mediante filtracion de las muestras a través de
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columnas de Sephadex G-25. El eluato de las columnas se llevaba hasta un volumen de 100 pl con
H,0, se sometia a extraccion con fenol:cloroformo (1:1), se precipitaba con 1/10 de acetato sodico
3My 2,5 volimenes de etanol y se centrifugaba, secandose a continuacion durante algunos minutos.
Tras resuspender en 20-30 pl de H,O tratada con DEPC se cuantificaba la radiactividad
incorporada utilizando un contador de centelleo liquido (Beckman modelo 2800).

2.4.9. Deteccion de fragmentos de DNA mediante Southern blot

La hibridacion de DNA fijado a filtros de nylon con sondas marcadas radiactivamente se
llevo a cabo segiin Ausubel er al. (1996). Para ello, una vez realizada la electroforesis del DNA en
gel de agarosa al 0,7%, éste se sumergia durante 15 min con agitacion suave en una solucién de HCI
0,25 N para despurinizar parcialmente el DNA, tras lo cual se lavaba con agua destilada y se
incubaba durante una hora en una solucion desnaturalizante de NaOH 0,5 N y de NaCl 1,5 M,
manteniéndose en agitacion suave. A continuacion se procedia a la transferencia del DNA a filtros
de nylon Zeta-Probe suministrados por Bio-Rad (EE.UU.), utilizindose un aparato de transferencia
por vacio TransVacTE80 de Hocfer Scientific Instruments (EE.UU.), y siguiendo las instrucciones
del fabricante, terminada la cual se incubaba el filtro durante dos horas a 80 °C en un horno.

Los filtros se prehibridaban durante 30 minutos con una solucion compuesta por: tampén
fosfato soédico 0,5 M pH 7.2, EDTA 10 mM y SDS al 7% (p/v). Transcurrido el tiempo de
prehibridacion se afiadia la sonda de DNA marcado radiactivamente y se llevaba a cabo la
hibridacion durante 15 h. La temperatura de prehibridacion e hibridacion fue de 55 °C 6 65 °C
dependiendo del grado de homologia existente entre la sonda y el DNA a hibridar.

Los filtros una vez hibridados s¢ lavaban con agitacion moderada duragte 30 min a
temperatura ambiente y otros 30 min a la temperatura de hibridacién con una solucién compuesta
por: tampon fosfato sédico 40 mM pH 7,2 y SDS al 1% (p/v). Tras los lavados, los filtros se
exponian y analizaban en un aparato de autorradiografia Cyclone Storage Phosphor System
(Packard) donde las areas radiactivas eran cuantificadas, posteriormente los filtros se sometian a
autorradiografia a -80 °C con peliculas Kodak X-OMAT-AR (Espaiia) modelo HPX-44,
utilizaindose para ello una carcasa de exposicion Sigma (EE.UU.) y pantallas intensificadoras
Lightning Plus (Dupont) (EE.UU.). Una vez transcurrido el tiempo de exposicion, se revelaba la
pelicula empleando reactivos reveladores y fijadores suministrados por Valca (Espafia), segun las
instrucciones del fabricante.

Para la hibridacion de colonias de E. coli se usaban filtros Nucleopore 85 MM (EE.UU.)
colocados sobre cajas de medio LB en los que se replicaban las células de E. coli a analizar. La lisis

de las células se llevaba a cabo por incubacién de los filtros secuencialmente sobre papeles
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Whatman 3MM humedecidos con las siguientes soluciones y durante los tiempos indicados: SDS al
10% (3 min); NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M (5 min); NaCl 1,5 M, Tris-HCI 0,5 M pH 7,4 (5 min);
SSC 2x (5 min). A continuacion se calentaban en un homno a 80 °C durante 1-2 h, y posteriormente
se humedecian con SSC 2x y se lavaban 30 min a 50 °C en una solucion con SSC 5x, SDS al 0,5%
y EDTA 1 mM pH 8,0. Antes de prehibridar se limpiaban bien los filtros frotandolos suavemente
con un papel humedecido en la solucién de lavado para eliminar los restos celulares. La hibridacion
se efectuaba del mismo modo que para fragmentos de DNA sometidos a electroforesis excepto que
la solucién de hibridacién contenia SDS a una concentracion final del 0,1% (p/v). Los lavados de las
hibridaciones heterélogas consistian en 4 lavados de 5 min a temperatura ambiente con SSC 2x y
SDS al 0,1% y un lavado de 15 min a 55 °C con SSC 1x y SDS al 0,1%.

2.4.10. Secuenciacion de DNA

La secuenciacién se llevaba a cabo siguiendo el método descrito por Sanger et al ., (1977),
que se basa en el uso de didesoxirribonucledtidos de adenina, guanina, citosina y timina para
producir paradas aleatorias durante la reaccion de polimerizacion a partir del cebador. El nucleétido
empleado para marcar radiactivamente las cadenas sintetizadas en dichas reacciones fue [a-
SJdATP (1.212 mCi/pmol) suministrado por New England Nuclear (Reino Unido). Como
cebadores se emplearon los oligonucledtidos comerciales "Reverse primer” y "M13-20 primer",
suministrados por Bochringer Mannheim (Alemania), adecuados para secuenciar plasmidos
derivados de pBlueScript, o bien algunos de los oligonucledtidos descritos en las Tablas 7 y 8. Las
reacciones de secuenciacién se llevaron a cabo con el conjunto de reactivos denominados Sequenase
version 2.0, suministrado por United States Biochemical (EE.UU.). Se siguieron las instrucciones
del fabricante excepto en la eliminacion del hidréxido sodico utilizado para la desnaturalizacion del
DNA molde, que se realizé por filtracién a través de columnas de Sephadex G-50 previamente
equilibradas en tampoén TO,1E.

Los productos de las reacciones de secuenciacion se separaron en geles de poliacrilamida al
6% (p/v) (acrilamida:bisacrilamida, 29:1) conteniendo 4,68 M de urea en tampén TBE Ix. Se
empled un aparato de electroforesis modelo SE 1500, suministrado por Hoefer Scientific
Instruments (EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, y la electroforesis se desarrollé
entre 50 y 60 °C de temperatura, a una intensidad constante de 50 mA. El producto de una misma
reaccion se dividia en tres partes que se sometian a electroforesis de distinta duracion, con lo cual se
conseguia determinar en cada caso una secuencia de al menos 300 bases.

. Terminada la electroforesis los geles se transferian a papel Whatman 3 MM y se secaban
utilizando un secador de geles Drygel Sr. modelo SE1160 de Hoefer Scientific Instruments
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(EE.UU.). La autorradiografia se realizaba con peliculas Kodak X-OMAT-AR, en carcasas de
exposicion Sigma (EE.UU.) a temperatura ambiente y se revelaba como se describe en el apartado

anterior.
2.4.11. Manipulaciones enzimiticas del DNA

Las digestiones de DNA se llevaban a cabo con endonucleasas de restriccion suministradas
por Bochringer Mannheim (Alemania) y por Amersham (Reino Unido). La desfosforilacion de los
extremos de vectores abiertos con enzimas de restriccion se realizaba por tratamientos con fosfatasa
alcalina de intestino de ternera suministrada por Boehringer Mannheim (Alemania). Para obtener
extremos romos en fragmentos de DNA cortados con enzimas de restriccion que dejaban extremos 5'
colgantes se utilizaban tratamientos de relleno con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de
E. coli suministrado por Promega (EE.UU:). Para obtener extremos romos tras digestion con
enzimas de restriccion que dejaban extremos 3' colgantes se utilizaba la actividad exonucleasa de la
polimerasa del fago T4 suministrada por Pharmacia (Suecia). Las ligaciones de fragmentos de DNA
se llevaban a cabo por tratamientos con la ligasa de DNA del fago T4 suministrada por Promega
(EE.UU.). En todos los casos los tratamientos se hicieron conforme a las instrucciones de las firmas
suministradoras.

2.4.12. Transformacién de células de E. coli con plasmidos

La preparacion de células competentes de E. coli de las diferentes estirpes utilizadas se llevo
a cabo mediante el procedimiento descrito por Hanahan (1985). Las células se cultivaban en 100 ml
de medio liquido SOB con agitacion vigorosa hasta alcanzar una DOsg de entre 0,45 y 0,65.

Tras mantener ¢l cultivo en hielo durante 15 min las células se recogian por centrifugacion
(15 min, 750 x g, 4 °C) y se resuspendian en 33 ml de solucién RF1 fria [tampén acetato potasico
30 mM (pH 5,8), RbCl;100 mM, MnCL,50 mM, CaCl, 10 mM vy glicerol al 15% (v/v)] esterilizada
por filtracién. Tras mantener la solucién en hielo durante 30 min, se repetia el proceso de
centrifugacién anterior y se resuspendian las células en 8 ml de solucion RF2 fria [tampén MOPS-
NaOH 10 mM (pH 7,0), RbCI210 mM, CaCl, 25 mM y glicerol al 15% (v/v)]. Las células asi
preparadas se conservaban a -70 °C en alicuotas de 200 ul. La competencia de las células se
comprobaba transformandolas con cantidades conocidas de DNA plasmidico, obteniéndose en torno
a 107 transformantes/pg de DNA.
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Para transformar las células competentes, el DNA transformante (maximo 20 pl) se
mezclaba suavemente con una alicuota de células competentes descongelada en hielo. Tras incubar
30 min en hielo la mezcla se sometia a choque térmico de 2 min a 42 °C. Tras mantener la
suspension 5 min a temperatura ambiente se le afiadian 0,8 ml de medio LB y se incubaba durante
una hora a 37 °C. A continuacion las células se sembraban en medio LB sélido con ¢l antibidtico
adecuado para la seleccion de transformantes.

Cuando se utilizaban plasmidos y estirpes de E. coli que permitian identificar clones
portadores de moléculas recombinantes gracias a la inactivacion por insercion del gen lacZ, el medio
se suplementaba con IPTG 0,2 mM y 40 pg/ml de X-gal. Las colonias con plasmidos recombinantes
mostraban color blanco, frente al color azul de las que no lo portaban.

2.4.13. Transformacién de células de Synechocystis 6803

Synechocystis 6803 posee un sistema natural por el cual es capaz de introducir al interior
celular moléculas de DNA que se encuentran en ¢l medio de cultivo. Una vez dentro, si estas
moléculas de DNA presentan homologia con alguna secuencia del genomio, es capaz de integrarlas
mediante recombinacion. En esta propiedad se basa el sistema de mutacion de genes y de
introduccion de fragmentos de DNA exogeno en Synechocystis 6803. Si un fragmento de DNA
(DNA exé6geno o casete de resistencia a antibidtico) se encuentra flanqueado por secuencias
homoélogas a secuencias del genomio, se establece un proceso de recombinacion poco caracterizado
por el cual dicho fragmento de DNA es incorporado en al menos una copia cromosomica.

El método de transformacion de Synechocystis 6803 se basa en el descrito por Chauvat et
al. (1986). Las células se crecian hasta una DOssy de 1. Un volumen de 40 ml de cultivo se recogia
por centrifugacion y las células se lavaban 2 veces con medio fresco para eliminar posibles
nucleasas extracelulares. Tras los lavados las células se resuspendian en 1 ml de medio fresco que se
distribuia en alicuotas de 200 pl, en tubos de poliestireno-cristal de 5 ml suministrados por Soria
Greiner S.A. (Espaiia), que contenian el DNA. Cada transformacién se realizaba tipicamente con 2
ug de DNA resuspendido en TO,1E. La mezcla de células y DNA se incubaba durante 1,5 h en
condiciones normales de iluminacién y se sembraba en cajas frescas de medio BGllc, sin
antibidticos, sobre filtros Nucleopore 85 MM (EE.UU.). Tras un periodo de 20 h en condiciones de
cultivo, para permitir la expresion de la resistencia conferida por el DNA exodgeno, los filtros se
pasaban a cajas conteniendo el antibidtico pertinente, usandose una concentracion de 20 pg/mi en el

caso del Cm y de 50 pg/ml en el caso de la Km. Las colonias transformantes aparecian a los 7-9
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dias. En rondas posteriores de réplicas para forzar la segregacién de las copias cromosomicas
mutantes se¢ aumentaba la concentracion de Cm a 40 pg/ml y la de Km a 200 y 500 pg/ml.

2.4.14. Cuantificacién de DNA y RNA

La cantidad de DNA se estimaba normalmente tras electroforesis de una fraccion de la
muestra en un gel de agarosa conteniendo bromuro de etidio. La fluorescencia emitida, tras iluminar
con luz ultravioleta, por las moléculas de bromuro de etidio intercaladas en el DNA de la muestra,
se comparaba con la emitida por las moléculas intercaladas en cantidades conocidas de fragmentos
de restriccion de DNA del fago lambda también incluidos en el gel y usados como patrones de
tamafio. "

Alternativamente, el DNA y el RNA se cuantificaban en base a su absorbancia a 260 nm,
considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a 50 pg/ml de DNA bicatenario o a 20 pug/ml de
oligonucledtido, y en el caso del RNA, a 40 pg/ml.

2.4.15. Aislamiento de RNA total de cianobacteria

2.4.15.1. Aislamiento de RNA total de células de Synechocystis 6803 y de células vegetativas de
Anabaena 7120.

El RNA total de c€lulas de cianobacteria se aisl6 del siguiente modo: muestras de 30 ml de
cultivos en mitad de la fase exponencial de crecimiento (~3 pg Chl/ml) se recogian por
centrifugacion y las células se resuspendian en 370 pl de STET (NaCl 0,1 M, Triton X-100 al 5%,
EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8,0) a los que se afiadieron 70 pl de arcilla Bentone MA
Rheological additive (Rheox, Livingston, Reino Unido) al 3% (pfv) en TO,1E, 370 pl de
fenol:cloroformo (1:1, v/v) y 150 pl de perlas de vidrio de 0,25-0,3 mm de diametro (Braun,
Melsungen, Alemania) tratadas previamente con agua regia y homeadas. La mezcla se sometia a 10
ciclos de 1 min de agitacion en agitador automatico y 1 min de incubacién en hielo, tras lo cual se
centrifugaban a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes se desproteinizaban
tratandolos tres veces con fenol:cloroformo, y los acidos nucleicos se precipitaban incubando
durante 1 h a -20 °C con 1/5 de volumen de LiCl 10 M y 2,5 volamenes de etanol. Una vez secos,
los precipitados se resuspendian en 50 pl de tampén TO,1E conteniendo SO,Mg 10 mM y 10 U de
DNasal libre de RNasa de Bochringer (Alemania) y se incubaban durante 45 min a 30 °C. Tras el

tratamiento con DNasa, las muestras se sometian nuevamente a extraccion con fenol:cloroformo y a

61



Eugenio Martin-Figueroa

precipitacion con acetato de sodio y etanol. Los precipitados de RNA se resuspendian en 20-30 pl
de H,O tratada con DEPC.

2.4.15.2. Aislamiento de RNA total heterocistos de Anabaena 7120.

Para el aislamiento de RNA total de estas células, partiamos de heterocistos aislados como
se describe en el apartado 2.3.1. Una vez descongeladas las células se resuspendian en 600 pl de
tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH8, EDTA 1 mM, pHS) y a continuacién s¢ afiadian 130 pl de
cloroformo y se incubaba en hielo durante 5 min. Posteriormente se centrifugaba durante 5 min a
12.000 x g a 4 °C y se eliminaba con la pipeta el cloroformo acumulado en el fondo del tubo. En\
este momento se afiadian 400 pl de STET, 24 ul del inhibidor de RNasa, VRC suministrado por
Bochringer (Alemania), 400 pl de fenol:cloroformo (1:1, v/v) y 300 pl de perlas de vidrio de 0,25-
0,3 mm de diametro (Braun, Melsungen, Alemania) tratadas como se¢ describe en el apartado
anterior. La mezcla se sometia a 3 ciclos de 3 min de agitacion en agitador automatico y 3 min de
incubacién en hielo, tras lo cual se centrifugaba a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C, y el
sobrenadante se sometia a precipitacion, incubando durante 1 h a -20 °C con 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M y 2 volimenes de etanol frio. Una vez secos, los precipitados se resuspendian
en 260 pl de VRC 10 mM, tratandolos posteriormente dos veces con fenol:cloroformo y dos con
cloroformo, precipitando los acidos nucléicos con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y 2
volimenes de etanol frio. Una vez secos, los precipitados se resuspendian en 30 pl de tamp6n TO,1E
y se trataban con DNasal libre de RNasa Boehringer (Alemania) como se describe en el apartado
anterior. Tras el tratamiento con DNasa, las muestras se sometian nuevamente a extraccion con
fenol:cloroformo y a precipitacion con acetato de sodio y etanol. Los precipitados de RNA se
resuspendian en 20-30 pl de H;O tratada con DEPC.

2.4.16. Deteccion de mRNAs mediante northern blot

El RNA total de cianobacteria se sometia a electroforesis segun Sambrook et al. (1989),
utilizando geles de agarosa al 1% preparados en tampéon MOPS (MOPS 20 mM, acetato sédico 5
mM, EDTA 0,5 mM) y conteniendo bromuro de etidio (0,25 pg/ml) y formaldehido al 1,9%. Las
electroforesis se llevaban a cabo en aparatos GNA-100 o GNA-200 suministrados por Pharmacia
(Suecia). Las muestras, con un volumen final de 27 pl, contenian: 7 pl (15-20 pg) de RNA, 1,4 pl
de tampon MOPS 10x, 4,9 pl de formaldehido al 37% y 14 pl de formamida desionizada. Tras la
electroforesis los geles se fotografiaban con luz ultravioleta como se describe en el apartado 4 de
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esta seccion, y se sometian a 3 periodos de lavado durante 15 min en agua destilada a 65 °C, para
eliminar el formaldehido, equilibrandose a continuacién en tampén SSPE 10x (SSPE 1x contiene
NaCl 0,36 M, fosfato sodico 0,02 M, EDTA 2 mM, pH 7,7) sumergiendo el gel en dicho tampén 2
veces durante 20 min cada vez. A continuacion el RNA se transferia a filtros de nylon Hybond™-N*
(Amersham) utilizandose para ello un aparato de transferencia por vacio TransVacTE80 de Hoefer
Scientific Instruments (EE.UU.), y siguiendo las instrucciones del fabricante. La transferencia se
llevaba a cabo durante 1 h y 30 min, utilizando NaOH 50 mM como solucién de transferencia.

El proceso de hibridacion se lievaba a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante de las
membranas Hybond™-N" (Amersham) empleadas en estos experimentos. Los filtros se
prehibridaban, hibridaban y lavaban, tal y como se describe en el apartado 2.4.9 para el Southern.
Tras los lavados los filtros se sometian a cuantificacion de las areas radiactivas y autorradi(;graﬁa
del mismo modo descrito para los filtros de Southern.

Cuando se queria reutilizar un filtro, la sonda de la hibridacién anterior se eliminaba por
hervido del filtro durante 5 min en una solucién de SDS al 0,5%.

Como control de la cantidad de RNA cargada en los geles, todos los filtros se hibridaban
con una sonda del gen rnpB obtenida desde el plasmido pAV1100 en el caso de Synechocystis 6803
y desde el plasmido pAV2000 en el caso de Anabaena 7120 (Vioque, 1992). Todas la
representaciones de cantidades relativas de RNA presentadas en este trabajo, estan corregidas en

base a los valores de las hibridaciones con la sonda del gen rnpB.
2.4.17. Determinacion de las vidas medias especificas de los mRNA

Con objeto de determinar efecto de la luz versus oscuridad en la estabilidad de los
transcritos. Se detuvo la sintesis de RNA en las células de Synechocystis por la adiciéon a los
cultivos de rifampicina a una concentracion final de 200 pg/ml, procediendo al posterior aislamiento
de RNA total, como se describe en el apartado 2.4.15.1. de esta misma seccion. La disminucion en
¢l nivel de los transcritos fue seguida mediante hibridacién por northern blot, estimando las vidas
medias de los transcritos por representacion de los niveles de éstos frente al tiempo.

2.5. OTROS METODOS
2.5.1. Determinacion de clorofila

El contenido celular de clorofila a se determinaba espectrofotométricamente tras someter las

células a una extraccion de la misma con metanol, siguiendo el método descrito por MacKinney en
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1941. Las células contenidas en 1 ml de suspension celular se recogian mediante centrifugacion a
12.000 x g en una centrifuga Eppendorf, y el sedimento se resuspendia en 1 mi de metanol absoluto.
Tras agitar vigorosamente durante 2 min, la preparacion se centrifugaba durante 4 min a 12.000 x
g, determinandose la concentracion de clorofila en ¢l sobrenadante sobre la base de su absorbancia a

665 nm, y teniendo en cuenta un coeficiente de extincion de 74,46 mg ' -ml-cm™.
2.5.2. Medidas espectrofotométricas

Las medidas dec absorbancia de luz visible o luz ultravioleta, se realizaron en un
espectrofotometro de diodos Hewlett-Packard 8452A (Alemania) conectado a un ordenador Hewlett-
Packard (Francia) modelo H. P. Vectra QS/16S o en un espectrofotometro Hitachi U-1100 (Jap6n).

2.5.3. Determinacién de ficobiliproteinas, ficocianina y ficoeritrina

Para determinar el contenido en ficobiliproteinas de las muestras de células de cianobacteria
se utilizd el método descrito por Siegelman y Kycia en 1978. Las muestras de células se
resuspendian en tampén Tris-HC1 20 mM, pH 7,9, a una concentracion final de clorofila de 8 pg/ml,
se sonicaban durante 60 s como se describe en 2.3.4.1.y se centrifugaban durante 15 min a 18.000 x
gy 4 °C. La concentracion ficobiliproteinas se calculaba en el sobrenadante obtenido mediante
medidas de la absorbancia a 562, 615, 652 y 730 nm (Siegelman y Kycia, 1978).

2.5.4. Determinacion de la tasa de desprendimiento de oxigeno

-

La determinacion de la velocidad del desprendimiento de oxigeno para estimar la actividad
fotosintética total se realizo utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark modelo YSI 5331 (Yellow
Springs Instruments Co. Inc., EE.UU.). Para ello células de un cultivo de Synechocystis 6803 se
recogian por centrifugacion, se lavaban con medio BGllc fresco y se resuspendian a una
concentracion final de 15 pg de Chl/ml. Tres ml de esta suspension celular se depositaban en la
cubeta del electrodo y se determinaba la evolucion de oxigeno antes y después de iluminar con luz

blanca saturante.

2.5.5. Tratamiento informatico de secuencias de DNA y proteinas

Para la busqueda de fases abiertas de lectura, la localizacion de sitios de restriccion, la

traduccion de secuencias nucleotidicas a proteinas, la determinacion de la composicion de
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aminoacidos y la distribucion de codones empleados en una fase abierta de lectura, se utilizaba el
programa DNA-Strider en su versién 1.1, disefiado por Christian Mark (Service de Biochimie,
Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay, Francia). El programa MacMolly's Heart en su versién 3.0,
desarrollado por Ursula Priedomuth y Uwe Schoneberg, Soft Gene (Alemania) y compilado por A.
Hochberg (DuPont de Nemours and Co., EE.UU.), se empled para la generacion del perfil
hidrofébico de una proteina (algoritmo descrito por Kyte y Doolittle en 1982).

La conexién con el Centro Informatico Cientifico de Andalucia (CICA) permitié la
utilizaciéon del paquete informatico del Genetic Computer Group (GCG) de la Universidad de
Wisconsin (EE.UU.) (Devereux et al., 1984), y el acceso mediante correo electronico o internet al
banco de secuencias del European Molecular Biology Laboratory (EMBL) en Heidelberg
(Alemania). El alincamiento de secuencias homologas, asi como la busqueda de pésibles
terminadores independientes de rho se realizaron respectivamente utilizando los programas Pileup y
Terminator de este mismo paquete informatico.

La bisqueda de similitud de una secuencia con las contenidas en los bancos de datos se
realizaba utilizando la aplicacion BLAST, (Altschul ef al., 1990) a través de la direccion de internet
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST/. El acceso al genomio completo de Symechocystis 6303
(Kancko et al, 1996) se realizd a través de la direccion de internet
http://www kazusa.or jp/cyano/kwd.htm/.
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Resultados

3.1. La glutamato sintasa de la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120

En ¢l momento de comenzar este trabajo no se tenian muchos datos acerca de los genes que
codifican glutamato sintasa (GOGAT) en cianobacterias, tan solo se disponia de las secuencias de las
glutamato sintasas de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 (Navarro, 1996) y posteriormente
las de la cianobacteria Plectonema boryanum (Okubara ef al., 1999), lo que hacia interesante la
busqueda del gen o de los genes que codificasen GOGATS en una especie fijadora de nitrogeno, por lo
que escogimos como modelo la cianobacteria filamentosa formadora de heterocistos Anabaena sp. PCC
7120.

3.1.1. Clonacién y secuencia del gen gisF de Anabaena sp. PCC 7120

Con objeto de obtener fragmentos internos del gen o de los genes que codifican glutamato
sintasas en Anabaena 7120, se llevo a cabo una amplificacion de DNA genomico de dicha cianobacteria
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando como cebador directo el
oligonucledtido pfnl (Navarro ef al., 1995), correspondiente a los aminoacidos 1097-1102 de la Fd-
GOGAT de maiz (Sakakibara ef al., 1991) y a los aminoacidos 998-1003 de la subunidad grande de la
NADPH-GOGAT de E. coli (Oliver ef al., 1987) y como cebador inverso el oligonucledtido pfn2
(Navarro et al., 1995), correspondiente a los aminoacidos 1494-1499 y 1395-1400 de las mismas
glutamato sintasas, los cuales ya habian sido utilizados con éxito en la amplificacion de fragmentos
internos de las GOGATS de Synechocystis 6803 (Navarro et al., 1995) y posteriormente de Plectonema
boryanum (Okuhara et al., 1999). Obteniéndose de esta manera un fragmento unico, con un tamafio de
1,2 kb, el cual se cloné en el sitio EcoRV del polylinker de pBS, constituyendo el plasmido pGLSF1.

Este fragmento se utilizo como sonda en una hibridaciéon sobre DNA total de Anabaena 7120,
digerido con distintas enzimas de restriccion (Fig. 2). El resultado de la hibridacién confirmaba que el
fragmento amplificado era homologo al DNA de Anabaena 7120 y ademas se podia considerar por el
tamafio de las bandas obtenidas, que dicho fragmento hibridaba con un sélo gen del tamafio esperado
que codificara glutamato sintasas. La misma sonda se utilizd en una hibridacién en colonias de una
genoteca de DNA total de Anabaena 7120, construida en la estirpe de E. coli, MC1061, utilizando el
vector pBS, con insertos Hpall de tamafios comprendidos entre 4,5-6,5 kb. Se analizaron
aproximadamente 20.000 colonias, obteniéndose en este caso, dos clones positivos, conteniendo ambos
un inserto de 4,5 kb, la secuenciacion de regiones internas de los fragmentos mostraba que ambos clones
contenian el mismo inserto. La posterior comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos
utilizando la aplicacion BLAST, contra las secuencias presentes en ¢l banco de datos del European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) en Heidelberg (Alemania), indicaba que el fragmento clonado
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(pGLSF2) se correspondia con un fragmento interno del gen gisF que codifica la glutamato sintasa
dependiente de ferredoxina de Anabaena 7120.

4
261 Hindlll 1100 Hindll 3464 EcoRl 4968 EcoR1
-123 Hpall 770 Xbdl 1683EcoRV 2365 Xmnl 3384EcoRV 4424 Hpall
! : !
SF ]
i gl ! sonda 1200 pb !
|
pGLSF2
pGLSF4

Figura 2. Clonacién del gen gisF de Anabaena 7120

A. DNA total de Anabaena 7120 s¢ digirié con las enzimas de restriccién indicadas y se hibridé mediante la
técnica de Southern blot a 65 °C utilizando como sonda el fragmento de 1,2 kb amplificado por PCR.

B. Mapa de restriccion del gen glsF de Anabaena 7120. Los nimeros indican la posicién relativa de los sitios
de restriccion de las distintas enzimas utilizadas referidas al primer nucledtido del codén de iniciacion de la
traduccién, que se considera como +1.

Dicho fragmento contenia la region 5° del gen, incluyendo 123 nucledtidos delante del putativo
codon de iniciacion de la traduccion, pero el inserto no contenia el gen gisF completo, ya que careceria
segun la comparacion de secuencias, de aproximadamente de 200 pb de la region 3’ terminal. Esta
region se clond posteriormente utilizando la misma sonda mediante otra hibridacion en colonias, de una
subgenoteca de DNA de Anabaena 7120, construida en pBS, con insertos EcoRV de tamafios
comprendidos entre 4,5-6 kb utilizando la estirpe de E. coli HB101.
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N L RS S HF FWGD RTFDETLTZEKT®PSVLMGNSDSATTILDNVILETLTLVHS
GGGCGTAGCCCCTTGGAAGCCT TGATGAT TATGGTTCCAGARGCTTACCAAAATCAACCATCCT TGCGTAACTATCCCGAAATCAT TGAT TTT TACGAATATTACAGTGGTTTGCAAGAA
G R S P L EALMTIMV VP EATYSQNGQ?PSLRNY?PETITIDTFYZEYYSGULQE
GCATGGGACGGGCCAGCACTGTTGGTAT TTGGGGATGGTAAAACAGTAGGTGCAACAT TAGACCGGAATGGT TTAAGACCAGCTCGTTATCTCAT TACCAAAGATGATTATATAGTGGTG
A WDGPAULLVYFGDGK TV EG6ATULDRNGLRZPARYTULTITI XDDYTIVYV
GCTTCAGAAGCTGGGGTAGTAGAT TTCCCAGAAGCAGACAT TAT TGAGAAAGGTAGACT AGGCCCTGGACAAATGATTGCGGTGGAT TTAGT TAACCATGAAGTACTAAARAATTGGGAA
A $ EAGV VDT FP EADTITIETZ K GRTILG?PG QQMIAVDILVYVNEEUVLIEKNUWE
ATTAAGCAGCGCATTGCCAAACAGCAACCT TATGGGGAATGGCTAAAARAGTACCGTCCAACT T TAAAGAGT TTTACCAT TCAGGTGAATGGTAAACATGTAACCACTGCGARGATTGAC
I X Q R I A K Q QP Y GE WL KU K VYRPTULIKSPFTIQVVNGE XU HVTTAEKTID?D
AAAGAAACCTTACTGCGTAACGGATTAGCCT TTGGT TACACCACAGAAGATGTGGAGATGGTGAT T CAACCGATGGCCGCCACTGGT TCAGAACCGACT TTCTGTATGGGCGATGATATC
X E T L L RNGUILATFGYTTEDVEMVYVIQPMAR-ATTGS SEZ®PTTFCMGDTUDTI
CCCTTGGCAGTGCTGACAGACAAACCCCACT TGCTCTATGACTAT TTCARACAGCGT TTTGCCCAAGTAACCAACCCAGCAAT TGACCCAT TAAGGGAAAAGCTGGTGATGTCTTTGARA
P LAV LTDIXU®PHUL L YDYTFZXQRTFO-ASQVTDNZPATIDTP?PILZ REZ KTILVMMSTLK
GTGGAACTGGGCGAGAGAGGTARCTTAT TGGAACCCAAGCCAGAATACGT TAGAAGACTGAAGCTGGAATCGCCAGTACTAT TAGAGTCAGAAT TGGCAGCGAT TAAGCTATCGGGATTT
VvV EL GERGUNULILE?P K PEY VRRILIEKTILESUPVLLESETLH®RaAATITI KTLSSGTF
GCTACGGCTGAATTGTCTACT TTGTTTGOGAT CGCTAGTGGGCCAGATGGTCTAAAAGCAGCAGTCCTAGCCTTGCAACAACAAGCAGCTGAAT CAGTCCGGECTGGTGCGAAAATTCTA
A TAETLSTILFATIASOG?PDGTILIZ XA ARBAVYVILALZGQZ QOQ?2ARMESVRAGH RMEKILTL
ATTTTGAACGATCGCGCAGGTGAGGGTATCAGCACAGAATATAGT TATATTCCGCCCCTATTAGCCGTGGGTGCAGTGCATCACTACT TAAT TCGGGAAGGAT TGCGAACGAAGACATCT
I L N DRAGETGTISTEY S Y I PPULILAVGA AV HHYILIRESGILURTZKTS
TTAATTGTCAATACGGCTCAATGCTGGAGTACACACCATTTTGCTTGTTTAAT TGGCTATGGCGCAGGTGCTGTTTGT CCT TACCTGGCGT TGGAGACAGTGCGGAATTGGTGGTCAGAC
L I VN TAQCWSTHHTFACLTIGTYGAGA AVYVTC?P?PYULATLYETVRNWWYWW®YSD
CCTGCAACCCAACAGT TCATGGAACGGGGTAAAATCACTAGCCTCTCATTAGAGCAAGCGAT CGCCAACTATCGTARAGCTGTAGAGTCAGGTTTGTTGAAGAT TCTCTCARAAATGGGA
P AT Q QF MEURGI KTITSULSULEJ A ATIANYURIEKAVESSGLILIZ KTIILS5IZ KMG
ATTTCCCTCCTCTCCAGCTATCAAGCAGCGCAGAT TTTTGAAGCCATCGGTAT TGGTGGCGAT T TGT TAGCT TTGGGAT TCCAAGGAACAGCTTCTCGCAT TGGTGGCT TGAGTGTCAGC
I S L L S S Y QAAQTIVFEAIGIGSGDULILALGTFQGTHASURIGGTL S VS
GAGTTAGCCCAAGAGGTCTTGTCCATCCACAGCAAGGCT TTCCCAGAACTAGCAACCCACAAGT TAGAAAACT TAGGGT TTGTCAACTACCGCCCTACCGGCGAGTATCACATGAACAAC
E L A Q EV L S I HS KAVFUPEIULA ATUHE KT LENTZLGT FVUNYZRZPTSGETYHMNMTENNVN
CCCAAGCTGGCAAAAGCGCTGCACGAAGCTGTAGATGCGAAGAAAT ACGACCACTACGAAGT T TACAAACAGTACT TGCAAGACAGACCAAT TACAGCCT TACGAGACTTGCTAGATTTC
P X L A KA LHEH AV DG XK K Y DHYEVYZ XOQYULQQDURPTITAZLIRDILTLDTF
CACAGCGATCGCACCCCCATATCT CTAGAAGAAGTAGAAT CAGTGAGCGATATTGTCAAGCGCT TCTGTACTGGAGEGATGT CCT TGGGTGCAT TGTCACGGGAAGCCCACGAAACCCTA
H S DRTU®P I S L EEVESV S$SDIVI KT RTFTZCTOGGMSLGATLS S REW®AHRETL
GCCATTGCAATGAACAGAACCGGAATTGGTGGTAAAT CCAACT CTGGTGAGGG TGGAAGAAAGACCCAGATACGAT TCAAAGTAT TAGGACGCAT CGGACACT CACCARCTCTGCCCCAT
A I AMDNURTGTIGG X S NSGEGGRI KTOQETIRTPFIXKXVULGRTIGHS?®?TILPH
TTGCGAGGTTTGCGGAACGGAGACACAGCT TCTAGTGCCAT CAAGCAAGT CGCAT CAGCACGCTTTGGTGTCACACCAGAGTATT TAATGT CCGCAGACCARATCGAARTCAARATGGCC
L RG6 L RNGDTAS S AIEKOQVASAMAMRTEGSGVYT?PEYTLMSADT QQTIETII KM A
CAAGGTGCGAAACCCGGTGAGGGAGGGCAGCTACCAGGGCCAAAGGTCAGCCAATACAT TGCCATGT TACGGCGGT CTAAGCCTGGTGTAACCT TGATTTCACCACCACCGCACCATGAT
Q G A K P GEGGOQTILUPGEPI KUV S5 QY I AMLZR®RSZ KXU®PG,VTILTIS?®PPPHHED
ATTTATTCCAT TGAAGAT TTGGCCCAATTAAT CTACGACCTACACCAAAT CAACCCTAAAGCCCARGTATCAGTGAAACT TGTAGCAGAGAT TGGTAT TGGGACAAT TGCGGCIGGTGTG
I Y 5 I EDILUAQTULI Y DULH Q I NP KAQV S VEKULVAETIGTIGTTI®AHAGYV
GCGAAAGCAAATGCGGATATCATCCAAATT TCTGGTCATGACGGTGGTACAGGTGCATCGCCACTCTCATCCATTAAACACGCTGG T TCACCT TGGGAACTAGGT TTGAGTGAAGTGCAT
A K ANADTII QI S G HDGGTGASU?PILS S$ I KHAG S P WETLGLSEVH
CGGGTATTGATGGAAAATAGCCTGCGACGATCGCTGGT T T TACGTGTAGATGGCGGT CTCAAGAGTGGT TGGGACCTGT TAAT TGGGGCGT TGATGGGTGCAGAGGAATTCGGCT TCGGT
R VLMEUDNSILRRSLVILRY DG GUILIZ XSG WDV LIGALMGA ATETETFGTFG
TCCATCGCCATGATTGCAGAAGGCTGTAT TATGGCGAGAATCTGCCACACCAATAACTGTCCTGTAGGTGTTGCTTCCCAGAAAGAAGAAT TACGCAAACGCTT TACAGGTATCCCCGAA
S I AMI AEGTCTIMARTITCEHTNNT C?P?VGVAS QXEZETLZRIEKZ®RTEFTGTIPE
CACGTTGTTAATTTCTTCTACTTCGTTGCGGAAGAAGTGCGTCATCTGTTAGCAAAACT TGGCTATCGT TCTTTGT CGGARATCAT CGGCCGEGCTGACATCCTGACAACACGTARAGAC
H VY VN FF YPFVAEEV VI RUHELTLAEKTILSGY YR RSULSETITIGRADTITILTTRIE KD
GTACAACTTTCCCARACCCAAGCTATCAACCTCAACTGCAT TCTCCAGCTACCAGACACCAAAGAAAAT CGATCTTGGT TGGTCCATGAACAAGTCCACAGCAACGGCCCAGTTGTGGAT
V¢ L S QT QA I NILUHNTCTIULQLZPDTI KEH N RCWILVHETZGQVHSNG?PV VD
GACCAATTGCTGGCTGACCCTGATATTCAAGCAGCCAT TCGCAACCAATCTGCTGT TACCAAAACCTTACCTATAGT CAATACTGACAGAACAT TGGGAGCARGACTAGCTGGGGCGATC
D ¢ L L ADUP DI QAATIZ RUPNOQSA AVY T KTIUL®PIVNTDI RTILOGARTILAGATI
GCTTCTCAATACGGTGATAGTIGGT TTTGAGGGACAAAT TAACCTTAATTTCACAGGTAGCGTCGGTCARAGCT TTGGTGCT T TCAACCTCCCTGGTAT TAT TCTACACCTGARGGGAGAR
A S Y e&&DSGFEG®QTINILNTPFTGS SV GRS FGATFNTILZPGITIULHTLIEKGE
GCCARCGACTACGTAGGTAAAGGAATGCATGGTGGTGARATTATTATCAAACCACCAACCCTCCGATGAATACTAGGACGTGT TTTGCAGTAACACCCAT TATGGACAGAGATGCCACGA
A NDY VG K GMHGGETITITIZ XKZ®PPTEATVYDZPHAOQUNVYVYIVGENTCLYGA
ACAGGTGGGGTATTGT T TGCCAATGGT T TAGGCCGAGAACGCT T TGCTGTACGTAACT CTAAAGGTGTAGCCGTAAT TGAAGGTACTAATGATCACTGC TGCGAGTATATGACAGGTGGC
T 6 6 VLFAUNGTLGG GEZ RTFAVI ERNSI KSGVAVYVYIEGTNDUHT CTCEYMTGG
ACAATTGTCGTCCT TGGCAAAGTAGGACGCAACGTAGCTCCGGGGATCACTGGTGGGTTAGCT TACT TCT TAGATGAAGATGGT T TAT TCCCTGAAT TAGT TAACCGGGAAATCGTGARA
T I VV LG KV GGRNVAAGMTGSGILAYT FULDEDG GLTFU?PETLVNRIETIVEK
ATTCAACGGGTGCTAACCACAGCCGGGEAGAAACCACTGCAAGACT TAAT TCAAGCT CATGCAGAACGTACAGGTTCGCCAAAAGCTCAAATGAT CTTAGACAAT TGGCAGGAATTCTTG
I Q R VL TTAGTET KT? ®PTILQDTILTIGQAHA AEIA RTSGS?®P?PK?2OQQMILDUNUWOETFL
CCTAAATTCTGGCAACTAGTACCACCTTCAGAGGCTGAAAGCCAAGAAGCTAACCCTGATGTTGTAGTAGAGAARATAAT CCTGTCCTAGTGATTGGT TATTAGTAGGT TAACAGT TACT
P K F WQ LV ?P P S EAZESQEA ANZPDVVVEZ KT ITIILS*

TTTGACTATTAGCTAAAARKAAGACGCGATGTATCGCGTCT T TTT T TATTACAAATTACT TTTGATTAGCAAT TAAT TTT TCATCT TTATCTTGCAT TTCTAAGAGT TCGGGAACAGTTA
CAAAACTGTAACCTTGCTTGCGAAATCTAGCAATAATTTCTGGTAATGCT TGTACAGT T TGAGT CCGATTACCACCACCGTCGTGCATAAGTACAATCCCACCAGGTTTTGCTAGTCTAA

Figura 3. Secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA de Anabaena que contiene el gen gisF
Bajo la secuencia de nucleétidos del gen gisF se muestra, en rojo, la secuencia de aminoécidos deducida de la
Fd-GOGAT (GIsF). La posible metionina de inicio de la secuencia se indica en azul y estd precedida por
posibles secuencias de union a ribosomas en verde. La cisteina 35, posible sitio de maduracion de la proteina se
muestra en azul. En la zona 3’ se indican en verdes las secuencias correspondientes a un posible terminador
transcripcional.
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En la hibridacion en colonias se obtuvo un sélo clon positivo, pGLSF3, con un inserto de 5,5
kb, el cual contenia la region 3 terminal y solapaba aproximadamente 1,3 kb con el clon pGLSF2. Una
digestion posterior de este clon con EcoRl, producia un nuevo clon, pGLSF4, con un inserto de 1,5 kb,
el cual solapaba 1,2 kb con el fragmento contenido el pGLSF2 y entre ambos, pGLSF2 y pGLSF4
contenian el gen glsF completo. Con objeto de obtener la secuencia completa del gen gisF en un sélo
clon, se realizé una digestion del plasmido pGLSF2 con las enzimas de restriccién Xhol y EcoRlI,
obteniéndose un fragmento de 3,7 kb, que fue clonado en los sitios tinicos Xhol y EcoRlI, de pGLSF4,
originando ¢l plasmido pGLSF?3, el cual contiene la secuencia completa del gen g/sF. En la figura 2B se
presenta un mapa de restriccion del gen gisF, indicando los fragmentos contenidos en los clones
pGLSF2 y pGLSF4. La secuencia completa (4647 pb) del gen gisF de Anabaena 7120 (Fig. 3), se ha
depositado en la base de datos EMBL/GenBank con el mimero de acceso AJ249913. El gen g?sF
codifica una proteina de 1549 aminoacidos con una masa molecular calculada de 170 kDa (Fig. 3). La
secuencia de aminoacidos de la glutamato sintasa de Anabaena 7120 se compard con las de otras
GOGAT: disponibles en las bases de datos mediante el programa Pileup (Fig. 4A). Dicha comparacion
mostro que la proteina de Anabaena presentaba una identidad alta, aproximadamente un 70%, con las
Fd-GOGAT:s de las cianobacterias Plectonema boryanum y Synechocystis 6803, siendo la identidad de
un 60% con las correspondientes Fd-GOGATSs de plantas. La identidad con la subunidad grande de la
NADPH-GOGAT de E. coli fue menor, aproximadamente un 45%, siendo similar a la identidad
presentada con las NADH-GOGATSs de cianobacterias y plantas. Un analisis mas detallado de las
secuencias revelaba la existencia de dominios funcionales altamente conservados en todas las glutamato
sintasas (Fig. 4B-D), (Vanoni, y Curti, 1999). El dominio glutamina amidotransferasa (Fig. 4B)
contiene una cisteina, Cys-35, que esta absolutamente conservada en todas las GOGATSs, y esta
implicada en la liberacion del grupo amida de la glutamina durante la catalisis. Una segunda region
altamente conservada se corresponde con el dominio de unién del FMN que comprende los residuos
criticos Asp-1137 y Lys-1141, los cuales probablemente interaccionan con la cadena ribitilo del FMN
(Fig. 4C). Finalmente, una tercera region altamente conservada es la implicada en el acomodamiento del
centro [3Fe-4S]. Esta region contiene las 3 cisteinas, Cys-1169, Cys-1174 y Cys-1179 que definen el
motivo CX5CX4C (Fig. 4D) el cual esta estrictamente conservado en todas las GOGATS conocidas.

Por otra parte, recientemente se ha completado la secuencia del genomio de Anabaena 7120,
mostrando que el gen gisF ¢s el tnico gen que codifica glutamato sintasas en esta cianobacteria.

Figura 4. Anilisis de la secuencia deducida de amino4cidos de la proteina GIsF

A. Utilizando el programa PileUp se calcularon las identidades entre las Fd-GOGATs de Anabaena 7120,
Plectonema boryanum, Synechocystis 6803, Arabidopsis thaliana y Zea mays, las NADH-GOGATs de
Plectonema boryanum, Synechocystis 6803 y Medicago sativay la NADPH-GOGAT de E. coli.

B-D. Comparacion de las regiones conservadas presentes en todas GOGATs: B. dominio glutamina
amidotransferasa. C. Sitio de union del FMN. D Sitio de unién del centro [3Fe-4S]. El sitio de maduracion se
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indica con una linea y la Cys-35 conservada en todas las GOGATs en negrita. Los residuos de Asp y Lys
involucrados en la union de la cadena ribitilo del FMN se indican también en negrita. Las 3 Cys del centro
sulfoférrico se denotan con A. Los asteriscos indican los residuos aminoacidicos conservados en al menos siete
de las nueve secuencias.

A

1 Pd-Anabaena

2 ¥d-P. boryaoum
3 Pd-Synechocystis
4 Fd-A. thaliana
5 PA-Z. mays

6 NADH-P. boryanum

7 RADH-Synechocystis

NADH-M. sativa

w

NADPH-E.coli

B

71,8 67,7 59,3 60,3 46,1 46,3 45,2 43,9
- 67,0 62,1 61,1 46,8 46,4 44,9 45,6
- 59,1 60.8 45,2 44,3 44,1 41,6

- 82,8 43,4 43,4 44,0 43.6

- 43,7 43,7 45,6 42,5

- 78,0 58,3 43,9

- 54,0 41,2

- 44,8

Sitio de maduracién
Fd-A. thaliana ILSERGACGVGFIANLDNIPSHGVVKDALIALGCMEHRGGCGADNDSGDGSGLMSSIPWD 158
Fd-Z. mays IVSERDACGVGFVANLKNMSSFDIVRDALMALGCMEHRGGCGADSDSGDGAGLMSAVPWD 150
Fd-Anabaena LVEERDACGVGFIAHRONLGSHELVLKALCALTCLEHRGGCSADODSGDGAGILTATIPWE 87
Fd-P. boryanum LVEERDACGVGFIVDQQOGRASHDLMSKALTALSCMEHRGGCSADODSGDGAGVMAEIPWE S1
Fd-Synechocystis LVEERDACGVGFIANLRGKPDHTLVEQALKALGCMEHRGGCSADNDSGDGAGVMTAIPRE 89
NADH-P. boryanum POFEHDACGVGFIVOMKGQPSHSIVQOALTILANLEHRGACGAETNTGDGAGILMOVPHG 76
NADH- Synechocystis PONEHDACGVGFIVOMKGKVSHDIVEQGLOMLVNLEHRGACGCEPNTGDGAGILIQVPHK 94
NADH-M. sativa PAFDKDSCGVGFVAELNGOSSRKTVIDALEMLVRMTHRGACGCEANTGDGAGILVALPHG 154
NADPH-E.coli 95

C

Fd-A. thaliana
Fd-Z. mays
Fd-Anabaena

Fd-P. boryanum
Fd- Synechocystis
NADH-P. boryanum
NADH- Synechocystis
NADH-M. sativa
NADPH-E.coli

Fd-A. thaliana
Fd-Z. mays
Fd-Anabaena

Fd-P. boryanum
Fd-Synechocystis
NADH-P. boryanum
NADH-Synechocystis
NADH-M. sativa
NADPH-E.coli

D

Fd-A. thaliana
Fd-Z. mays
Fd-Anabaena

Fd-P. boryanum
Fd-Synechocystis
NADH-P. boryanum
NADH- Synechocystis
NADH-M. sativa
NADPH-E.coli

KSLERDNCGFGLIAHIEGEPSHKVVRTATHALARMOHRGAILADGKTGDGCGLLIQKPDR
*

* KXREAERKE ok *k  * Thkk ok * dededkdek

SIEDLAQLIFDLHQINPNAKVSVKLVAEAGIGTVASGVAKGNADIIQISGHDGGTGAS
SIEDLAQLIYDLHQINPKAKVSVKLVSEAGIGTVASGVSKANADIIQISGHDGGTGAS
SIEDLAQLIYDLHQINPKAQVSVKLVAEIGIGTIAAGVAKANADIIQISGHDGGTGAS
SIEDLAQLIFDLHQINPLAQVSVKLVAEVGIGTIAAGVAKANADIIQISGHDGGTGAS
SIEDLAQLIYDLLQINPEAQVSVKLVAEIGIGTIAAGVAKANADIIQISGHDGGTGAS
SIEDLAELTHDLKRANRDARISVKLVSEVGVGTIAAGVSKAHADVVLISGYDGGTGAS
SIEDLAELIHDLKNANREARINVKLVSEVGVGTIAAGVAKAHADVVLVSGYDGGTGAS
SIEDLAQLIHDLKNANPAARISVKLVSEAGVGVIASGVVKGHAEHVLISGHDGGTGAS

SIEDLAQLIFDLKQVNPKAMISVKLVSEPGVGTIATGVAKAYADLITIAGYDGGTGAS
dkkkkhkkk hk ki ok kkkkk k ok kkdk kk Ak kE *h hhkkkkkk

PISSIKHAGGPWELGLTETHOTLIANGLRERVILRVDGGLKSGVDVLMAAAMG 1221
PISSIKHAGGPWELGLTETNQTLIONGLRERVVLRVDGGFRSGODVLIAARMG 1214
PLSSIKHAGSPWELGLSEVHRVLMENSLRDRVVLRVDGGLKSGWDVLIGALMG 1153
PLSSIKHAGSPWELGLTE VHRVLMENQLRDRVILRVDGGIKTGWDVVMGALMG 1157
PLSSIKHAGSPWELGVTEVHRVLMENQLRDRVLLRADGGLKTGWDVVMAALMG 1245
PQOTSIKHAGLPWELGLAETHOTLVLNNLRSRIVVEADGOMKTGRDVVMAALLG 1202
POTS IKHAGLPWELGLAETHOTLVLNNLRSRIVVETDGOMKTGRDVAIAALLG 1172
RWTGIKSAGLPWELGLAETHOTLVANDLRGRTTLOTDGOQLKTGRDVAIAALLG 1230
PLSSVKYAGCPWELGLVETQQALVANGLRHKIRLOVDGGLETGVDIIKAAILG 1111

*  Ekkkhkd ddkkdkkk & * Kk *k * Ak Rk Kk kk  kkk &

GCVMARICHTNNCPVG 1251
GCVMARICHTNNCPVG 1243
GCIMARICHTNNCPVG 1182
GCIMARICHTNSCPVG 1186
GCIMARVCHTNNCPVG 1274
GCIMMRVCHLNTCPVG 1231
GCIMMRACHLNTCPVG 1201
GCIMMRKCHRNTCPVG 1260
GCKYLRICHLNNCATG 1140

* ok & ok ok kKK

71



Eugenio Martin-Figueroa

3.1.2. Regulacién de la actividad Fd-GOGAT por la fuente de nitrégeno en Anabaena 7120

Como se ha comentado previamente en la Introduccion, la actividad glutamina sintetasa (GS) en
cianobacterias esta sometida a regulacion por la fuente de nitrogeno disponible (Flores y Herrero,
1994). Esta caracteristica peculiar entre las cianobacterias, hacia interesante el determinar si también la
actividad Fd-GOGAT en Anabaena 7120 estaba regulada por la fuente de nitrogeno presente en el
medio de cultivo.

Con este fin se realizaron medidas de actividad Fd-GOGAT en extractos crudos de células
cultivadas en medio BG1 Ic, utilizando nitrato 0 amonio como fuente de nitrégeno, o bien en condiciones
de fijacién de dinitrégeno atmosférico, es decir, sin la presencia de fuente de nitrogeno combinada enel
medio de cultivo. Como se observa en la Tabla 9, la actividad medida en los extractos fue siempre
similar en las diferentes condiciones de cultivo utilizadas, mientras que las actividades GS ¢ IDH
presentaban respectivamente los niveles mas altos en condiciones de fijacion y los minimos cuando la
fuente de nitrogeno utilizada era NH,', lo cual esta de acuerdo con lo descrito previamente para dichas
enzimas en (Tumer et al., 1983, Muro-Pastor et al., 1992), ¢ indica claramente que la actividad Fd-
GOGAT en Anabaena 7120 no esta regulada por la fuente de nitrégeno disponible.

Tabla 9. Niveles de actividad Fd-GOGAT, GS y NADP-IDH en Anabaena 7120

Las actividades fueron determinadas en extractos libres de células procedentes de células vegetativas cultivadas
con N,, NO;™ o NH,;" como fuente de nitrégeno y de heterocistos aislados. Los ensayos se realizaron como se
describe en Materiales y Métodos. Los datos representan las medias de tres experimentos independientes y el
error estAndar para todos los valores fue siempre inferior al 10%. n.d.: no detectado.

Actividad enzimitica (mU/mg proteina) .
Fuente
Fd-GOGAT GS IDH
Células vegetativas
N, 32,3 883 101,5
NOs 28.8 600 72,7
NH," 25,3 339 60,1
Heterocistos nd. 1.634 1464

Por otra parte, como los datos existentes hasta el momento sobre la presencia o no de esta

enzima en el heterocisto eran contradictorios (Wolk ef al., 1994), procedimos a realizar medidas de
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actividad Fd-GOGAT en extractos crudos de heterocistos aislados, como se describe en Materiales y
Métodos. En ningun caso se detectd actividad Fd-GOGAT en los extractos crudos de heterocistos,
mientras que se encontraron niveles elevados de actividad GS (1,85 veces superior a los detectados en
filamentos completos en condiciones de fijacion de nitrogeno) e IDH (1,44 veces superior a los
detectados en filamentos en condiciones de fijacion de N;) observados, (Tabla 9). Estos resultados
apuntaban claramente hacia la ausencia de Fd-GOGAT en el heterocisto de Anabaena 7120.

3.1.3. Inmunodeteccion de Fd-GOGAT en extractos libres de células de Anabaena 7120

Con el propésito de investigar por una parte, si la enzima se encontraba presente en el
beterocisto en una forma inactiva y por otra, si la cantidad de Fd-GOGAT era constante en células
vegetativas cuando se cultivaban con distintas fuentes de nitrogeno, como se¢ podia deducir de las
medidas de actividad, extractos crudos bien de filamentos completos procedentes de células cultivadas
con nitrato, amonio o en condiciones de fijacion de nitrogeno o bien de heterocistos aislados se
sometieron a inmunodeteccion mediante wesfern blot utilizando anticuerpos policlonales
monoespecificos obtenidos contra la Fd-GOGAT de Synechocystis 6803 (Navarro et al., 2000).

N, NO, NH," Het

GOGAT

IDH

Figura 5. Inmunodeteccién de Fd-GOGAT, GS e IDH, en extractos crudos de células vegetativas
o en heterocistos de Anabaena 7120

Extractos crudos de células vegetativas de Anabaena 7120 cultivadas con N, NO3" o en NH," como fuente de
nitrogeno o de heterocistos aislados se someticron a inmunodeteccion mediante western blot, utilizando
anticuerpos contra 1a FA-GOGAT, la GS y la IDH. Se cargaron 15 pug de proteina en cada carril.

En la figura 5, podemos observar que en las preparaciones de heterocistos no aparece ninguna
banda que dé reaccién cruzada con los anticuerpos, mientras que en las preparaciones de filamentos
completos aparece claramente una banda que se mantiene constante independientemente de la fuente de
nitrogeno utilizada y que se corresponderia con la Fd-GOGAT. Con objeto de confirmar que este
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resultado no era consecuencia de una degradacion general de proteinas provocada por el método de
aislamiento de heterocistos empleado (ver Materiales y Métodos), se realizaron western blots
adicionales utilizando anticuerpos policlonales monoespecificos obtenidos contra la GS de
Synechococcus 6301 (Marqués et al.; 1992) y contra la IDH de Synechocystis 6803 (Muro-Pastor et
al., 1992). Como se observa en la Fig. 5, bandas que reaccionan con ambos anticuerpos fueron
detectadas tanto en extractos crudos de células vegetativas como de heterocistos, siendo la sefial mas
intensa en estos ultimos. Estos resultados claramente indican la ausencia de Fd-GOGAT en el
heterocisto de Anabaena 7120, mientras que las cantidades de GS y de IDH son mas altas que en las
células vegetativas como se podia deducir de las medidas de actividad obtenidas.

3.1.4. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la expresion del gen gisF en células vegetativas y en
heterocistos de Anabaena 7120

Para estudiar ¢l efecto de la fuente de nitrogeno en la expresion del gen glsF de Anabaena
7120, asi como para determinar si este gen se expresaba en el heterocisto, procedimos a aislar RNA
total de células vegetativas cultivadas con nitrato o amonio o en condiciones de fijacion de nitrogeno y
de heterocistos aislados. Los RNAs fueron analizados mediante northern blot, utilizando como sonda
un fragmento de DNA que comprendia los primeros 59 pb de la region codificante del gen glsF mas 140
pb de la regién promotora, que se obtuvo por PCR con los oligonucledtidos glsl y gls8 (Tabla 8). El
resultado de la hibridacion (Fig. 6) muestra que los niveles del transcrito del gen gisF en las células
vegetativas se mantienen casi constantes en las tres condiciones de cultivo utilizadas, indicando que la
expresion del gen gisF en células vegetativas no esta regulada por la fuente de nitrogeno disponible. Por
¢l contrario, el mRNA del gen gisF estaba practicamente ausente en ¢l heterocisto. Los bajos niveles de
mRNA detectados en este caso estan en concordancia con los niveles de transcrito del gen rbeL (Fig. 6),
que sélo se expresa en células vegetativas (Elhai y Wolk, 1990). Por lo que las trazas, de transcrito del
gen rbcL asi como del gen gisF observadas en el heterocisto pueden considerarse como resultado de una
leve contaminacion de células vegetativas en las preparaciones de heterocistos aislados. Estos resultados
claramente demuestran que el gen gl/sF no se transcribe en el heterocisto de Anabaena 7120. Es mas,
cuando se utilizé6 como sonda, un fragmento del gen nifH el cual se expresa fuertemente en el heterocisto
(Elhai y Wolk, 1990) se observo una sefial de hibridacion 46 veces mas alta en ¢l heterocisto que en las
células vegetativas cultivadas con NH,;' como fuente de nitrogeno, y 6 veces superior que en los
filamentos completos en condiciones de fijacion N,, indicando el alto enriquecimiento en RNA de
heterocisto de las muestras (Fig. 6). Con objeto de confirmar si la expresién de los genes gind and icd
era. mayor en el heterocisto que en las células vegetativas, se llevaron a cabo hibridaciones utilizando
sondas de estos genes. El resultado de las hibridaciones mostraba en ambos casos, niveles de mRNA
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aproximadamente 1,6 veces mas altos en el heterocisto que en el filamento completo en condiciones de
fijacion de N,

Estos resultados, junto con los obtenidos anteriormente mediante western blot y por medidas de
actividad enzimatica claramente demuestran que la glutamato sintasa no esta presente en el heterocisto
de Anabaena 7120, y por tanto sugieren una clara compartimentacion del metabolismo del nitrégeno
entre el heterocisto y las células vegetativas, como se analizara en la Discusion.

Het N, NH,*NO;~ Het N, NH,*NOj

gisF

rbcL

nift

gind

icd

mpB

Figura 6. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre los niveles de mRNA de los genes gisF, rbcL,
nifH, ginA e icd en Anabaena 7120

RNA total obtenido de heterocistos aislados o de filamentos completos cultivados con N,, NH;" 0 NO;™ como
fuente de nitrégeno, se someticron a deteccion mediante northern blot utilizando como sonda fragmentos
internos de los genes gisF, rbcL, nifH, ginA e icd de Anabaena 7120. Se cargaron 15 pg de RNA total por
carril. Los niveles relativos de mRNA estin expresados como % del nivel detectado en filamentos completos
bajo condiciones de fijacién de N,, utilizando la hibridacién con la sonda del gen rpB como control de carga
de los filtros.
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3.2. Las tiorredoxinas de la cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803

Durante el transcurso de este trabajo, se hizo disponible en las bases de datos, en principio
un 28% de la secuencia del cromosoma de la cianobacteria unicelular heterétrofa facultativa
Synechocystis sp PCC 6803 (Kaneko ef al., 1995) y posteriormente la secuencia completa (Kaneko
et al., 1996). El hecho de hallarse disponible esta secuencia nos permitié hacer una busqueda
exhaustiva de pautas abiertas de lectura (ORFs) cuyos productos hipotéticos presentasen homologia
con tiorredoxinas. Dicha busqueda reveld la existencia de tres ORFs; sir0233, siri139 y sil1057
cuyos productos presentaban homologia con dichas proteinas, aparte del gen trxd previamente
descrito en nuestro grupo (Navarro, y Florencio, 1996).

Hasta este momento en cianobacterias, solo se habian descrito tiorredoxinas tipo-m con la
excepeion de una segunda tiorredoxina en Anabaena sp. PCC 7120, lo que hacia ciertamente
interesante el estudio de estas ORFs y de las proteinas que codificaban, ya que por otra parte
Synechocystis 6803 ha sido ampliamente utilizado para generar mutantes del aparato fotosintético
(Willians, 1988; Pakrasi er al.,. 1988; Smart ef al., 1994) y presenta la capacidad de crecer a
expensas de glucosa (Rippka et al., 1979).

Ademas como complemento a los estudios con los genes que codifican tiorredoxinas,
procedimos también a analizar la expresion los genes firC y firV que codifican respectivamente la
subunidad catalitica y variable de la ferredoxina-tiorredoxina reductasa (FTR) en Synechocystis
6803.

3.2.1. Clonacién de los genes que codifican tiorredoxinas y de los genes que codifican la
ferredoxina-tiorredoxina reductasa en Synechocystis sp. PCC 6803 .

El analisis de las secuencias del genomio de Synechocystis utilizando las aplicaciones de la
base de datos, “Cyanobase”, disponible en la direccion de internet http://www kazusa.or.jp/
cyano’kwd.htm/, (Kaneko et- al,, 1996), desveld la existencia de las tres ORFs descritas
anteriormente, s/r0233, slrl1139 y sl11057 con homologia con tiorredoxinas. A estas ORFs se les
denomin6 del siguiente modo: trxB a la ORF siri139, trxC a la ORF sll1057 y trxQ a la ORF
sIr0233, aparte del gen trx4 que quedaba designado en el mapa del genomio de Synechocystis como
la ORF slr0623. En la Fig. 7A, se muestra un alineamiento de las secuencias de las tiorredoxinas de
Synechocystis con otras tiorredoxinas disponibles en las bases de datos.

A partir de las secuencias de las tiorredoxinas presentadas en la figura 7A, se calculo el
porcentaje de identidad entre ellas, en la figura 7B se muestran los valores obtenidos realizando la

comparacion de las secuencias dos a dos.
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Figura 7. Analisis de la secuencia de los genes trxA, trxB, trxC'y trxQ de Synechocystis 6803

A. Andlisis comparativo de las secuencias de las tiorredoxinas de distintos organismos. En color rojo y
denotados por asteriscos se muestran los aminoacidos idénticos presentes en 6 de las 11 secuencias
analizadas. El sitio activo se denota enmarcado en verde. Las secuencias de las diferentes tiorredoxinas se
obtuvieron de las bases de datos del EMBL-GeneBank y corresponden a los siguientes organismos:
Synechocystis sp. PCC 6803, Anabaena sp. PCC 7119 (proteina TrxA), Synechococcus sp. PCC 7942,
Arabidopsis thaliana (proteinas TrxM, TrxH y TrxF), Anabaena sp. PCC 7120 (proteina Trx2) y
Mycobacterium tuberculosis.
B. Tantos por ciento de identidad entre las secuencias mostradas en A. Los datos fueron calculados
mediante la aplicacion Bestfit, realizando la comparacion de las secuencias dos a dos.
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La comparaciéon mostraba en primer lugar que las proteinas de Synechocystis diferian
significativamente en el grado de identidad mostrado con el resto de tiorredoxinas comparadas.

La proteina TrxA de Synechocystis presentaba niveles de identidad superiores al 80% con
las equivalentes tiorredoxinas cianobacterianas (TrxA de Anabaena 7119 y TrxA de Synechococcus
7942) y niveles también altos, cercamos al 60% con las tiorredoxinas tipo-m de plantas,
encuadrandose claramente dentro de este tipo de tiorredoxinas.

Por otro lado la proteina TrxB, presentaba la mayor identidad con la proteina Trx-2 de
Anabaena 7120, (Gleason and Holmgren, 1981) aproximadamente un 60%, presentando un nivel
basal de identidad del 40% con las otras tiorredoxinas cianobacterianas y con las tiorredoxinas tipo-
m de plantas. La identidad presentada con las tiorredoxinas tipo-f'y tipo-# de plantas era préxima al
30%, pudiéndose considerar también a la tiorredoxina TrxB dentro del tipo-m, segin estos
resultados.

La proteina TrxQ exhibia una identidad del 50,6% con la tiorredoxina de Mycobacterium
leprae, siendo la identidad con las otras tiorredoxinas bacterianas incluyendo las cianobacterianas
de aproximadamente el 40%, la identidad con las tiorredoxinas de Arabidopsis era baja, alrededor
del 30%. Por ultimo la proteina TrxC mostraba valores de identidad bajos con el resto de proteinas
comparadas, el mayor porcentaje los presentaba con la proteina TrxA de Synechococcus, siendo este
del 40%, lo cual hacia dificil de relacionar filogenéticamente esta proteina con alguno de los
distintos grupos de tiorredoxinas.

Esta diversidad entre las secuencias hacia pensar que las tiorredoxinas de Symechocystis
podrian tener papeles fisiologicos diferentes, lo cual hacia interesente el estudio de estas proteinas

con el objetivo de encontrar funciones especificas para cada una de ellas.

El primer paso de este estudio consistié en clonar dichos genes; los genes trxB, nC y trxQ
se clonaron mediante PCR con los oligonucledtidos descritos para tal fin en la Tabla 7, utilizando
como molde DNA total de Synechocystis 6803. Mediante esta técnica también se clonaron los genes
SfirC, firV que codifican respectivamente las subunidades catalitica y variable de la ferredoxina-
tiorredoxina reductasa (FTR). El gen trx4 habia sido previamente clonado en nuestro grupo
(Navarro and Florencio, 1996). En todos los casos se amplificd una sola banda, las cuales
presentaban el tamaiio esperado. Todos los fragmentos amplificados se clonaron en pBS en los sitios
de restriccion disefiados en los oligonucledtidos con tal fin. Todos estos genes fueron secuenciados
con objeto de comprobar que la tag polimerasa no habia introducido mutaciones en las secuencias.

Con objeto de analizar estos genes y las proteinas que codifican procedimos a estudiar su
expresion en distintas condiciones de cultivo, con el proposito de encontrar diferencias que pudieran

ayudarnos a revelar funciones especificas para cada una de ellas.
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3.2.2. Regulacién transcripcional de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, ftrC'y ftrV

En los organismos fotosintéticos y mas concretamente en las cianobacterias la luz ejerce un
papel fundamental en la regulacion de la transcripcion de numerosos genes. El efecto de la luz o mas
especificamente del transporte de electrones a través de los fotosistemas sobre la regulacion
transcripcional se ha analizado en distintos genes de esta cianobacteria, como es el caso de los genes
psbA, psbD, psaAd o psaB (Mohamed y Jansson,1989, 1991, Mohamed et al.,1993 y Smart y
Mclntosh, 1991), del operén rbcLS (Mohamed y Jansson,1991) y de los genes gind y ginB (Reyes y
Florencio, 1995 y, Garcia-Dominguez y Florencio, 1997). En nuestro caso, ya que el papel de las
tiorredoxinas podria estar directamente implicado con el transporte de electroncs, procedimos a
estudiar el efecto que ejerce la luz en la expresion de estos genes y también en los genés que
codifican la ferredoxina—tiorredoxina reductasa (FTR).

3.2.2.1. Efecto de los cambios luz-oscuridad y de la glucosa sobre los niveles de los mRNA de los
genes trxA, trxB, trxC, trxQ, firC y firV.

Para comprobar si los cambios luz-oscuridad afectaban a los niveles de los transcritos de
estos genes, se aislo RNA total de células de Synechocystis 6803 cultivadas en luz o sometidas a un
periodo de 12 h en oscuridad, analizindolos posteriormente mediante northern blot. Como se
observa en la figura 8, con la excepcion del gen #rx(, el nivel de los transcritos de todos los genes
descendia drasticamente cuando las células se transferian a oscuridad durante un periodo de 12 h.
Sin embargo, este efecto no se observaba si los medios de cultivo contenian glucosa 10 mM (Fig. 8),
lo que indicaba que excepto en el caso del gen trxQ, la transcripcion de los genes trxA, trxB, trxC,
firC, y firV era estimulada por la luz, no obstante el hecho de que la presencia de glucosa en los
medios de cultivo tuviera el mismo efecto que la luz, sugeria que podria ser ¢l estado redox de la
célula y no la luz per se, quién controlaria la expresion de dichos genes. En el caso del gen trx() los
niveles del transcrito no descendian en oscuridad mas alla del 60% (Fig. 8B), aunque en presencia de
glucosa los niveles se mantenian aun mas altos, aproximadamente un 80% de los detectados en luz,
estos resultados indicarian que la transcripcion del gen trx() debia estar sometida a otro tipo de
regulacién independiente de la ejercida por el transporte de electrones a través de los fotosistemas.

Por otra parte, como también se puede observar en la figura 8, los niveles de transcrito del
gen mpB que codifica la subunidad RNA de la RNasa P, fueron constantes a lo largo de todo el
experimento, los niveles de este transcrito se emplearon como control de la carga de los diferentes
carriles y los datos calculados fueron normalizados con relacién a los obtenidos con este gen (Fig.
8B).
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Figura 8. Efecto de las cambios luz-oscuridad y de la glucosa sobre la expresién de los genes
trxA, trxB, trxC, trxQ, ftrC'y ftrV de Synechocystis 6803

A. Muestras de RNA total obtenidas de células de Synechocystis 6803 cultivadas en medio BGllc, en
presencia de luz, con (LG) o sin (L) glucosa 10 mM o transferidas a oscuridad durante 12 h (0OG, O), se
someticron a deteccion mediante northern blot utilizando como sonda las secuencias completas de los genes
trxA, trxB, trxC, trxQ, firCy firV. Se cargaron 15 pg de RNA por carril.

B. Niveles relativos de mRNA expresados como % del nivel obtenido en la condicion de luz (L), utilizando
la hibridacion con 1a sonda del gen rnpB como control de carga de los filtros.
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Figura 9. Efecto de las transiciones luz-oscuridad sobre la expresion de los genes del sistema
ferredoxina-tiorredoxina reductasa:tiorredoxina.

A. Céllas de Symechocystis creciendo en condiciones estindar de iluminacién (50 pE-mz-s'l) se
transfirieron a oscuridad durante 2,5 h volviéndose a reiluminar durante 30 min, recogiéndose muestras
para northern blot en los tiempos indicados, utilizdndose las mismas sondas que en el experimento anterior.
B. Representacion grafica de los valores relativos de las sefiales radiactivas del experimento mostrado en A.
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Con objeto de estudiar mas detenidamente este efecto, procedimos a analizar la respuesta de
estos genes a transiciones luz-oscuridad a tiempos cortos. Con este fin, células de Synechocystis
cultivadas en luz (50 pE-m*s’') se transfirieron a oscuridad y posteriormente se volvieron a
reiluminar, recogiéndose muestras en los tiempos indicados en la figura 9 para su posterior analisis
mediante northern blot. Como se observa en la figura 9, los niveles de mRNA de los genes trx4,
trxB, firC, y firV descendian rapidamente al transferir las células a oscuridad, alcanzandose en 30
min niveles inferiores al 40% de los detectados inicialmente, también se podia observar que los
niveles de mRNA tras 150 6 240 min en oscuridad eran similares a los observados en el experimento
anterior tras 12h de oscuridad. Por otra parte, la reiluminacion de los cultivos resulté en un rapido
incremento de la cantidad de transcrito de todos los genes, alcanzandose en 15 min niveles incluso
superiores a los iniciales, con la excepcion del gen frxB, cuyos niveles de transcrito solamenté
alcanzaban un 40% de los iniciales tras 30 min de reiluminacion.

En este experimento observamos una respuesta distinta, no solo con el gen frx(Q sino
también con el gen #rxC, es mas, tras 4 h en oscuridad los niveles de transcrito #rxC permanecian
mas altos 60% versus 40% que los del gen #rx(, observandose ademas un aumento en los niveles de
mRNA del gen #7xC durante los primeros 30 min, sin embargo ambos genes presentaban una
respuesta a la reiluminacion similar a la exhibida por los genes trx4, firC, y firV, lo que indicaba
por una parte que aunque los niveles de los transcritos #7xC y trxQ descendiesen mas lentamente que
los demas cuando las células pasaban de una condicion de iluminacion a una de oscuridad, éstos
ascendian rapidamente cuando las células eran reiluminadas, por lo que finalmente podemos deducir
que la luz ejerce un papel regulador en la transcripcion de todos estos genes, aunque la respuesta de
éstos sea distinta segun el caso.

Para analizar mas en detalle. como era la respuesta de estos genes a la oscuridad,
procedimos a realizar un experimento de transicion luz-oscuridad a tiempos mas largos, tomando
muestras a 4, 8 y 12 h para el posterior aislamiento de RNA y sometimiento de las muestras a
northern blot. Como se distingue en la figura 10, en las muestras correspondientes a 12 h, el
descenso de los niveles de transcrito alcanzaba valores similares para los genes trxA4, trxB, trxC,
firC y firV pero este descenso era menor en el caso del gen 7x(. Los niveles de mRNA de este gen
solo descendian al 32% de los iniciales tras 12 h en oscuridad, mientras que los demas casi
desaparecian completamente, confirmando claramente una respuesta distinta de este gen a los
cambios luz-oscuridad. Como también se observa en la figura, los niveles de mRNA del gen &rxC
descendian de manera mas lenta que los de los genes rxA, trxB, firC y firV, observandose tras 4 h
de oscuridad niveles que aun alcanzaban un 60% de los iniciales. Estos resultados concuerdan con
los observados en las transiciones luz-oscuridad a tiempos cortos (Fig. 9) donde tras 4 h de

oscuridad el nivel de transcrito del gen #rxC se mantenia en esos valores.
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Figura 10. Evolucién de los niveles de transcrito de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, firC'y firV
de Synechocystis 6303 en la oscuridad

A. Células de Symechocystis cultivadas fotoautotréficamente se transfirieron a oscuridad recogiéndose
muestras para northern blot a tiempos 0, 4, 8 y 12 horas. Las muestras de RNA se transfiricron a
membranas de nylon Hybond N+ y se hibridaron con las sondas correspondientes a los distintos genes.

B. Representacion grafica de los valores obtenidos en la cuantificacion de las sefiales radiactivas del
experimento mostrado en A. Los valores estin expresados como % del nivel obtenido en 1a condicion de luz
(0), utilizando 1a hibridacion con la sonda del gen rmpB como control de carga de los filtros.

.

Con el objetivo de discernir si las diferencias observadas en los niveles de transcrito de estos
genes estaban debidas a variaciones en la tasa de transcripcion o bien a una distinta estabilidad del
mensajero de estos genes en oscuridad, se determin6 la vida media de dichos mensajeros en
condiciones normales de iluminacion o en oscuridad. Para ello, se tomaron muestras para
aislamiento de RNA a diferentes tiempos tras la adicion de rifampicina que bloquea el inicio de la
transcripcion, en cultivos creciendo en condiciones normales de iluminacion o en cultivos que se
transferian a oscuridad a la vez que se afiadia el inhibidor. Como se muestra en la figura 11, la vida
media de los mensajeros era similar para todos los genes, tanto en luz como en oscuridad,
calculandose una vida media de los transcritos que oscilaba entre 1,5 y 2,5 min, sugiriendo que la
distinta disminucién de la cantidad de transcrito observada en oscuridad se debia a diferencias en el

cese de la transcripcion de los genes y no en la estabilidad de los mensajeros.
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Figura 11. Efecto de la oscuridad en la estabilidad de los transcritos de los genes trxA, trxB,

trxC, trxQ, firC'y firV de Synechocystis 6803

A. Cultivos de Synechocystis creciendo fotoautotroficamente se transfirieron a t=0 a oscuridad a la vez que
s¢ les afladia rifampicina (200 pg/ml), mientras que otros se mantuvieron en luz afiadiéndoles la
rifampicina al mismo tiempo. En los tiempos indicados se recogieron muestras para el posterior aislamiento
de RNA. B. Cuantificacion de las cantidades de mRNA relativas al t=0 y a la cantidad de RNA cargado.
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Figura 12. Niveles de mRNA de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, ftrC'y firV tras la adicién
de los inhibidores fotosintéticos DCMU y DBMIB

A. Células de Synechocystis cultivadas fotoautotroficamente fueron incubadas durante, 1 h, 2 h o 4 h con
DCMU 10 pM o DBMIB 10 pM, transcurridos los citados tiempos se tomaron muestras para extraccion de
RNA total que se proceso y se hibridé con las correspondientes sondas de los genes trxA4, trxB, trxC, trxQ),
SirC, firV'y rnpB. En B se muestra la representacion de las seiiales radiactivas del experimento mostrado en
A normalizada a los niveles obtenidos con el gen rnpB y expresados como % del t=0.

85



Eugenio Martin-Figueroa

3.2.2.2. Efecto de inhibidores de la fotosintesis sobre los niveles de mRNA de los genes #rxA, trxB,
trxC, treQ, firC'y firV.

Ya que los resultados obtenidos hasta este momento parecen indicar que la transcripcion de
los genes trxd, trxB, trxC, trxQ, firC y firV esta regulada de alguna u otra manera por el transporte
de electrones a través de los fotosistemas, procedimos a investigar los componentes de la cadena de
transporte de electrones implicados en dicha regulaciéon. Para ello se utilizaron dos inhibidores
fotosintéticos: DCMU, que bloquea la transferencia de electrones entre el PSII y las plastoquinonas
(Trebst, 1980) y DBMIB, que inhibe ¢l transporte ciclico de electrones previniendo la oxidacion de
las plastoquinonas por el complejo del citocromo bgf (Rich ef al, 1991). El empleo de
concentraciones de DCMU o DBMIB de 5 uM bloquea por completo el desprendimiento de oxigenc;
en Synechocystis 6803 (Reyes y Florencio, 1995b). En este caso, se determinaron los niveles de
transcrito de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, firC y firV en células de Synechocystis 6803
cultivadas fotoautotréficamente y tratadas con DCMU o DBMIB a una concentracion de 10 uM,
durante 1 h, 2 h y 4 h. Como se observa en la figura 12, ambos inhibidores afectaban a la expresion
de los genes siendo la disminucion de los niveles de transcrito similar a la provocada por la
oscuridad (ver Figura 10), en ambos experimentos se observaba un rapido descenso de los niveles de
mRNA de los genes trxA, trxB, firC y firV, mientras que en el caso de los genes rxC y trx() se
podia observar un aumento inicial de los niveles de mRNA durante las primeras dos horas que
posteriormente resultaba en un descenso lento de dichos niveles, este efecto también se advertia en
los experimentos de transicion luz-oscuridad a tiempos cortos (Fig. 9). Sin embargo, cuando ambos
inhibidores eran afiadidos a cultivos de Synechocystis creciendo en luz en presencia de glucosa 10
mM (Fig. 13A y B), el DCMU provocaba un incremento mas que un descenso en la transcripcion,
mientras que el DBMIB aun provocaba el mismo efecto, disminuyendo la cantidad de transcrito
aproximadamente en un 50% (Fig. 13B), excepto en el caso del gen f7x(Q donde se apreciaba el
mismo efecto que con DCMU, es decir un aumento de la transcripcion en los momentos iniciales
tras la adicion del inhibidor.

Todos estos resultados confirman que la transcripcion de los genes x4, trxB, trxC, firC, y
SfirV en células de Synechocystis 6803 creciendo fotoautotroficamente requiere del transporte activo
de electrones a través de los fotosistemas y que probablemente el estado redox del pool de
plastoquinonas esté involucrado en dicha regulacién. Por otro lado, la transcripcion del gen trx(Q
responde lentamente a estos cambios, disminuyendo s6lo cuando las células se someten a periodos
largos de oscuridad, lo que sugiere que el descenso observados en los niveles de mRNA de este gen
pueden estar provocados por un descenso general de la transcripcion en las células sometidas a

largos periodos de carencia de una fuente de energia disponible.
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Figura 13. Efecto de los inhibidores fotosintéticos DCMU y DBMIB y de la glucosa sobre la
expresion de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, ftrCy ftrV

A. Cultivos de Synechocystis creciendo mixotréficamente (C) fueron incubados durante 1 h con DCMU 10
uM (DC) o DBMIB 10 uM (DB), tomandose muestras para extraccion de RNA total que posteriormente se
sometieron a hibridacion con las sondas de los genes trx4, trxB, trxC, trxQ, firC, firV'y rpB.

B. Representacion de la cuantificacion de las sefiales radiactivas del experimento mostrado en A
normalizada a los niveles obtenidos con el gen rnpB y expresados como % de C.
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3.2.2.3. Efecto de la adicion de agentes oxidantes sobre los niveles de los mRNA de los genes trx4,
trxB, trxC, trxQ y ftrC de Synechocystis 6803.

El transporte fotosintético de electrones tiende a formar especies de oxigeno reactivas que
podrian causar estrés oxidativo en las células (Asada, 1994), por ejemplo la reduccion de O,
molecular con un electrén genera anion superoxido (O,) en la cara aceptora del fotosistema I (PSI),
y seguidamente el O, al reaccionar con HO produce peroxido de hidrégeno (H;0,) y el altamente
reactivo radical hidroxilo (OH). Con objeto de estudiar si los genes del sistema tiorredoxina-
reductasatiorredoxina aumentaban su expresion en respuesta a agentes que provocan estrés
oxidativo en las células de Synechocystis, procedimos a estudiar su expresion cuando se afiadia a los
cultivos los agentes oxidantes peroxido de hidrogeno (H,0-) y menadiona (2-metil-1,4- inona;
vitamina K3), la menadiona es metabolizada a semiquinona generando especies de oxigeno reactivas
tales como anién superoxido, oxigeno singlete y peroxido de hidrogeno.

Con este fin afiadimos a cultivos de Synechocystis 6803 creciendo fotoautotroficamente,
menadiona a una concentracion final de 4 6 40 mM 6 H,O, a una concentracién final de 0,4 6 4
mM. Tras 1 h de incubacion en las mismas condiciones de cultivo se recogieron muestras para el
posterior aislamiento de RNA total y analisis mediante northern blot. En la Fig. 14 se muestra ¢l
resultado de la hibridacion con las sondas de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ vy firC. En esta
hibridacion se pudo observar que en presencia de menadiona tenia lugar un incremento significativo
de los niveles de los transcritos de los genes frx4, trxB y firC. En ambas concentraciones ¢l agente
oxidante provocaba un aumento en los niveles de mRNA de estos genes de entre 3 y 4 veces, aunque
cuando se utilizaba a la concentracion de 4 mM se observaban los niveles mas elevados. Este efecto
no se observo sobre la expresion de los genes #7xC y #rx(, es mas la menadiona provocaba un
descenso de aproximadamente un 50% en los niveles del mensajero del gen trxQ y apenas afectaba a
los niveles del transcrito del gen #7xC.

Por €l contrario la adicién al medio de cultivo de H;O; a la concentraciéon 4 mM provocaba
un descenso en los niveles de mRNA de los genes trxA, trxB, trxC'y firC, sin embargo este efecto no
se observaba cuando se afiadia a la concentraciéon de 0,4 mM, manteniéndose los niveles de mRNA
similares a los de la condicion inicial. Por otra parte, los niveles de mRNA del gen trxQ si fueron
superiores a los iniciales cuando las células se incubaban en presencia de H,O, tanto a 0,4 como a 4
mM. Finalmente observamos que los niveles de transcrito del gen rnpB, se mantenian constantes en
todas las condiciones de cultivo, con lo que se utilizaron como control de carga de los diferentes
carriles en €l northern blot. Este drastico aumento de los niveles de expresion de los genes trx4 y
trxB en presencia de menadiona y del gen #rx(, cuando se afiadia H,O, al medio de cultivo,
claramente apuntaba a que estas tiorredoxinas debian estar implicadas en la respuesta al estrés
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oxidativo en Synechocystis 6803. Los distintos niveles de expresion que presentan estos genes a la
presencia de H,O, o de menadiona, implicarian una respuesta distinta de Synechocystis al estrés
oxidativo producido por el H,0, que al producido por ¢l anién superéxido.

A Menadiona H,0,
C 4 40 04 4 mM

mRNA relativo (%)

Figura 14. Efecto de la menadiona y del perdxido de hidrégeno sobre la expresién de los genes

trxA, trxB, trxC, trxQ y ftrC de Synechocystis 6803
A. Muestras de RNA total aisladas de cultivos de Synechocystis creciendo en fase exponencial incubados

durante 1 h con menadiona (Vit. K;) (4 6 40 mM) o con perdxido de hidrégeno (H,0,) (0,4 6 4 mM) o sin

tratar (C) fueron hibridadas con las sondas de los genes trxA4, trxB, trxC, trxQ y firC.
B. Niveles relativos de mRNA expresados como % del nivel obtenido en (C), utilizando 1a hibridacién con

la sonda del gen rnpB como control de carga de los filtros.
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3.2.3. Purificacion y obtencién de anticuerpos de la proteina TrxA de Synechocystis 6803
3.2.3.1. Purificacion de la proteina TrxA.

Para la sintesis de proteina TrxA de Synechocystis 6803 en E. coli se construy0 el plasmido
pTXAl (Tabla 5, Materiales y Métodos), derivado de pET-3a. Para ello, el fragmento de PCR
obtenido con los oligonucledtidos txaNdel y txaBHI (Tabla 7, Materiales y Métodos) conteniendo el
gen trxA de Synechocystis 6803 se cortd con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI para clonarlo
en el plasmido pET-3a linearizado con las mismas enzimas de restriccion. La diana Ndel creada en
txaNdel permitia clonar el fragmento de PCR en el plasmido pET-3a a la distancia adecuada de la
secuencia Shine-Dalgarno, que en el plasmido pET-3a se encuentra a continuacion del promotor del

fago T7.

Para la produccion de proteina con objeto de iniciar la purificacion de ésta, se transformaron
células competentes de E. coli BL21 con el plasmido pTXA1. Las células tras la transformacion se
cultivaban a 37 °C en 2 1 de medio LB con Ap hasta una DOgy de 0,5 y a continuacion se inducia la
expresion del gen por adicion de IPTG 1 mM y se mantenia durante 2 h mas en condiciones de
cultivo, antes de recoger las células, tal y como se indica en ¢l apartado 2.3.3. de Materiales y
Meétodos. Las células, una vez recogidas, se resuspendieron en tampén B (Tris-HCI 30 mM pH 7,9)
con PMSF 1 mM y se rompieron por sonicacion.

El sobrenadante, recuperado tras centrifugacion a 19.000 x g durante 20 min a 4 °C, se
calent6 durante 10 min a 70 °C y las proteinas desnaturalizadas se precipitaron por centrifugacion a
19.000. x g durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se aplico a una columna de DEAE-Sephacel
(2.5 cm x15 cm) equilibrada en tampén B y se eluyd con un gradiente lineal de NaCl (0-0.:1 M) en
500 ml del mismo tampén. Las fracciones que contenian proteina TrxA se fraccionaron con sulfato
de amonio (40% al 90% de saturacion) y el precipitado se resuspendio en 0.5 ml de tampon B y
directamente se aplic en una columna de filtracién en Sephacryl S200-HR (30 cm x 0.8 cm)
equilibrada en tamp6n B suplementado con NaCl 150 mM. Las proteinas se eluyeron a un flujo
constante de 7 ml/h con tampon B suplementado con NaCl 150 mM, recuperandose las fracciones
que contenian proteina TrxA de Synechocystis purificada a homogeneidad electroforética. Tras todo
el proceso se obtuvieron 150 mg de proteina TrxA pura. En la Figura 15 se muestran
aproximadamente 20 pg de proteina total de las distintas etapas de la purificacion de la proteina
TrxA, sometidas a electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
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Figura 15. Patrones electroforéticos de proteinas de las distintas etapas de purificacién de la
proteina TrxA recombinante

Aproximadamente 20 pg de proteina total de las distintas etapas de punﬁmcnon de la proteina TrxA se
sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Carril 2, extracto crudo; carril 3, sobrenadante
después de 1a incubacion a 70 °C, carril 4, eluato de la matriz de DEAE-Sephacel, carril 5, precipitado del
sulfato de amonio al 90% de saturacion, carril 6, sobrenadante de calentar a 65 °C; carril 6, eluato de la
filtracion en la matriz Sephacryl S200-HR. Carril 1: marcadores de masa molecular.

3.2.3.2. Obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina TrxA.

Para la obtencién de suero de conejo contra la tiorredoxina TrxA de Symechocystis se
utilizaron aproximadamente 2 mg de la proteina TrxA purificada. En una primera inmunizacion se
inyecté 1 mg de la proteina en varios puntos del cuerpo de un conejo albino neozelandés y en las 2
siguientes inmunizaciones se inyectaron 0,5 mg en‘ cada una, como se describe en el apartado
2.3.12.1. de Materiales y Métodos. El suero inmune obtenido se wutilizd en una inmunodeteccion
mediante western blot sobre extractos crudos de células de Synmechocystis 6803 cultivadas en distintas
condiciones, obteniéndose en todos lo casos una sola banda, con un tamaiio calculado de aproximadamente
12 kDa, que se deberia corresponder con la proteina TrxA. En la figura 16 se muestra el resultado de la

inmunodeteccion.

TrxA 4— 12 kDa

Figura 16. Inmunodeteccién de la proteina TrxA en extractos crudos de células de
Synechocystis cultivadas en distintas condiciones

Extractos crudos de células de Synechocystis 6803 cultivadas en: presencia de luz, sin glucosa (1) o con
glucosa 10 mM (2) o transferidas a oscuridad durante 12 h, en ausencia de glucosa (3) o en presencia de
ésta (4), se sometieron a inmunodeteccion con suero el inmune obtenido Se cargaron 15 pg de proteina total
en cada carril. '
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3.2.4. Generacién de mutantes de los genes trxB, trxC'y trxQ de Synechocystis 6803

Con objeto de abordar el estudio de las posibles funciones de las distintas tiorredoxinas de
Synechocystis 6803, se llevoé a cabo la inactivacion de los genes #rxB, trxC y trx(Q de dicha
cianobacteria.

La mutagénesis de estos genes se realizé mediante insercion en éstos de genes que conferian
resistencia a antibidticos. En Symechocystis 6803 es posible la inactivacion de genes de forma
dirigida, por recombinacion con fragmentos que contengan interrumpiendo el gen que se desea mutar
un gen de resistencia a algin antibiético, tal y como se describe en el apartado 2.4.13. de Materiales
y Métodos.

Anteriormente a este trabajo, se habian generado mediante esta técnica estirpes mutantes del
gen trx4 (Navarro y Florencio, 1995), aunque la mutacion simple de dicho gen no habia sido posible
segregarla completamente en el genomio de Synechocystis 6803.

En la inactivacion de los genes trxB y trx( de Synechocystis se utiliz6 la casete C.K1 (npt
de Tn5) (Elhai y Wolk, 1988), que confiere resistencia a kanamicina y con el gen #rxC se empleé la
casete C.C1 (cat de pKT210) (Ethai y Wolk, 1988), que confiere resistencia a cloramfenicol. Los
plasmidos resultantes de la insercion de los casetes se designaron pTXB2(+/-), pTXC2(+/-) y
pTXQ2(+/-) y estan descritos en la Tabla 4, estos plasmidos se¢ utilizaron para transformar
Synechocystis 6803 como se detalla en el apartado 2.4.13. y se seleccion6 su integracion en el
genomio por recombinacion, afiadiendo al medio de cultivo kanamicina o cloramfenicol segun
correspondiese. En todos los casos se obtuvieron transformantes resistentes al antibiotico. Estas
estirpes mutantes se denominaron como se indica en la Tabla 1, STXB1(+/-), STXC1(+/-) y
STXQI1(+/-) en las cuales los signos (+/-) indican el sentido de transcripcion del gen de resistencia
con respecto al del gen inactivado.

Dado que Syrnechocystis 6803 es un organismo poliploide que contienc alrededor de 15
copias del cromosoma (Labarre ef al., 1989), procedimos a analizar mediante Southern blot, por una
parte si las interrupciones de los genes se habian producido correctamente y por otra si dichas
mutaciones se habian segregado completamente en el genomio de las estirpes mutantes. En la Fig. 17
se muestra el resultado de las hibridaciones sobre DNA total de las estirpes mutantes, utilizando
como sonda las regiones amplificadas para clonar los diferentes genes. El DNA total de los mutantes
se digeria con la enzima de restriccion apropiada en cada caso y que nos permitia diferenciar entre
las copias mutadas y silvestres de los genes. En todas las hibridaciones se utilizaba ademas una
digestion de DNA total de la estirpe silvestre como testigo. En la Fig. 17 se muestra también un
esquema de la region cromosémica modificada, donde las flechas oscuras representan los genes #7xB,
trxC'y trxQ de Synechocystis y las flechas claras los genes de resistencia a antibiéticos.
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Figura 17. Analisis de la estructura de la region cromosémica de los genes #rxB, trxC'y trx( en
Ia estirpe silvestre y en las estirpes mutantes de Syrechocystis 6803

A. E1 DNA total de Synechocystis 6803 (estirpe silvestre) y de las estirpes mutadas en los genes &rxB, trxC'y
frx(Q) fue digerido con las enzimas de restriccion apropiadas (STXB1/HindIll, STXCl/Xmnl y
STXQ1/HincID y se hibridé mediante Southern blot utilizando como sondas las regiones amplificadas por
PCR para clonar los respectivos genes. La banda de mayor tamaiio en pb corresponde en cada caso con las
copias cromosomicas mutadas y la de menor tamafio con las copias silvestres.

B. Esquema de las regiones cromosomicas los genes trxB, rxC'y frx(). Las flechas oscuras representan los
genes de las tiorredoxinas y las claras los genes de resistencia a antibidticos. Se han representado los sitios
de restriccién de distintas enzimas utilizadas indicando la posicion relativa con respecto a la region clonada
(barra gruesa). Las flechas pequefias representan los oligonucledtidos utilizados en las amplificaciones. La
linea punteada representa 1a region de DNA donde no se mantiene la escala. En los genes de resistencia a
antibidtico tampoco se mantiene 1a escala.
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Como se puede observar, las estirpes mutadas en los genes #rxB y trxQ (STXB1 y STXQ1)
mostraban una sola banda cuyo tamafio se correspondia con el esperado en las interrupciones y no
presentaban la banda correspondiente a la copia silvestre, lo que indicaba que las interrupciones de
los genes trxB y trxQ habian sido totalmente segregadas en el genomio, la segregacion era ademas
completa en ambas orientaciones del gen de resistencia, este resultado hacia suponer que las
proteinas codificadas por los genes #7xB y trxQ eran dispensables para la viabilidad de Synechocystis
al menos en las condiciones estandar de cultivo, que en este caso fueron las utilizadas.

Sin embargo, la estirpe STXC1 mutada en el gen #7xC presentaba en ambas orientaciones
copias silvestres del gen #7xC ademas de copias mutadas. Esta ltima mutacién se intentd segregar
utilizando en el medio de cultivo altas concentraciones de cloramfenicol, hasta 80 pg/ml. En ningiin
caso se obtuvo una segregacion completa de la mutacion, sugiriendo en este resultado que el get;
trxC era esencial para Synechocystis 6803, en las condiciones de cultivo utilizadas.

3.2.5. Caracterizacion de las estirpes STXB1, STXC1 y STXQ1 de Synechocystis 6803
3.2.5.1. Analisis de la tasa de crecimiento y de la velocidad del desprendimiento de oxigeno.

Como primer paso en la caracterizacion de las estirpes mutantes de los genes trxB, trxC y
trx() procedimos a analizar si éstas estaban afectadas en la tasa de crecimiento. Para ello se
inocularon cultivos de las distintas estirpes mutantes y de la estirpe silvestre, y se mantuvieron
creciendo a 30 °C en matraces, con agitacion continua ¢ iluminados con luz blanca de 25 pE-ms™
de intensidad. Los cultivos se inoculaban todos a una concentracion de clorofila de 0,25 pg/ml y la
tasa de crecimiento se calculaba cuantificando la concentracién de clorofila en los cultivos, como se
describe en el apartado 2.5.1. Los cultivos de las estirpes mutantes se mantenian en presencia del
antibidtico, especialmente en el caso de la estirpe STXC1 donde la mutacion del gen no estaba
completamente segregada.

Como sc¢ observa en la figura 18, las estirpes STXB1 y STXQI crecian durante todo el
tiempo a una tasa practicamente igual a la de la estirpe silvestre. La estirpe STXCI por el contrario,
presentaba durante los primeros dias de cultivo una tasa de crecimiento menor que la de la estirpe
silvestre con tiempos de duplicacion de 48 h frente a las 24 h de la estirpe silvestre, sin embargo
dicha estirpe tras 6 dias de cultivo y cuando alcanzaba una concentracién de clorofila de
aproximadamente 2 pg/ml presentaba una tasa de crecimiento similar a la de la estirpe silvestre y en
definitiva la misma que la de las estirpes STXB1 y STXQ1. La diferencia de crecimiento presentada
por STXCI con respecto a la estirpe silvestre durante la fase exponencial de crecimiento nos hizo
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pensar que esta proteina pudiese tener un papel especifico en las primeras fases de cultivo y que esta
funcion podria ser dispensable cuando las células alcanzaban la fase estacionaria de crecimiento.
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Figura 18. Curvas de crecimiento de las estirpes mutantes STXB1, STXC1 y STXQ1 y de la
estirpe silvestre de Synechocystis 6803

Los cultivos de las estirpes mutantes y de la estirpe silvestre se inocularon a partir de cultivos en fase
exponencial, en medio BG11c a una concentracién de clorofila de 0,25 pg/ml y se mantuvieron creciendo
durante 15 dias a 30 °C en matraces, con agitaciéon continua e iluminados con luz blanca de 25 pE‘m”s”. La
tasa de crecimiento se calculaba cuantificando 1a concentracion de clorofila como se describe en el apartado
2.5.1. Los cultivos de las estirpes STXB1 y STXQI se mantenian en presencia de kanamicina 50 pg/ml y
los de la estirpe STXC]1 en presencia de cloramfenicol 20 pg/ml. Los datos son medias de tres experimentos
independientes. )

Una vez comprobado que solamente la estirpe STXC1 presentaba diferencias en la tasa de
crecimiento con respecto a la estirpe silvestre, procedimos a determinar si las estirpes mutantes
estaban afectadas en la tasa de desprendimiento de oxigeno, ya que ¢ésta es una buena medida de la
actividad fotosintética de la célula. La determinacion de la velocidad de desprendimiento de oxigeno
se realizo utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark en cultivos creciendo en condiciones de
burbujeo y cuando estos alcanzaban una concentracion de clorofila de aproximadamente 5 pg/ml.
Como se observa en la Tabla 8, de manera similar a como ocurria con la tasa de crecimiento, la tasa
de desprendimiento de oxigeno no se afectaba de manera drastica en las estirpes STXB1 y STXQI,
pero si lo hacia de manera drastica para la estirpe STXCI, siendo ésta aproximadamente un 10% de
la presentada por la estirpe silvestre. Por otra parte, en este experimento observamos que en cierta

manera, todas las estirpes mutantes estaban afectadas en la tasa de desprendimiento de oxigeno, pero
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para las estirpes STXBl y STXQl este efecto solamente suponia una disminucion de
- aproximadamente un 25% con respecto a la estirpe silvestre, lo cual no era observable en una menor

tasa de crecimiento.

Tabla 9. Velocidad de desprendimiento de oxigeno de las estirpes STXB1, STXC1 STXQ1y
silvestre de Synechocystis 6803

Las medidas fueron realizadas utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark modelo YSI 5331 con células
enteras procedentes de cultivos creciendo en medio BG11c en condiciones de burbujeo. Cuando los cultivos
alcanzaban una concentracion de clorofila de aproximadamente 5 pg/ml se recogian, se lavaban con medio
fresco y se resuspendian a una concentracion final de 15 pg de Chl/ml Los ensayos se realizaron como se
describe en Materiales y Métodos.

Estirpe nmoles O,/(mg prot x min™)
Silvestre 58
STXB1 4.4
STXC1 0,6
STXQ1 ' 42

Estos resultados hacian pensar que las funciones desempefiadas por las tiorredoxinas TrxB y
TrxQ eran dispensables en las condiciones estudiadas o bien que estas funciones podian ser
realizadas por alguna de las otras tiorredoxinas o bien por otra proteina distinta. Mientras que el
fenotipo mostrado por la estirpe STXCI1 junto con la imposibilidad de segregar al 100% la mutacion
claramente indicaban que la tiorredoxina TrxC era indispensable para el normal crecimiento de
Synechocystis 6803, en las condiciones estudiadas. Por otro lado este ultimo resultado apuntaba a
que las diferencias observadas en la tasa de crecimiento de STXCI1 con respecto a las otras estirpes,
podian estar debidas mas a un defecto en la capacidad fotosintética de la célula que a una funcién
especifica de la tiorredoxina TrxC limitada a la fase exponencial de crecimiento, ya que en las
condiciones de cultivo utilizadas para los estudios de crecimiento, un factor importante que podria
estar provocando que los cultivos empezasen a crecer mas lentamente seria que la intensidad
luminosa que estuviesen recibiendo solo fuese saturante cuando la concentracion de clorofila de los
cultivos fuese suficientemente baja y una vez que los cultivos alcanzaban aproximadamente una
concentracion de clorofila de 2 pg/ml la intensidad que recibiria cada célula seria insuficiente para
mantener la tasa fotosintética maxima y empezarian a crecer mas lentamente. Esta actividad
fotosintética disminuida por la carencia de luz saturante podria alcanzar en la estirpe silvestre
valores similares a los que presenta la estirpe STXC1 y en definitiva una vez alcanzados esos
valores ambas estirpes crecerian a la misma velocidad, llegando finalmente los cultivos a

concentraciones de células bastante proximas.
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3.2.5.2. Estudio de la tasa de crecimiento de la estirpe STXC1 bajo distintas intensidades de luz.

Con objeto de determinar si el fenotipo mostrado por la estirpe STXCI1 era debido a un
defecto en la capacidad fotosintética de las células y para comprobar si existian diferencias en la tasa
de crecimiento de la estirpe STXCI con respecto a la estirpe silvestre en condiciones donde la
cantidad de luz recibida por las células no fuese el factor limitante, procedimos a cultivar ambas
estirpes bajo distintas intensidades de luz. Las intensidades de luz utilizadas fueron en este caso: 10,
50, 150 y 500 pE'm™s™.

Partiendo de cultivos en medio liquido en condiciones de agitacion, se inocularon cultivos de
las estirpes silvestre y STXC1 en condiciones de burbujeo, a una concentracion inicial de clorofila de
a 0,3 pg/ml en 150 ml en medio BG11c. Los cultivos se mantuvieron durante 24 h bajo ilumi;lacién
de 10 pE'm?s” de intensidad para adaptarlos a las condiciones de burbujeo. Tras este periodo los
cultivos se dividieron en cuatro tubos de 30 ml y un cultivo de cada estirpe se paso a cada una de las
condiciones de intensidad luminosa anteriormente definidas, recogiéndose muestras cada 24 h para
cuantificar la tasa de crecimiento, mediante medidas de la concentracion de clorofila y de la
concentracion de proteina total de los cultivos. Las medidas de clorofila se realizaron como se
describe en el apartado 2.5.1. de Materiales y Métodos y la concentracion de proteinas se determiné
por el método de Lowry (apartado 2.3.5. de Materiales y Métodos).

El primer efecto que se observo fue que los cultivos de la estirpe STXC1 presentaban un
color amarillento cuando se cultivaban a intensidades de luz superiores a 10 p.E~m'2s'1. Enla Fig. 16,
se muestra el aspecto que presentaban los cultivos tras 4 dias creciendo en estas condiciones. Como
se puede observar la estirpe silvestre presentaba en todas las condiciones un color verde-azulado
tipico de esta cianobacteria, observandose un color algo mas anaranjado a intensidades, de luz de 500
pE'm?s”, provocado probablemente por la acumulacion de carotenoides (Goodwin, 1980). La
tonalidad mas clara que se advierte en el cultivo incubado a 10 uE'm™s™ era debida a que en estas
condiciones el crecimiento era mas lento y tras 4 dias de cultivo ain no se habian alcanzado las altas
concentraciones de clorofila que se alcanzaban en el caso de los cultivos creciendo a intensidades de
luz superiores. Sin embargo la estirpe STXC1 sélo presentaba ¢l mismo aspecto verde-azulado que
la estirpe silvestre a 10 uE-m”s’ de intensidad luminosa, presentando un aspecto amarillento-
anaranjado en el resto de las condiciones, esta caracteristica no se habia observado previamente de
forma tan drastica cuando la estirpe se cultivaba en condiciones de agitacion, probablemente debido
a que la luz que recibian los cultivos era insuficiente para provocar este efecto.

Cuando se analizaron los datos obtenidos de las tasas de crecimiento se observo el mismo

efecto, es decir la estirpe STXCI1 solamente se comportaba como la silvestre a 10 pE-m‘zs'1 de
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intensidad luminosa presentando en el resto de las condiciones tasas de crecimiento bastante menores

que la estirpe silvestre, como se muestra en las figuras 20 y 21.

Synechocystis 6803 STXC1

10 50 150 500 10 50 150 500 pE-mZs?

Figura 19. Cultivos de las estirpes silvestre y STXC1 de Synechocystis 6803 creciendo bajo
distintas intensidades de luz

Los cultivos de ambas estirpes se inocularon en medio BG11c a una concentracion de clorofila de 0,3 pug/ml
y se mantuvieron 24 h en condiciones de gaseo iluminados a una intensidad de 10 pE-m™ s, tras lo cual se
incubaron durante 4 dias en condiciones de gasco bajo las intensidades de luz indicadas en la figura.

Como se observa en la Fig. 20, en la condiciéon de 10 pE-m™s™ los tiempos de duplicacién de
la estirpe STXCI1 referidos como pg Chl/ml eran similares a los de la estirpe silvestre, con tiempos
de generacion de aproximadamente 24 h. Mientras que en 50 pE-m™s™ la estirpe silvestre presentaba
tiempos de duplicacién 4 veces mas cortos que en 10 pE'm™s”, la estirpe STXC]1 era incapaz de
crecer, manteniéndose la concentracion de clorofila durante los 4 dias que duré el experimento en
valores muy similares a los iniciales. De este resultado podiamos deducir que cuando la estirpe
STXC1 era sometida, en condiciones de burbujeo, a intensidades de luz de 50 pE'm™s™ o superiores,
los cultivos ademas de tomar un aspecto amarillento, no aumentaban la concentracién de clorofila
tras 4 dias de cultivo. Por otra parte, también se observaba que bajo las intensidades de luz de 150 y
500 pE-m™s™ ambas estirpes se comportaban de manera similar a como lo hacian en 50 pE-m7s” al
menos a nivel de concentracion de clorofila. En la Fig.21 se muestran los valores de las medidas de
la concentracion de proteina en los mismos cultivos, estimadas por del método de Lowry en células
enteras. Aqui también se observaban las mismas diferencias en las tasas de crecimiento entre ambas
estirpes cuando se utilizaban intensidades de luz de 50 puE-m™s™ o superiores. Al igual que ocurria

con los niveles de clorofila, los niveles de proteina aumentaban de forma casi paralela en ambas
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Figura 20. Curvas de crecimiento de las estirpes silvestre y STXC1 sometidas a distintas
intensidades de luz, representadas como concentracion de clorofila en los cultivos

Los cultivos de ambas estirpes se inocularon a una concentracion de clorofila de 0,3 pg/ml.y se incubaron
durante 24 h a una intensidad de luz de 10 pE-‘m”s”, tras lo cual se dividieron y se pasaron a 50, 150 6 500
pE-m”s? 6 se mantuvieron a 10 pE-m”s”. Las medidas de la concentracién de clorofila se realizaron cada
24 h como se describe en el apartado 2.5.1. de Materiales y Métodos.

A-B. Curvas de crecimiento de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXC1 cultivadas a 10 pE'm™”s” (A) o a
50 uE'ms™ (B).

C. Curvas de crecimiento de la estirpe silvestre (Syn 6803) cultivada a 10, 50, 150 6 500 pE-m™s™.

D. Curvas de crecimiento de cultivos de la estirpe STXC1 creciendo a 10, 50, 150 6 500 pE-m”s™.

estirpes en la condicion de 10 pE-m™s™, pero cuando las células se sometian a intensidades de luz
superiores, Ia estirpe mutante apenas crecia, aunque en este caso si se observo un cierto crecimiento
de la estirpe STXC1, aunque el aumento de la concentraciéon de proteina fue 3 veces inferior al
presentado en la condicién de luz mas baja y 10 veces menor que el presentado por el silvestre en las
mismas condiciones de iluminacion. El crecimiento del silvestre si se correspondia con los datos de

crecimiento obtenidos de las medidas de concentracion de clorofila en los cultivos.
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Figura 21. Curvas de crecimiento de las estirpes silvestre y STXC1 cultivadas a distintas
intensidades de luz, representadas como concentracién de proteina total en los cultivos

De los cultivos del experimento anterior se tomaron muestras a los mismos tiempos para la posterior
cuantificacion de la proteina total. Las medidas de la concentracion de proteina se realizaron mediante el
método de Lowry segin se describe en el apartado 2.3.5. de Materiales y Métodos. )

A-B. Curvas de crecimiento de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXC1 cultivadas a 10 pE'ms™ (A)o a
50 pE'm?s™ (B).

C. Curvas de crecimiento de la estirpe silvestre (Syn 6803) cultivada a 10, 50, 150 6 500 pE-ms™.
D. Curvas de crecimiento de cultivos de la estirpe STXC1 creciendo a 10, 50, 150 6 500 pE-m s

De todas formas no dejaba de ser llamativo el hecho de que la estirpe STXC1 aumentara los
niveles de proteina total y no los de clorofila, porque esto implicaria que los cultivos estaban de
alguna manera creciendo sin aumentar la cantidad de clorofila total. Este resultado junto al hecho del

color amarillento de los cultivos nos hizo pensar que el mutante podia estar sufriendo algin tipo de
degradacion de los fotosistemas provocado por la intensidad de luz recibida.

Con el objetivo de discernir si realmente se estaba produciendo un proceso de
fotodegradacion, procedimos en primer lugar a determinar las concentraciones de ficobiliproteinas;
ficocianina y aloficocianina en células de las estirpes silvestre y STXCI1 cultivadas en 10 o en 50
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pE'-m’s’ de intensidad de luz. Las ficobiliproteinas se agrupan en complejos macromoleculares
Hamados ficobilisomas, los ficobilisomas (PBS) forman el principal complejo aceptor de luz en las
cianobacterias actuando como pigmentos antena del fotosistema II (PSII). La determinacion del
contenido en ficocianina y aloficocianina de las muestras de células se llevo a cabo por el método
descrito por Siegelman y Kycia, como se describe en el apartado 2.5.3. de Materiales y Métodos. En
la Tabla 10 se presentan los valores obtenidos en muestras que se¢ habian ajustado a una
concentracion de clorofila de 8 pg/ml. El resultado obtenido apuntaba a que realmente estaba
ocurriendo algun proceso de degradacién de los fotosistemas, ya que en muestras ajustadas a la
misma cantidad de clorofila, ambas estirpes a 10 pE‘m”s™ presentaban cantidades de ficocianina y
aloficocianina casi idénticas, mientras que a 50 pE'm?s’ los cultivos de la estipe STXCI
presentaban aproximadamente un 50% de ficocianina y un 66% de aloficocianina con respecto ala
estirpe silvestre. Si se calculaba la concentracion deAﬁcobiliproteinas por ml de cultivo, las
diferencias en las célulaé cultivadas a 50 pE'm”s™” Hegaban a ser de 20 veces, este resultado nos
hacia suponer que efectivamente debia estar ocurriendo algin fenomeno de fotodegradacion.

Tabla 10. Concentracién de ficobiliproteinas; ficocianina y aloficocianina, en células de las
estirpes silvestre y STXC1 de Synechocystis 6803 cultivadas bajo 10 o 50 pE-m?s? de
intensidad de luz

Las medidas fueron realizadas como se describe en el apartado 2.5.3. de Materiales y Métodos con células
procedentes de cultivos creciendo con iluminacién de 10 o 50 pE'm™s” de intensidad. Para relativizar las
medidas las muestras se igualaron a una concentracion de clorofila de 8 pg/ml. Los datos de concentraciéon
de ficobiliproteinas estan referidos a pg de clorofila.

Synechocystis 6803 STXC1

10 puEm?%! 50 pEm”s? | 10 pEm?s? 50 pE-m?s”

Ficocianina (pg/pg Chl) 54,5 56,7 573 288
Aloficocianina (ug/pg Chl) 443 31,3 4738 20,7

Por otra parte, como los cultivos de la estirpe mutante tomaban una tonalidad amarillenta-
anaranjada cuando se¢ cultivaban a intensidades de luz de 50 p.E-m'zs'l O superiores, pensamos que
como mecanismo de proteccion las células podian estar acumulando carotenoides (Goodwin, 1980).
Muestras de células cultivadas a 10 y 50 puE'm?s’ fueron analizadas en su composicion en
carotenoides en el laboratorio del Prof. Sandmann, los datos obtenidos tanto de las cantidades de
carotenoides totales como de la distribucion de éstos en diferentes tipos indicaban que no existian

diferencias en este aspecto entre el mutante y el silvestre, por lo que las diferencias de coloraciéon
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estaban debidas a otras causas, probablemente la perdida de clorofila y de ficobiliproteinas podria
estar provocando que se observase la coloracion debida a los carotenoides, aunque las cantidades
totales de estos fuesen similares en las dos estirpes.

Dado que el fenotipo mostrado por la estipe STXC1 sugeria que ¢l mutante estaba
sufriendo algun proceso de degradacion de los fotosistemas cuando se cultivaba a una intensidad de
luz de 50 pE-m™s™, procedimos a analizar si existian diferencias en la expresion de los genes psbA
en la estirpe silvestre y en la mutante cuando se cultivaban a las intensidades de luz de 10 y 50
pE-m?s™.

3.2.5.3. Anilisis de la expresion de los genes psbA en las estirpes silvestre y STXC1 de
Synechocystis 6803. )

La fotoinhibicion del centro de reaccion del PSII esta provocada principalmente por la
formacion de agentes oxidantes dentro del propio centro de reaccion (Aro ef al., 1993). El dafio neto
provocado esta determinado por el balance entre degradacion y sintesis de los componentes del
centro de reaccion (Samuelsson et al., 1985, Samuelsson et al.,1987, Wiinschmann y Brand, 1992).
Los genes psbA codifican la proteina D1, que junto a la proteina D2 y al citocromo b;so forman el
centro de reaccion del PSII (Gounaris ef al., 1989). En Symechocystis 6803, como en otras
cianobacterias existen tres copias de este gen Hamadas psbA1, psbA2 y psbA3 (Willians, 1988). La
copia psbAl no se expresa en la estirpe silvestre (Mohamed ef al., 1989), y las copias psbA2 y
PpsbA3 codifican productos idénticos y ambas se transcriben, aunque el 90% del transcrito psbA
procede de la expresion del gen psbA2 (Mohamed et al., 1989). La exposicion del PSII a la luz
provoca la inactivacion irreversible de la proteina D1, lo que conlleva su posterior degradacion y
sustitucion por una copia nueva (Matoo et al., 1984), presentando esti proteina un alto nivel de
sustitucion cuando las células estan creciendo en presencia de luz. El aumento de la tasa de sintesis
de la proteina D1 en alta luz parece estar regulado en cianobacterias a nivel transcripcional
(Mohamed y Jansson, 1989, Golden, 1995). El alto nivel de sustitucion presentado por esta proteina
nos hizo pensar que el mutante STXC1 podria estar afectado en la capacidad de sintetizar, al ritmo
necesario, la proteina D1 y de ahi que el fenotipo se observase solamente en intensidades de luz
donde la velocidad de degradacion de la proteina D1 es alta.

Para comprobar si la estirpe STXC1 presentaba una disminucion en la tasa de transcripcion
de los genes psbA, procedimos a aislar RNA total de células de las estirpes silvestre y STXC1
cultivadas en 10 6 50 pE'm”s”. Los RNAs fueron analizados mediante northern blot, utilizando
como sonda un fragmento de DNA sintetizado por PCR con los oligonuclestidos psbAl y psbA2
(Tabla 7) que comprendia completa la region codificante del gen psbA2. Esta sonda también
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detectaria el transcrito procedente de la expresion del gen psbA3. Sobre el mismo filtro, una vez
eliminada la soda del gen psbA2, se llevd a cabo también una hibridacion con la sonda de la regién
codificante del gen trxC, ya que la mutacion de este gen no estaba completamente segregada en el
cromosoma de la estirpe STXCI1 y hasta ahora no se habian cuantificado los niveles de expresion de
este gen en el mutante. En la Fig. 22, se muestra el resultado de 1a hibridacion con estas dos sondas.
La hibridacién con la sonda del gen rnpB se utilizd como control de carga de los diferentes carriles.

Syn 6803 STXC1 Syn 6803 STXC1

10 50 10 50 pE'm2s! 10 50 10 50 pEm?s?

(%) oAneI YN

160
50 - l
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Figura 22. Niveles de transcrito de los genes #rxC y psbA en las estirpes silvestre y STXC1 de
Synechocystis 6803 cultivadas a una intensidad de luz de 10 6 50 pE-m?s?

Muestras de RNA total obtenidas de células de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXC1 cultivadas durante
48 h, en condiciones de burbujeo a 10 6 50 PE-m”s”, se sometieron a deteccion mediante northern blot
utilizando como sonda las secuencias completas de los genes trxC'y psbA2. Los niveles relativos de mRNA
estan expresados como % del nivel detectado en el silvestre creciendo a 50 pE-m”s’, utilizando la
hibridacién con 1a sonda del gen rapB como control de carga del filtro.

En la figura 22 se¢ observa primeramente que los niveles de mRNA del Qgen trxC son
similares en la estirpe silvestre en ambas condiciones de iluminacion. Por otro lado también se puede
observar que los miveles del transcrito de este gen son bastante bajos en la estirpe mutante,
aproximadamente un 15% de los detectados en el silvestre, estos niveles se pueden correlacionar
perfectamente con el grado de segregacion de la mutacion en el genomio del mutante (Fig. 17). Pero
también observamos que los niveles de mRNA detectados con la sonda del gen psbA2 son similares
en ambas estirpes en las dos condiciones de iluminacion utilizadas, lo que nos llevaba a descartar
que fuese una disminucién en la tasa de transcripcion del gen psbA2 lo que estaba provocando el
fenotipo mutante. Por uitimo también podiamos comprobar que existia una mayor carga de RNA
total en el carril correspondiente a la estirpe silvestre cultivada en 50 pE'm™s™, como demostraba la
hibridacion con la sonda del gen rrpB.
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Una vez descartada la posibilidad de que el mutante estuviese afectado en los niveles de
transcripcion de los genes psbA y dado que se ha descrito que en Syrnechocystis 6803 la estabilidad
de los mensajeros de estos genes desempefia un importante papel como elemento regulador de la
expresion (Mohamed y Jansson, 1991), procedimos a estudiar si existian diferencias en la estabilidad
de estos mensajeros entre la estirpe STXC1 y la silvestre.
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Figura 23. Vidas medias de los transcritos de los genes psbA en las estirpes silvestre y STXC1
de Synechocystis 6803

A. Se recogieron muestras de células de las estirpes silvestre y STXCI cultivadas a 10 6 50 pE'm”s™, en los
tiempos indicados, tras la adicion de rifampicina (200 pg/ml). E1 RNA total de las muestras se aislé como se
describe en 2.4.15.1 y se hibrid6 con una sonda que comprendia Ia secuencia completa del gen pshbA42.

B. Cuantificacion de las cantidades de mRNA relativas al =0 y a la cantidad de RNA total cargado.
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Con este fin se tomaron muestras para el posterior aislamiento de RNA total, a diferentes
tiempos tras la adicion de rifampicina, en cultivos creciendo en condiciones normales de iluminacion
(50 uE'-m™s™) o en cultivos iluminados con luz tenue (10 pE'm”s™). En la Fig. 23 se muestra el
resultado de la hibridacion empleando la misma sonda del gen psbA2 utilizada en el experimento
anterior. Aqui de nuevo podiamos observar que no existian diferencias apreciables entre ambas
estirpes, ni entre las dos condiciones de iluminacion utilizadas, que pudieran explicar el fenotipo
mutante, por lo que finalmente podiamos concluir que la estirpe STXC1 no estaba afectada ni en la
expresion ni en la estabilidad de los genes psbA.

3.2.5.4. Inmunodeteccion de la proteina D1 en las estirpes silvestre y STXC1 de Synechocystis
6803.

Una vez establecido que la estirpe STXC1 no estaba afectada en la transcripcion de los
genes psbA, procedimos a analizar si ésta presentaba diferencias en los niveles de proteina D1 en
comparacién con la estirpe silvestre. Con este fin, se realizaron experimentos de inmunodeteccion
mediante western blot, utilizando anticuerpos policlonales obtenidos contra la proteina D1 de
espinaca, en muestras de membranas tilacoidales aisladas de ambas estirpes, creciendo bien en
condiciones de iluminacién tenue (10 pE-m™s™), o en condiciones normales de iluminacién (50 pE-m’
’s™). Las membranas tilacoidales se aislaron siguiendo el método descrito por Berger et al. 1991, con
las modificaciones que se describen en el apartado 2.3.2. de Materiales y Métodos.

En la Fig. 24 podemos observar ¢l resultado de la inmunodeteccion mediante western blot
utilizando anticuerpos policlonales monoespecificos obtenidos contra la proteina D1 de espinaca.

4

Syn 6803 STXC1
pE-m?st 10 50 10 50 C

D1

Figura 24. Inmunodeteccion de la proteina D1 en membranas tilacoidales de células de las
estirpes silvestre y STXC1 de Synechocystis 6803

Membranas tilacoidales aisladas de células de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXC1 de Synechocystis
6803, cultivadas en condiciones de burbujeo ¢ iluminadas con luz de 10 6 50 pE-m”s” de intensidad, se
sometieron a inmunodeteccion mediante western blot, utilizando anticuerpos policlonales monoespecificos
obtenidos contra la proteina D1 de espinaca. Se wutilizo un aislamiento de membranas tilacoidales de
espinaca como control, (C). Se cargaron 15 pg de proteina total en cada carril.
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Como se puede observar, tampoco existian diferencias en los niveles de proteina D1, entre la
estirpe silvestre y la mutante, aunque si se advertia en ambas estirpes que los niveles detectados en la
condicién de 10 pE'm™s™ eran mayores que los observados en la de 50 pE'm™s”, este efecto podria
estar debido a que en baja luz, la velocidad de sintesis de la proteina D1 excede a la de degradacion
(Komenda y Barber, 1995), por lo que en esta condicion los niveles de proteina D1 son mayores que
en ¢l resto de las condiciones donde la velocidad de degradacion se iguala o incluso supera a la de
sintesis. Tras estos resultados y asumiendo que la proteina D1 es la principal diana en los procesos
de fotoinhibicion del PSII (Aro ef al., 1983), parece descartable una implicacién de este fotosistema
en el fenotipo mostrado por la estirpe STXC1.

3.2.5.5. Analisis de los niveles de mRNA de los genes psad, psaB y psaC de las estirpes silvestre y
STXC1 de Synechocystis 6803.

Aunque se considera que el fotosistema II (PSII) es mas susceptible a los procesos de
fotoinhibicion que el fotosistema I (PSI) (Aro et al., 1993), ya que el PSI in vivo es mas resistente
que el PSII a los tratamientos con luz de alta intensidad (Powles, 1984), se ha demostrado que en
membranas tilacoidales aisladas, el PSI es tan susceptible al dafio provocado por la luz como el PSII
(Inoue et al., 1986, 1989).

El PSI esta compuesto en cianobacterias por 11 polipéptidos diferentes, que se nombran con
el nombre genérico PsaX y su gen correspondiente como psaX, siendo las funciones de alguna de las
subunidades desconocidas. Con el propdsito de comprobar si la estirpe STXC1 estaba afectada en la
sintesis de alguno de los polipéptidos que forman el PSI, procedimos en primer lugar a analizar en
esta estirpe los niveles de los transcritos de los genes psad, psaB y psaC. Los genes psad, psaB y
psaC codifican respectivamente los polipéptidos PsaA, PsaB y PsaC. PsaA y PsaB conforman el
micleo central del PSI (Fish y Bogorad, 1986) y junto a PsaC, son las tinicas subunidades del PSI
que contienen cofactores redox (Tkeuchi, 1992).

Con este proposito se sintetizaron por PCR con los oligonucledtidos descritos para tal fin en
la Tabla 7, dos sondas que comprendian respectivamente las secuencias completas de los genes psad
y psaC. El gen psad se cotranscribe en Synechocystis junto con el gen psaB (Smart y Mclntosh,
1991) con lo que la sonda sintetizada detectaria el cotranscrito de ambos genes. Las hibridaciones
con estas dos sondas se realizaron sobre el mismo filtro utilizado en el apartado 3.2.5.5. En la Fig.
25 se muestran los resultados de las hibridaciones. En la hibridacion con la sonda del gen psaA, se
observaban dos bandas, correspondiéndose la superior con el cotranscrito de los genes psaA y psaB
y la menor con el transcrito individual del gen psad (Smart y MclIntosh, 1991). La sonda del gen
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psaC daba hibridacion con una unica banda. De todas formas en ninguno de los dos casos se
observaban diferencias entre las dos estirpes en ninguna de las condiciones de iluminacién utilizadas,
teniendo en cuenta que el carril correspondiente a la estirpe silvestre en 50 pE'm’s’ estaba
sobrecargado. De este resultado tampoco podiamos sacar ninguna conclusion acerca del fenotipo de
la estirpe mutante, aparte de que la estirpe STXC1 presentaba niveles de mRNA de los genes psad,
psaB 'y psaC similares a los de la estirpe silvestre en las condiciones estudiadas.

Syn 6803 STXC1 Syn 6803 STXC1

10 50 10 50 pE-m?st 10 50 10 50 pE-m2s?!

psaA-B ;

psaC

mRNA relativo (%)

Figura 25. Niveles de transcrito de los genes psa4-B y psaC en las estirpes silvestre y STXC1

de Synechocystis 6803
El mismo filtro utilizado en las hibridaciones con las sondas de los genes trxC 'y psbA2 (apartado 3.2.5.5),
fue rehibridado con las sondas de los genes psad y psaC. Los niveles relativos de mRNA estan expresados

como % del nivel detectado en 1a estirpe silvestre cultivada a 50 pE-ms”, utilizando la hibridacion anterior
con la sonda del gen rnpB como control de carga.

3.2.5.6. Estudio de los niveles de proteinas del PSI en las estirpes silvestre y STXC1 de
Synechocystis 6803. .

Una vez comprobada que la expresion de los genes psad, psaB y psaC no estaba afectada en
la estirpe mutante y por tanto no podia ser la causa del fenotipo observado, procedimos a detectar
mediante western blot los niveles de proteinas del PSI en las estirpes silvestre y mutante, empleando
anticuerpos policlonales obtenidos contra el complejo total del PSI de espinaca.

La inmunodeteccion se llevd a cabo utilizando las mismas muestras de membranas
tilacoidales aisladas de las estirpes silvestre y mutante en ¢l experimento descrito en ¢l apartado
3.2.5.5. En este caso también se afiadié como control un carril con muestras membranas tilacoidales
aisladas de espinaca. En la Fig. 26, se muestra el resultado del western blot. Aqui podemos observar
en primer lugar que los anticuerpos obtenidos contra el complejo de espinaca reaccionan con una

sola banda en las muestras de membranas tilacoidales de Synechocystis, que por ¢l tamaiio
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mostrado, alrededor de 17 kDa, se podria corresponder con las subunidades PsaF o Psal, cuyos
tamafios deducidos son 15 kDa y 17 kDa respectivamente, mientras que en las muestras de espinaca
los anticuerpos reaccionan al menos con 5 polipéptidos, presentando una de las bandas €l mismo
tamafio que la que aparece en Synechocystis. Pero el resultado, mas interesante que se presenta aqui
es que en el carril correspondiente a la estirpe STXC1 cultivada a 50 pE'm™s” de intensidades de luz
hay un claro descenso en los en los niveles de este polipéptido en comparacion con los niveles
presentados por la estirpe silvestre en ambas condiciones de iluminacion y con el carril
correspondiente a la propia estirpe STXC]1 creciendo a 10 pE-m™s™ de intensidad de luz, indicando
que el fenotipo mostrado por la estirpe STXC1 podria estar debido a un proceso de fotodegradacion
especifico de al menos de uno de los polipéptidos del PSI.

Syn 6803 STXC1
pEem2st 10 50 10 50 C

PSI 17 kDa

Figura 26. Inmunodeteccion de polipéptidos del complejo PSI en membranas tilacoidales
aisladas de células de las estirpes silvestre y STXC1 de Synechocystis 6803

Utilizando las mismas muestras de membranas tilacoidales que en el wesfern blot mostrado en la Fig. 23,
aisladas de células de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXC1 de Synechocystis 6803, cultivadas en
condiciones de burbujeo ¢ iluminadas con luz de 10 6 50 pE-m™s™ de intensidad, se llevo a cabo una nueva
inmunodeteccion, utilizando esta vez anticuerpos policlonales monoespecificos obtenidos contra el complejo
PSI completo de espinaca. En el carril C se cargd un aislamiento de membranas tilacoidales de espinaca
como control. Se cargaron 15 pg de proteina total en cada carril.

Este resultado claramente demuestra que los niveles de uno de los polipéptidos del PSI,
probablemente PsaF o Psal,, disminuyen drasticamente cuando las células de la estirpe STXC1 se
cultivan a 50 pE-m”s’ de intensidad de luz y que esta debe ser una de las causas del fenotipo
mostrado por esta estirpe, pero dado lo dramético de este fenotipo mostrado, probablemente sea el
complejo PSI completo el que esta sufriendo este proceso de fotodegradacion. Las causas de este
proceso y las proteinas a las que afecta, tendran que ser estudiadas en mas detalle para poder
comprender los mecanismos estan implicados en el mantenimiento de un aparato fotosintético en
estado funcional.
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3.2.6. Generacion de mutantes del gen trxA de Synechocystis 6803

Como se comenta en el apartado 3.2.6, la mutagénesis simple del gen frx4A (Navarro y
Florencio, 1995), no habia sido posible segregarla completamente en el genomio de Syrnechocystis
6803, obteniéndose solamente la segregacion completa de la mutacion, cuando se expresaba
simultaneamente en Synechocystis una copia del gen trxM de Anacystis nidulans (Navarro y
Florencio, 1995). Dado que esta tiorredoxina ademas de ser esencial para el crecimiento de
Synechocystis, es la que presenta mayor grado de identidad con el resto de las tiorredoxinas tipo-m
de plantas y con las de bacterias, nos plantcamos la géneracién de una estirpe mutante de
Synechocystis donde el gen trxA se encontrase bajo el control de un promotor, desde el cual la
expresion del gen fuese totalmente reprimible por algun factor, en principio independiente, del papel
fisiologico que pudiese llevar a cabo dicha tiorredoxina. De esta forma se podria obtener la
segregacion completa de la mutacion en la condicion donde el gen se expresara y estudiar el fenotipo
presentado por la estirpe mutante en la condicion restrictiva donde el gen no se expresaria. En el
momento de comenzar este proyecto, se estaba utilizando con éxito en nuestro laboratorio, la
expresion regulada por cobre de genes esenciales de Symechocystis 6803 (Garcia-Dominguez,
comunicacion personal) desde el promotor del gen petJ, que codifica el citocromo cs. En ciertas
algas y cianobacterias, el citocromo cs (también definido como citocromo css3) o la plastocianina
(codificada por el gen perE), funcionan como transportadores de electrones entre ¢l complejo del
citocromo be¢f y el PSI, siendo la disponibilidad de cobre en el medio de cultivo lo que regula la
presencia de una u otra proteina en las células (Sandmann et al., 1983, Sandmann, 1986). En
Synechocystis 6803, cuando las células se cultivan en presencia de CuSO, 30 nM, presentan niveles
detectables tanto de transcrito del gen petJ, como de citocromo cs, mientras que no presentan
transcrito del gen petE ni tampoco niveles detectables de plastocianina. Sin embargo cuando las
células se cultivan con 1 pM de CuSO, en el medio de cultivo presentan transcrito del gen petE y
plastocianina y no presentaban transcrito del gen petJ ni tampoco citocromo ¢ (Zhang et al., 1992).

Al ser posible reprimir por cobre la expresion de genes esenciales cuando estos son
expresados desde el promotor del gen pet.J (Garcia-Dominguez, comunicacion personal), procedimos
a construir una estirpe mutante de Synechocystis con el gen trxA bajo el control del promotor del gen
petJ.

3.2.6.1. Construccion de la estirpe mutante STXA1 de Synechocystis 6803.

La estrategia a llevar a cabo para la clonacion del gen #rxA4 bajo el control del promotor del
gen petJ, era la de sustituir el promotor del gen trx4 por el del gen petJ sobre el propio locus del gen
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trxA. Con este objetivo, el primer paso a realizar fue la clonacién del promotor del gen petJ. Esta
clonacion se llevo a cabo mediante amplificacion por PCR de los 423 pb situados justamente delante
del putativo codon de iniciacion de la traduccion del gen petJ, utilizando como cebadores los
oligonucledtidos pet)/Ndel y petd/Sall (Tabla 8). El fragmento de DNA asi obtenido se cloné en el
vector pGEM-T y se seleccionaron los clones que contenian el fragmento en la misma orientacion
que el gen JacZ. La posterior secuenciacion de este fragmento mostraba que su secuencia se
correspondia con la region promotora del gen petJ, y que se le habia introducido un sitio de
restriccion Sall en el extremo 5° y otro Ndel en el extremo 3°. Este plasmido se denomin6 pPEJ1
(Tabla 6). La digestion de pPEJ1 con Sall y la clonacion en este sitio de restriccion de la casete
CK1 (Elhai y Wolk, 1988) en orientacion contraria al promotor del gen petJ originé el plasmido
pPJCK1 (Tabla 6). Por otro lado también se amplificé por PCR con los oligonucledtidos txaNdel ys'
txaXhol (Tabla 8), un fragmento de DNA de 710 pb que contenia ¢l gen trx4, al cual se le habia
creado con ¢l oligonucledtido txaNdel un sitio de restriccion Ndel sobre el codén de iniciacién de la
traduccion, lo que permitia clonarlo en fase con el promotor del gen petJ, este plasmido se denomind
pTXA2. La digestion del plasmido pPJCK1 con la enzima Ndel permitia aislar un fragmento de 1,7
kb que contenia el promotor del gen pet/ junto con la casete C K1. Este fragmento se cloné en los
sitios Ndel de pTXA2, seleccionandose los plasmidos que contenian al gen frx4 en fase con el
promotor del gen petJ, este nuevo plasmido se denomind pTXA3 (Tabla 6). Una digestion doble del
plasmido pFNT4 (Tabla 4) con las enzimas Hincll y Xhol eliminaba la mayor parte de la region
clonada en este vector, pero dejaba aproximadamente 500 pb delante del gen frxA eliminando
solamente 62 pb de la region promotora de este gen, originandose asi el plaismido pTXA4. La
msercion en los sitios Hincll y Xhol de pTXA4 del fragmento Hincll-Xhol del plasmido pTXA3,
que contenia al gen #rx4 en fase con el promotor del gen pet/ ¢ incluia a la casete C. K1, producia
un nuevo plasmido denominado pTXAS, este plasmido contenia finalmente el gen #rx4 clonado en
fase con el promotor del gen petJ, la casete C. K1 en orientacion contraria al gen frx4 y aguas
arriba de la casete, contenia 508 pb de la region promotora del gen #x4 a la que le faltaban las
primeras 62 pb contiguas al gen f7x4. Con el plasmido pTXAS5 procedimos a transformar la estirpe
silvestre de Synechocystis 6803, afiadiendo al medio de cultivo kanamicina, para seleccionar su
integracion en el genomio por recombinacion, los transformantes asi obtenidos se denominaron
STXAL.

Para determinar si se habia producido la recombinacion como esperabamos y si la
segregacion de los cromosomas mutados era completa, se analizé por hibridacion la region que
contiene €l gen #rx4 en uno de los transformantes STXAI1 y en la estirpe silvestre. Los DNA
genémicos de ambas estirpes se cortaron con la enzima BsfXI, la cual presenta una diana de corte en

el promotor del gen petJ y no en el del gen trx4, esperandose cuando se hibridaba con una sonda que
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comprendia la secuencia codificante completa del gen #rx4, una banda de aproximadamente 1,2 kb
en los cromosomas donde la mutacién se habia insertado correctamente y una de 3,5 kb en los
cromosomas silvestres. Como se observa en la figura 27A, la estirpe mutante presentaba una unica
banda cuyo tamaifio se correspondia con la construccion mutante, en lugar de la banda silvestre de
3,5 kb, lo que confirmaba que la estirpe STXA1 presentaba todas las copias del gen frx4 bajo el
control del promotor del gen petJ.

A
%)

o .{l»?}
3,5kb
12kb

B

CK1Km'13kb  Ppet/423 pb trxA 320 pb

| | LI
3 Smal 508 Hincll 1483 BstX1 1816 Kpnl

sonda 320 pb

Figura 27. Anilisis de la estructura de la regién cromosémica del gen frxA4, en las estirpes
silvestre y STXA1 de Synechocystis 6803

A. El DNA total de las estirpes silvestre (Syn6803) y STXAI1 fue digerido con la enzima de restriccion
BstX1 y se hibridd mediante Southern blot utilizando como sonda la secuencia completa del gen frx4
amplificada por PCR. La banda de mayor tamaiio (3,5 kb) se corresponde con las copias silvestres y la de
menor tamafio (1,2 kb) con la construccion mutante.

B. Esquema de la region cromosémica del gen #rx4. La flecha negra representa el gen frx4, 1a gris la casete
de resistencia a kanamicina (C.K1) y la flecha azul representa el promotor del gen pet/. Se han
representado los sitios de restriccion de distintas enzimas utilizadas indicando la posicion relativa con
respecto a la region clonada (barra gruesa).
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3.2.6.2. Caracterizacion de la estirpe mutante STXA1 de Synechocystis 6803.

Una vez comprobado que la estirpe STXA1 no presentaba ninguna copia del gen frx4 bajo
su propio promotor, procedimos a estudiar si la expresion de este gen estaba ahora regulada por la
presencia de cobre en el medio de cultivo. Con el objetivo de que las trazas de CuSQO, que contiene el
medio BGllc no afectaran a la expresion desde el promotor del gen petJ, procedimos a realizar
todos los cultivos en un medio BG11c donde se habia eliminado ¢l CuSO, de su composicion, a este
medio se le denominé BG11-Cu®*, cuando se requeria la presencia de cobre en el medio de cultivo se
afiadia CuSQ, a una concentracion final de 5 pM previa esterilizacion del mismo.

Para analizar la expresion del gen frxA4 en la estirpe STXAL1 se llevo a cabo un experimento
de northern blot, donde a cultivos de la estirpe silvestre y STXA1 en fase exponencial, creciendo en"
medio BG11-Cu®, se les afiadia CuSO, 5 uM y se recogian muestras a tiempos 0, 1 h, 2hy 4 h,
para el posterior aislamiento de RNA total ¢ hibridacion con una sonda que comprendia la secuencia
completa del gen trx4. En la Fig. 28A se muestra el resultado de la hibridacion.

Syn 6803 STXA1

+Cu2+ .*.Cu2+
A
B
C

petE

Figura 28. Evolucién de los niveles de transcrito de los genes trxA4, petJ y petE tras la adicién
de CuSO, 5pM

Cultivos de las estirpes silvestre (Syn 6803) y STXAL1 creciendo en medio BG11-Cu”*, se incubaron durante
4 h en presencia de CuSO4 5pM recogiéndose muestras en los tiempos indicados para el posterior
aislamiento de RNA total. A. Resultado de la hibridacién utilizando como sonda el fragmento de DNA que
comprende la secuencia del gen #rx4. B. Resultado de la hibridaciéon con una sonda que incluye la
secuencia completa del gen pet). C. Resultado obtenido de la hibridacion de los mismos filtros anteriores
con una sonda que comprendia 1a secuencia completa del gen petE.
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En esta figura podiamos observar un comportamiento en la expresion del gen f7x4 en la
estirpe STXA1 distinto al esperado, ya que los niveles del transcrito del gen #rxA volvian a ascender
a niveles similares a los iniciales trascurridas 4 h de la adicion del CuSO,. Por otra parte también se
advertia que los niveles iniciales de transcrito del gen #7x4 eran inferiores en la estirpe STXAI que
en la silvestre, sugiriendo que los niveles de expresion desde el promotor del gen petJ eran inferiores
que desde el promotor del gen #7xA4. Finalmente también se podia observar que en la estirpe silvestre
los niveles de transcrito del gen #7x4 no se modificaban tras la adicion de cobre al medio de cultivo,
indicando que la expresion de este gen en la estirpe silvestre era independiente de la presencia de
cobre en ¢l medio. Estos resultados apuntaban a que en el mutante STXA1 la expresion del gen x4
desde el promotor del gen petJ no estaba siendo regulada por la presencia de cobre.

Con objeto de examinar, si la expresion de los genes petJ y petE, sufrian también algun tipo
de alteracion en el mutante STXA1, procedimos a realizar una nueva hibridacion de las muestras de
RNA aisladas, primero con una sonda que comprendia la region codificante del gen pet) y
posteriormente con una sonda del gen petE, en la Fig. 28B y C, se observa primeramente que en la
estirpe silvestre los niveles de mRNA del gen pet descendian drasticamente tras la adicién de
CuSO, al medio de cultivo y éstos se mantenian bajos durante las 4 h que duraba el experimento.
Sin embargo en la estirpe STXA1, la expresion del gen pet/ estaba alterada de una manera similar a
como ocurria con €l gen #rxA4, con un descenso inicial en los niveles de transcrito equivalente al
presentado por la estirpe silvestre y que se mantenia al menos durante las dos primeras horas. Pero
posteriormente los niveles de transcrito se incrementaban, alcanzando a las 4 h, niveles similares a
los iniciales, indicando que no so6lo estaba afectada la represion por cobre del gen trxA4, sino que
también la expresion del gen pet) estaba desregulada. Por otra parte, el comportamiento del gen
petE en la estirpe STXAI era aun mas sorprendente, ya que en ausencia de cobre los niveles
iniciales de mRNA de este gen eran casi indetectables, tal como ocurria en la estirpe silvestre, pero
cuando se afiadia el CuSO,, éstos apenas ascendian ni siquiera durante las dos primeras horas tras la
adiciéon de cobre. Estos resultados demostraban claramente que la estirpe STXA1 habia perdido la
regulacion por cobre de los promotores de los genes petE y petJ, y hacian pensar en un posible papel
regulador de la tiorredoxina TrxA en la expresion de estos genes; ya que en ausencia de cobre,
cuando el gen frxA se estaba expresando, los niveles de transcrito de los genes petE y pet/ eran
similares a los de la de la estirpe silvestre, pero cuando se afiadia cobre al medio de cultivo, los
niveles de transcrito del gen frx4 descendian inicialmente y se mantenian bajos al menos durante 2 h,
pero transcurrido este tiempo se perdia la regulacién y volvian a ascender a niveles similares a los
iniciales, siendo la respuesta del gen petJ paralela a la del gen trxA. Este comportamiento alterado
de la respuesta del promotor del gen petJ a la presencia de cobre en el medio de cultivo sugeria que
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podian ser los bajos niveles de la tiorredoxina TrxA los que estuviesen afectando por un lado a la
represion del promotor del gen petJ y por otro a la activacion del gen petE.

Si esta hipétesis era valida, podria ocurrir que una vez que la estirpe STXAI hubiese
alcanzado niveles de transcrito del gen trxA similares a los iniciales, podria recuperar la regulacion
por cobre de estos promotores, observandose entonces una regulacién ciclica de los niveles de
transcrito de estos genes dependiente de los niveles del gen frx4. Para comprobar si esto estaba
realmente ocurriendo, se recogieron muestras a tiempos: 0, 1,2, 4, 5, 6, 8, 9 10 y 12 horas de un
cultivo de la estirpe STXAL1 tras la adicion de CuSQ, 5 pM, para el posterior aislamiento de RNA ¢
hibridaciéon mediante northern blot con la sonda del gen trx4. En la Fig. 29, podemos observar que
los niveles de mRNA del gen rxA, no solo no volvian a descender una vez que se alcanzaban los
niveles iniciales, sino que estos incluso alcanzaban niveles mayores, descartando en principio una

regulacion ciclica del promotor del gen petJ dependiente de los niveles de expresion del gen trxA.

STXA1
+Cu?

Tiempo
01 2 4 5 6 8 9 10 12 (horas)

Figura 29. Efecto de la adicién de CuSQO4 5uM en los niveles de mRNA del gen #rx4 en la
estirpe STXA1

Se recogieron muestras a tiempos: 0, 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9 10 y 12 horas, tras la adiciéon de CuSO, 5uM a un
cultivo de la estirpe STXA1 creciendo en medio BG11-Cu”', para el posterior aislamiento de RNA total e
hibridacion mediante northern blot con la sonda del gen frx4.

-

Con objeto de poder descartar que la desregulacion estuviera solamente ocurriendo en la
estirpe STXAL, provocada por alguna otra mutacion que no estuviésemos detectando, procedimos a
realizar una nueva transformacion de la estirpe silvestre con la construccion pTXAS, obteniéndose
de nuevo colonias mutantes que también segregaban completamente la mutacién. Con uno de estos
transformantes, denominado STXA1.2 se llevo a cabo el mismo experimento de adiciéon de CuSO, y
recogida de muestras a tiempos: 0, 1, 2 y 4 horas. Esta vez los RNAs extraidos se hibridaron
ademas de con las sondas de los genes #rx4, petJ y petE, con una sonda que comprendia la secuencia
del operon mssA de Synechocystis 6803, que codifica un putativo transportador de cobre del tipo
“de dos componentes” (Lopez-Maury, comunicacién personal), en la Fig. 30, podemos observar que
la nueva estirpe mutante STXA1.2, presentaba desregulada de la misma manera que la estirpe
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STXALl, la respuesta a cobre de los genes #rxA, petJ y petE, sugiriendo que la desregulacion de la
expresion de estos genes deberia estar provocada por la sustitucion del promotor del gen trx4.

A Syn 6803 STXA1.2
+Cu2+ +Cu2+

0 1h 2h 4h O 1h 2h 4h

B
STXA1.2
100 - - Bxd 100
~»— pet]
~ 80 - petE | _
o o
2 60 >
g 60 5
e E
%ﬁ 40 - %
201
0 T I T T
0 1 2 3 4
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 30. Niveles de transcrito de los genes trxA, petJ y petE y del operén mssA en las estirpes
silvestre y STXA1.2 tras la adicion de CuSO,; 5SpM

A. Muestras de células obtenidas de las estirpes silvestre y STXA1.2 tras la adicion de CuSO, 5uM a
tiempos: 0, 1, 2 y 4 horas se hibridaron con las sondas de los genes x4, petJ, petE y del operon mssA

B. Niveles relativos de mRNA expresados como % del nivel obtenido a tiempo = 0. Se utiliz6 la hibridacion

con la sonda del gen rnpB como control de carga de los filtros.
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También observabamos que la respuesta del operon mssA a la presencia de cobre era la
misma en ambas estirpes, lo que descartaba una desregulacién general en la estirpe STXA1.2 de la
expresion de todos los genes que se regulan por la presencia de cobre en Synechocystis 6803.

Con objeto de discernir si era la duplicacion del promotor del gen petJ, o la sustitucion del
promotor del gen frxA por éste, lo que provocaba la desregulacion de los promotores, se realizo el
mismo experimento anterior, utilizando una estirpe de Synechocystis en la que se habia sustituido el
promotor del gen glnB por el del gen petJ, (concesion de Garcia-Dominguez), el gen ginB codifica la
proteina PII de Synechocystis 6803 (Garcia-Dominguez et al., 1998). Esta estirpe presentaba una
regulacion de la expresion de los genes pet) y petE en presencia de cobre, exactamente igual que la
estirpe silvestre, ademas la expresion del gen glnB, desde el promotor del gen petJ, era reprimida
completamente a las dos horas de la adicion del cobre, demostrando que la duplicacién del promotor
del gen petJ no debia de ser el motivo de la desregulacion observada en las estirpes STXAL y
STXA1.2.

Con el proposito de comprobar si existian diferencias en los niveles de la proteina TrxA,
entre las estirpes silvestre y STXA1.2 y si en esta tltima estirpe existian diferencias tras la adicion
de cobre, se llevd a cabo un experimento de western blot, utilizando anticuerpos policlonales
obtenidos contra la proteina TrxA de Synechocystis 6803 (apartado 2.3.12.1), en extractos crudos
de ambas estirpes cultivadas en ausencia de cobre o tras un periodo de incubacion de 36 h en

presencia de CuSO,, 5 uM. En la Fig. 31 se puede observar el resultado de la inmunodeteccion.

Syn 6803 STXA1.2

0 36h 0 36h

TrxA

Figura 31. Inmunodeteccién de la proteina TrxA en extractos crudos de las estirpes silvestre y
STXA1.2 de Synechocystis 6803

Muestras de células de ambas estirpes creciendo en ausencia de cobre (0) o tras 36 h (36h) de cultivo en
presencia CuSO,4, 5 uM se someticron a inmunodeteccion mediante western blof, utilizando anticuerpos
contra la proteina TrxA. Se cargaron cantidades de proteina correspondientes a 0.5 unidades de D.O. a 750
nm, en cada carril.

Como se observa en la figura, los niveles de tiorredoxina detectados con los anticuerpos no
eran muy dispares entre ambas estirpes, aunque si se observa un cierto descenso de los niveles en la
estirpe STXA1.2 tras 36 h de incubacion en presencia de cobre. Estos resultados parecen indicar
que la expresion de la proteina TrxA en la estirpe mutante es inferior en presencia de cobre que en

ausencia de éste.
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Para intentar aclarar si eran los niveles de transcripcion del gen trx4 desde €l promotor del
gen petJ, lo que estaba provocando la desregulacién del sistema citocromo ce/plastocianina. Se
generd una nueva estirpe derivada de STXA1.2, la cual contenia insertada una copia del gen frx4
bajo el control de su propio promotor en el locus del gen ginN. El gen ginN codifica la glutamina
sintetasa tipo III en Symechocystis 6803, siendo la inactivacion de este gen completamente
segregable en el genomio de Synechocystis (Reyes y Florencio, 1994).

Para ello clonamos en la diana inica EcoRI del plasmido pFNT4 (Tabla 4) la casete C.Cl,
que confiere resistencia a cloramfenicol (Elhai y Wolk, 1988), obteniéndose el plasmido pTXA6
(Tabla 6). Una digestion de este plasmido con las enzimas de restriccion EcoRV y Xhol nos permitia
aislar el fragmento de DNA que contenia al gen #rx4 junto con su region promotora y con la casete
C.C1. Este fragmento se clono tras rellenar sus extremos cohesivos, haciéndolos romos, con
polimerasa de Klenow, en los sitios EcoRI (también hechos romo) del vector pGS2.4, que contiene
el gen gInN de Symechocystis (Garcia-Dominguez et al., 1996). Esta nueva construccion se
denominé pTXA7 (Tabla 6) y se utilizd para transformar la estirpe STXA1.2. La aparicién de
colonias transformantes resistentes a los antibiticos cloramfenicol y kanamicina indicaba que éstas
deberian haber incluido la construccién en su genomio. Este ultimo término se confirmé con una
nueva hibridacion mediante Southern blot de los DNA genémicos de las estirpes: silvestre,
STXA1.2 y de la nueva estirpe denominada STXA2, digeridos con la enzima Bs:XI. En la Fig. 31
observamos que en la estirpe STXA2, aparece ademas de la banda correspondiente al gen #rx4 bajo
el promotor del gen petJ, una nueva banda de aproximadamente 5,4 kb que se corresponde con el
tamafio esperado de la nueva construccion, lo que indicaba que la recombinacion del fragmento
habia tenido lugar como esperabamos. En esta figura también se muestra un esquema de la region
cromosémica del gen ginN, asi como de la nueva construccion, representado los sitios de restriccion
de distintas enzimas utilizadas.

El siguiente objetivo fue comprobar mediante northern blot, inicialmente la expresion del gen
trxA en presencia o ausencia de cobre y posteriormente si se recuperaba la regulacion de la
expresion de los genes petJ y petE. En la Fig. 33, podemos observar que en la estirpe STXA2,
presentaba niveles de expresion del gen trxA similares a los de la estirpe silvestre y éstos se
mantenian altos tras la adicion de CuSQ4 5uM, aunque se observaba una cierta disminucion de los
niveles de mRNA durante las dos primeras horas de incubacion, recuperandose posteriormente a las
4 horas, volviendo a presentar niveles similares a los iniciales. Esta oscilacién de los niveles podia
estar provocada por la disminucion de la transcripcion del gen frxA desde el promotor del gen petJ,
aunque la posterior recuperacion de los niveles indicaba que la expresion desde este promotor podria

seguir desregulada.
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Figura 32. Hibridacion mediante Southern blot de los DNA genémicos de estirpes silvestre,
STXA1.2 y STXAZ2 de Synechocystis 6803, con la sonda del gen trx4

A. Los DNA gendmicos de las estirpes silvestre (Syn6803), STXA1.2 y STXA2 fueron digeridos con la
enzima de restriccion BsfX1 y se hibridaron utilizando como sonda la secuencia completa del gen frx4. La
banda 3,5 kb se corresponde con las copias silvestres, la de 1,2 kb con la sustitucion del promotor silvestre
por ¢l del gen pet/, y 1a de 5,4 kb con 1a insercion del gen trx4 en el locus del gen ginN.

B. Esquema de 1a regién cromosémica del gen ginN y de 1a construccion insertada en este gen.

La posterior hibridacion de estas muestras con las sondas de los genes petJ y petE conﬁrmaba
que aunque los niveles de transcrito del gen frxA4 en la estirpe STXAZ2 eran relativamente constantes
y similares a los niveles presentados por la estirpe silvestre, la expresion desde los promotores del
gen petJ seguia desregulada de la misma manera que en las estirpes STXA1 y STXA1.2, indicando
que no eran los niveles de transcrito del gen frx4 lo que estaba desregulando directamente la
expresion desde este promotor. Por otra parte, también observabamos que en esta nueva estirpe
mutante, los niveles de transcrito del gen petF, tras la adicion de CuSQ,, alcanzaban valores
similares a los de la estirpe silvestre, siendo estos mas altos en esta estirpe mutante que en las
precedentes, aun asi, estos volvian a descender a niveles similares a los iniciales trascurridas 4 h de
adicion de CuSO,, indicando que la expresion del gen peftE en esta estirpe también seguia
desregulada. |

118



Resultados

Syn 6803 STXA2
+Cu2t +Cut

0 1h 2h 4h O 1h 2h 4h

Syn 6803 STXA2

= irxA4
—» pet]
_A._petE 80

(=2}
(=4
1

mRNA relativo (%)
mRNA relativo (%)

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 33. Efecto de la adicion de CuSO4 5 uM sobre los niveles de mRNA de los genes trxA,

pet] y petE en las estirpes silvestre y STXA2
A. A cultivos de las estirpes silvestre y STXA2 creciendo en medio BG11-Cu®*, se les afiadié CuSO, 5uM y
se recogieron muestras a tiempos: 0, 1, 2 y 4 horas para el posterior aislamiento de RNA total e hibridacién

con las sondas de los genes frxd, petJ y petE.
B. Niveles relativos de mRNA expresados como % del nivel obtenido a tiempo = 0, utilizando la
hibridacién con la sonda del gen rnpB como control de carga de los filtros.

Los estudios sobre la expresion de los genes trxA, petJ y petE llevados a cabo en la estirpe
mutante STXA2, que presentaba niveles de expresion del gen frxA similares a la estirpe silvestre

tanto en ausencia como en presencia de cobre en el medio de cultivo, indicaban que no debian ser
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directamente los niveles del gen #7x4 lo que estaba regulando la expresion de los genes petJ y petE.
Aunque estos resultados no excluyen completamente 1a posibilidad de que fueran los bajos niveles de
expresion del gen x4 en las estirpes STXA1 y STXA1.2 lo que provocase la desregulacion de la
expresion de los genes petJ y petE, originado por una mutacién compensatoria encaminada a
mantener altos los niveles de expresion del gen #rx4 en todas las condiciones de cultivo, incluida la

condiciones de ausencia de cobre, ya que en esta condicién los niveles de mRNA del gen #7x4 eran
inferiores a los de la estirpe silvestre.
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4.1. La glutamato sintasa de la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120

El conocimiento que se tenia, al iniciar el presente trabajo, sobre las glutamato sintasa de
cianobacterias era mas amplio desde el punto de vista bioquimico, que desde el punto de vista
genético y fisiologico. Esto unido al hecho de que los datos que se poseian sobre la presencia de esta
enzima en el heterocisto eran contradictorios, hacia interesante tanto la busqueda del gen o de los
genes que codificasen esta enzima en una cianobacteria formadora de heterocistos, como la
caracterizacion de la actividad GOGAT en dicha cianobacteria. Con este objetivo escogimos como
modelo para nuestro trabajo a la cianobacteria filamentosa formadora de heterocistos Anabaena sp.
PCC 7120.

4.1.1. Clonacion y caracterizacion del gen gisF de Anabaena 7120

El gen gisF de Anabaena 7120, se cloné mediante hibridacion en colonias de una genoteca
de DNA total de dicha cianobacteria, utilizando como sonda un fragmento de 1,2 kb obtenido por
PCR utilizando como cebadores los oligonucledtidos pfnl y pfn2 (Navarro ef al., 1995). Estos eran
oligonucledtidos degenerados basados en regiones conservadas de las secuencias de la F&-GOGAT
de maiz (Sakakibara ef al., 1991) y de la subunidad grande de la NADPH-GOGAT de E. coli
(Oliver et al., 1987). Estos mismos oligonucledtidos habian sido utilizados en la amplificacion de
fragmentos internos de los genes gisF y gltB de Synechocystis 6803 (Navarro et al., 1995) que
codifican respectivamente la F&-GOGAT vy la subunidad grande de 1a NADH-GOGAT (Navarro ef
al., 1995) de esta cianobacteria. Posteriormente con idénticos oligonucleétidos, se han obtenido
fragmentos internos de los genes gisF'y gltB de la cianobacteria Plectonema boryanum (Okuhara et
al., 1999).

La obtencién en Anabaena 7120 de una banda tdnica en la amplificacion por PCR con los
oligonucledtidos pfnl y pfn2, sugeria la existencia de un solo gen para glutamato sintasas en esta
cianobacteria. La posterior hibridacion mediante Southern blot con este fragmento, del DNA total
de Anabaena digerido con distintas enzimas de restriccion (Fig. 2), mostraba que dicho fragmento
hibridaba con un s6lo gen que codificara glutamato sintasas, sugiriendo que Anabaena 7120
presentaba una sola glutamato sintasa y no dos como ocurria en el caso de las cianobacterias
Synechocystis 6803 y Plectonema boryanum (Navarro ef al., 1995; Okuhara et al., 1999). En la
cianobacteria Synechococcus 6301, también se habia localizado una sola enzima con actividad
GOGAT, siendo esta dependiente de ferredoxina (Marqués ef al., 1992).
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La secuenciacion y posterior comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos del
unico clon obtenido en 1a hibridacion en colonias de una genoteca de Anabaena 7120, indicaban que
el DNA clonado se correspondia con un fragmento interno del gen glsF que codifica la Fd-GOGAT
de Anabaena 7120. Este clon no contenia el gen gisF completo, por lo que se recurrié a una nueva
hibridacion en colonias de otra genoteca de Anabaena 7120, para la obtencion de la secuencia
completa (4647 pb) del gen gisF.

La reciente secuenciacion del genomio completo de Anabaena 7120, ha demostrado
definitivamente que el gen gsF es el unico que codifica glutamato sintasas en esta cianobacteria.

4.1.2. Analisis de la secuencia de aminoicidos de la proteina GIsF de Anabaena 7120

La secuencia deducida de aminoacidos del gen gisF revela una proteina de 1649 residuos,
con una masa molecular calculada a partir de la secuencia de aminoacidos de 170 kDa (Fig. 3).
Como se ha comentado, la comparacion de la secuencia de la glutamato sintasa de Anabaena 7120
con las de otras GOGATSs disponibles en las bases de datos, mostraba que esta proteina presentaba
la mayor identidad con las Fd-GOGATs, siendo de aproximadamente un 70% con las Fd-GOGATs
de las cianobacterias Plectonema boryanum y Synechocystis 6803, y de un 60% con las Fd-
GOGAT: de plantas (Fig. 4A). Es interesante indicar que la identidad basal encontrada entre todas
las glutamato sintasas es del orden del 45%. Esta identidad basal era la mostrada entre la GOGAT
de Anabaena y las NADH-GOGATSs de cianobacterias y plantas, asi como también con la
subunidad grande de la NADPH-GOGAT de E. coli. Estos resultados claramente indican que el gen
gisF codifica una glutamato sintasa dependiente de ferredoxina.

Por otra parte, el analisis de la secuencia de la proteina GlsF de Anabaena 7120 mostraba
la existencia de dominios funcionales conservados en todas las glutamato sintasas (Fig. 4B-D)
(Vanoni, y Curti, 1999). El dominio glutamina amido transferasa, comprendia los residuos 29-87,
muy similares a la misma region de otras GOGATs y similar al dominio glutamina amido
transferasa de las glutamina amido transferasas tipo pur-F (Mei y Zalkin, 1989; 1990; Pelanda et
al., 1993). Este dominio contiene la Cys-35 implicada en la liberacion del grupo amida de la
glutamina durante la catalisis. Esta cisteina parece ser también un sitio especifico de maduracion
reconocido por una proteasa, como ocurre en la subunidad o de la NADPH-GOGAT de bacterias
(Oliver et al., 1987), en la Fd-GOGAT de maiz (Sakakibara ef al., 1991), en la NADH-GOGAT de
S. cerevisiae (Cogoni et al., 1995) y en la FA-GOGAT de Synechocystis (Navarro et al., 2000).

En la region carboxi-terminal aparece el dominio de union del cofactor FMN, el cual es el

unico cofactor flavinico presente en las Fd-GOGATSs de Synechococcus 6301 (Marqués et al.,
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1992), de Synechocystis 6803 (Navarro et al., 2000) y de espinaca (Hirasawa ef al., 1996). Esta
region comprende los residuos 1043-1163, y esta fuertemente conservada en todas las GOGATSs.
Esta region presenta ademas los residuos Asp-1137 y Lys-1141, los cuales probablemente
interaccionan con la cadena ribitilo del FMN (Chapman et al., 1991).

Por ultimo, la region implicada en el acomodamiento del centro [3Fe-4S] también esta muy
conservada. Este dominio comprende a las cisteinas, Cys-1169, Cys-1174 y Cys-1179 que se
alinean con cisteinas similares de otras GOGATs (Knaff er al., 1991) y definen el motivo
CX5CX4C (Fig. 4D) el cual ha sido también descrito en las enzimas fumarato reductasa de E. coli y
succinato deshidrogenasa de Bacillus subtilis, las cuales, presentan también un centro [3Fe-4S]
(Johnson et al., 1988; Manodori et al., 1992).

4.1.3. Caracterizacion de la actividad Fd-GOGAT en Anabaena 7120

Como la fuente de nitrogeno disponible ejerce una fuerte regulacion sobre algunas de las
enzimas implicadas directamente en el metabolismo de este nutriente en cianobacterias, como es el
caso de la glutamina sintetasa (GS) o de la isocitrato deshidrogenasa (IDH) (Reyes y Florencio,
1994; Muro-Pastor et al., 1996; Flores y Herrero, 1994), y aunque la glutamato sintasa no parece
estar regulada por este factor en Synechocystis 6803 (Navarro, 1996), si bien, si se ha observado un
aumento de la actividad de esta enzima en Synechococcus 6301 en respuesta a la carencia de fuente
de nitrégeno (Marqués, 1988), resultaba interesante, en primer lugar, comprobar si la actividad Fd-
GOGAT en la cianobacteria Anabaena 7120 estaba regulada por la fuente de nitrégeno.

Las medidas de actividad Fd-GOGAT realizadas en extractos crudos de células Anabaena
cultivadas con nitrato, amonio o en condiciones de fijacion de dinitrégeno, mostraron Qsiempre
valores similares en las diferentes condiciones de cultivo utilizadas (Tabla 9). Sin embargo, las
actividades GS ¢ IDH mostraban en estos mismos extractos, valores altos en la condicion de fijacion
y los minimos en presencia de amonio. Estos resultados indicaban claramente que la actividad Fd-
GOGAT, a diferencia de las actividades GS e IDH, no esti regulada por la fuente de nitrégeno
disponible en Anabaena 7120, ya que ésta se mantiene constante independientemente de la fuente de

nitrogeno inorganico que se utilice, € incluso en condiciones de fijacién de nitrégeno.
4.1.4. Anilisis de la presencia de Fd-GOGAT en heterocistos de Anabaena 7120

Como se ha comentado en la Introduccion, al comenzar este trabajo, las hipotesis sobre la

presencia o no de GOGAT en el heterocisto eran contradictorias (Wolk et al., 1994). En este caso,
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una vez clonado el gen, y al disponer de anticuerpos obtenidos contra la Fd-GOGAT de
Synechocystis (Navarro et al., 2000), podiamos abordar esta cuestion con distintas estrategias.

En primer lugar procedimos a realizar medidas de actividad Fd-GOGAT en extractos
crudos de heterocistos aislados. En ningiin momento se consigui6 detectar actividad Fd-GOGAT en
los extractos crudos de heterocistos, mientras que si se detectaban elevados niveles de actividad GS
¢ IDH (Tabla 9). Estos primeros resultados apuntaban claramente hacia la ausencia de Fd-GOGAT
en el heterocisto.

La siguiente aproximacién que se llevo a cabo, fue la inmunodeteccion de la proteina GlsF
en extractos crudos de células vegetativas y de heterocistos aislados. El resultado obtenido (Fig.5),
confirmaba que en las preparaciones de heterocistos no existia ninguna proteina que diera reaccién
cruzada con los anticuerpos contra la Fd-GOGAT de Symechocystis, mientras que en las
preparaciones de células vegetativas, si aparecia una banda que se deberia corresponder con la Fd-
GOGAT. Los niveles de ésta se mantenian constantes independientemente de la fuente de nitrégeno
utilizada, lo que corroboraba los resultados obtenidos por las medidas de actividad. La utilizacion de
anticuerpos obtenidos contra la GS de Synechococcus 6301 (Marqués ef al.; 1992) y contra la IDH
de Synechocystis 6803 (Muro-Pastor et al., 1992), demostraban que estas enzimas estaban presentes
en el heterocisto de manera mas abundante que en las células vegetativas.

Por dltimo, con objeto de detectar si el gen gisF se expresaba en el heterocisto y si este
sufria algun tipo de regulacion en las células vegetativas en respuesta a la fuente de nitrégeno, se
realizaron experimentos de northern blot, utilizando como sonda un fragmento de DNA de la regién
5’ del gen gisF. El resultado obtenido (Fig. 6) mostraba que el gen glsF no se expresaba en el
heterocisto y que los niveles del transcrito del gen glsF se mantienen casi constantes en las células
vegetativas, indicando que la expresion del gen glsF no esta regulada por la fuente de nitrogeno.

Todos estos resultados claramente demuestran que la enzima glutamato ;mtasa no se
encuentra presente en los heterocistos de Anabaena 7120.

Teniendo en cuenta que las enzimas GS e¢ IDH estan presentes en el heterocisto (Fig. 5),
(Wolk et al., 1994; Bohme, 1998), ¢l modelo para ¢l metabolismo del nitrogeno que proponemos en
estas células seria el siguiente: 1) Ia nitrogenasa reduce el dinitrogeno hasta amonio, el cual se
incorpora al glutamato mediante la accion de la GS para producir glutamina; 2) la NADP-IDH,
produciria en estas células 2-oxoglutarato y NADPH. Este ultimo compuesto, se utilizaria como
donador de electrones para reducir a la ferredoxina especifica del heterocisto (FdxH) a través de la
(FNR) mediante un transporte inverso de electrones, por otra parte el 2-oxoglutarato se exportaria a
las células vegetativas; 3) el glutamato, al no poder ser producido en el heterocisto, por la ausencia de
la GOGAT, tendria que ser importado desde las células vegetativas; 4) la glutamina que se produciria
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en grandes cantidades en el heterocisto podria ser exportada a las células vegetativas, o bien
convertida en arginina, ya que las enzimas requeridas para la biosintesis de arginina estan presentes en
el heterocisto (Wolk et al., 1994). La arginina junto con el aspartato, podrian ser utilizadas para
sintesis de cianoficina, un polimero compuesto de aspartato y arginina que sirve como fuente de
nitrogeno. En este modelo, seria razonable la hipétesis de que el 2-oxoglutarato fuera intercambiado
por glutamato entre el heterocisto y las células vegetativas.

N =%

Sacarosa —

Figura 34. Esquema de las rutas metabélicas propuestas para los metabolismos del carbono y
del nitrogeno en el heterocisto

En oscuridad, el poder reductor necesario para la reduccion del N, se generaria principalmente en forma de
NADPH, mediante el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato o por la accién de la isocitrato deshidfogenasa.
El NADPH reduciria a la ferredoxina (FdxH) a través de la FNR y la ferredoxina reduciria a su vez a la
nitrogenasa. El ATP necesario se originaria mediante respiracién. En la luz, el ATP se generaria en el PSI
mediante el flujo ciclico de electrones. El glutamato tendria que ser importado desde las células vegetativas,
y la glutamina y el 2-oxoglutarato serian exportados a las células adyacentes.

" Abreviaturas utilizadas: be¢f, complejo citocromo bef, CTeR, cadena de transporte de electrones
respiratoria; Ciclo Ox. PP, ciclo oxidativo de las pentosas fosfato; €, electrones; Fdx, ferredoxina; FdxH,
ferredoxina especifica del heterocisto; FNR, ferredoxina: NADP' oxidoreductasa; Fruc, fructosa, F6P,
fructosa-6-fosfato;, 6PG, 6-fosfogluconato; Gluc, glucosa; G6P, glucosa-6-fosfato; Glu, glutamato; Gln,
glutaming; GOGAT, glutamato sintasa; GS, glutamina sintetasa; IDH, isocitrato deshidrogenasa; 2-0X,
2-oxoglutarato; Pi, fosfato inorganico, PSI, fotosistema I, RSP, ribulosa-5- fosfato; TriosaP, triosa fosfato.
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4.2. Las tiorredoxinas de la cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803

Como se ha comentado con anterioridad, el inicio de este trabajo coincidia con la
secuenciacion del genomio completo de la cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 (Kaneko et al.,
1996). La aparicion en la secuencia de este genomio de tres ORFs (sIr0233, sirl139 y sil1057),
cuyos productos presentaban homologia con tiorredoxinas, aparte del gen frx4 previamente descrito
en nuestro grupo (Navarro y Florencio, 1996), ofrecia la posibilidad de realizar un estudio global
tanto del papel de estas proteinas en cianobacterias, como del patron de expresion de estos genes en
respuesta a diversos factores ambientales, ya que en organismos fotosintéticos, no se disponia de
mucha informacién en ninguno de los dos aspectos. Con objeto de obtener una vision general de la
respuesta del sistema ferredoxina/tiorredoxina, también llevamos a cabo estudios de la regulacion de
la expresion de los genes firC y firV que codifican respectivamente la subunidad catalitica y variable
de la ferredoxina-tiorredoxina reductasa (FTR) en Synechocystis 6803.

4.2.1. Existencia de distintos genes que codifican tiorredoxinas en Synechocystis sp. PCC 6803

Aunque en eucariotas fotosintéticos se ha descrito la existencia de numerosas tiorredoxinas;
(Mouahed et al., 1998; Hiberlein 1991; Konrad et al., 1996, Jacquot et al., 1997), clasificandose
¢éstas dentro de tres tipos diferenciados (-m, -f 'y -h), y presentando las tiorredoxinas tipo-m y -f
localizacién cloroplastica. En cianobacterias, consideradas como el ancestro del cloroplasto,
solamente se habian descritos tiorredoxinas tipo-m (Muller y Buchanan, 1989; Gleason, 1994;
Navarro y Florencio, 1996) y unicamente s¢ habian clonado dos genes distintos para tiorredoxinas
en la cianobacteria Anabaena 7120 (Lim et al., 1986; Alam et al.,1989; Gleason, 1982). En
Synechocystis 6803, con anterioridad a la secuenciacion completa del genomio (Kanelgo et al.,1996),
se habia clonado y secuenciado el gen frxA (Navarro y Florencio, 1996), que codifica una
tiorredoxina cuya secuencia presenta identidades del 86% con la correspondiente proteina TrxA de
Anabaena y del 82% con la tiorredoxina descrita en A. nidulans (Fig. 7), e identidades también
altas, entre el 57-70% con las tiorredoxinas tipo-m de algas y plantas (Navarro y Florencio, 1996).
Sin embargo, las tres ORFs citadas anteriormente (s/r0233, slrl139 y sll11057), denominadas: trxQ,
trxB y trxC respectivamente, codificaban productos cuyas identidades con las tiorredoxinas tipo-m,
tanto de cianobacterias como de algas y plantas eran bastante mas bajas (alrededor del 40%) (Fig.
7), aunque estos valores de identidad con las tiorredoxinas tipo-m variaban de unas proteinas a
otras, cabe destacar que siempre la identidad con las tiorredoxinas-m era mayor que con las tipo-f o
-h, presentando estas tiorredoxinas las identidades mas altas con las tiorredoxinas procariotas (Fig.
7). La proteina trxB de Synechocystis 6803 presenta una identidad del 59% con la segunda

127



Eugenio Martin-Figueroa

tiorredoxina localizada en Anabaena 7120. La reciente secuenciacion del genomio de esta
cianobacteria (http://www kazusa.or.jp/anabaena), muestra la existencia de tres ORFs adicionales
que codificarian tiorredoxinas. Dos de las cuales presentan una identidad alta, 56 y 68 %
respectivamente, con las proteinas TrxC y TrxQ de Synechocystis 6803, y una tercera que muestra
una identidad del 70% con la proteina TrxA de Synechocystis y del 75% con la proteina TrxA de
Anabaena. Demostrando que las tiorredoxinas halladas en Synechocystis 6803 se encuentran
también en Anabaena 7120. En la Fig.35 se muestra un arbol filogenético en el que se representan
las relaciones de identidad entre distintos grupos de tiorredoxinas. Las tres nuevas tiorredoxinas
identificadas en ¢l genomio de Anabaena 7120 se han denominado en el arbol filogenético como
TrxC, TrxQ y TrxA2.

Anabaena-TrxC

Synrechocystis-TrxC

— Anabaena-TrxQ

L Synechocystis-TrxQ

Mycobacterium-Trx1

L Ecoli-Trx1
Brassica-TrxM

b Arabidopsis-TrxM

Tritificum-TrxM
Chlamydomonas-TrxsM

Anabaena-TrxA2
Synechococcus-TrxA

Anabaena-TrxA
_{:— Synechocystis-TrxA
Anabaena-Trx2
L Synechocystis-TrxB .

r— Brassica-TrxF
L Arabidopsis-TrxF
Chlamydomonas-TrxH

Brassica-TrxH

Nicotiana-TrxH

| | Arabidopsis-TrxH

Figura 35. Dendrograma representativo de las relaciones de identidad entre diferentes
secuencias de tiorredoxinas

El arbol filogenético es derivado del alineamiento de secuencias realizado con el programa Clustal X. Las
secuencias de las diferentes tiorredoxinas se obtuvieron de las bases de datos del EMBL-GeneBank y del
genomio de Anabaena sp. PCC 7120 (http://www kazusa.or jp/anabaena), y corresponden a los siguientes
organismos: Synechocystis sp. PCC 6803, Anabaena sp. PCC 7120, Synechococcus sp. PCC 7942,
Chlamydomonas reinhardtii, Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Triticum aestivum, Nicotiana tabacum,
Escherichia coli y Mycobacterium tuberculosis. Las proteinas de Synechocystis se muestran en 10jo.
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Como se puede observar en la figura, las tiorredoxinas TrxB, TrxC y TrxQ de Synechocystis
6803, aunque divergen significativamente en sus secuencias, s¢ agrupan dentro de las tiorredoxinas
tipo-m, apoyando aun mas el origen procariota de este tipo de tiorredoxinas (Hartman ez al., 1990),
siendo la proteina TrxC, la que parece estar mas alejada del resto.

La presencia en cianobacterias de varias tiorredoxinas con secuencias relativamente

divergentes, sugiere la existencia de papeles fisiologicos especificos para cada una de ellas.

4.2.2. Anilisis de la expresion de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, ftrC'y firV de Synechocystis
6803

4.2.2.1. Regulacion a nivel transcripcional de los genes trxA, trxB, trxC, trxQ, firC y firV, en

respuesta a los cambios luz-oscuridad.

Como primer paso en la caracterizacion del papel fisiologico de las diferentes tiorredoxinas
de Synechocystis 6803, procedimos a analizar mediante northern blot la expresion de estos genes en
respuesta a diversos factores ambientales, principalmente relacionados con la luz, ya que ésta ejerce
como el principal factor regulador de la expresion de numerosos genes en organismos fotosintéticos
(Mayfield et al., 1995; Tandeau de Marsac y Houmard, 1993). De forma adicional, también se
analizo la expresion de los genes firC y firV, que codifican las subunidades catalitica y variable de la
ferredoxinatiorredoxina reductasa (FTR) de Synechocystis (Kaneko et al., 1996).

Como se observa en la Fig. 8 (3.2.2.1), todos estos genes se detectan como un transcrito
unico cuando las células se cultivan en condiciones de iluminacién. Sin embargo, con la excepcion
del gen frxQ, la expresion de éstos se hacia casi indetectable tras incubar los cultivos durante 12 h
en oscuridad, lo cual indicaba que la luz ejercia un efecto de induccion en la transcripcion de los
genes trxA, trxB, trxC, firC, y firV. Aunque por otra parte, la adicion de glucosa al medio de cultivo
mnhibia en su mayor parte el descenso provocado por la oscuridad, sugiriendo que podria ser el
estado redox del pool de plastoquinonas y no la luz directamente quién controlaria finalmente la
expresion de dichos genes (Fig. 8). Ya que en Synechocystis, la glucosa se metaboliza a través del
ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, produciendo NADPH, que a su vez podria reducir al pool de
plastoquinonas (Aoki y Kato, 1983; Hirano ez al., 1980). Una regulacion redox similar a la que
ocurre en estos genes se ha descrito también para los genes gind y ginB y para el operén rbcLS en
Synechocystis 6803 (Reyes y Florencio, 1995; Garcia-Dominguez y Florencio, 1997; Mohamed y
Jansson, 1991). Por otra parte, también se observaba que los niveles del transcrito del gen frxQ no
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descendian mas alla del 60% tras 12 h en oscuridad (Fig. 8B), indicando que la transcripcion de este
gen no debe estar regulada directamente por el estado redox celular.

El descenso en los niveles de transcrito provocado por la oscuridad era bastante rapido en el
caso de los genes trxA, trxB, firC, y firV, alcanzandose en 1 h niveles inferiores al 20% de los
detectados en luz (Fig. 9). Como era de esperar el transcrito del gen f7xQ descendia bastante mas
lentamente al transferir las células a oscuridad, aunque tras 4 h en esta condicion se apreciaba un
descenso en los niveles, llegando a ser éstos de aproximadamente un 40% de los iniciales (Fig. 9).
Mas sorprendente era el comportamiento del gen #rxC en este tipo de transiciones luz-oscuridad a
tiempos cortos (Fig. 9), ya que los niveles del transcrito de este gen ascendian inicialmente al
transferir las células a oscuridad, alcanzandose en 30 min valores superiores al 160% de los
iniciales, para posteriormente comenzar a descender, aunque en este caso, tras 4 h en oscuridad los
niveles de transcrito del gen frxC aiin se¢ mantenian altos. Este comportamiento no se observaba
cuando las cinéticas se realizaban a tiempos mas largos (Fig. 10), aunque también se podia observar
que en el caso del gen #7xC, tras 4 h en oscuridad las células aiin presentaban niveles elevados de
transcrito. Por otra parte, la reiluminacion de los cultivos resultaba en un rapido ascenso de los
niveles de transcrito de todos los genes, incluidos los genes #7xC y frxQ, alcanzandose en 15 min
niveles incluso superiores a los iniciales. Sin embargo, los niveles de transcrito del gen trxB

solamente alcanzaban un 40% de los iniciales tras 30 min de reiluminacion.

Por otra parte, la adicion de rifampicina, que bloquea el inicio de la transcripcion, a cultivos
que estaban creciendo en luz y que inmediatamente se transferian a oscuridad, o bien se mantenian
en las mismas condiciones de iluminacion (Fig. 11), claramente indicaba que las diferencias
observadas en los niveles de mRNA de los diferentes genes en las transiciones luz-oscuridad estaban
debidas a diferencias en la tasa de transcripcion de éstos y no a una distinta estabilidad de los
transcritos de los diferentes genes. Se determiné una vida media para los transcritos de estos genes
que oscilaba entre 1,5-2,5 min, tanto en luz como en oscuridad. Vidas medias similares s¢ habian
calculado para otros mensajeros de Synechocystis 6803, como en el caso de los mRNA de los genes
ginA y ginN (Reyes et al., 1997).

Ademas, el uso en presencia de luz de los inhibidores fotosintéticos DCMU y DBMIB,
producia una caida de los niveles de transcrito similar a la producida por la oscuridad (figuras 10 y
12). Observandose con ambos inhibidores un descenso rapido en los niveles de los transcritos de los
genes trxA, trxB, firC y firV. Por otra parte, en el caso de los genes 7xC y trx(), se observaba un
aumento inicial de los niveles de los transcritos que posteriormente resultaba en un descenso lento de

dichos niveles. Estos resultados se asemejan bastante a los se observados en los experimentos de
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transicion luz-oscuridad a tiempos cortos (Fig. 9). No obstante, cuando la adicion de los inhibidores
fotosintéticos se realizaba a cultivos creciendo en luz en presencia de glucosa 10 mM (Fig. 14A 'y
B), s6lo el DBMIB, provocaba un descenso en los niveles de los transcritos.

Todos estos datos indicaban que el efecto de la oscuridad sobre la transcripcion de estos
genes no era debido a la ausencia de luz en si, sino al estado redox celular, y es probable por los
resultados obtenidos con los inhibidores fotosintéticos, que sea el estado redox del pool de
plastoquinonas el que esté involucrado en dicha regulacion.

Finalmente, la transcripcion del gen f7xQ no parece estar regulada por el estado redox
celular ya que responde muy lentamente a estos cambios, observandose descensos destacables en la
transcripcion de este gen solamente cuando las células se someten a periodos largos de oscuridad,
indicando que el descenso en la transcripcion de este gen podria estar debido a una disminucién
general de la transcripcion provocada por la ausencia de una fuente de energia que permita el
crecimiento y el metabolismo en unos niveles altos. La regulacién transcripcional mostrada por este
gen, sugiere que papel de esta tiorredoxina puede estar alejado del control redox del metabolismo
fotosintético.

4.2.2.2. Expresion diferencial de los genes #rxA, trxB, trxC, trx(Q, firC y firV, en respuesta a agentes
oxidantes.

La implicacion de tiorredoxinas en la respuesta que presentan las células al estrés oxidativo
ba sido descrita en distintos organismos. Por ejemplo, en la bacteria Oenococcus oeni, la presencia
de H;0, induce la expresion del gen frxd, que codifica una tiorredoxina en este organismo (Jobin et
al., 1998) igualmente en E. coli, la expresion del gen trxC, que codifica una segunda tlorredoxma, se
induce en respuesta a los tratamientos con H,O, (Ritz ef al., 2000). Finalmente, en Saccaromyces
cerevisiae también se ha descrito que los genes que codifican el sistema, tiorredoxina peroxidasa
(T'$A1), tiorredoxina (TRX2) y tiorredoxina reductasa (TRR!) (Kuge y Jones, 1994; Morgan ef al.,
1997; Godon et al., 1998; Lee et al., 1999), se inducen en presencia de H,0,.

Para comprobar si los genes que codifican el sistema tiorredoxina-reductasa:tiorredoxina en
Synechocystis 6803 se inducian por la presencia de agentes oxidantes, analizamos su expresion
mediante northern blot, tras afiadir a los cultivos H,;0, o menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona:
vitamina K3), ya que ambos compuestos producen especies de oxigeno reactivas que causan estrés
oxidativo en las células.

Los resultados obtenidos mostraban que la menadiona y no el HyO,, provocaba un fuerte
aumento de la transcripcion de los genes trxA, trxB y firC (Fig. 14). El H,0, tenia el efecto contrario
en los niveles de mRNA de estos genes, provocando un descenso de aproximadamente un 50% en los
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niveles de estos mensajeros cuando se utilizaba a la concentracion de 4 mM. Sin embargo la
expresion del gen trxQ presentaba una regulacion opuesta, descendiendo los niveles de mRNA de
este gen en presencia de menadiona y ascendiendo cuando se afiadia al medio de cultivo H;O,,
aunque el aumento de la transcripcion de este gen no era tan marcado como en el caso anterior. Por
altimo, la expresion del gen #rxC, no se afectaba por la adicion de menadiona, aunque si descendia

en presencia de H;O,.

El drastico aumento observado en los niveles de expresion de los genes trxd y trxB en
presencia de menadiona claramente indica que estas proteinas deben estar jugando algan papel en la
proteccion contra el estrés oxidativo, aumentos de la transcripcion del mismo orden se habian
descrito también en los genes trxC de E. coli y TRX2 de S. cerevisiae (Ritz et al., 2000; Morgan et
al., 1997). Sin embargo, los mecanismos de cémo estas proteinas pueden estar actuando no estan
claramente establecidos, aunque problemente estos mecanismos incluyan la reduccion de los
residuos metionina sulfoxido que se forman en las metioninas o los puentes disulfuro que se forman
entre cisteinas, por la accion de las especies de oxigeno reactivas y que inactivan a las proteinas
donde se forman. Las tiorredoxinas actuarian como agentes reductores para las metionina sulféxido
reductasas o para las peroxidasas; recientemente se ha descrito la existencia de una tiorredoxina
reductasa en Synechocystis 6803, la cual podria ser especifica para alguna de estas tiorredoxinas
(Yamamoto et al., 1999). Este mecanismo parece también implicar la reduccion de tiorredoxinas
mediante la FTR, ya que los niveles del transcrito del gen firC ascienden de forma parecida a como
lo hacen los de los genes trx4 y trxB.

Por otra parte, el comportamiento que presentan estas tiorredoxinas a la presencia de H;O,
es dificil de explicar, ya que s6lo aumentan los niveles de transcrito gen f7x(, descendiendo los de
los demas, incluidos los del gen firC. Quizas el H,0, produzca a estas concentracion€s daiios
irreparables en el aparato fotosintético que provoquen un descenso de la transcripcion de estos
genes, ya que a mayor concentracion de H,O, mas marcado es este efecto, y que solamente la
transcripcion del gen trxQ que parece ser independiente del proceso fotosintético, pudiera activarse
en estas condiciones. Aunque también este efecto se podria entender como una respuesta distinta al
estrés oxidativo producido por el H;O, que al producido por el anion superoxido. Recientemente se
ha demostrado por experimentos de complementacion en S. cerevisiae que las tiorredoxinas-m,
presentes en A. thaliana, muestran distinta eficiencia en la proteccion al dafio provocado por €l H;0,
en este organismo (Issakidis-Bourguet et al., 2001), lo que corroboraria en cierta medida la
existencia de diferencias en la respuesta de las tiorredoxinas de Synechocystis al estrés oxidativo
provocado por diferentes agentes oxidantes. De todas formas claramente podemos concluir que los

genes trxA, trxB y trx() aumentan la expresion en presencia de agentes que producen especies

132



Discusion

oxidantes en el interior celular, sugiriendo una implicacion de estas tiorredoxinas en los procesos de

proteccion que presentan las c€lulas al dafio producido por el estrés oxidativo.

4.2.3. Generacién y caracterizacion de estirpes mutantes de los genes trxB, trxC'y trxQ

La inactivacién de genes de Symechocystis 6803 por insercion en éstos de genes que
confieren resistencia a antibioticos ha sido una técnica ampliamente utilizada en la generacion de
mutantes de este organismo (Williams, 1988). Con anterioridad a este trabajo se habia demostrado
que el gen trxd de Synechocystis 6803 (Navarro y Florencio, 1995), al igual que ocurria con el gen
trxM de Anacystis nidulans (Muller y Buchanan, 1989), eran esenciales para el crecimiento de estas
cianobacterias. Para analizar si las tiorredoxinas TrxB, TrxC y TrxQ eran o no esenciales para el
crecimiento de Synechocystis 6803 y con objeto de analizar in vivo las posibles funciones de estas
tiorredoxinas, llevamos a cabo la interrupcion de los genes #rxB y frxQ con el casete de resistencia a
kanamicina CKI1 y la del gen #xC con el casete de resistencia a cloramfenicol C.C1. Las
mutaciones de los genes trxB y trx() se segregaron completamente en el genomio de Synechocystis,
pero la mutacion del gen #7xC no fue posible segregarla por completo (Fig. 17), indicando que la
proteina TrxC era necesaria, al menos en las condiciones de cultivo analizadas, para el crecimiento
de Synechocystis, mientras que las proteinas TrxB y TrxQ parecen ser dispensables para el

crecimiento esta cianobacteria en las mismas condiciones de cultivo.

Los estudios de la tasa de crecimiento en condiciones fotoautotroficas de las estirpes
mutantes de los genes f7xB, trxC y frx() denominadas respectivamente STXB1, STXC1 y STXQ1
mostraban que las estirpes STXB1 y STXQ1 presentaban unas tasas de crecimiento practicamente
iguales a la de la estirpe silvestre (Fig. 18), indicando que las mutaciones simples de estos genes no
deben afectar en absoluto a la capacidad para crecer fotoautotroficamente de Synechocystis 6803.
Sin embargo, la estirpe STXC1 presentaba durante los primeros dias de cultivo una tasa de
crecimiento claramente disminuida con respecto a la estirpe silvestre, aunque cuando los cultivos de
esta estirpe alcanzaban una concentracion de clorofila de aproximadamente 2 pg/mi la tasa de
crecimiento se recuperaba y alcanzaba valores similares a los de las demas estirpes.

Dado que en un principio el efecto que tenia sobre el crecimiento de Synechocystis, la
mutacion del gen frxC, so6lo era detectable durante las primeras etapas del cultivo sugeria un posible
papel de esta tiorredoxina en la fase exponencial de crecimiento y que estd funcion podria ser
dispensable cuando las células alcanzaban la fase estacionaria de crecimiento. Un efecto similar
aunque opuesto, de separacion temporal de las funciones de una proteina, se ha descrito
recientemente en Synechocystis 6803 con la enzima NADP-GDH, esta enzima presenta la maxima
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actividad cuando los cultivos alcanzan la fase estacionaria, siendo esencial para el crecimiento de
esta cianobacteria solamente en esta fase (Chavez et al., 1999)

Por otra parte, la determinacion en condiciones de iluminacion saturantes, de la velocidad de
desprendimiento de oxigeno de las diferentes estirpes mutantes mostraba, que como ocurria con la
tasa de crecimiento, las estirpes STXB1 y STXQ1 exhibian valores similares a los de la estirpe
silvestre (Tabla 10), pero la estirpe STXCI1 presentaba una tasa de desprendimiento de oxigeno
fuertemente disminuida con respecto a la estirpe silvestre (Tabla 10). Este resultado sugeria que el
fenotipo mostrado por esta estirpe podria estar debido mas, a una alteracion de la capacidad
fotosintética de las células que a una funcion especifica de esta tiorredoxina relacionada con la fase
de crecimiento. Las diferencias en la tasa de crecimiento observadas, podrian estar debidas a que
durante la fase exponencial, la capacidad fotosintética maxima de la estirpe STXC1 no podria
mantener la misma tasa de crecimiento que la estirpe silvestre, siendo ésta bastante inferior a la
mostrada por la estirpe silvestre. Cuando el crecimiento de los cultivos se hace mas lento,
probablemente porque la luz que llega a cada célula es bastante menor, debido a la sombra que s¢
dan unas a otras, la actividad fotosintética de los cultivos desciende, y la capacidad fotosintética
presentada por la estirpe STXCI seria suficiente para mantener una tasa de crecimiento equivalente
a la de la estirpe silvestre y entonces no se observarian diferencias entre las velocidades de
crecimiento de ambas estirpes, alcanzando finalmente los cultivos concentraciones de c€lulas

bastante similares.

El cultivo de las estirpes silvestre y STXC1 bajo distintas intensidades luminosas, que iban
desde luz tenue (10 pE'm™s™) a luz de intensidad alta (150 y 500 pE'm™s™) pasando por luz de
intensidad moderada (50 pE'm”s™), que es la utilizada normalmente para cultivar Synechocystis;
mostraba por una parte, que la estirpe mutante apenas era capaz de crecer bajo intensidades
luminosas superiores a 10 pE'm”s” (figuras 20 y 21) y que ademas a partir de 50 pE'm’s” de
intensidad de luz, los cultivos de esta estirpe tomaban una tonalidad amarillenta-anaranjada mucho
mas marcada incluso que en la estirpe silvestre cuando ésta se cultivaba a 500 pE'm’s’ de
intensidad de luz (Fig. 19), donde se ha descrito que las células como mecanismo de proteccion
acumulan carotenoides (Goodwin, 1980; Hirschberg y Chamovitz, 1994). Es mas, la composicion
de carotenoides de la estirpe STXCI, no era distinta que la de la estirpe silvestre en estas mismas
condiciones, lo que eliminaba la posibilidad de que fuera un anormal acimulo de carotenoides lo que
estaba provocando esta coloracion.

Por otra parte la determinacion de las concentraciones de ficobiliproteinas; ficocianina y
aloficocianina en células de las estirpes silvestre y STXC1 cultivadas en 10 6 en 50 pE'm’”s” de
intensidad de luz, mostraba que mientras a 10 pE'm™s”', ambas estirpes presentaban cantidades de
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ficocianina y aloficocianina muy similares, a 50 puE-mZ’ los cultivos de la estirpe STXC1
presentaban aproximadamente la mitad de ficobiliproteinas que la estirpe silvestre, cuando esta se
calculaba en relacion a la cantidad de clorofila de los cultivos. Este resultado junto al hecho de que
los cultivos crecian mas en proporcion a la cantidad de proteina total de las células que en
proporcion a la cantidad de clorofila (figuras 20 y 21), indicaban que probablemente estaba
ocurriendo un proceso de degradacion de los fotosistemas provocado en principio, por la intensidad
de luz recibida.

La proteina D1 es una subunidad clave en los procesos de fotodegradacion del PSII. El
mantenimiento del PSII en estado funcional se consigue fundamentalmente por un equilibrio rapido
entre la sintesis y la degradacion de esta proteina (Samuelsson ef al., 2087). En cianobacterias se ha
demostrado que la tasa de sintesis de la proteina D1 esta regulada a nivel transcripcional, y que la
luz es el principal efector de la transcripcion de los genes psbA (Mohamed y Jansson, 2089, Golden,
2095). Dado que en Synechococcus 7942, la expresion diferencial de las distintas copias del gen
psbA, que provoca la iluminacion con luz de distintas intensidades parece estar regulada por un
agente que reduce grupos tioles (Sippola ef al., 1999), ya que la adicién a los cultivos de DTTred,
que reduce grupos tioles, provoca el mismo efecto en la transcripcion de los genes psbAII-II que la
iluminacioén con luz de alta intensidad y por otra parte el acido o-iodosobenzoico y la diamida que
oxidan grupos tioles tienen el efecto opuesto, hacia pensar que la tiorredoxina TrxC pudiera estar
implicada en Synechocystis en la regulacion de la transcripcion de los genes psbA,y que el mutante
STXC1 no pudiera regular la sintesis de la proteina D1 para adaptarse a las condiciones de mayor
intensidad de luz, aunque hay que destacar que en Synechocystis la regulacion de la transcripcion de
estos genes por luz es distinta a la que ocurre en Synechococcus (Mohamed ef al., 1993; Scahefer y
Golden, 1989). Sin embargo, ¢l analisis de los niveles de transcrito de los genes psbA2-3, en células
de las estirpes silvestre y mutante iluminadas con luz de 10 6 50 pE-m?s” de intensidad, mostraba
que ambas estirpes STXC1 presentaban niveles de transcrito similares (Fig. 21), indicando que la
estirpe STXC1 no estaba afectada en la transcripcion de estos genes.

Por otro lado, como la vida media de los transcritos de los genes psbA en Synechocystis
pasa a ser de 7 h en condiciones de oscuridad a 15 min en condiciones de iluminacion (Mohamed y
Jansson, 1991), sugiriendo que posiblemente la traduccion de estos mensajeros esté provocando la
distinta estabilidad de los mismos, y por otra parte se ha descrito que en C. reinhardtii la traduccion
del gen psbA parece estar regulada por la reduccion mediante tiorredoxinas, de proteinas que se unen
a la region 5” del mRNA de este gen (Trebitsh ef al., 2000), parecia probable que la tiorredoxina
TrxC pudiera estar implicada en la traduccion de los genes psbA en Synechocystis 6303. El analisis
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de las vidas medias de los mRNA de los genes psbA en las estirpes silvestre y STXC1 de
Synechocystis 6803, claramente indicaba que no existian diferencias en la estabilidad de los
mensajeros de estos genes entre ambas estirpes (Fig. 21), indicando que probablemente la estirpe
STXC1 no estaba afectada en la traducibilidad de los mensajeros de los genes psbA.

Finalmente los estudios de inmunodeteccion mediante western blot de la proteina D1,
realizados en muestras de las estirpes silvestre y STXC1 cultivadas a 10 y 50 pE-m’s’ de
intensidad de luz, utilizando anticuerpos contra la proteina D1 de espinaca (Fig. 21), ponian de
manifiesto que la estirpe STXC1 no estaba afectada en los niveles de esta proteina, descartando
totalmente la posibilidad de que el fenotipo observado en la estirpe STXC1, cuando se cultivaba a
intensidades de luz superiores a 10 pE'm?s”, estuviera debido a un proceso de degradacion de la
proteina D1 y por tanto podiamos también descartar que el PSII se estuviera afectando, ya que estd
proteina es la principal diana en los procesos de fotodegradacion que afectan a este fotosistema (Aro
etal., 1983) |

Aunque se considera al PSIT mas sensible a los procesos de fotoinhibicion que el PSI (Aro et
al., 1993), una vez excluida la implicacion del PSII en ¢l fenotipo mostrado por el mutante STXCI,
procedimos a analizar si el PSI estaba o no afectado en esta estirpe mutante.

El primer paso fue el analisis de los niveles de transcrito de los genes psad, psaB 'y psaC.
Los polipéptidos PsaA y PsaB estan formando el micleo central del PSI (Fish y Bogorad, 1986) y
junto a PsaC, son los unicos polipéptidos del PSI que contienen cofactores redox (Ikeuchi, 1992).
Por este ultimo motivo, se escogieron como los polipéptidos del PSI con mas probabilidades de ser
dianas de la tiorredoxina TrxC. Sin embargo los niveles de transcrito detectados tanto con la sonda
de! gen psaA, que hibridaba ademas de con ¢l mRNA del gen psaA, con el cotranscrito de los genes
psaA-psaB (Fig. 25) (Smart y Mclntosh, 1991), como con la sonda del gen psaC (Fig. 25), fueron
practicamente idénticos en ambas estirpes, con lo que también se podia descartar que la estirpe
STXC1 estuviese afectada en la transcripcion de estos genes.

El siguiente paso fue la deteccion mediante western blot en las estirpes silvestre y mutante
de los niveles de proteinas del PSI. Esto se llevo a cabo utilizando anticuerpos policlonales obtenidos
contra el complejo completo del PSI de espinaca. En este caso encontramos que aunque los
anticuerpos reaccionaban con una sola banda en las muestras de Synechocystis, los niveles de esta
aparecian claramente disminuidos en las muestras correspondientes a la estirpe STXCI cultivada a
50 uE-m”s™ (Fig. 26), indicando que la estirpe STXC1 esta afectada en los niveles de al menos uno
de los polipéptidos que conforman el PSI. Por ¢l tamafio de la banda, aproximadamente 17 kDa, ésta
podria corresponderse con las subunidades PsaF o Psal,, cuyos tamafios deducidos son 16 kDa y 17

kDa respectivamente. La aparicion de una sola banda en el western no nos permite confirmar que las

136



Discusion

demas subunidades del PSI estén también afectadas, pero el fenotipo tan drastico presentado por la
estirpe mutante cuando se cultiva a intensidades de luz superiores a 10 uE-m”s” sugiere que el

proceso de fotodegradacion debe afectar a la mayor parte de los polipéptidos del PSI.

Este proceso de fotodegradacion del PSI podria estar provocado quizas, por una
incapacidad de la estirpe mutante para eliminar de manera eficaz las especies de oxigeno altamente
reactivas que se forman durante el transporte fotosintético de electrones. La tiorredoxina TrxC
podria estar implicada en la activacion de los mecanismos de eliminacion de estas especies, como
por cjemplo, en la activacion de enzimas como la superdxido dismutasa para la eliminacion del
radical superoxido (0,). La inactivacion del gen sodB en Synechococcus 7942 que codifica una
superoxido dismutasa dependiente de Fe (FeSOD) (Herbert et al.,, 1992), provocaba en esta
cianobacteria un fenotipo similar al del mutante STXCI1, la reaccion llevada a cabo por la
superoxido dismutasa produce H;0, y O, el H;0, es reducido a HyO por la peroxidasa o por la
catalasa, la actividad de estas enzimas también podrian ser objeto de regulacion en Synechocystis de

la tiorredoxina TrxC.

Por otra parte, esta tiorredoxina también podria estar mediando la activacion de alguna de
las enzimas del ciclo reductivo de las pentosa fosfato como por ejemplo a la fosforibuloquinasa, a la
fructosa-1,6-bisfosfatasa o a la seudoheptulosa-1,7-bisfosfatasa que en plantas son activadas in vivo
por tiorredoxinas tipo (Buchanan, 1980, Tabita, 1988, Knaff, 1989). Si la actividad de estas
enzimas no aumenta cuando en las células aumenta la tasa fotosintética, podria generarse un
excedente de poder reductor que podria provocar la fotoinhibicion del PSI. Una mutacién puntual en
el gen que codifica la fosforibuloquinasa de Synechocystis 6803, provocaba que las células pudieran
crecer fotosintéticamente iluminando los cultivos con luz tenue, pero eran incapaces de hacerlo
cuando se iluminaban con luz de mayor intensidad (Su y Bogorad, 1991).

El fenotipo de la estirpe STXC1 podria también ser explicado en parte porque los procesos
de fotodegradacion que afectan al PSI son irreversibles debido a la falta de mecanismos de
reparacion (Sonoike, 1996), lo que podria estar provocando que la fotoinhibicion se estuviera
observando solamente a nivel del PSI y no a nivel PSH donde existe una alta tasa de recambio de la
proteina D1. .

Un estudio mas extenso de la estirpe STXC1 sera necesario para definir las causas finales
del fenotipo observado, aunque los estudios realizados hasta ahora parecen apuntar a que la
tiorredoxina TrxC debe tener un papel importante, bien en la proteccion del PSI de los agentes
oxidantes producidos durante ¢l transporte fotosintético de electrones, o bien en la aclimatacion de

las células a los cambios en la intensidad luminosa recibida, recientemente se ha descrito que el gen
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pmgA de Synechocystis 6803, esencial para mantener el crecimiento mixotréfico de esta
cianobacteria, esta implicado en la regulacion de la estequiometria entre ambos fotosistemas (Hihara
et al., 1992). De todas formas tampoco se puede descartar que esta tiorredoxina esté implicada en la
activacion de algunas de las enzimas del ciclo reductivo de las pentosa fosfato.

4.2.4. Generacioén y caracterizacion de mutantes del gen trx4 de Synechocystis 6803

Como se ha comentado en varios apartados de este trabajo, el gen trx4 de Synechocystis
6803 es esencial tanto para el crecimiento fotoautotréfico como heterotrofico de esta cianobacteria
(Navarro y Florencio, 1995). Anteriormente se habia descrito que el gen #rxM también era esencial
para el crecimiento fotoautotrofico de Synechococcus 7942 (Muller y Buchanan, 1989). Por tanto
no era posible la segregacion total de las mutaciones de estos genes en los genomios de las citadas
cianobacterias. Con objeto de poder estudiar in vivo las posibles funciones que pudiera realizar esta
tiorredoxina en Synechocystis 6803, llevamos a cabo la generacion de una estirpe mutante, STXAL,
en la cual el gen trx4 se encontraba bajo el control del promotor del gen petJ, este gen codifica el
citocromo cs de Synechocystis 6803 (Zhang et al., 1992). Como se comenta en el apartado 3.2.6, la
expresion del gen petJ se reprime por la presencia de cobre en el medio de cultivo, a la vez que se
induce la expresion del gen petE que codifica la plastocianina de esta cianobacteria (Zhang et al.,
1992). Como también se comenta en el mismo apartado, en nuestro laboratorio se estaba utilizando
con éxito la expresion regulada por cobre desde promotor del gen pet/ de genes esenciales cuya
inactivacion no podia ser segregada completamente (Garcia-Dominguez, comunicacion personal).

La sustitucion en ¢l cromosoma de Synechocystis 6803 del promotor del gen trxA por el del
gen petJ, se segregod totalmente cultivando esta estirpe en presencia de kanamicina, en un medio
BG11c donde se habia eliminado totalmente de su composicion el CuSO,. Este medio denominado
BG11-Cu®, se utilizé en todos los experimentos Ilevados a cabo con esta estirpe. Con objeto de
reprimir la expresion del gen 7xA en la estirpe STXA, se afiadia al medio de cultivo CuSO, a una
concentracion final de 5 pM.

Sin embargo, cuando se analizé la expresion regulada por cobre de este gen en la estirpe
STXA1 (Fig. 28A), se observaba que aunque inicialmente los niveles de mRNA del gen x4
desaparecian casi completamente tras la adicién de cobre al medio de cultivo, estos volvian a
alcanzar niveles similares a los iniciales cuando habian transcurrido 4 h de la adicion del cobre. Al
ser este comportamiento bastante sorprendente, ya que la concentracion de cobre que estabamos
usando deberia ser suficiente para mantener reprimida la transcripcion desde el promotor del gen
petJ, durante al menos 98 h (Zhang ef al., 1992), procedimos a analizar la regulacion de los genes
petJ y petE, en esta estirpe y en la estirpe silvestre (Fig. 28B-C). El resultado obtenido fue aun mas
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sorprendente, ya que mientras en la estirpe silvestre la expresion de ambos genes se regulaba como
era esperado (Zhang et al., 1992), en la estirpe STXAI la expresion de estos genes se presentaba
desregulada de la misma forma que ocurria con la del gen trx4, es decir, tras 4 h de la adicion de
cobre, se perdia la regulacion y los niveles de transcrito de estos genes volvian a ser similares a los
iniciales. Ademas en la estirpe STXA1 los niveles de transcrito del gen petE que se alcanzaban tras
la adicion de cobre, eran bastante inferiores a los detectados en la estirpe silvestre (Fig. 28C).

La hipétesis de una regulacion ciclica de estos promotores dependiente de los niveles de
tiorredoxina TrxA, fue en parte rechazada por el estudio de la expresion de este gen a tiempos mas
largos en la estirpe STXA1 (Fig. 29). Donde se comprobaba que una vez que los niveles de
transcrito del gen f7xA ascendian a valores similares a los iniciales, éstos no volvian a descender al
menos en las 12 h siguientes a la adicion del cobre. Si la hipotesis hubiese sido valida, esperariamos
que los niveles de transcrito del gen #rx4 hubieran descendido de formar similar a como lo hacian

inicialmente, una vez que éstos alcanzaban niveles similares a los iniciales.

Los estudios de la regulacion transcripcional de estos genes llevados a cabo en la estirpe
mutante STXA1.2, generada en una nueva transformacion con el plasmido pTXAS, mostraban que
en esta nueva estirpe, la expresion mediada por cobre de los genes pet), petE y trxA seguia
desregulada de la misma manera que en la estirpe STXA1 (Fig. 30). Por otra parte también se
comprobaba que la expresion del operén mssA (Fig. 30), que se induce por la presencia de cobre en
el medio de cultivo (Lopez-Maury, comunicacion personal), presentaba el mismo patrén de
expresion que en la estirpe silvestre, indicando que la desregulacion de los promotores inducidos o
reprimidos por cobre no era general, sino que mas bien debia estar limitada a los genes que
implicasen el mismo sistema de regulacion que el de los genes pet)y petE.

Es interesante indicar que los niveles de transcripcion del gen t7x4 detectados en las estirpes
STXA1 y STXA1.2, eran de partida bastante mas bajos que los detectados en la estirpe silvestre,
indicando que la expresion del gen #7xA desde su propio promotor era mayor que desde el promotor
del gen petJ. Estos niveles inferiores de transcrito del gen #rxA podrian ser una de las causas que
provocasen la desregulacion de estos promotores.

Por otra parte, en la estirpe STXA1.2 la regulacion de la expresion de los genes petJ y petE
que provocaba las transiciones luz-oscuridad no se veia alterada, presentando los mismos niveles de
transcrito que la estirpe silvestre (no mostrado).

Sin embargo, ¢l analisis de la expresion de los genes petJ y petE en una estirpe mutante de
Synechocystis en la que se habia seguido la misma estrategia que en estos mutantes, en la sustitucion
¢l promotor del gen ginB por el del gen petJ (concesion de Garcia-Dominguez), mostraba que en
esta estirpe, la expresion de los genes petJ y petE mantenia la misma regulacion por cobre que en la
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estirpe silvestre, sugiriendo que no debia ser la duplicacion del promotor del gen petJ, la causa de la

desregulacion observada en las estirpes STXA1 y STXAL.2.

Para comprobar si la expresion en estas estirpes del gen frxd desde su propio promotor
restauraba la regulacion de los promotores de los genes pet y petE, se generé una nueva estirpe
mutante derivada de STXA1.2, la cual contenia insertada una copia del gen frx4 bajo el control de
su propio promotor en el Jocus del gen ginN (Fig.31), que codifica la glutamina sintetasa tipo III de
Synechocystis 6803 (Reyes y Florencio, 1994). En esta nueva estirpe denominada STXA2, los
niveles de mRNA del gen trx4 se mantenian en niveles similares a los iniciales, tras la adicion de
CuSO0, 5puM, aunque en las dos primeras horas se detectaba una cierta disminucion de los niveles de
mRNA de este gen, pero que no llegaba ni siquiera a ser del 20% (Fig. 32). Sin embargo en esta
nueva estirpe la expresion de los genes petJ y petE seguia desregulada de la misma forma que en las
estirpes STXA1 y STXA1.2, demostrando que niveles de transcrito del gen #7x4 y por lo tanto de
proteina TrxA similares a los silvestres, no recuperaban la regulacion de estos promotores,
descartando una implicacion de la tiorredoxina TrxA, en la regulacion mediada por cobre de los
promotores de los genes petJ y petE.

Con los datos de expresion de los genes trxA, petJ y petE obtenidos con las distintas estirpes
mutantes generadas en este trabajo, se hace dificil encontrar una explicacion al fenotipo mostrado
por dichas estirpes. Porque ya que si en un principio parecia, que podia existir una implicacion de la
proteina TrxA en la regulacion de estos promotores, debido a que era, cuando el transcrito del gen
trxA desaparecia tras la adicion de cobre, cuando se perdia la regulacion de los promotores. Esta
hipétesis se veia rechaza, porque cuando en las células se alcanzaban los niveles de transcrito
iniciales, el sistema no recuperaba la regulacion, manteniéndose alta la transcripcion del gen' x4, al
menos durante 8 h después de haber alcanzado los niveles iniciales.

Por otra parte, la generacion de la estirpe STXA2 que mostraba niveles de transcripcion del
gen frxA similares a los de la estirpe silvestre y constantes durante el transcurso de los experimentos,
y que mantenia desregulados los promotores petJ y petE, descartaba que fueran los niveles mas
bajos de expresion del gen frx4 desde el promotor del gen petJ lo que provocaba la desregulacion.

Por ultimo el analisis de la expresion de estos genes llevado a cabo en otra estirpe que
presentaba una duplicacion similar del promotor petJ, indicaba que tampoco era la duplicacién del
promotor per se, lo que provocaba ¢l fenotipo.

Teniendo en mente estos datos, la hipétesis que proponemos para explicar estos resultados
seria la siguiente: 1) La expresion del gen petJ requeriria de un activador que presentaria afinidad

por el promotor de este gen en ausencia de cobre. 2) En presencia de cobre este activador perderia la
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afinidad que tiene por el promotor del gen petJ, debido a que se le uniria una molécula correpresora,
que podrian ser directamente iones Cu®*, o bien otra molécula, probablemente una proteina, que
detectaria la presencia de cobre. A su vez este activador con el correpresor unido, tendria afinidad
por ¢l promotor del gen petE activando su expresion. 3) Los bajos niveles de expresion que presenta
el gen frx4 desde el promotor petJ, harian que se seleccionaran positivamente mutaciones que
aumentasen la afinidad del activador por el promotor, obteniéndose asi mayores niveles de
transcripcion de este gen cuya inactivacion es inviable y los niveles de transcripcion en la estirpe
silvestre son altos (Navarro ef al., 2000). 4) Estas mutaciones conllevarian la perdida de afinidad del
activador por el correpresor, con lo cual también perderia afinidad por el promotor del gen petE. 5)
La adicion de altas concentraciones de cobre, por ¢jemplo 5 uM, provocaria que hubiese dentro de
las células grandes cantidades de moléculas correpresoras que inicialmente reprimirian la expresion
desde el promotor del gen pet) y activarian la expresion del gen perE. 6) Una vez que la célula
detecta las altas concentraciones de cobre intracelular, activaria los sistemas de excrecion de cobre,
por ejemplo del operon mssA, y los niveles de estos iones descenderian en el interior celular hasta
valores que permitieran el normal crecimiento de las células. Este descenso de los niveles
intracelulares de cobre conllevaria también un descenso del nimero de moléculas correpresoras del
activador del promotor petJ, y este activador mutado que presenta baja afinidad por el correpresor,
se volveria a unir al promotor petJ, recuperandose de nuevo los niveles iniciales de expresion.

Este proceso no tendria lugar en el mutante del gen glnB, debido a que la expresion de este
gen en Synechocystis es mas baja que la que presenta desde el promotor del gen petJ, e incluso este
mutante requiere de la presencia de ciertas cantidades de cobre en el medio de cultivo para el normal
crecimiento (Garcia-Dominguez, comunicacion personal).

Esta hipotesis totalmente teorica, necesitaria de muchos resultados empiricos para su
demostracion y claramente dirigiria esta investigacion hacia objetivos que no son lc;s inicialmente
concebidos en este trabajo, aunque sin lugar a dudas, el estudio de la regulacion de estos promotores
seria un proyecto de investigacion realmente interesante.

La conclusion que podemos sacar de estos resultados es que probablemente, el
requerimiento de altas cantidades de proteina TrxA, para el crecimiento de Synechocystis, impide la
inactivacion de este gen, incluso temporalmente.
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1. La cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120 posee un tunico gen, gisF, que codifica glutamato
sintasas. La secuencia del gen gisF, 4647 pb, codifica una proteina de 1549 aminoacidos con una
masa molecular calculada de 170 kDa. El analisis de la comparacion de la secuencia de aminoacidos
deducida indica que el gen gisF codifica una glutamato sintasa dependientc de ferredoxina (Fd-
GOGAT).

2. Se ha demostrado; mediante medidas de actividad Fd-GOGAT, experimentos de inmunodeteccion,
y analisis de la expresion del correspondiente gen gisF, que esta enzima no se encuentra presente en el
heterocisto de Anabaena 7120. Lo que sugiere una clara compartimentacion del metabolismo del
nitrogeno entre ¢l heterocisto y las células vegetativas.

3. La cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 presenta cuatro genes denominados trx4, trxB, ter
y trxQ, que codifican tiorredoxinas. Adicionalmente al gen #rxA, el gen #rxC, resulta esencial para el
crecimiento fotoautotrofico de esta cianobacteria. Mientras que los genes #rxB y trx() son
dispensables para el normal crecimiento de ésta.

4. Los genes trxA, trxB y trxC estan regulados a nivel transcripcional en esta cianobacteria por
cambios en el estado redox celular. La regulacion de la transcripcion del gen frx(Q no parece estar
regulada por estos cambios.

5. El estrés oxidativo induce fuertemente la expresion de los genes frx4 y trxB y en menor medida la
expresion del gen 7xQ. La expresion del gen trxC por el contrario, no se afecta en estas condiciones.

6. Los mutantes del gen #7xC presentan, pese a no segregar completamente la mutacion, un fenotipo
pleiotropico que les impide crecer a intensidades de luz moderadas. Este fenotipo tiene como primer
resultado la destruccién de al menos uno de los polipéptidos que componen el fotosistema 1.
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