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I.INTRODUCCION



LAS CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias constituyen un grupo amplio y bien definido de
procariotas fotoautétrofos cuya principal caracteristica es la de llevar a cabo una
fotosintesis oxigénica similar a la de algas verdes y plantas superiores (Wolk, 1973;

Stanier y Cohen-Bazire, 1977).

Desde el punto de vista morfolégico se distinguen dos tipos fundamentales
de cianobacterias : unicelulares, englobadas en las Secciones Iy II de la
clasificacion propuesta por Rippka et al. (1979), segln tengan o no la capacidad de
formar endosporas, y filamentosas, clasificadas en las Secciones III, IVy V. En
estas ultimas, las células se presentan agrupadas formando tricomas Stanier y
Cohen-Bazire, 1977). A partir de los tricomas de los dos ultimos grupos se pueden
diferenciar, creciendo en dinitrégeno, unas células especializadas en la fijacién de
nitrégeno: los heterocistos, que proporcionan un ambiente sin oxigeno, necesario
para que sea estable la nitrogenasa, enzima que cataliza la reduccién de

dinitrégeno a amonio.

La principal via de asimilacién de carbono en estos organismos la constituye
la ruta oxidativa de las pentosas fosfato, aunque hay evidencias de que la
asimilacion de 14CO2 en el 4acido 3-fosfoglicérico no es la uUnica via de
incorporacion de carbono en cianobacterias. Asi, Richter (1961) en Synechococcus
PCC 6301 y Weathers y Allen (1978) en Synechocystis PCC 6308, han
demostrado el marcaje de glutamato, aspartato, alanina y fosfoenolpiruvato a partir

de 14COy, indicando que la incorporacion de CO» a través de las enzimas



fosfoenolpiruvato carboxilasa y piruvato carboxilasa puede ser importante en estos

organismos.

Sélo una minoria de las especies de cianobacterias estudiadas hasta el
momento son capaces de crecer en condiciones aerébicas en oscuridad
empleando un sustrato organico (Rippka, 1972; Stanier, 1973), presentando
algunas, entre ellas Synechocystis PCC 6803, la capacidad potencial de crecer
fotoheterotroficamente (Rippka et al., 1979). Si bien las cianobacterias poseen las
enzimas glucoliticas y la mayoria de las enzimas del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, estas rutas no operan con un caracter catabdlico, sino que
desempefan funciones biosintéticas. Esto es debido a que estos organismos
carecen del complejo enzimatico de la a-cetoglutarato deshidrogenasa y de
succinil-CoA sintasa, por lo que el ciclo de los é&cidos tricarboxilicos queda

incompleto tras la sintesis de a-cetoglutarato (Smith et al., 1967).

Las cianobacterias pueden usar el nitrato o el amonio como unicas fuentes
de nitrogeno para su crecimiento y algunas de ellas presentan la capacidad
adicional de fijar nitrdgeno atmosférico. Cuando esta presente més de un tipo de
fuente nitrégenada , se observa un preferencia en su utilizacion (amonio antes que
nitrato y éste a su vez antes que dinitrégeno), lo cual es un reflejo del control al que
esta sujeto el metabolismo del nitrdgeno en cianobacterias. Las estirpes utilizadas
en este trabajo, Synechocystis PCC 6803 y Synechococcus PCC 6301, son
cianobacterias unicelulares pertenecientes a la Seccién I, capaces de utilizar para

su crecimiento tanto nitrato como amonio, pero no nitrégeno atmosférico (Rippka et

al., 1979).



La asimilacion de amonio, incorporado directamente del medio o bien
producido por la reduccién del nitrato o del dinitrégeno atmosférico, tiene lugar en
cianobacterias a través de la accidn secuencial de las enzimas glutamina sintetasa
(GS) (L-glutamato:amonio ligasa [ADP sintetasa], EC 6. 3. 1. 2) y glutamato sintasa
(GOGAT) (L-glutamato:ferredoxina oxidorreductasa [transaminante] EC 1. 4. 7. 11),
las cuales forman la denominada ruta GS-GOGAT. Son multiples las evidencias
existentes en cianobacterias acerca del papel preponderante de esta ruta en la
asimilacién de amonio (Stewart et al., 1975; Meeks et al., 1977; Meeks et al., 1978).
En ella, la formacién neta de una molécula de glutamato a partir de una de amonio
y otra de «-cetoglutarato requiere una molécula de ATP y dos equivalentes de

poder reductor. Un resumen del proceso se recoge en el esquema siguiente :

ATP ADP, Pi a.-cetoglutarato transaminasas

+ E +2e” 4\
NH 4 Glutamina Glutamato + Glutamato
GS GOGAT /

La mencionada ruta GS-GOGAT junto con la enzima glutamato
deshidrogenasa (GDH), constituyen las principales vias de asimilacion de amonio
en microorganismos. En cianobacterias se ha detectado actividad GDH en algunas
especies, aunque en la mayoria de ellas estos niveles son extremadamente bajos
(Stewart, 1980). En Synechocystis PCC 6803 se detectan niveles considerables de
esta actividad enzimatica, siendo la primera cianobacteria donde se ha purificado

hasta homogeneidad una glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH



(Florencio et al.,, 1987). Sin embargo, el posible papel de esta enzima en la

asimilacion de amonio en Synechocystis PCC 6803 permanece aun sin esclarecer.

Si bien son conocidos numerosos aspectos del metabolismo de las
cianobacterias, la genética de estos organismos no ha sido desarrollada hasta
hace pocos afos, debido fundamentalmente a la incapacidad de introducir material
genético en la mayoria de las especies estudiadas. Asi, de cerca de 300 estirpes de
cianobacterias disponibles como cultivos axénicos, so6lo 10, todas ellas
unicelulares, son transformables por ADN (Tandeau de Marsac y Houmard, 1987).
En las cianobacterias capaces de ser transformadas con ADN, entre ellas
Synechocystis PCC 6803 (Grigorieva y Shestakov, 1982), este proceso parece ser
natural, no requiriendose ningun tratamiento quimico concreto. Mas recientemente,
Wolk et al. (1984) han desarrollado un sistema de transferencia genética mediante
conjugacién desde Escherichia coli hasta la cianobacteria. Este sistema ha sido
empleado con éxito en las estirpes del género Anabaena , permitiendo el desarrollo
del estudio de la biologia molecular de la fijacion de nitrégeno en los heterocistos,

asi como del proceso de diferenciacion de este tipo particular de células.

LA GLUTAMINA SINTETASA

El importante papel que desempeia la glutamina sintetasa en la asimilacion
de amonio ha determinado que sean numerosos los estudios realizados sobre ella,
pudiéndose afirmar que es en la actualidad una de las enzimas mejor conocidas.
La glutamina sintetasa cataliza la sintesis de glutamina a partir de amonio y

glutamato, segun la siguiente reaccion, denominada reeaccion biosintética :



L-Glu + NH:+ ATP » L-GIn + ADP + Pi
Me™

Igualmente puede catalizar la reaccion no fisiologica y - glutamil transferasa,

segun la ecuacion :

ADP, Pi 6 AsO, _
L-Gin + NH,OH » 7- glutamil hidroxamato + NH3

Mé™

La actividad transferasa suele ser varias veces superior a la biosintética, lo
cual, junto con el hecho de que el ensayo transferasa es cuantificable
espectrofotométricamente, determina su uso en las determinaciones rutinarias de
actividad. No obstante, la actividad transferasa no siempre es un fiel indicador de la
actividad biosintética, fisiolégica, de una preparacién enzimatica, habiéndose
obtenido mutantes de la cianobacteria Anabaena variabilis que presentan una
glutamina sintetasa afectada en su actividad biosintética pero no en la actividad
transferasa (Kerby et al., 1986). Esta diferencia entre las dos actividades es patente

ademas en sus respuestas a diversos efectores alostéricos (Mérida et al., 1990).

Las glutamina sintetasas de procariotas presentan una serie de
caracteristicas estructurales comunes, como son el constar de doce subunidades
idénticas, de un peso molecular cercano a los 50 kDa, formando dos anillos
superpuestos, compuestos cada uno de ellos por seis subunidades. Las
subunidades de un anillo conforman una estructura hexagonal alrededor de un

hueco central. Esta estructura ha sido objeto recientemente de un exhaustivo



estudio por parte de Yamashita et al. (1989), lo cual ha permitido determinar las
zonas de la cadena polipeptidica implicadas en la formacion de los sitios activos de

la enzima.

Si bien presentan caracteristicas estructurales comunes, las glutamina
sintetasas de procariotas difieren ampliamente respecto a los sistemas de
regulacidon de su actividad y nivel de sintesis. En un gran niumero de bacterias gram
negativas, la GS puede encontrarse en dos formas, adenililada o deadenililada,
con propiedades cinéticas y reguladoras distintas. El crecimiento en una fuente rica
de nitrégeno determina la modificacién, mediante adenililacién, de la GS. Dicha
modificacion, consistente en la uniéon covalente de un resto adenilo a cada
subunidad, aumenta la susceptibilidad de la enzima a ser inhibida por una serie de
compuestos relacionados con el metabolismo del nitrogeno, tales como la
glucosamina 6-fosfato o diversos aminodacidos. Igualmente, la adenililacién de la
GS cambia la dependencia de cationes divalentes tanto de la actividad transferasa
como de la biosintética, en concreto la actividad biosintética pasa de ser

dependiente de Mg2+ a depender de cationes Mn2+ (Stadtman y Ginsburg, 1974).

La enzima encargada de adenililar y deadenililar a la GS esta regulada por
una proteina, Py, cuya accién esta regulada a su vez por una enzima encargada de
uridililarla o deuridililarla. Este complejo sistema forma una cascada biciclica de
regulacion que comprende, en primer lugar, un ciclo de uridililacién / deuridifilacién
de la proteina Piry un segundo ciclo de adenililacién / deadenililaciéon de la GS

(Stadtman y Chock, 1978). En el siguiente esquema (Figura 2) se resume este

sistema de regulacion:
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ATP GS ADP
Pi
Adenilil ___ Uridilit __~ _ ___Adenilil
transferasa transferasa transferasa
’I
Py -UMP
PPi Pi
GS-AMP
Figura 2.- i6 iante un icicli la glutamin

En ditimo término, la enzima uridililante se encuentra regulada
alostéricamente por las concentraciones intracelulares de glutamina y o-
cetoglutarato, de forma que un valor alto en la relacién GIn / aKG determina la
eliminacién del grupo UMP de la proteina P11 y por consiguiente la adenililacién de
la GS. Por el contrario, una baja relacién Gin / aKG provoca la uridililacion de la Py
y ia deadenillaciéon de la GS. El balance entre las concentraciones internas de
estos metabolitos es empleado por la célula como un sensor del estado de

deficiencia o exceso de nitrégeno en el interior celular (Reitzer y Magasanik 1987).

Este mismo sistema de regulacién ha sido descrito en especies del género
de bacterias gram positivas Streptomyces (Streicher y Tyler, 1981, Fisher y Wray,
1989). Sin embargo, esta ausente en las diversas especies del género Bacillus
estudiadas hasta el momento (Deuel y Stadtman, 1970; Fisher et al., 1984). En este

ultimo género, la regulacién de la actividad GS se realiza a través de un sistema de
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inhibicién alostérica por productos relacionados con el metabolismo del nitrégeno,

especialmente glutamina.

La proteina Pyj citada anteriormente, interviene también en la regulacion de
la sintesis de la glutamina sintetasa en aquellas bacterias donde existe la cascada
de regulacién. Esta proteina, cuando esta uridililada, permite la transcripcion del
gen gInA (gen estructural de la glutamina sintetasa) a partir del promotor ginAp2,
un promotor dependiente del factor de transcripcion 60cG. Por el contrario, la
proteina Py en su forma deuridililada detiene la transcripcion a partir de este
promotor; pasando el gen g/inA a ser transcrito a partir de un promotor dependiente
del factor de transcripcién 700, este cambio de promotores conlleva una

disminucion de los niveles de proteina GS (Magasanik, 1982).

En la actualidad se dispone de informacién sobre la glutamina sintetasa de
diversas especies de cianobacterias: de filamentosas fijadoras de dinitrégeno,
pertenecientes al género Anabaena (Sampaio et al., 1979; Stacey et al., 1979; Tuli
y Thomas, 1980; Orr et al., 198) y al género Calothrix (Mérida et al., 1990),
filamentosas no fijadoras, pertenecientes al género Phormidium (Sawa et al., 1988;
Blanco et al,, 1989) y de la cianobacteria unicelular Synechococcus PCC 6301
(Florencio y Ramos, 1985). En todos los casos la GS de estos organismos presenta

la tipica estructura procariética de doce subunidades dispuestas en dos anillos

hexagonales.

A diferencia de lo que ocurre en el resto de las bacterias gram negativas, en
las cianobacterias parece faltar el sistema de regulacion en cascada descrito
anteriormente; si bien estos estudios han sido realizados unicamente en especies

del género Anabaena (Fisher et al., 1981). Dichos estudios sugieren que la
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regulacion de la actividad GS en cianobacterias se lleva a cabo de una forma
similar a la descrita para Bacillus , a través de un sistema de inhibicion alostérica
por compuestos relacionados con el metabolismo del nitrégeno (McMaster et al.,

1980; Stacey et al., 1979; Tuli y Thomas, 1980).

La sintesis de la glutamina sintetasa estd también regulada en
cianobacterias, detectandose menores niveles de proteina GS cuando la fuente de
nitrégeno es amonio que cuando ésta es nitrato o dinitrégeno (Orr y Haselkorn,
1982; Florencio y Ramos, 1985). Turmer et al. (1983) han estudiado con detalle esta
regulacion en la estirpe Anabaena PCC 7120. En esta cianobacteria la regulacién
de los niveles de proteina GS se lleva a cabo mediante la transcripcién diferencial
del gen g/nA a partir de distintos promotores, segun que la fuente de nitrégeno

disponible sea el nitrdgeno atmosférico o el amonio.

Actualmente se dispone de informacién sobre el gen g/nA de un amplio
numero de bacterias, conociéndose en algunas de ellas la secuencia de
nucledtidos del gen : Escherichia coli (Colombo y Villafranca, 1986); Bacillus
subtilis (Strauch et al., 1988); Streptomyces coelicolor (Wray y Fisher, 1988);
Bacillus cereus (Nakano et al., 1989) Sulfolobus solfataricus (Sanangelantoni et
al., 1990) o Anabaena PCC 7120 (Tumer et al., 1983). Estos estudios han permitido
constatar la presencia en el gen de regiones altamente conservadas en todas las
especies estudiadas, correspondientes a zonas de la cadena polipeptidica
encargadas de formar el sitio activo o que intervienen en las interacciones
necesarias para la estabilidad y actividad de la enzima (Wray y Fisher, 1988;
Yamashita et al., 1989). Un dato de interés es que el codén que codifica el residuo
de tirosina 397 de la cadena polipeptidica de E. coli , que es el residuo que sufre la

adenililacion (Colombo y Villafranca, 1986), se encuentra en una zona altamente



conservada en los distintos genes estudiados, presentando incluso la mayoria de
las GSs estudiadas un residuo de tirosina en la misma posicién, como ocurre con la
enzima de Anabaena PCC 7120 o Bacillus subtilis . Sin embargo estas proteinas
no son reguladas por un mecanismo de adenililacién (Tumer et al. , 1983; Strauch
et al., 1988). Ni siquiera por el mecanismo de regulacion de E. coli , como se ha
podido comprobar para la GS de Anabaena , la cual, expresada en E. coli no es

susceptible de ser modificada por el sistema de adenililacién de esta bacteria.

En este trabajo presentamos la caracterizacién de la glutamina sintetasa de
la cianobacteria unicelular Synechocystis PCC 6803, describiendo su purificacion,
principales caracteristicas cinéticas y su respuesta a la presencia de distintos
compuestos relacionados con el metabolismo del nitrégeno. Asimismo
presentamos un estudio sobre la regulaciéon de la actividad y sintesis de dicha
enzima en respuesta al tipo de fuente de nitrdgeno disponible para el organismo.
Por otro lado, presentamos la clonacién del gen g/inA de esta ciano‘bacteria y
describimos la obtencién de una estirpe, AM 6, derivada de Synechocystis que
presenta integrado en su cromosoma el gen g/inA de Anabaena PCC 7120. La
clonacién del gen permite el estudio de una serie de interesantes cuestiones
acerca de la estructura y regulacién de esta enzima y junto con la estirpe AM 6,
puede servir en el estudio de las diferencias existentes en la regulacion de la GS

de Anabaena PCC 7120 y Synechocystis PCC 6803.
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II. MATERIALES Y METODOS



15

II. A. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

II. A. 1. ORGANISMOS EMPLEADOS.

II. A. 1. 1. Cianobacterias

Las cianobacterias utilizadas en este trabajo han sido Synechocystis , sp.
PCC 6803, procedente del laboratorio de F. J. Espardellier, Gif sur Yvette (Francia)
y Synechococcus, sp. PCC 6301 (antes Anacystis nidulans L-1402-1), procedente
de la Coleccion de Cultivos de Algas de la Universidad de Goéttingen. Ambas son
cianobacterias unicelulares no fijadoras de dinitrdgeno, pertenecientes a la

Seccién | de la clasificacidon propuesta por Rippka et al. (1979).

II. A. 1. 2. Estirpes de Escherichia coli

Las estirpes de Escherichia coli empleadas en este trabajo, asi como su

genotipo, se detallan en la Tabla 1.



Tabla 1. Relacion de estirpes de Escherichia coli empleadas en este tabajo

ESTIRPE GENOTIPO

endAl, hsdR17 (rk~, mk* ), supE44, thi-1,
DH5 o lambda~, recAl, gyrA, (Nal T )relAl,
A(lacZYA-argF )y169 (f80, lacZAMIS5 )

endAl, hsdR17 (rk-, mk* ), supE44, thi-1,
XL1 Blue lambda~, recAl, gyrA96, relAl, lac™, [F’, proAB,
lacldZAM15, Tnl0 (tetR ) ]

[ara D139], A(argF-lac) 205, flb B 5301, pts F25,

ET 6017 relAl, rpsL150, A[ginG-A o glnA-L] 229, rha-
10, deoCl.
II.A. 2. CONDICIONES ESTANDAR DE CULTIVO

II. A. 2. 1. Condiciones de cultivo en medio liquido

Las cianobacterias se cultivaron fotoautotréficamente en condiciones de
esterilidad, utilizando recipientes de vidrio de diferentes tamafos en funcién del uso
al que estaban destinados: a) tubos de 100 ml de capacidad, conteniendo 40 ml de
medio de cultivo, para la mayoria de los estudios fisioldgicos, b) frascos de
fermentacion de 240 ml conteniendo 130 ml de medio de cultivo para la
determinacidn de los niveles intracelulares de algunos metabolitos, c) frascos de

Roux de 1 | para la obtencién de extractos celulares y algunos estudios fisiolégicos
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y d) botellas de 10 6 20 | de capacidad para obtener el material de partida
necesario para las purificaciones.

Para cultivar las células de Synechocystis PCC 6803 se empled el medio de
cultivo descrito por Herdman et al. (1973) suplementado con NaNO3 20 mM ¢
NH4CI, 15 mM, como fuente de nitrégeno. El medio contenia : EDTA, 2,68 mM,;
MgSOQ4, 0,3 mM; CaClp, 0,25 mM; NaxCO3 0,19 mM; NaxMoOyg, 4 uM; NaHCO3, 10
mM y KoHPO4, 12 mM en agua, junto con 0,5 ml de una solucion de hierro-citrato y
1 ml de disolucién de micronutrientes por litro de medio de cultivo. La disolucion de
hierro-citrato se preparé mezclando 6 g de &cido citrico.6 H2O con 3 g de FeS04.7
HoO en 250 ml de agua. La solucién de micronutrientes utilizada es una
modificaciéon de la solucion de metales Ag (Allen, 1968) y contenia, en 1 | de agua:
H3BO3, 2,86 g; MnCl2.4H20, 1,81 g; NagM004.2H20, 0,252 g; ZnS04.7H20, 0,222
gy CuS04.5H20, 79 mg.

Para cultivar las células de Synechococcus PCC 6301 se empled un medio
sintético modificado a partir del descrito por Allen y Arnon (1955). Dicho medio
contenia: NaNOg, 20 mM; Mg SQOg4, 0,5 mM; CaClp, 0,1 mM; NaCl, 2 mM; NazMoOyg,
4 uM; KoHPOy4, 12 mM y NaHCO3, 10 mM en agua. A cada litro de medio se le
afladia 1 ml de disolucién de Fe-EDTA y 1 ml de la disolucién de micronutrientes
descrita anteriormente. La solucion de Fe-EDTA se prepar6 disolviendo 16 g de
EDTA (acido libre) y 10,4 g de KOH en 186 ml de agua y mezclandolos con una
disoluciéon que contenia 13,7 g de FeS04.7H20 en 364 ml de agua (Arnon et al.,
1974). A través de la mezcla se burbujeaba aire durante varias horas a fin de oxidar
completamente el hierro. La solucidn final tenia un pH aproximado de 3 y contenia
5 mg de hierro y 13 mg de potasio por ml.

Los medios, conteniendo todos sus componentes a excepcion del fosfato y el
bicarbonato, se colocaban en los correspondientes frascos de cultivo, tapados con

algodén graso atravesado por una varilla de vidrio hueca de longitud algo superior



a la altura del frasco, y a cuyo extremo exterior se conectaba un tubo de goma
parcialmente relleno de algodén graso y cerrado con pinzas. La esterilizacion se
conseguia calentando en un autoclave Selecta (Espafa) modelo P durante 20 min
a 1 atm de presion (121°C). La solucion de fosfato y bicarbonato se esterilizaba
separadamente del resto del medio para evitar la precipitacion de sales de fosfato y
se anadia, una vez enfriada, en condiciones estériles. El crecimiento se llevaba a
cabo en bafos termostatizados a 35°C para Synechocystis y a 40°C para
Synechococcus , bajo una iluminacién continua de 25 W.m2, suministrada por
paneles de tubos fluorescentes de luz blanca. A través del medio de cultivo se
burbujeaba una mezcla de aire-CO2 en la proporcion 98,5:1,5 (v/v) a fin de
garantizar la agitacion y el suministro de aire y fuente de carbono al cultivo.
Habitualmente, 40 ml de este medio se inoculaba, en condiciones asépticas, con
una cantidad de células correspondientes a 1-10 ug de clorofila, provenientes de
otro cultivo en medio liquido o de uno realizado sobre medio sélido.

Las células de Escherichia coli se cultivaban en el medio rico Luria-Bertoni
(LB ) (Maniatis et al., 1982), el cual contenia en un volumen de 1 |: 10 g de tﬁptona,
5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl, o en el medio minimo M9 (Manatis et
al., 1982) que contenia en un volumen de 1 | : NagHPO4 42 mM; KH2POy4, 22 mM;
NaCl, 9 mM; NH4Cl, 20 mM; MgSOy4, 2 mM, CaCly, 0,1 mM y 0,2 % de glucosa
(estos tres ultimos componentes esterilizados de forma separada) Un volumen de 5
ml de medio, una vez esterilizado en autoclave, se inoculaba con colonias de E. coli

y se incubaba en un tubo de ensayo a 37 °C con una agitacién de 150 r.p.m.

Para la infeccién de E. coli con el fago A - ZAP 11, las células se cultivaron en

medio LB suplementado con maltosa a un concentracién final de 0,2 %. La

coinfeccion de la estirpe XL1-Blue con los fagos A - ZAP II y R408 se realizé en el
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medio 2xYT (Short et al.,, 1988), el cual constaba en un volumen de 1 1:10 g de

extracto de levadura, 16 g de bactotriponay 10 g de NaCl.

II. A. 2. 2. Condiciones de cultivo en medio sélido

Para el cultivo en medio sélido se utiliz6 el medio sintético denominado
BG11g (Rippka et al., 1979) con ligeras modificaciones. Este medio contenia los
siguiehtes nutrientes : MgSQy4, 0,30 mM; CaCly, 0,25 mM; NaCOg, 2 mM; K2HPOg,
0,2 mM; acido citrico, 30 uM, citrato de hierro y amonio, 6 mg/l; EDTA-Na, 2,5 pM; 1
ml de la solucién de micronutrientes descrita anteriormente y suplementado con
NaNO3 20 mM y NaCOzH, 10 mM. Este medio se solidificaba con agar (Bacto-agar-
Difco) al 1 % (p/v).

Para la preparacion de 1 | de medio sdlido se preparaban dos disoluciones
de 500 ml cada una conteniendo, una de ellas, 10 g de agar y, la otra, los
componentes minerales necesarios para la preparaciéon de 1 | de medio de cultivo,
incluida la fuente de nitrégeno. Las disoluciones de agar y de componentes
minerales se esterilizaban en autoclave tal como se ha descrito previamente y se
mezclaban, antes de lienar las cajas de Petri, cuando se habian enfriado hasta una
temperatura de aproximadamente 50°C. Las cajas de medio sdlido
(aproximadamente 30 ml de medio por caja) sembradas con las células, se
incubaban, para permitir el crecimiento de éstas, en una camara termostatizada a
30°C, con iluminacién continua de luz blanca proporcionada por tubos
fluorescentes con una intensidad de 25 W. m-2. En estas condiciones una célula
crecia hasta formar una colonia visible en un periodo de 5-7 dias.

En el caso de Escherichia coli , el medio LB o M9 se suplementaba con 15 g
de agar en un volumen de 1 I. El medio se esterilizaba en autoclave y, una vez

enfriado hasta una temperatura de 50-60 °C, se extendia en las cajas de Petri. Para



la preparacién del medio M9 el agar se autoclavaba separado del resto de los
componentes del medio. En caso de que fuese necesario algun antibidtico en el
medio, este se afadia antes de extenderlo en las cajas a las siguientes

concentraciones finales: kanamicina, 50 pg.mi-1y ampicilina, 50 pg.mi-1.

IL. A. 3. RE IDA DE CELULAS

Cuando el volumen de células a recoger era menor de 5 |, la recogida se
efectuaba por centrifugacion a 3.000 x g durante 10 min. En caso de cantidades
superiores, se utilizaba un sistema de centrifugacidon en flujo continuo Szent-
Gyorgyi-Blum (Sorvall, EE.UU.) a 18.000 x g y 4°C. El rendimiento de los cultivos
era aproximadamente de 1 g de peso fresco por litro de medio tras un periodo de 3

dias de crecimiento, partiendo de inéculos del 5 % del volumen total.

II.B. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES

II. B.1. ROTURA POR TRATAMIENTO CON ULTRASONIDOS

Aproximadamente 20 g (peso fresco) de células, se resuspendian en tampdn
HEPES-NaOH 50 mM, pH 7, hasta un volumen final de 60 ml. La suspensién
celular se sometia, a continuacién, a tratamiento con ultrasonidos durante 10-15
periodos de 30 s, alternados con otros tantos de igual duracién en los que se
interrumpia el tratamiento a fin de evitar subidas excesivas de temperatura. Durante

todo el proceso, el recipiente conteniendo las células se mantenia sumergido en un
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bafno de agua con hielo. Justo antes de iniciar el tratamiento de rotura, la
suspension se suplementaba con fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), preparado a
una concentraciéon de 100 mM en isopropanol, hasta una concentracién final de 1
mM. Esto se hacia asi debido a la gran inestabilidad de este inhibidor de proteasas
en soluciones acuosas [t1/2 de 30 min, (James, 1978)]. La frecuencia de oscilacién
era de 20 KHz y su potencia de aproximadamente 75 W (sonicador Branson,
modelo B 12, Inglaterra). Una vez tratada con ultrasonidos, la suspensién se
centrifugaba a 3.600 x g durante 15 min para eliminar los restos celulares. El
sobrenadante obtenido se centrifugaba durante 15 min a 16.000 x g (para eliminar
restos dé membrana), constituyendo el sobrenadante de esta segunda

centrifugacion el extracto crudo libre de células.

II.B.2. ROTURA POR TRITURACION DE CELULAS CONGELADA N
AIRE LIQUIDO.

En algunos experimentos donde la rotura de las células por tratamiento con
ultrasonidos presentaba problemas, como pueden ser experimentos de marcaje in
vivo con 32P o aquellos que implican un volumen de suspensién celular muy
pequefio ( inferior o igual a 1 ml), la obtencién de extractos celulares se llevd a
cabo mediante congelacion de la suspension celular con aire liquido y su posterior
trituracion tal como describen Dzelzkalns y Bogorad (1986).

Un volumen de 40 mi de cultivo celular se centrifugaba a 3.000 x g durante
10 min a 4°C. Las células sedimentadas se resuspendian en tampdon HEPES-
NaOH 50 mM, pH 7, en un volumen final de 1-2 ml y se vertian a un mortero
introducido en hielo el cual contenia unos 30 ml de aire liquido. Una vez evaporado

éste, se trituraban las células durante 3-5 min, dejando a continuacién que la
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preparacion se descongelara. El extracto descongelado se suplementaba con el
inhibidor de proteasas PMSF a una concentracion final de 1 mM y se centrifugaba a
10.000 x g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante obtenido constituia el extracto

libre de células.

II. C. ENSAYOS ENZIMATICOS

II. C. 1.  ENSAYOQS IN SITU DE LA ACTIVIDAD GLUTAMINA

SINTETASA.
II. C. 1. 1. ~ Determinaciéon de ia actividad transferasa.

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se estimd segun el método
descrito po’r Shapiro y Stadtman (1970) en células previamente permeabilizadas
con el detergente MTA. Para ello, un volumen de cultivo equivalente a 10-15 pg de
clorofila se centrifugaba a 12.000 x g durante 1 min en centrifuga Eppendorf y las
células se resuspendian en 0,85 ml de una mezcla de ensayo que'contenia:
tamp6n HEPES-NaOH, 56 pmol, pH 7; L-glutamina, 34 pmol; MnClz, 3,4 umol y
ADP, 0,425 umol. A esta suspension se le afiadian 0,1 ml de una mezcla recién
preparada de cloruro de hidroxilamina 1,2 My NaOH 1,2 M en proporcién 1:1y 20
ul de una solucién de MTA al 1,25 % en H20. Después de agitar vigorosamente
durante 10 s, la reaccién se iniciaba por adicion de 20 umol de NagHAsO4 disueltos
en 50 pl de H2O. Los blancos se obtenian con ensayos paralelos a los que se
anadia agua en lugar de arseniato. La mezcla de reaccion se incubaba durante 5

min a 30°C. La reaccién se detenia por adicion de 2 mi de una solucién de FeCl3



en medio &cido, reactivo revelador del y-glutamil hidroxamato producido en la
reaccion (ver apartado.Il. E. 6).

Una unidad de actividad transferasa de la glutamina sintetasa se define
como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 pmol de y-glutamil

hidroxamato por minuto en estas condiciones de ensayo.

II. C. 1. 2. Determinacién de la actividad biosintética.

Se siguié el método descrito por Marqués et al (1989). Para ello se
centrifugaba un volumen de cultivo celular equivalente a 20 pg de clorofila a 12.000
x g durante 1 min a temperatura ambiente, y las células sedimentadas se
resuspendian en 0,9 ml de una mezcla de ensayo que contenia: tampon HEPES-
NaOH, 45 pmol, pH 7; MgClz, 25 pmol; NH4Cl, 10 umol y L-glutamato monosddico,
25 umol. Tras anadir 20 pl de MTA al 1,25 % en agua y agitar vigorosamente
durante 10 s, la reaccidn se iniciaba por adicién de 0,1 mi de ATP 60 mM preparado
en tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7. A los 0 y 15 min de incubacion a 30°C, se
tomaba una fraccién alicuota de 0,25 ml a la que se afiadian 0,15 ml de HCI 1 N.
Los restos celulares se eliminaban por centrifugacién a 12.000 x g durante 4 min,
tras lo cual una alicuota del sobrenadante se neutralizaba con fosfato potésico 50
mM, pH 7,5 hasta un volumen de 2,5 ml. Las concentraciones de glutamato y

glutamina en esta solucién se determinaban posteriormente segun se indica en el

apartado II. E. 1.
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II. C. 2. ENSAYOQ IN VITRQO DE LA ACTIVIDAD GLUTAMINA SINTETASA

II. C. 2. 1. Determinacién de Ia actividad transferasa.

La mezcia de ensayo contenia, en un volumen final de 0,80 ml: tampdn
HEPES-NaOH, 56 umol, pH 7,0; L-glutamina, 34 umol; MnClgz, 3,4 umol y ADP,
0,425 umol. A esta solucién se le afiadia 0,1 ml de la mezcla hidroxilamina/NaOH
descrita previamente (apartado II. C. 1. 1.) y una cantidad apropiada de enzima
glutamina sintetasa. La reaccion se iniciaba por la adiciéon de 50 ul de una solucion
de NasHAsO4 0,4 M. A los 5 min de incubacién a 30°C la reaccion se detenia

afadiendo 2 mi de una solucién de FeCls en medio acido (ver apartado II. E. 6.).

I1. C. 2. 2. Determinacién de | ividad biosintéti

Se siguié el método descrito por Marqués et al. (1989). La mezcla de
reacciéon contenia, en un volumen de 0,9 mi: tampén HEPES-NaOH, pH 7,0; 45
pmol; MgCla, 25 umol; NH4Cl, 10 umol y L-glutamato monosédico, 25 pmol y una
cantidad apropiada de enzima glutamina sintetasa. La reaccion se iniciaba por
adicién de 0,1 ml de ATP 60 mM preparado en tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7.
A los 0 y 15 min de incubacién a 30°C se tomaba una fraccién alicuota de 0,25 ml a
la que se afiadia 0,15 ml de HCI 1 N, se centrifugaba a 12.000 x g durante 4 min y
una fracciéon del sobrenadante se neutralizaba con tampén fosfato potasico 50 mM,
pH 7,5 hasta un volumen final de 2,5 ml. Las concentraciones de glutamato y

glutamina presentes en esta solucién se determinaban posteriormente segun se

indica en el apartado II. E. 1.



II. C. 3. ENSAYOQ IN VITRO DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA.

La actividad fosfatasa en extractos libres de células de Synechocystis PCC
6803 se determind mediante el ensayo para fosfatasa alcalina descrito por
Bergmeyer et al. (1983). La mezcla de reaccién contenia, en un volumen de 3 mi:
tampdn HEPES-NaOH 150 umol, pH 7; 4-nitrofenil fosfato, 18 umol, MnCl2 6 CoCly,
30 umol y una cantidad apropiada de extracto libre de células (aproximadamente 1
mg de proteina). La actividad fosfatasa se determinaba espectrofotométricamente a
30°C siguiendo el incremento de absorbancia a 405 nm debido a la produccién de
compuesto 4-nitrofenol a partir de 4-nitrofenil fosfato, empleando un coeficiente de

extincion de 18,5 mM-1.cm-1.

II. D. TECNICAS EXPERIMENTALES

II.D. 1. TECNICAS EXPERIMENTALES BIOQUIMICAS

II. D. 1. 1. CROMATOGRAFIAS EN COLUMNA

II.D. 1. 1. 1. romatografia de intercambio idnico

Se empledé DEAE-celulosa microgranular DE-52 (Whatman, Gran Bretadia)
equilibrada inicialmente en tampén concentrado (HEPES-NaOH 0,5 M, pH 7,0) y
reequilibrada posteriormente en la columna con el tampon adecuado. Otras
condiciones de utilizacién son las indicadas por el fabricante. La columna utilizada

era de vidrio, de 2 cm de didmetro, empaquetada hasta aproximadamente 10 cm de
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altura. Antes de montar las columnas, el aire disuelto en las suspensiones de
DEAE-celulosa se eliminaba por succién mediante una bomba de vacio .

Las muestras se aplicaban directamente sobre el lecho con pipeta de vidrio. El flujo
de solvente en las columnas se regulaba por medio de bombas peristalticas LKB
tipo Perpex 10.200 de cabezas reductoras interconvertibles. Las fracciones del

eluato se recogian automaticamente con un colector LKB modelo Ultrorac 7000.

II.D. 1. 1. 2. rom rafi finidad en gel de 2°,5-ADP-Sefar

Se utiliz6 una Econo-column de BIO-RAD, de 1 cm de diametro
empaquetada hasta una altura de 6 cm. Antes de su uso, los geles se equilibraban
en la columna con 7 volimenes de tampén HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0. Para su
reutilizacion los geles se lavaban en las columnas con 5 volimenes de lecho de
tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7,0 suplementado con 1 M de KCl y 0,04 % de
MTA y posteriormente se reequilibraba en tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7,0.

II. D.1.2. ELECTROQFORESIS

II.D.1.2.1. Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida conteniend
il sulfato sédic
Las electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo SDS se llevaron a
cabo segun el procedimiento descrito por Laemmli (1970), en geles de acrilamida,
utilizando un aparato Mini protean Il dual slab cell de BIO-RAD (EE.UU.).
Para preparar los geles al 12 % de acrilamida, se mezclaban 4 ml de una

solucioén de acrilamida al 30 % y bis-acrilamida al 0,8 % con 2,5 mi de tampén Tris-
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HCI 1,5 M, pH 8,8; 0,1 m! de una solucién de SDS al 10 %; 5 ul de TEMED; 3,35 ml
de agua destilada y 50 pl de una soluciéon de persulfatoc amdnico al 10 % (p/v)
recién preparada. Una vez polimerizado, el gel se recubria con una pequefa capa
(1-1,5 cm de altura) de gel de empaquetamiento conteniendo 4 % de acrilamida y
en el que se habia sustituido el tampén Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 por Tris-HCI 0,5 M,
pH 6,8.

Las muestras se mezclaban con volimenes iguales de tampén de muestras,
el cual contenia, en un volumen de 5 ml: 0,625 ml de tampon Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
; 0,5 ml de glicerol; 1 ml de una solucion de SDS al 10 % (p/v); 0,25 ml B-
mercaptoetanol; 0,125 ml de una solucidén de azul de bromofenol al 0,05 % (p/v) y
2,5 ml de agua destilada. Dichas mezclas se calentaban a 100°C durante 5 min y,
una vez enfriadas, se aplicaban entre 20 y 30 ul de muestra por pocillo. La
electroforesis se desarrollaba a temperatura ambiente, manteniendo un voltaje
constante de 200 V durante 50 min aproximadamente. Como tamp6n de electrodo

se empleaba Tris (3 g/l)-Glicina (14,4 g/l), pH 8,3, conteniendo SDS al 0,1 %.

Tincidn de proteina en geles de poliacrilamida.-

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se localizaban tiféndolas
por inmersion de los geles en una solucién de azul de Coomassie R al 0,25 % en 9
% (v/v) de acido acético y 45 % (v/v) de metanol en agua. Tras 30 min de tincién a
temperatura ambiente, los geles se lavaban repetidas veces en una soluciéon de
metanol al 40 % (v/v) y acido acético al 10 % (v/v) en agua, tras lo cual las proteinas
se visualizaban como bandas de color azul. Los geles una vez tefidos se

conservaban en agua destilada.
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II.D.1.2. 2. Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida en

condiciones no desnaturalizantes

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes se realizaron siguiendo el mismo método descrito en el apartado
anterior aunque se omitié el SDS tanto en los geles como en el tampén de
electrodo y muestras. Tambien se elimind el calentamiento a 100 °C de las
muestras. El porcentaje de acrilamida empleado fue del 6,5 % y las electroforesis

se llevaban a cabo a una temperatura de 4 °C

II.D.1. 2. 3. Immunoelectroforesis en presencia de Triton X-10

Las immunoelectroforesis se realizaron segun el método de Laurell y McKay
(1981) excepto que el tampon usado fue glicina 100 mM, Tris 37.5 mM, pH 8,6,
suplementado con Triton X-100 al 1 %. A 25 ml de una solucion de agarosa al 1 %
en el tampdn antes descrito, fundida y mantenida a 56°C, se le afadian 90 ul de
una preparacion de anticuerpos monoespecificos contra la GS purificada de
Synechococcus PCC 6301. Seguidamente se extendia sobre una placa de
polyester de 11,5 x 12,5 cm precalentada a 30-40°C. Una vez gelificada la agarosa,
se practicaban de 4 mm de didmetro a unos 20 mm del borde de la placa en el
lado correspondiente al polo negativo. Tras aplicar 10 ul de muestra por pocillo, la
electroforesis se llevaba a cabo en un sistema de immunoelectroforesis FBE-3000
de Pharmacia (Suecia), a 5 V/cm durante 16 h a 10°C. Una vez finalizada, el gel se
secaba colocando encima unas 8 capas de papel de filtro, todo ello presionado por
un peso de aproximadamente 0,5 Kg. Este proceso de secado se repetia 2 veces.
El gel se sometia a continuacién a lavados de 20 min a temperatura ambiente cada
uno, el primero con una solucién de NaCl, 0,15 M y el segundo con agua destilada.

Se volvia a secar con papel de filtro y se tefiia durante 10 min tal como se describe
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en el apartado II. D. 1. 2. 1. Una vez destefiido, el gel se secaba exponiéndolo a
una corriente de aire a temperatura ambiente.

La cantidad de proteina GS de las muestras se estimaba compavrando su
area de immunoprecipitacién con aquellas de enzima purificada usada como

patrén.

II.D. 1. 2. 4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Las electroforesis analiticas en geles de agarosa para separar fragmentos de
ADN se hacian segun el método descrito por Maniatis et al. (1982), usando geles
con una concentracion de agarosa comprendida entre el 0,5 y el 0,8 %, segun el
tamano del ADN analizado, en un aparato GN-100 para geles de 10,5 x 8 cm y GN-
200 para geles de 20 x 20 cm (Pharmacia, Suecia). El gel se preparaba calentando
la solucién de agarosa hasta su fusién, y una vez enfriado hasta 50-60 °C, se le
afnadia bromuro de etidio a una concentracion final de 1 pg/ml de gel. Se extendia
sobre la bandeja del aparato de electroforesis y se dejaba que gélificara. El
volumen de muestra aplicada oscilaba entre 6 y 10 pul para los geles de menores
dimensiones y 15-20 ul para los mayores. La electroforesis se desarrollaba a un
voltaje constante de 65 V. El tamp6n de electrodo usado era el denominado TBE
(Maniatis et al., 1982) compuesto por Tris, 89 nM; Borato, 89 mMy EDTA, 8 mM. En
los casos en los que se deseara extraer algun fragmento de ADN del gel de
agarosa, el tampdn de electroforesis se sustituia por TAE, compuesto por Tris-

acetato, 40 mMy EDTA, 2 mM.
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II. D. 1.3. IMMUNOPRECIPITACION

Cantidades crecientes de anticuerpos monoespecificos de conejo obtenidos
contra GS pura de Synechocystis PCC 6803, Synechococcus PCC 63010
Calothrix PCC 7601, se afadian a muestras de 0,3 mi conteniendo
aproximadamente 30 ug de GS pura en tampén PBS (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM,
KHoPOy4, 1,5 mM y NaoHPQ4, 0,1 mM). Las mezclas se incubaban durante 15 min a
30°C y después durante una noche a 4°C. Después de la incubacion las muestras
se centrifugaban a 10.000 x g durante 10 min a 4°C y el grado de
immunoprecipitacion se calculaba midiendo la actividad GS transterasa que

permanecia en el sobrenadante después de la centrifugacion.

IL D.1.4. DOBLE DIFUSION EN GEL

Las placas para immunodifusién pasiva se preparaban tal como describe
Nilsson (1983) usando un gel de agarosa al 1 % tamponado con PBS (la
composicién de este tampdn se detalla en el apartado anterior). Una vez fundido,
se extendian unos 4 ml de ge! sobre un portaobjetos de vidrio y se dejaba'enfriar.
Una vez gelificada la agarosa, se practicaban pocillos de 4 mm de diametro en
disposicion circular alrededor de un pocillo central. En los pocillos se aplicaban 10
ul de muestra o de preparacién de anticuerpo y se incubaban durante 24 h a 4°C.
Por Gltimo, los geles se sometian a un proceso de secado y tincidn igual al dectrito

en el apartado I1. D. 1. 2. 1.
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II. D. 1.5. CAMBIO DE TAMPON DE LAS MUESTRAS

En los casos en que se requirié cambiar el tampodn o bien eliminar las sales y
moléculas pequefias que contenia una muestra, se emple6 una filtraciéon forzada a
traves de Sephadex G-25 siguiendo el método de Orly y Selinger descrito por
Penefsky (1977): jeringas de plastico de 1 6 2 mi, en cuyo extremo inferior se
habian colocado un circulo de papel de filtro, se llenaban con Sephadex G-25
hinchado y se equilibraban con varios volimenes del tampdn en el que se queria
dejar las muestras. Las jeringas (metidas en tubos de centrifuga) se centrifugaban a
900 r.p.m. durante 2 min en centrifuga de mesa para eliminar el exceso de tampodn
en el gel. Un volumen de muestra de diez a veinte veces menor que el del lecho se
aplicaba sobre la superficie del mismo y se centrifugaba de nuevo a 900 r.p.m.
durante 2 min, recogiéndose en el tubo de centrifuga la muestra ya filtrada, con sélo

un 10 % de incremento de volumen.

II. D. 2. TECNICAS EXPERIMENTALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

II. D.2. 1. AISLAMIENTO DE ADN DE Synehcocystis PCC 6803

Se siguié el protocolo descrito por Dzelzkalns y Bogorad (1986). Las células
se cultivaban en tubos de 100 mil con 40 ml de medio de cultivo hasta alcanzar una
densidad de aproximadamente 108 células/ml de medio. Las células de seis de
estos cultivos se recogian por centrifugaciéon a 10.000 x g durante 10 mina 4 °Cy
se levaban tres veces con tampén Tris-HCI 50 mM suplementado con EDTA, 50 mM

y NaCl, 0,15 M, pH 8,0, resuspendiéndose finalmente hasta un volumen final de 8
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mi con el mismo tampdn suplementado con SDS al 1 % (p/v) y acetato sédico 50
mM.

Las células de la suspension se rompian mediante congelacién con aire
liquido y trituraciéon en un mortero tal como se describe en el apartado 1I. B. 2. Una
vez descongelado el extracto, se pasaba a tubos Corex donde se trataban 3 veces
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), una vez con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y una vez con cloroformo. En todos lo casos el tratamiento consta
de un buen mezclado de las soluciones, centrifugacion a 13.000 x g durante 10
min a 4 °C para separar las fases y recuperacién de la fase superior (fase acuosa).
La fase acuosa se suplementaba con acetato sodico e isopropanol (Maniatis et al.,
1982) y el ADN precipitado, obtenido por centrifugacion a 2.000 x g durante 10 min
a 4 °C, se lavaba 2 veces con etanol al 70 % (v/v). Finalmente se resuspendia en

0,5 ml de tampodn Tris-HCI 10 mM suplementado con EDTA 1 mM, pH 8,0.

II.D. 2. 2. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO DE Escherichia coli

Las estirpes con los plasmidos se cultivaban en 30 ml de medio selectivo (LB
suplementado con antibiético) durante una noche. La extraccién de ADN se llevaba
a cabo mediante el método de lisis alcalina descrito por Birnboim y Doly (1979), con
ligeras modificaciones. Las células se recogian por centrifugaciéon a 8.000 x g
durante 10 min a 4 °C y se resuspendian en 2 ml de una solucién que contenia:
glucosa, 50 mM; EDTA, 10 mM; Tris-HCI, 25 mM; pH 8,0 y 2 mg/ml de lisozima (que
se afladia a la solucién inmediatamente antes de utilizarse). La preparacion se
incubaba a temperatura ambiente durante 5 min y a continuacién se enfriaba en
hielo 1 6 2 min. A la preparacién enfriada se le anadia 4 ml de una solucién que

contenia NaOH 0,2 My SDS al 1 %, incubandose la suspension resultante a 0 °C
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durante 5 min. Tras afadir 3 ml de una solucién de acetato potasico 5 M, pH 4,8
(mezclando bien mediante inversién del tubo) e incubar de nuevo a 0 °C durante 5
min, el lisado resultante se centrifugaba a 13.000 x g durante 20 min a 4 °C.

El sobrenadante se transferia a un tubo Corex y se trataba sucesivamente
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1); cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y por dltimo con cloroformo. Finalmente la fase acuosa se precipitaba
afiadiendo 2,5 volimenes de etanol absoluto e incubando a -20 °C durante 30 min.
El ADN se lavaba 3 veces con etanol al 70 % (v/v) y, tras secarlo, se disolvia en

tampon Tris-HCI 10 mM, EDTA, 1 mM, pH 8,0.

II. D. 2. 3. TRANSFORMACION DE Synechocytis PCC 6803

Las células de un cultivo de Synechocystis PCC 6803 con una
concentracién de clorofila de 1 pg/mi (aproximadamente 107 células/ml de medio
de cultivo), se recogian por centrifugacién a 10.000 x g durante 10 min a
temperatura ambiente y se lavaban dos veces con medio BG11 (descrito en el
apartado II. A. 2. 2.), resuspendiéndose finalmente en BG11 a una concentracion
de clorofila de 10 pg/ml. Una alicuota de 0,25 mi de la suspension anterior se
pasaba a un tubo de ensayo estéril y se le afadia entre 1y 2 pg de ADN
plasmidico, incubadndose a 30 °C' con agitacién e iluminacién durante 3 horas. Al
cabo de ese periodo se diluian los cultivos usando un factor de dilucion de 103,‘y se
sembraban sobre filtros de nitrocelulosa estériles en cajas con medio BG11y 1 %
de agar. Las cajas se incubaban a 30 °C e iluminacién durante 36 h y a
continuacion los filtros eran transferidos a cajas de BG11 suplementadas con 20 ug
de kanamicina/mi de medio de cultivo. Las cajas se incubaban a 30 °C e

iluminacion hasta la aparicién de colonias.



34

II. D. 2. 4. OBTENCION DE CELULAS TRANSFORMABLES DE Escherichia coli

La obtencién de células transformables de Escherichia coli se realizd
siguiendo uno de los métodos descritos por Ausubel et al. (1987).

Se inoculaba 50 ml de medio LB a partir de una colonia, y se incubaba una
noche a 37 °C con una agitacion de 250 r.p.m. Con 4 ml de este cultivo se
inoculaban 400 ml de medio Luria y se incubaban en un erlenmeyer de 2 1 a 37 °C
y agitacion de 250 r.p.m. hasta que la densidad dptica del cultivo a 590 nm
alcanzara el valor de 0,35. El cultivo se dividia en cuatro alicuotas de 100 ml, se
incubaban en hielo entre 5 y 10 min y se centrifugaban a 1.600 x g durante 7 min a
4 °C, (todas las centrifugaciones se realizaban sin frenado). Los sedimentos
obtenidos se resuspendian en 10 ml de disolucién de CaCly preenfriada. La
solucién de CaCl, constaba de CaClp, 60 mM; glicerol, 15 % (v/v) y tampén PIPES,
10 mM, pH 7. Se centrifugaban a 1.100 x g durante 5 min a 4 °C, se resuspendian
los sedimentos en 10 m! de solucién de CaCl, y se incubaban a 4 °C durante 30
min. Por ultimo, se volvian a centrifugar a 1.100 x g, 4 °C, 5 min y los sedimentos se
resuspendian finalmente en 2 ml de solucién de CaCl, enfriada y se guardaban a -
80 °C.

II. D. 2. 5. TRANSFORMACION DE Escherichia coli

La solucion de ADN que se usaba para transformar se colocaba en un tubo
de cristal y se enfriaba en hielo. Una alicuota de 100 pul de células transformables,
obtenidas tal como se describe en el apartado anterior, se descongelaba
lentamente y se afiadia al tubo conteniendo el ADN. Tras una incubacion en hielo
durante 30 min, el tubo se colocaba en un bafio a 42 °C durante 2 min exacfos. Se

le afnadia 1 ml de medio LB y se incubaba a 37 °C con agitacién durante 1 h.
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Finalmente el cultivo se centrifugaba a 10.000 x g 1 min y las células se

resuspendian en 50 ul de medio LB, los cuales se sembraban en el medio selectivo

adecuado.

II. D. 2. 6. INFECCION DE Escherichia coli CON A-ZAP 11

La estirpe XL1-Blue se cultivdo en medio LB suplementado con 0,2 % de
maltosa tal como se describe en el apartado II. A. 2. 1. Una vez alncanzada por el
cultivo una densidad éptica de 1 a 600 nm se tomaban 0,2 ml de dicho cultivo y se
mezclaban con 100 ul de una suspensiéon de fagos A-ZAP II con un titulo de
aproximadamente 1 x 1010 unidades formadoras de halos/ml de suspensién. La
mezcla se incubaba a 37 °C durante 35 min y a continuacién se sembraban
distintas diluciones de dicha mezcla en cajas de Petri de 15 cm de diametro
conteniendo LB. La siembra se realizaba afiadiendo a las distintas diluciones
realizadas 7 m! de agarosa de cobertera fundida y enfriada hasta una temperatura
de 50 °C. La agarosa de cobertera contenia en un volumen de 1 1: 8 g de NaCl, 10

de triptona y 7 g de agarosa.

Las cajas sembradas se incubaban a 37 °C hasta observar la aparicion
de halos de lisis, lo cual tenia lugar, aproximadamente, después de 7 horas de

incubacion.
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II. D. 2. 7. TRANSFERENCIA DE ADN DE FAGOS A FILTROS DE
NITROCELULOSA

Una vez aparecido los halos de lisis, las cajas se incubaban durante 2 h a
4 °C y a continuacién se colocaba encima de dichas cajas un filtro de nitrocelulosa
asegurandose que entraba en contacto con toda la superficie del cultivo. El filtro se
mantenia en contacto con el cultivo durante 2-3 min y a continuacion se retiraba y
se dejaba secando al aire libre durante 5-10 min. Al cabo de ese tiempo el filtro se
trataba con distintas soluciones : a) NaCl, 1,5 M; NaOH, 0,5 M; b)NaCl, 1,5 M; Tris-
HCI, 0,5 M pH 8,0; y ¢) 2 x SSC (ver apartado II. D. 2. 9. para su composicién). En
todos los caso el tratamiento duraba 1 min y se realizaba colocando el filtro encima
.de un volumen comprendido entre 5 y 10 ml de la solucién respectiva, con la cara
del filtro que habia estado en contacto con los fagos hacia arriba, de forma que no
entrara en contacto directo con las soluciones. Una vez concluido este proceso los
filtros se secaban a 42 °C durante una noche con objeto de permitir la fijacion del

ADN al filtro de nitrocelulosa.

II. D. 2.8 HIBRIDACION DE FILTROS DE NITROCELULOSA CON SONDA DE
ADN MARCADA CON 32p

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Ausubel et al. (1987). Se
colocaron los filtros en una bolsa sellable y se afiadieron de 6 a 10 ml de una
disolucién de prehibridacién, la cual contenia: fosfato potasico, 0,5 M, pH 7,2;
seroalbumina bovina, 1 %; EDTA-Naz 1 mMy SDS al 7 %. Se incub6 entre 4 h a
50 °C.

Antes de que acabara esta incubacién la sonda de ADN marcada con 32P se

hirvio durante 5 min, a continuacién se enfri6 rapidamente en hielo y se le afadi6
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entre 10 y 15 ml de disolucion de prehibridacion. Se corté un extremo de la bolsa
sellable y se elimind la disolucion de prehibridacién, afadiéndose la que contenia
la sonda radiactiva (de igual composicién que la de prehibridacion). El filtro se
incubd una noche a 50 °C. Al final de este periodo se procedié al lavado del filtro
con una disolucion que contenia: fosfato potasico, 40 mM, pH 7,2; seroalbumina
bovina, 0,5 %; EDTA-Naz 1 mM y SDS al 5 %, se realizaron 5 lavados con un
volumen de 200 ml de disolucién, a temperatura ambiente y agitacion. Al final de
estos lavados se dejé secar el filtro al aire y se expuso a una pelicula de

autorradiografia (ver apartado II. D. 2. 12.).

I1. D. 2. 9. TRANSFERENCIA DE ADN A FILTRO DE NYLON
Aproximadamente 1,5 pg de ADN cromosémico de Synechocystis PCC 6803

se digiri6 de forma total con el enzima de restriccion BamH 1, los fragmentos
obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % durante
20 h a unaintensidad de 35 mA.

La transferencia de los fragmentos de ADN desde el gel hasta el filtro de
nylon se realiz6 segun se describe en Ausubel et al. (1987). El gel se incubd
durante 10 min en una disolucion de HCI 0,2 N, lavandose a continuacién varias
veces con agua destilada. A continuacidn, se coloco el gel encima de una pieza de
papel Whatman 3 MM, el cual tenia los extremos sumergidos en una disoluciéon de
NaOH 0,4 M. Sobre el gel se colocé el filtro de nylon y , encima del filtro, varias
piezas de papel de filtro (hasta una altura de 10-15 cm). Todo el conjunto se
mantuvo unido colocando un peso de aproximadamente 0,5 Kg en la parte superior
de la estructura. Se permitio que tuviera lugar la transferencia a températura

ambiente durante 12 h y al cabo de ese tiempo el filtro se lavé con una disolucién 5
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veces concentrada de SSC, a continuacién se dejé que el filtro, con el ADN

transferido a él, se secara al aire. La disolucién SSC constaba de NaCl 0,15 M y

citrato sédico 17 mM, pH 7,0.

IL. D. 2. 10. HIBRIDACION DE FILTROS DE NYLON CON SONDA DE ADN
MARCADA CON 32pP

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Ausubel et al. (1987). Se coloco
el filtro en una bolsa sellable y se anadieron de 6 a 10 ml de una disolucién de
prehibridacion, la cual contenia: fosfato potasico, 25 mM, pH 7,4; NaCl, 0,75 M;
citrato sddico, 85 mM,; ficol, 0,1 %; polivinil-pirrolidona, 0,1 %; seroalbumina bovina
0,1 %; esperma de salmoén, 50 ug/mly SDS al 1 %. Se incubd entre 2y 4 h a 42 °C.

‘Antes de que acabara esta incubacién la sonda de ADN marcada con 32P se
hirvio durante 5 min, a continuaciéon se enfrié rapidamente en hielo y se le afadio
entre 10 y 15 ml de disolucién de prehibridacion. Se corté un extremo de la bolsa
sellable y se eliminé la disolucién de prehibridacién, afiadiéndose la que contenia
la sonda radiactiva. El filtro se incubé una noche a 42 °C. Al final de este peribdo se
procedié al lavado del filtro con las siguientes disoluciones: SSC x 2 y
suplementado con SDS al 0,1 %, (5 min a temperatura ambiente); SSC x 2, SDS al
0,1 % (15 min a temperatura ambiente); SSC x 0,5, SDS al 0,1 % (15 min a
temperatura ambiente); SSC x 0,1, SDS al 0,1 % (15 min a temperatura ambiente) y
SSC x 0,1, SDS al 1 % ( 30 min a 42 °C). Al final de estos lavados se dej6 secar el

filtro al aire y se expuso a una pelicula de autorradiografia (ver apartado II. D. 2.
12.).
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II.D2.11. MARCAJE DE LA SONDA DE ADN CON $2p

Se empled el "Nick translation Kit" suministrado por Boehringer Mannheim
(RFA), siguiendo las instrucciones recomendadas por dicha firma comercial.

Una cantidad de ADN comprendida entre 0,1 y 0,2 ug de ADN se mezclé con
3 ul de una solucién que contenia 0,4 nmol de dATP, dGTP y dTTP; 2 ul de un
tampon concentrado 10 veces suministrado por la casa comercial, 2 pl de [a—32P]
dCTP (aproximadamente 28 uCi) y 2 ul de solucion de enzima que contenia una
mezcla de ADN polimerasa Iy ADN asa I en 50 % de glicerol (v/v). La solucién se
incub6é a 15 °C durante 35 min, y la reaccion se detuvo afiadiendo 2 pl de una
solucién de EDTA 0,2 M, pH 8,0 y calentandola a 65 °C durante 10 min. Los
deoxirribunucleétidos trifosfatados no incorporados se eliminaron mediante
filtracion a través de un gel Sephadex G-50 (Pharmacia, Suecia). Para ésta
filtracion se usaron pequefias columnas de plastico suministradas por Boehringer
Mannheim y que contenian aproximadamente 2 ml de gel Sephadex G-50
(Pharmacia). La filtracion se realiz6 siguiendo las instrucciones recomendadas por
el fabricante.

La cuantificacion de la radioactividad incorporada en el ADN usado como
sonda se hizo de la siguiente forma: al inicio de la reaccién de marcaje se tomé una
alicuota de la mezcla de reaccién de 1,5 pl que se colocé en un pequeiio filtro
circular de papel Whatman GF/A, previamente humedecido con 20 ul de agua, y al
final de la reaccién se tomaron otras dos alicuotas de 1,5 ul cada una. La alicuota
tomada al inicio de la reaccidn y una de las tomadas al final se sometieron a un
lavado con objeto de eliminar el marcaje presente en el filtro debido a moléculas de
[«-32P] ACTP libres. Los filtros se lavaron 5 veces con 20 ml de NasPO4H al 5 %, a
continuacién se lavaron 2 veces con agua destilada y por altimo, dos veces con
etanol. Los filtros lavados se dejaron secar al aire. La radioactividad presente en los

tres filtros se determind en un contador de centelleo tal como se detalla en el
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apartado II. E. 9. El porcentaje de incorporacién se determind calculando el

siguiente cociente:

C.p-M.final. lavado - C-P-M.inicial

C.p-M.final, sin lavar - C-P-M.inicial

II. D. 2. 12. DETECCION MEDIANTE AUTORRADIOGRAFIA DE ADN MARCADQ
CON 32p

Una vez concluida la hibridacién con la sonda de ADN marcada con 32P, la

radioactividad se detectd exponiendo al filtro una pelicula de alta sensibilidad
(VALCA, modelo rapida 90°°). La exposicion se realizé a -70 °C durante un periodo
comprendido entre 12 y 24 h (en caso de no obtener una buena impresion, este
tiempo se aumentd, aunque en nuestras condiciones nunca excedié de 48 h de
exposicién). La pelicula expuesta se revelé empleando reactivos reveladores y
ﬁjadores suministrados por la firma comercial VALCA, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

I1. D 2. 13. HIBRIDACION CON SONDA DE ADN MARCADQ CON
DIGOXIGENINA
El filtro de nylon se colocé en una bolsa sellable y se le afiadieron 20 ml de
una disolucion de prehibridacién compuesta de SSC (ver composicién en el

apartado anterior) concentrada 5 veces y formamida al 50 % (v/v). Se incubd

durante 3 ha 37 °C.
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La sonda marcada con digoxigenina se hirvié durante 10 min, se enfrié
rapidamente en hielo, y se le afadid 20 ml de disolucién de prehibridacion. Se
cortd un extremo de la bolsa sellable, eliminando la disolucion de prehibridacion y
sustituyéndola por ia que contenia el ADN marcado. Se incub6 una noche a 30 °Cy
a continuacién se lavo 2 veces con una disolucion de SSC x 2 durante 10 min y
otras dos con SSC x 1, en ambos casos los lavados se hicieron a temperatura
ambiente. Una vez finalizado el lavado, el marcaje con digoxigenina se detecté tal

como se describe en el apartado II. D. 2. 15.

II. D. 2. 14. MARCAJE DE LA SONDA DE ADN CON DIGOXIGENINA

Se uso para ello el "Kit de marcaje al azar de ADN con digoxigenina-dUTP"
de la firma comercial Boehringer Mannheim (RFA), siguiendo las instrucciones
recomendadas por dicha firma.

Aproximadamente 1 ug de ADN se mezcl6 con las siguientes soluciones: 2 ul
de una mezcla de hexanucleétidos (concentrada 10 veces) proporcionada por el
"kit"; 2 ul de una mezcla de deoxirribonucleétidos trifosfatos (Concentrada 10 veces)
que contiene dATP, 1 mM; dCTP, 1 mM; dGTP, 1mM; dTTP, 0,65 mM y
digoxigenina-dUTP, 0,35 mM, pH 6,5; 19 ul de agua destilada y por dltimo, 1 pl de
una disoluciéon que contenia el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de
Escherichia coli . Esta mezcla se incubd durante 5 h a 37 °C, parando la reaccién
por la adicién de 2 plde EDTA 0,2 M, pH 8,0.

El ADN marcado con digoxigenina se purificd por precipitacion afadiendo
2,5 ul de una disolucion de LiCl 4 My 75 ul de etanol frio e incubando a -70 °C
durante 20 min. El precipitado se recuperdé mediante centrifugacion a 10.000 x g

durante 20 min a 4 °C y se lavo dos veces con etanol frio al 70 %. Por ultimo el
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precipitado se secé al vacio y se resuspendié en 50 pl de una disolucion que

contenia Tris-HCI, 10 mM, EDTA, 1 mM, pH 8,0 y esperma de arenque a una

concentraciéon de 50 pg/mil.

II. D. 2. 15. DETECCION INMUNOLOGICA DE ADN MARCADOQ CON
DIGOXIGENINA

El filtro, una vez acabada la hibridaciéon con la sonda marcada, se lavé a
temperatura ambiente durante 1 min con una disolucién de Tris-HCI, 100 mM, NaCl
150 mM, pH 7,5 (tampdn A).

Se sumergié en 100 ml de reactivo bloqueante (suministrado por el "kit"
citado en el apartado anterior) al 0,5 % (p/v) en el tampon A, y se incubd durante 30
min a temperatura ambiente con agitacién suave. Se lavé durante 1 min con
tampon Ay se incubd con 20 mi de una disolucién de anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado con fosfatasa alcalina, a una concentracion de 150 mU/ml, durante 30
min a temperatura ambiente.

El filtro se lavé dos veces incubandolo con agitacién durante periodos de 15
min en 100 ml de tampdn A para eliminar el anticuerpo conjugado no fijado. Una
vez lavado, e! filtro se equilibrd incubandolo durante 2 min en 20 ml de tampoén Tris-
HCI 80 mM, pH 9,5. Por dltimo se incubd, en ausencia de luz, en una disolucién
compuesta de 45 pi de NBT [disolucion de sal azul de nitrotetrazolio, 75 mg.mi-1 en
dimetilformamida al 70 % (v/v)] y 35 ul de X-fosfato [disolucion de 5-bromo-4-cloro-
3-indolilfosfato, 50 mg.mi-1 en dimetilformamida al 70 % (v/v)]; disueltos en 10 mi de
Tris-HCI 80 mM, pH 9,5, preparada momentos antes de usarla. Se dej6 incubando

en ésta disolucién, en ausencia de luz, hasta que el color aparecié suficientemente

nitido.
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I1. D. 2. 16. EXTRACCION DE FRAGMENTOS DE ADN DE GELES DE
AGARQSA

La extraccién de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizé usando
el "kit" Geneclean de la firma comercial BIO 101 Inc., siguiendo las instrucciones
recomendadas por dicha firma.

Se cortaba el fragmento de gel que contenia la banda deseada y se le
afiadia 2 veces su volumen de una disolucion de Nal 4 M (para calcular el volumen
del fragmento de agarosa se asumia una densidad de 1 y se determinaba el peso
del fragmento). La preparacion se incubaba a 55 °C durante 5-10 min, al final de
esta incubacién todo la agarosa debia estar fundida. A continuacién se le afadia
entre 5y 10 ul (dependiendo de la cantidad de ADN que se extrajese) de "glass
milk", disolucién proporcionada por el "kit", y se incubaba a 4 °C durante 15 min con
agitacidon ocasional. Al cabo de ese tiempo se centrifugaba la preparacion durante
10 s @ 10.000 x g vy el precipitado obtenido, formado por perlas de vidrio a las que
estaba adherido el ADN, se lavaba 4 veces con una disolucién suministrada por la
firma comercial y que contenia NaCl, Tris, EDTA y etanol. Por altimo, el precipitado
se resuspendia en un volumen apropiado de tampén Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8 (normalmente entre 10 y 30 pl), se calentaba durante 5 min a 55 °C, se

centrifugaba a 10.000 x g, 10 s y se recuperaba el sobrenadante

I1. D. 2. 17 LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Las reacciones de ligacion de fragmentos de ADN se llevaban a cabo en un
volumen 10 pl, conteniendo: 1 pl de tampoén de ligacion concentrado 10 veces (Tris-
HCI, 0,5 M, pH 7,4; MgClp, 0,1 M; ditiotreitol, 0,1 M; espermidina, 10mM; ATP, 10
mM y BSA, 1 mg/ml), 7 ul de la mezcla de fragmentos de ADN que se deseaban
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ligar y 2 ul de una preparacién de enzima ADN ligasa del fago T4, con 5 unidades
Weiss/ul (Pharmacia). La mezcla de reaccién se incubaba a 15 °C durante una

noche.

II. D. 2. 18. RESTRICCION DE ADN

Para las reacciones de restriccion de ADN se empleaban las enzimas
suministradas por la firma Boehringer Mannheim (RFA), usando el tampon de
restriccion adecuado a cada enzima, suministrado por la misma firma. En todos los
casos, el volumen de solucién de enzima afiadido al ensayo era menor de 1/10 del
volumen total de reaccidn, con objeto de evitar una inhibicion de la actividad debida

al glicerol presente en la solucion de la enzima.

II. E. METODOS ANALITICOS

II. E. 1. SEPARACION Y DETERMINACION DE GLUTAMATO YGLUTAMINA
MEDIANTE HPLC.

El sistema de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) empleado para el
analisis de aminoécidos en el ensayo de la actividad biosintética de la glutamina
sintetasa tanto in vivo como in vitro estaba compuesto por un inyector automatico
W.L.S.P. 710 B de Waters (EE.UU.) conectado a una bomba Waters modelo 6000 A
que creaba un flujo constante de solvente. La salida del inyector estaba conAectada

a la columna de analisis (precedida de una precolumna de proteccién rellena de
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perlas de vidrio), y ésta a su vez con un detector de fluorescencia Ac-420 de Waters
provisto de filtros de 338 nm (excitacidn) y 425 nm (emision). La temperatura de la
columna se mantenia a 45°C gracias a un horno termorregulado Waters.

El flujo de solvente por la columna durante el tiempo de derivatizacion de los
aminoacidos se mantenia constante gracias a una bomba auxiliar modelo M45 de
Waters conectada mediante una unién en T directamente a la columna, segun
describe Marqués et al. (1989).

Una vez transcurridos los 90 s empleados en la derivatizacion, el solvente se
suministraba nuevamente con la bomba A a través del inyector, arrastrando la
muestra a analizar ya derivatizada. El funcionamiento de las bombas se regulaba
con un controlador-formador de gradiente modelo M-720, y los datos obtenidos del
detector se procesyaban directamente en la unidad de procesado de datos M-730,

ambos de Waters.

Derivatizacion de los aminoacidos.-

Las muestras de los ensayos enzimaticos obtenidas como se indica en los
apartados II. C. 1. 2.y II. C. 2. 2, se derivatizaban antes de su inyeccion,
siguiendo el método de Lindroth y Mopper (1979). En el caso concreto de la
inyeccién automatica, la derivatizacion se llevaba a cabo en el inyector, que
transportaba, con flujo muy lento (0,1 ml/min), 20 ul de mezcla derivatizante y 10 pl
de muestra tomados consecutivamente, hasta una precolumna de 4 cm de longitud
y 3,9 mm de diametro interno rellena de perlas de vidrio, donde permanecian
durante 45 s antes de ser inyectados.

La mezcla derivatizante constaba de: 27 mg de O-ftaldialdehido (OPA)
disueltos en 0,5 ml de metanol; 4,5 ml de tamp6n borato sodico 0,4 M, pH 10y 20 ul

de B-mercaptoetanol.
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Desarroll la_cromatografia.-

La cromatografia en fase reversa de los OPA-derivados asi obtenidos se
llevaba a cabo de forma isocratica empleando una columna de octadecilsilano
fijado en soporte de silice tipo uBONDAPACK C1g 0 NOVAPACK C1g, ambas de
Waters (EE.UU.), de 15 cm de longitud por 3,9 mm de didmetro interno, precedida
por una precolumna (descrita anteriormente). Las condiciones de elucién eran una
modificacién de las de Martin et al. (1982). El tampdn empleado era fosfato sddico,
20 mM, pH 6,5 conteniendo 22 % de metanol y 2 % de tetrahidrofurano, bombeado
a través de la columna a un flujo constante de 1 ml.min-1, creando una presion de
aproximadamente 2400 psi. Los picos correspondientes a los OPA-derivados de
glutamato y glutamina se eluian con una diferencia mayor de 1 min en sus tiempos
de retencion, resolviéndose totalmente.

El calibrado del sistema se llevaba a cabo autométicamente con el
procesador de datos M-730 tras inyectar un patrén de concentracion conocida de
glutamato y glutamina tratado del mismo modo que las muestras. Al final de los
andlisis el sistema completo se lavaba con varios volumenes de columna de agua,

seguidos por una cantidad equivalente de metanol.

IL. E. 2. ANALISIS DE NIVELES INTRACELULARES DE AMINOACIDOS.

La extraccion de los aminoacidos se realizaba mediantes lisis acida tal como
describen Romero et al (1987). Fracciones alicuotas de 0,9 ml de un cultivo con una
concentracién de clorofila entre 10 y 15 pg/ml se afiadian a 0,1 ml de HCI 2 N
enfriado en hielo. La mezcla se agitaba durante 10 s y se centrifugaba a 12.000 x g
durante 20 min a 4°C. El sobrenadante constituia el lisado celular donde se

analizaban los aminoacidos.
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Del lisado celular se tomaban 0,3 ml que se tamponaban con fosfato potasico
50 mM, pH 7 hasta un volumen final de 2,5 ml. El analisis de los aminoacidos
presentes en el lisado se realizaba mediante derivatizacion de los mismos con OPA
y posterior separacién en HPLC. Para ello, 50 ul de la muestra tamponada con
fosfato potasico se incubaban a temperatura ambiente durante 90 s con 150 ul de
mezcla derivatizante (descrita en el apartado anterior). Transcurrido ese tiempo se
inyectaban 40 pul de dicha mezcla en un inyector UK de Waters (EE.UU.),
conectado a una bomba Waters modelo 501. La salida del inyector estaba
conectada a una precolumna de proteccion (rellena de perlas de vidrio) y ésta a su
vez a la columna de andlisis. La columna usada era una NOVAPACK C4g de
Waters (EE.UU.) compuesta por una matriz de octadecilsilano fijado en soporte de
silice. La columa se unia en serie a un detector de fluorescencia Ac-420 de Waters
provisto de filtros de 338 nm (excitacion) y 425 nm (emision). La cromatografia se
realizaba a temperatura ambiente y en condiciones isocraticas empleando como
eluyente fosfato potasico 20 mM, pH 6,5, conteniendo 22 %»de metanol y 2 % de
tetrahidrofurano, bombeado a través de la columna a un flujo constante de 1 mi/min.

El calibrado del sistema se llevaba a cabo automaticamente con el
procesador de datos 745 de Waters tras inyectar un patrén de concentracion

conocida de los aminodacidos estudiados tratados del mismo modo que las

muestras.



48

II. E. 3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE o-CETOGLUTARATO EN
Synechocystis PCC 6803

La determinacion de los niveles intracelulares de «-cetoglutarato en
Synechocystis PCC 6803 se realizaba siguiendo el método empleado por Senior
(1975) en Escherichia coli. .

Las células de 130 ml de un cultivo celular, con una concentraciéon de
clorofila comprendida entre 8 y 12 pug/ml, se recogian por centrifugacion a 3.000 x g
durante 10 min a 4°C. Las células sedimentadas se resuspendian en una
disolucion de acido percldérico 0,4 M hasta un volumen final de 1-1,56 ml y se
incubaban en hielo durante 15 min para permitir un completo lisado de las células.
La suspension celular se centrifugaba a 12.000 x g durante 20 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido constituia el lisado celular donde se determinaba la
concentracion de a-cetoglutarato.

Esta determinaciéon se realizaba midiendo la oxidacion del NADPH
catalizada por la glutamato deshidrogenasa en la reaccidn de sintesis de glutamato
a partir de amonio y a-cetoglutarato con cantidades limitantes de este ultimo. La
mezcla de reaccion contenia, en un volumen final de 1 ml: tampdén Tris-HCI, pH 8,
200 pmol; NH4CI, 60 umol; ADP, 2 umol; NADPH, 0,1 umol y 0,4 mi de muestra. Al
afadir la muestra se formaba un precipitado, probablemente debido al acido
perclérico y el tampén Tris-HCI, este precipitado interferia con la medida y se
eliminaba mediante centrifugacion de la mezcla de reaccidén a 12.000 x g durante 2
min a temperatura ambiente. Una vez eliminado el precipitado se iniciaba la
reaccion por la adicion de 10 pl de una preparacién de glutamato deshidrogenasa
(1,2 U.ul'l) y se seguia la oxidacion del NADPH en un espectrofotémetro PYE
UNICAM modelo SP8-100 UV con registrador incorporado, a una longitud de onda

de 340 nm. El coeficiente de extincién empleado para el NADPH a esa Iongitud de

onda era de 6,2 mM-1 cm-1.
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II. E. 4. DETERMINACION DE CLOROFILA

El contenido celular de clorofila a se determinaba espectrofotométricamente
en extractos metandlicos de las células (Mackinney, 1941). La suspension celular
(0,5 a 1 mi) se centrifugaba 1 min a 12.000 x g en una centrifuga Eppendorf y el
sedimento se resuspendia con 1 ml de metanol absoluto. Tras agitar vigorosamente
durante 1 min, la preparacién se cetrifugaba de nuevo 2 min a 12.000 x g,
determinandose la concentracion de clorofila en el sobrenadante, adecuadamente
diluido con metanol, a partir de su absorbancia a 665 nm. El coeficiente de

extincién empleado a esa longitud de onda era de 74,46 mM-t.cm-1.

II. E.5. DETERMINACION DE PROTEINA

El contenido celular de proteina se determinaba directamente en células
enteras siguiendo la modificacidn de Markwell et al.(1978) al método der Lowry et al.
(1951). En los procesos de purifiéacién de enzimas y cuando se trabajaba con
extractos crudos, la proteina se determinaba siguiendo el método de Bradford:
(1976) usando el reactivo para proteinas BIORAD (EE.UU.) y siguiendo el
procedimiento de "microensayo” recomendado por dicha firma comercial : la
muestra se completaba hasta 0,8 ml con agua y se afadian 0,2 ml de reactivo para
proteinas BIORAD determinandose la absorbancia de dicha mezcla a 595 nm. Las

rectas de calibrado se obtenian para cada serie de ensayos, utilizando

ovoalbimina como patron.
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II. E. 6. DETERMINACION DE y-GLUTAMIL HIDROXAMATO

El y-glutamil hidroxamato formado en el ensayo de la actividad transferasa de
la glutamina sintetasa se determinaba por reaccion con cloruro férrico en medio
acido (Shapiro y Stadtman, 1970). A 1 ml de disolucién conteniendo y-glutamil
hidroxamato (mezcla de ensayo de la reaccién después de 5 min de incubacion a
30 °C) se le anadian 2 ml del reactivo de hierro en medio &cido, cuya composicion
era: 7,73 ml de HCl al 37 % , 12 g de acido tricloroacético y 33,3 g de FeCl3.6H20
llevados a un volumen final de 1 | con agua. La concentracion del producto
coloreado formado se determinaba espectrofotométricamente utilizando un

coeficiente de extincion a 500 nm de 0,89 mM-1.cm-1.

II. E. 7. DETERMINACION DE AMONIO

El amonio se determinaba enzimaticamente midiendo la oxidacion de
NADPH catalizada por la glutamato deshidrogenasa (GDH) en la reaccion de
sintesis de glutamato a partir de a-cetoglutarato y amonio, con cantidades limitantes
de este Gltimo (Bergmeyer, 1974). La mezcla de reaccidn contenia en un volumen
final de 1 ml: tampdn Tris-HCI, pH 8, 100 pumol; a-cetoglutarato, 10 umol; ADP, 1,2
pmol; NADPH, 0,20 - 0,25 umol, y una alicuota de la muestra. La reaccion se
iniciaba por la adicion de 5 ul de una preparacién de glutamato deshidrogenasa (7
U) de muy bajo contenido en amonio y se desarrollaba durante 15 min a 30°C. La
concentracion de NADPH en la mezcla de reaccién, antes y después de
desarrollarse ésta, se determinaba espectrofotométricamente a 340 nm, usando un
coeficiente de extincién de 6,2 mM-1 cm-1. Los valores de oxidacion de NADPH en

presencia de amonio afnadido se corregian con los blancos a los que no se anadia

amonio.



II. E. 8. DETERMINACION DE ADN

La cantidad de ADN se estimaba segun describen Maniatis et al. (1982), a
partir de la fluorescencia inducida por luz ultravioleta emitida por las moléculas de
bromuro de etidio intercaladas en el ADN. Para ello, alicuotas de las disoluciones
en cuestion se sometian a electroforesis en geles horizontales de agarosa (ver
apartado II. D. 1. 2. 3.) en los que tambien se incluian distintas muestras
conteniendo cantidades conocidas de ADN del fago A. Una vez desarrollado la
electroforesis, se fotografiaban mientras se sometian a iluminacién con luz de 302
nm de longitud de onda. La cantidad de ADN en la muestra problema se estimaba

por comparacion de su fluorescencia con la de las muestras patrones.

I1. E. 9. DETERMINACION DE RADIOACTIVIDAD DE 32p

La determinacién de radioactividad de 32P se realizaba en un contador de
centelieo liquido Beckman modelo 2800. Las muestras, colocadas en viales de
centelleo de 7 ml, y tratadas como se indica en el apartado II. D. 2. 7., se mezclan

con 5 ml de solucién centelleadora (cocktail 2200, Scharlau).

II. E. 10. CENTRIFUGACIONES

Para la recogida de células y en la preparacion de extractos celulares, se
emplearon centrifugas refrigeradas Sorvall (EE.UU.) modelo RC2-B, equipadas con
rotores SE-12, SS-34 y GSA.

Para la recogida de células de suspensiones de volumenes inferiores alb

ml, preparaciénes de muestras para HPLC y centrifugaciones de volimenes
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menores de 1,5 ml, se empled una centrifuga Eppendorf (R.F.A.) modelo 5414,
capaz de alcanzar 10.000 x g .

La recogida de grandes volumenes de células (mayores de 20 I) se llevo a
cabo por centrifugacion en flujo continuo, empleando un sistema Szent-Gyorgi-

Blum adaptado a una centrifuga Sorvall modelo RC2-B.

I1. E. 11._MEDIDAS DE pH
El pH de las disoluciones se determiné con el pH-metro Radiometer modelo
PHM82 (Dinamarca).

II. F. REACTIVOS

II. F. 1. PROCEDENCIA DE COMPUESTOS QUIMICOS Y BIOQUIMICOS

ADP, aminooxiacetato, azaserina, DON, L-glutamato deshidrogenasa (tipo
II, de higado de vaca), L-glutamina, acido L-glutamico, patrones de aminoacidos
para HPLC, OPA, agarosa, Triton X-100, ficol, polivinil-pirrolidona, seroalbumina
bovina (fraccién V), SDS, HEPES y TRIS eran de Sigma Chemical Co., St. Louis
(USA). Sephadex G-25 y G-50, agarosa carente de actividad nucleasa y ADN
ligasa eran de Pharmacia (Suecia). Las enzimas de restriccion, "Kit" de marcaje de
ADN con 32P, "Kit" de marcaje de ADN con digoxigenina, NADPH y NADH eran de
Boehringer Mannheim (R.F.A.). E! "Kit" Geneclean fue suministrado por BIO 101 Inc.

(USA). La DEAE-celulosa DE-52 de Whatman (Gran Bretafia). El nitrato sédico,



fosfato dipotasico y bicarbonato sédico empleado en los cultivos fueron de grado
analitico y suministrados por Panreac (Espafia). El resto de los compuestos
utilizados eran de grado analitico, procedentes de Merck (R.F.A.). |

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador de vidrio DRA (Espana).
Los gases utilizados, anhidrido carbdnico y nitrégeno, fueron adquiridos a la S.E.O.

(Espana).
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II1. RESULTADOS
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III. A. PURIFICACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE
h is_PCC 6803

III. A. 1. METODO DE PURIFICACION

El método que describimos para la purificacion de la glutamina sintetasa de
Synechocystis PCC 6803 esta basado en el descrito por Florencio y Ramos (1985)
para purificar la GS de la cianobacteria Synechococcus PCC 6301, y comprende
dos pasos de cromatografia: una primera de intercambio iénico, seguida de una

cromatografia de afinidad empleando una matriz de 2", 5’-ADP-Sefarosa.

Los extractos crudos se obtuvieron por tratamiento con ultrasonidos y
posterior centrifugaciéon tal como se describe en el apartado II. B. 1. En la
‘purificacién de la glutamina sintetasa de Synechococcus se incluye un tratamiento
del extracto con un detergente no idnico (MTA), ya que sin este tratamiento
aproximadamente el 50 % de la actividad GS se encuentra en el sedimento de la
centrifugacion, junto con las fracciones de membranas y restos celulares. En el
caso de Synechocystis este tratamiento no fue necesario, ya que mas del 90 % de
la actividad GS se detecté en el sobrenadante después de la centrifugacion de la

preparacion tratada con ultrasonidos.

Todo el proceso de purificacién se llevd a cabo a temperaturas

comprendidas entre 0y 4 °C.

III. A. 1. 1. Cromatoqgrafia de intercambio iénico en DEAE-celulosa
Se emple6é como paso previo a la cromatografia de afinidad en 2°, 5°-ADP-

Sefarosa, con objeto de obtener preparaciones mas limpias para aplicar en ese
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proceso, y eliminar proteinas que pudieran competir por la unioén a la columna de

afinidad.

Se utilizé un lecho de DEAE-celulosa Whatman DE-52 (2 x 10 cm) formado a
partir de unos 10 g (peso seco) de matriz equilibrada con tampén HEPES-NaOH,
50 mM, pH 7 (tampén A) y empaquetada en una columna de vidrio a un flujo de 96
ml/h El extracto crudo libre de células se aplicd sobre el lecho a un flujo de 52 mi/h,
tras lo cual se lavd la columna con 4 volimenes de lecho de tampon A. Las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron a continuacién con un gradiente
lineal de KCI en tampén A (desde 0 a 0,5 My 200 ml de volumen total) a un flujo de
52 ml/h. La actividad GS se eluyé como un solo pico a una concentracion de KCl de
0,3-0,35 M (Figura 3), formando parte de una banda de color azul intenso debido a
su alto contenido en ficocianinas, un pigmento fotosintético caracteristico de
cianobacterias. Las fracciones con suficiente actividad se reunieron y se diluyeron
con tampon A hasta una concentracion final de KCI de 50 mM con objeto de que la
fuerza idnica de la muestra no interfiriera en la unién de las proteinas a la matriz de
afinidad 2°, 5°-ADP-Sefarosa. Es preferible diluir la muestra ya que, al igual que
ocurre en otras cianobacterias (Stacey et al., 1979), la glutamina sintetasa perdia la

actividad al ser dializada contra el tampén A.

La actividad GS recuperada tras la eluciéon de la columna representé un 80
% de la actividad total aplicada, con una purificacion de aproximadamente 2,5
veces. Si bien la purificacién obtenida en este paso fue pequefa, esta
cromatografia permiti6 un mejor rendimiento de la cromatografia de afinidad, al

eliminar proteinas que podrian saturar la columna de 2°, 5°-ADP-Sefarosa.
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III. A. 1. 2. Cromatografia de afinidad en gel de 2°. 5°-ADP-Sefarosa

Se utiliz6 un lecho de 2°, 5°-ADP-Sefarosa (Pharmacia) det x 6 cm, formado
a partir de 1 g (peso seco) de adsorbente equilibrado con tampén A y empaquetado
en una columna Econo-column de BIO-RAD a un flujo de 52 mi/h. ,

La muestra resultante de la cromatografia en DEAE-celulosa, una vez diluida,
se aplico sobre el lecho a un flujo de 52 ml/h tras lo cual se lavd la columna con 300
ml de tampdn A suplementado con KCI a una concentracion final de 0,4 M. Con
este lavado se consiguid eluir de la columna todas las ficocianinas sin que se

detectase actividad GS en las fracciones de elucion recogidas.

Una vez concluido el lavado, se aplicoé a la columna tampén A suplementado
con KCI1 0,4 My ADP 2 mM a un flujo de 26 ml/h, recogiendose fracciones de 1 ml.
La actividad GS se eluyé como un solo pico en las primeras fracciones recogidas
(Figura 4), representando esta actividad mas del 90 % de la aplicada a la columna,
con una purificacion media de 130 veces. Las fracciones con actividad GS se
analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, descartandose

aquellas que presentaban alguna banda de proteina contaminante.

La Tabla 2 resume el proceso de purificacion de la glutamina sintetasa de
Synechocystis . La recuperacion fue del 42 % de la actividad enzimatica original,
siendo la purificacion total de unas 250 veces. La actividad especifica de la
preparacidn final obtenida fue de aproximadamente 143 U de actividad transferasa

por mg de proteina.
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Las condiciones de la cromatografia se indican en el apartado III. A. 1. 1. Se aplicé una

muestra de 20 mi conteniendo 120 U de actividad transferasa.
(~— 0 —) proteina; (— ® —) actividad GS transferasa
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Las condiciones de la cromatografia se detallan en el apartado III. A. 1. 2. Se aplicaron
100 U de actividad GS transferasa, procedentes de una cromatografia de intecambio
idnico. La figura muestra las fracciones recogidas después de aplicar a la columna

tampén A suplementado con KCI 0,4 My ADP 2 mM.
(—o—) proteina; (— ® —)actividad GS transferasa
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Tabla 1.- Purificacién de la glutamina sintetasa deSynechocystis PCC 6803

Eraccion Actividad Proteina Act. espect. Recuperacién Purificacién
(U) (mg) (U/mg) (%) (veces)

Extracto crudo 120 322 0,37 100 1

Eluato de

DEAE-celulosa 100 115 0,87 83 2,3

2°,5°-ADP-

Sefarosa 76 0,53 143,0 63 253
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III. A. 2. CRITERIOS DE HOMOGENEIDAD

III. A. 2. 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

III. A. 2. 1. 1. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes

La pureza de la preparacion enzimatica final se comprobé mediante
electroforesis analitica en gel de poliacrilamida, llevada a cabo segun se indica en
el apartado 1l. D. 1. 2. 1.La preparacion, fraccion pico de una cromatografia de
afinidad en 2°, 5°-ADP-sefarosa, presenté una sola banda de proteina tal como
puede observarse en la Figura 5A. Esta misma preparacién ha utilizada por parte
del grupo del Dr. Diez Dapena de la Universidad de Cordoba.en la obtencion de

anticuerpos policlonales monoespecificos de conejo contra la GS de Synechocistis

PCC 6803

III. A. 2. 1. 2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Cuando la electroforesis se llevd a cabo en presencia de SDS, se obtuvo
nuevamente una sola banda de proteina ( Figura 5B). Puede: afirmarse, por tanto,
que dentro de los valores de resolucién del método (2-3 %), la Unica proteina

presente en las preparaciones es glutamina sintetasa.
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Figura 5.- Electroforesis analitica en geles de poliactilamida de la glutamina

in rifica;

Las condiciones de las electroforesis se detallan en los apartados I1. D. 1. 2. 1.y I1. D. 1. 2.
2.

Figura 5A.- .Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. En el pocillo se aplicd 10 ug
de GS purificada.Linea 1, GS de Synechocystis ; Linea 2, GS de Calothrix

Figura 5B.- Electroforesis en presencia de SDS. Linea 1, marcadores de peso molecular;
Linea 2, GS purificada de Synechocystis (5 ug); Linea 3; GS purificada de Calothrix (7 pg)
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II1. B. PROPIEDADES DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE
Synechocystis PCC 6803

III. B. 1. PESO MOLECULAR DETERMINADO POR ELECTROFORESIS EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Muestras alicuotas de 3-6 pl de una preparacion enzimatica purificada,
conteniendo 5--10 pg de proteina, se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12 % de acrilamida conteniendo 0,1 % de SDS. La Figura 5B
muestra la presencia de una sola banda en la preparacion. Para determinar su
peso molecular, se sometieron simultineamente a electroforesis una serie de
proteinas patrones de peso molecular conocido. La Figura 6 muestra el resultado
obtenido al representar el logaritmo de los pesos moleculares frente a los valores
de R de las proteinas marcadoras. El peso molecular, calculado por interpolacion a
partir de la movilidad relativa de la glutamina sintetasa, fue de 52 kDa, valor similar
al descrito para las glutamina sintetasas de otras cianobacterias: 51 kDa para la de
Synechococcus PCC 6301 (Florencio y Ramos, 1985), 50 kDa para Anabena PCC
7120 (Orr et al., 1981) y 49 kDa paraCalothrix PCC 7601 (Mérida et al., 1990)
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La electroforesis se llevé a cabo en un gel al 12 % de acrilamida tal como se describe en
elapartado II.D. 1.2. 1.
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II1. B. 2. VALORES DE LAS CONSTANTES DE MICHAELIS (Km) PARA LOS
DISTINT TRATOS DE LA ACTIVIDAD TRANSFERASA DE LA
LUTAMINA SINTETASA

Para estudiar la afinidad de la GS por los diferentes sustratos del ensayo
transferasa: glutamina, ADP e hidroxilamina, se ha realizado una serie de
representaciones de dobles reciprocos (Lineweaver-Burk). Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 3. Quizas el dato mas destacado sea la alta
afinidad de esta enzima por el ADP, con una Km en el intervalo de concentracion
nanomolar. La alta afinidad por este compuesto puede explicar el buen
funcionamiento de la cromatografia de afinidad 2°, 5-ADP-Sefarosa en la
purificacion de la enzima. En las Figuras 7 (ADP), 8 (hidroxilamina) y 9 (glutamina)
se muestra las representaciones de dobles reciprocos para los distintos sustratos

de la GS en el ensayo transferasa.

IIL. B. 3. VALORES DE LAS CONSTANTES DE MICHAELIS (Km) PARA LOS
DISTINT TRATOS DE LA ACTIVIDAD BIOSINTETICA DE LA
GLUTAMINA SINTETASA

Al igual que para el ensayo transferasa, se ha determinado la afinidad de la

GS por sus sustratos fisiolégicos (ensayo biosintético), glutamato, ATP y amonio,

mediante la representacion de Lineweaver-Burk. Los resultados obtenidos se

muestran detalladamente en las Figuras 10 (amonio), 11 (ATP) y 12 (glutamato) y

se resumen en la Tabla 3.Estos datos son equivalentes a los descritos para otras

cianobacterias y bacterias en general; con una alta afinidad para el amonio, 0,17

mM, lo que permite queeste enzima sea la principal via de asimilacién de amonio

en condiciones de limitacion de amonio en el medio. Las Km para el ATP y el

glutamato estan en el intervalo milimolar, 0,55y 1,2 mM respectivamente.
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Figura 7.- Km de |a glutamina sintetasa para el ADP en el ensayo transferasa

Las condiciones son las descritas en el apartado II. C. 2. 1., excepto que las
concentraciones de ADP son las que se indican en la figura.
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Las condiciones son las descritas en el apartado I1. C. 2. 1., excepto que las

concentraciones de hidroxilamina son las que se indican en la figura.
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Figura 9.- Km de |a glutamina sintetasa por la glutamina en el ensayo transferasa.

Las condiciones son las descritas en el apartado I1. C. 2. 1., excepto que las
concentraciones de glutamina son las que se indican en la figura.
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Figura 10.- Km de la glutaming sintetasa por el amonio en el ensayo biosintético.

Las condiciones son las descritas en el apartado II. C. 2. 2., excepto que las

concentraciones de amonio son las indicadas en la figura.
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Figura 11.- Km de |a glutamina sintetasa por el ATP en el ensayo biosintético.

Las condiciones son las descritas en el apartado II. C. 2. 2., excepto que las
concentraciones de ATP son las que se indican en la figura.
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Figura 12.- Km de la glutamina sintetasa por el glutamato en el ensa

biosintético.

Las condiciones son las descritas en el apartado II. C. 2. 2., excepto que las
concentraciones de glutamato son las que se indican en la figura.



72

Tabla 3.- Parametros fisico-quimicos y cinéticos de la glutamina sintetasa de

Synechocystis PCC 6803

Parametro Valor

Masa molecular de
la subunidad 52

Tipos de mondémero 1

Temperatura 6ptima (°C)

Ensayo transferasa 34

Ensayo biosintético 35
pH 6ptimo

Ensayo transferasa 6,5

Ensayo biosintético 7,2

Km aparente (mM)
Ensayo transferasa

- ADP 0,03

- Hidroxilamina 50

- Glutamina 14,3
Ensayo biosintético

- Amonio 0,17

-ATP 0,82

- Glutamato 1,60

El peso molecular de la subunidad se calculé mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, tal como se detalla en el apartado III. B. 1. Las condiciones de ensayo son las
estandar (apartado II. C. 2.), excepto que el sustrato cuya Km se estudia se ahade a distintas
concentraciones no saturantes. Los datos de velocidad inicial obtenidos se representan en funcién de
la concentracién de sustrato utilizada en cada ensayo (1/v frente a 1/[S]). El tiempo de ensayo fue de 5
min para el ensayo de la actividad transferasa y 15 para la biosintética.
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ITI. B. 4 EFECTO DE CATIONES DIVALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD
BIOSINTETICA DE LA GLUTAMINA SINTETASA

Tanto la actividad transferasa como la biosintética son dependientes de
cationes divalentes, habiendo sido propuesto que la disponibilidad de cationes en
el interior de la célula podria ser una de los principales sistema de regulacion de la

glutamina sintetasa de cianobacteria (Stacey et al., 1979; Ip et al. , 1983).

Hemos determinado el efcto de cationes sobre la actividad biosintética de la
GS de Synechocystis PCC 6803. En la Tabla 4 se muestran los resultados
obtenidos al ensayar la actividad enzimatica de una preparacion de GS purificada
empleando como catién divalente el Mg2+ (control), Mn2+, Co2+ 6 Ca2+. Se puede
observar que la actividad biosintética de la glutamina sintetasa de Synechocystis
“es fuertemente dependiente de Mg?2+, y su sustitucion por otro catién conlleva una
considerable pérdida de actividad: 85,4 %, 99 % y 65 % para el Mn2+, Ca2+y Co2+

respectivamente.

II1. B. 5. EFECTOS DE DIVERSOS COMPUESTOS SOBRE LAS ACTIVIDADE
TRANSFERASAS Y BIOSINTETICAS DE LA GLUTAMINA SINTETASA

Se ha estudiado el efecto de algunos compuestos, tales como aminoacidos y
nucledtidos, descritos como inhibidores alostéricos de la GS de otras
cianobacterias, sobre las actividades biosintética y transferasa de la GS de

Synechocystis PCC 6803.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos al ensayar la actividad

enzimatica de preparaciones de GS pura en presencia de 1 mM de distintos |
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Tabla 4.- Efecto de cationes divalentes sobre la actividad biosintética de la

glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803.

Cation . Actividad GS % actividad
myU/maqg protein

Mg2+ 143 100
Mn2+ 21,0 14,6
Ca2+ 9,6 0,7
Co2+ 49,7 35

Las condiciones de ensayo de la actividad biosintética fueron las descritas en el apartado II. C.
2. 2., salvo que el catién divalente en cada caso fue el indicado en la tabla. La concentracién de cation
fue de 25 mM en todos los casos.
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compuestos. La actividad transferasa se vid fuertemente inhibida por alanina,
glicina y serina (94, 75 y 62 % de inhibicion). Sin embargo, estos aminoacidos
ejercieron poco o ningun efecto sobre la actividad biosintética; asi, la alanina
inhibié en un 52 % la actividad biosintética mientras que la glicina y la serina lo
hicieron en un 5 y 13 % respectivamente. Tal como aparece en la Tabla 4 los
principales inhibidores de la actividad biosintética fueron los nucleétidos ADP y

AMP, con un 77 y 67 % de inhibicion respectivamente.

ITI. B. 6. INHIBICION POR ADP DE LA ACTIVIDAD BIOSINTETICA DE LA
GLUTAMINA SINTETASA

El ADP junto con el AMP parecen ser los inhibidores mas potentes de la
actividad biosintética de la GS. Debido a que el ADP es uno de los productos de la
actividad enzimatica de la glutamina sintetasa, hemos realizado un estudio mas
detallado de su inhibicién, en concreto estudiando qué tipo de inhibicidn presenta

respecto a dos de los sustratos de la GS, el glutamato y el ATP.

- Respecto al glutamato, se ha determinado el grado de inhibicién producido
por distintas concentraciones de ADP en el ensayo, usando tres concentraciones

distintas de glutamato. Los resultados obtenidos se han analizado usando
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Tabla 5.- Efecto de amino acidos y otros compuestos en las actividades biosintética

y transferasa de la glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803

Ninguna

Alanina

Aspartico

Asparagina

Glicina

Arginina

Serina

Glucosamina 6-fosfato
AMP

ADP

Actividad transferasa

100

102

105

25

70

38

106

117

nd1

Actividad biosintética

100
48
59

100
95
80
87

100

33

23

1nd, no determinado

Una alicuota de 10 pg de glutamina sintetasa pura se ensayo en presencia de 1 mM de

diversos compuestos en el caso del ensayo biosintético y 10 mM en el caso del ensayo transferasa.
Las condiciones del ensayo transferasa y biosintético fueron las descritas en los apartados II. C. 2. 1.y
I1. C. 2. 2. respectivamente. El 100 % de actividad corresponde a 1,4 (biosintética) y 57,5 (transferasa)

U /mg proteina.
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Figura 13.- Inhibicidon por ADP de la actividad biosintética de la glutamina sintetasa
nech is P . Ef la variacion de |

ncentracion de glutam

Las condiciones de ensayo fueron las descritas en el apartado I1. C. 2. 2., salvo que las
concentraciones de glutamato fueron 2 mM (A)10 mM (O) y 25 mM (@). En cada ensayo

se emplearon 10 ug de glutamina sintetasa pura. El método gréfico de analisis empleado
fue la representacion de Dixon.
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Las condiciones de ensayo fueron las descritas en el apartado II. C. 2. 2., salvo que ias
concentraciones de ATP fueron las indicadas en la figura. Las concentraciones de ADP
empleadas fueron : sin ADP (@) 10 uM (O)y 50 uM (A) En cada ensayo se emplearon 10

ug de enzima pura. El andlisis de los resultados se realizé mediante la representacién de
Lineweaver-Burk .
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la representacién de Dixon. En la Figura 13 se puede observar que la inhibicion por
ADP es no competitiva respecto al glutamato. Con una K;j de 0,28 mM. La menor
actividad obtenida con 25 mM de glutamato en comparacion con la detectada con
10 mM podria indicar una posible inhibicién por sustrato de la actividad biosintética
de la GS.

En el caso del ATP se empleé la representacién de Lineweaver-Burk. Se
utilizaron tres concentraciones distintas de inhibidor, y en cada una de ellas se
estudié como aumentaba la velocidad de la reaccién enzimética al aumentar la
concentracion del sustrato estudiado, en este caso el ATP. En la Figura 14 se
observa que la inhibicién por ADP es competitiva respecto al ATP ya que el
aumento de la concentracién del inhibidor determina una disminucion de la
afinidad del enzima por su sustrato, permaneciendo invariable la velocidad maxima

alcanzada. La K calculada de esta inhibicién fue de 0,11 mM.

IIL B. 7. ESTUDIO INMUNOLOGI DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE
YNECHQCYSTIS P 8

A partir de fracciones puras de glutamina sintetasa de Synechocystis PCC
6803 se han obtenido anticuerpos de conejo policlonales y monoespecificos contra
dicha enzima. Nuestro grupo dispone, ademas, de anticuerpos monoespecificos
obtenidos contra la glutamina sintetasa de Synechococcus PCC 6301 y Calothrix
PCC 7601. Esto nos ha permitido realizar un estudio inmunoldgico de la glutamina
sintetasa de Synechocystis PCC 6803, con objeto de establecer las relaciones

filogenéticas entre las enzimas d estas tres cianobacterias.

El estudio se ha realizado mediante inmunotitulacién de la glutamina

sintetasas de Synechocystis y Calothrix con los anticuerpos obtenidos contra las
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enzimas de Synechococcus y Synechocystis . Alicuotas de 0,3 ml de
preparaciones de enzima pura, conteniendo 12 ug en la titulacién con el enticuerpo
de Synechocystis , 6 30 pg de enzima en la titulacién con el anticuerpo de
Synechococcus , se incubaron, tal como se describe en el apartado II. D. 1. 3., con
cantidades crecientes de anticuerpo.. Es interesante destacar que, a diferencia de
lo que ocurre con otros complejos anticuerpo-enzima, el complejo glutamina
sintetasa-anticuerpo mantiene su actividad, por lo que es necesario centrifugar las
muestras (10.000 x g a 4 °C durante 15 min) con objeto de determinar la

proporcion de enzima que permanece libre.

En las Figuras 15 y 16 se muestran los resultados conseguidos con los
anticuerpos obtenidos contra las glutamina sintetasa de las dos cianobacterias, la
de Synechocystis (Figura 15) y la de Synechococcus (Figura 16). Se observa que
los dos anticuerpos reconocen a la enzima de Calothrix , cianobacteria filamentosa.
Sin embargo, a partir de estos resultados no puede establecerse cual de las dos
GS de las cianobacterias unicelulares estudiadas presenta mayor identidad con la

enzima de Calothrix .

El estudio de las relaciones de identidad entre la GS de estas tres
cianobacterias se ha llevado a cabo empleando técnicas de inmunodifusion pasiva
en gel de agarosa (Ouchterlony) tal como se describe en el apartado II. D. 1. 4. En
la Figura 17A. se muestra un Ouchterlony del anticuerpo obtenido contra la GS de
Synechocystis frente a las GS puras de las tres cianobacterias. En el pocillo central
se colocaron 84 ug de anti-GS y en los pocillos externos 10 pg de GS purificada de
Synechocystis , Synechococcus y Calothrix . A partir de las bandas de
inmunoprecipitacion puede deducirse que, como cabria esperar, la GS de

Synechocystis presenta mayor identidad con la de Synechococcus que con la de



Calothrix . La misma informacion se deduce de la Figura 17B, que corresponde a
un Ouchterlony en cuyo pocillo central se ha colocado 50 ug de anti-GS de
Synechococcus . La informacion sobre cuél de las dos enzimas de cianobacterias
unicelulares presenta mayor identidad con la de la filamentosa nos la proporciona
la Figura 17C, donde se muestra un ouchterlony realizado empleando anti-GS de
Calothrix (210 pg en el pocillo central). En esta figura se puede observar que la GS
de Synechocystis presenta epitopos reconocidos por el anticuerpo contra la
enzima de Calothrix que estan ausentes en la GS de Synechococcus , mientras
que todos los epitopos reconocidos por el anticuerpo en la GS de Synechococcus
estan presentes también en la enzima de Synechocystis . Puede afirmarse por
tanto, que la GS de Synechocystis presenta mayor identidad con la GS de
Calothrix que la enzima de Synechococcus. Estos datos concuerdan con los
estudios realizados comparando secuencias de ARN ribosdmico 16S, los cuales
sitian a Synechocystis como precursor de las cianobacterias filamentosas (Bonen

etal. , 1979).
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Figura 15.- In
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Alicuotas de 12 ng de GS pura se incubaron en presencia de cantidades crecientes de
anticuerpos monoespecificos anti-GS de Synechocystis , siguiendo el método descrito
en el apartado II. D. 1. 3. La actividad GS transterasa se determiné en el sobrenadante
resultante de la centrifugacién de las muestras a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. EI 100
% de actividad GS corresponde a2 U/ ml (Synechocystis )y 3 U/ ml (Calothrix ).

(— @ —)  GSde Synechocystis ; (— © —) GS de Calothrix .
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Figura 16 .- Inmunotitulacién de las glutamina sintetasas purificadas de
nechocystis_y Calothrix_con anti- Synechococcus.

Alicuotas de,30 pg de GS pura se incubaron en presencia de cantidades crecientes de
anticuerpos monoespecificos anti-GS de Synechococcus , siguiendo el método
descrito en el apartado I1. D. 1. 3. La actividad GS transferasa se determiné en el
sobrenadante resultante de la centrifugacion de las muestras a 12.000 x g durante 10
min a 4°C. El 100 % de actividad GS corresponde a 5,7 U/ mi (Synechocystis )y 6 U/ ml
(Calothrix ).

(— ® —) GS de Synechocystis ; (—o—) GSde Calothrix.



Figura 17.- Doble difusién en gel de agarosa.

En el pocillo central se coloco 84 pg de anticuerpo anti-GS de Synechocystis (Figura
17A), 50 ug de anti-GS de Synechococcus (Figura 17B) y 210 ug de anti-GS de
Calothrix (Figura 17C). En los pocillos externos se colocéd 10 ug (Figuras 17Ay Bl o 20
ug (Figura 17C) de GS purificada de las tres cianobacterias .

S (Synechocystis ); A (Synechococcus ); C (Calothrix )
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S
III. C. REGULACION DE LA ACTIVIDAD GLUTAMINA SINTETASA:
EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO

IIL. C. 1. NIVELES DE ACTIVIDAD Y PROTEINA GLUTAMINA SINTETASA EN
ELULA LTIVADAS EN NITRATO O AMONI MO FUENTE DE
NITROGEN

Hemos determinado los niveles de proteina y actividad de la glutamina
sintetasa en células cultivadas en medios con nitrato o amonio como fuente de
nitrégeno. La determinacién de los niveles de proteina glutamina sintetasa se ha
realizadd mediante inmunoelectroforesis cuantitativa, tal como se describe en el
apartado II. D. 1. 2. 3., cuantificando el area de inmunoprecipitacion de cada
muestra y comparandolo con las producidas por muestras de glutamina sintetasa
pura de concentracién conocida. La recta de célibrado obtenida con estas
fracciones de glutamina sinietasa pura presentaba un r2 del 99 %. Tal como se
muestra en la Tabla 6 las células cultivadas en amonio como fuente de nitrégeno
presentaban aproximadamente la mitad de proteina giutamina sintetasa que

aquellas cultivadas empleando nitrato como fuente de nitrégeno.

En estas células se han determinado también los niveles de actividad
transferasa de la glutamina sintetasa. Tal como se puede observar en la Tabla 5,
los niveles de actividad en células cultivadas con amonio fueron sélo un 20 % de la

detectada en células cultivadas en nitrato como fuente de nitrégeno.

Estos resultados indican la presencia en Synechocystis de una inhibicion de
la sintesis de glutamina sintetasa mediada por amonio, de forma que en
condiciones en las que la fuente de nitrégeno disponible es amonio la cantidad de

enzima es aproximadamente la mitad de la que presentan las células cuando la
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fuente de nitrégeno es nitrato. Asimismo, los datos de actividad glutamina sintetasa
en ambas condiciones de cultivo indican la existencia de una inactivacion de la
glutamina sintetasa mediada por amonio, ya que los niveles de actividad no
corresponden con los de proteina glutamina sintetasa determinados, 19 y 50 %
respectivamente (porcentajes expresados respecto a los valores determinados en

células cultivadas en nitrato como fuente de nitrégeno).

III. C. 2. EFECTO DE LA ADICION DE AMONI BRE LA ACTIVIDAD
| GLUTAMINA SINTETASA DE CELULAS CULTIVADAS EN NITRATO

Se ha seguido la variacion de la actividad glutamina sintetasa tras anadir
amonio a células de Synechocystis cultivadas con nitrato como fuente de
nitrégeno. Tal como se observa en la Figura 18, la adicion de 0,25 mM de amonio
provocd una rapida disminucion de la actividad glutamina sintetasa, mostrando 25
min después de la adicion sélamente un 10 % de la actividad original. Como se
puede comprobar en las figuras 18 A y B, una vez agotado el amonio del medio, la
actividad glutamina sintetasa se restablecid, alcanzando en menos de 30 min los

niveles previos a la adicién de amonio.

La pérdida de actividad glutamina sintetasa provocada por la adicion de
amonio se observo empleando tanto el ensayo transferasa como el biosintético, lo
cual apoya el significado fisiolégico de este efecto. El paralelismo obtenido
empleando ambos ensayos nos permite utilizar el ensayo transferasa, de mas facil

realizacidn que el biosintético en estudios posteriores.
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Tabla 6.- Niveles de actividad transferasa y proteina glutamina sintetasa en células

de Synechocystis PCC 6803 cultivadas en nitrato o amonio como fuente de

nitrégeno.

- FUENTE DE Actividad GS Proteina GS
NITROGENO (mU/mgq prot.) (%) (ug GS/mgq prot.) (%)
NITRATO 554 (100) 3,9 (100)
AMONIO 107 (19) 2,0 (51)

Se ha determinado la actividad y los niveles de proteina GS en células de Synechocystis
cultivadas en NaNO3 (20 mM) 6 NH4Cl (15 mM) como fuente de nitrégeno.
La determinacién de la actividad GS transferasa se realizé segun se detalla en el apartado I1. C. 2. 1. La
determinacién de los niveles de proteina GS se llevé a cabo mediante inmunoelectroforesis
cuantitativa, tal como se describe en el apartado I1. D. 1. 2. 3.
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Figura 18.- Efecto del amonio sobre la actividad glutamina sintetasa de
Synechocystis PCC 6803

Las células se cultivaron con nitrato (8mM) como fuente de nitrégeno. A tiempo 0 se le
afiadio al cultivo NH4Cl (0,25 mM, concentracién final). Las actividades transferasa y
biosintética se determinaron tal como se describe en los apartados I1. C. 1. 1.y II. C. 1.
2. respectivamente. La concentracion de amonio en el medio se determind segun se
describe en el apartado I1. E. 7.. El 100 % de actividad corresponde a 0,96 y 0,027 U .
mg/proteina para la actividad transferasa y biosintética respectivamente.()) + NHA4CI,

ensayo transferasa; (O)sin adicién, ensayo trasnferasa; (®) + NHA4CI, ensayo biosintético.
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III1. C.3. EFECTOQ DE LA ADICION DE AMONIO SOBRE LOS NIVELES DE
PROTEINA GLUTAMINA SINTETASA DE CELULAS CULTIVADA
EN NITRATO
La pérdida de actividad observada al afiadir amonio a células cultivadas en
nitrato podria ser debida tanto a una inactivacién de la enzima como a una
represion de su sintesis y posterior degradacién de la existente hasta alcanzar los
niveles detectados. La rapidez del proceso parece apoyar la existencia de una
inactivacién de la enzima aunque no descarta la segunda hipétesis. Con objeto de
identiﬁcar_ la causa de la pérdida de actividad glutamina sintetasa observada a corto
plazo tras la adiciéon de amonio, se han determinado mediante inmunoelectroforesis
cuantitativa los niveles de proteina glutamina sintetasa antes y una hora después
de la adicién de amonio a células de Synechocystis cultivadas con nitrato como
fuente de nitrégeno. Como se observa en la Tabla 7, mientras que la actividad
glutamina sintetasa después de una hora de la adicién de amonio era sélo de un 9
% de la actividad presente antes de la adicién, los niveles de proteina glutamina
sintetasa se mantuvieron constantes en ambas condiciones. Estos resultados
indican que la pérdida de actividad detectada se debe a una inactivacion de la
glutamina sintetasa provocada por la adicién de amonio al medio de cultivo y no a

una disminucion del nimero de moléculas GS.

ITI. C. 4. EEECTO DE LA ADICION DE AMONIO SOBRE LOS NIVELES
INTRACELULARES DE AMINOACIDOS DE CELULAS
CULTIVADAS EN NITRATO

Con objeto de determinar las alteraciones metabdlicas producidas por la
adicién de amonio, se han seguido los cambios de los niveles intracelulares de

diversos aminoacidos tras la adicion de amonio a células cultivadas en nitrato. Tal
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como se muestra en la Figura 19, la adicién de amonio provocé una rapida
alteracion en los niveles intracelulares de los aminoécidos directamente
relacionados con la ruta enzimatica glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS-
GOGAT). Asi, en un tiempo inferior a los 30 s después de la adicion de amonio, el
nivel de glutamato disminuyé aproximadamente siete veces su valor, de 57 a 8
nmol/mg proteina, mientras que, en el mismo intervalo de tiempo, la glutamina
aumentd su nivel en la misma magnitud, de 7 a 56 nmol/mg proteina. La alteracion
en los niveles intracelulares de estos aminoacidos fue transitoria, observandose a
continuacién un descenso en el nivel de glutamina y un aumento paralelo del nivel
de glutamato hasta alcanzar unos valores cercanos a los presentes antes de la
adicién de amonio al cultivo, tal como se puede observar en la Figura 20A. En esta
altima grafica junto con la Figura 20B, se observa que el descenso del nivel de
glutamina tuvo lugar de una forma paralela a la disminucidn de la actividad

- glutamina sintetasa del cultivo.

Estos resultados parecen indicar que la adicion de amonio a células
cultivadas en nitrato permite que, gracias a la actividad glutamina sintetasa, la
mayor parte del glutamato de la célula pase a glutamina. La posterior inactivacion
de la glutamina sintetasa permitiria el restablecimiento de los niveles inktracelulares

de estos aminoacidos hasta unos valores cercanos a los originales.

Del resto de los aminoacidos estudiados, sélo el aspartato mostré una
alteracién significativa en funcién de la fuente de nitrégeno suministrada. Como se
observa en la Figura 19, el nivel de aspartato aumenté unas dos veces su valor 15

min después de la adicion de amonio al cultivo, disminuyendo a continuacion.
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Tabla 7.- Efecto de la adicién de amonio sobre la glutamina sintetasa de células de

Synechocystis PCC 6803 cultivadas en nitrato.

Actividad GS Proteina GS
ADICION (mU/mq prot.) (%) (ug GS/mq prot.) (%)
NINGUNA 813 (100) 3,9 (100)
NH4Cl, 2 mM 74 (9) 3,7 (95)

A células de Synechocystis cultivadas en nitrato como fuente de nitrégeno se les afiadio 2 mM
de NH4Cl (concentracién final) y se determinaron la actividad y los niveles de proteina GS en las células
antes y una hora después de la adicién de amonio al cultivo.

La determinacion de la actividad GS transferasa se realizé segun se detalla en el apartado I1. C. 2. 1. La

determinacion de los niveles de proteina GS se llevé a cabo mediante inmunolectroforesis cuantitativa,
tal como se describe en el apartado 11. D. 1. 2. 3.
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A células cultivadas en nitrato se le anadié NH4ClI (2 mM, concentracion final) a tiempo 0 .
Los niveles de glutamato ; glutamina y aspartato , se determinaron como se describe en el

apartado I1. E. 2.

(—m—) glutamato; (—a—) glutamina; (—o—) aspartato
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Figura 20.- Efecto de la adicién de amonio sobre los niveles intracelulares de

algunos amino4cidos en células de Synechocystis PCC 6803
itiv itr

A células cultivadas en nitrato se le afiadié NH4Cl (2 mM, concentracion final) a tiempo 0 . Los
niveles de glutamato ; glutamina y aspartato , se determinaron como se describe en el
apartado II. E. 2. La actividad GS transferasa se ensayo como se describe en I1. C. 1. 1. El
100 % de actividad corresponde a 0,98 U / mg proteina. Glutamato (M), glutamina (A),
aspartato (H).
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III. C. 5. EFECTO DE LA AZASERINA SOBRE LA INACTIVACION POR AMONI
DE LA GLUTAMINA SINTETASA
Se ha llevado a cabo una serie de estudios con inhibidores metabdlicos con
objeto de determinar, en primer lugar, si la inactivacion de la glutamina sintetasa se
debe a un efecto directo del amonio sobre la enzima o si se requiere su
metabolizacion y, en este ultimo caso, determinar qué sefiales metabdlicas son las

encargadas de modular la actividad glutamina sintetasa.

Uno de los inhibidores empleados es la azaserina, un inhibidor de la
glutamato sintasa (GOGAT) y transamidasas en general (Pinkus, 1977). La adicién
de 0,1 mM de azaserina a células de Synechocystis cultivadas con nitrato como
fuente de nitrégeno, una hora después de haber afadido amonio a dicho cultivo,
provoco una reactivacion de la glutamina sintetasa, alcanzando ésta entre un 70 y
un 80 % de la actividad presente en el cultivo antes de la adicidn de amonio

(Figura 21).

La Figura 22 muestra que la adicién de azaserina no inhibié la entrada de
amonio al interior de la célula, detectandose consumo del i6n después de dicha
adicion. Como se observa en la grafica, unos 20 min después de la adicién de
azaserina se detecté un aumento de la concentracién de amonio en el cultivo,
debido a la entrada y posterior reduccién hasta amonio del nitrato del medio. La
entrada de nitrato al interior celular se inhibe por amonio, pero dicha inhibicién se

ve suprimida por la accidn de la azaserina (Flores et al., 1980).

Estos resultados indican que la inactivacion de la glutamina sintetasa no se
debe a una accién directa del amonio sobre la enzima, requiriéndose su

metabolizacion. La reactivacion obtenida por azaserina parece indicar la necesidad
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de la metabolizacién de la glutamina a través de la enzima glutamato sintasa para

la inactivacién de la glutamina sintetasa.

ll. C. 6. EFECTO DE LA 6-DIAZO-5-0XQ-L-NORLEUCINA SOBRE LA
INACTIVACION POR AMONIO DE LA GLUTAMINA SINTETASA

Con objeto de comprobar si la reactivacion de la glutamina sintetasa
provocada por la azaserina se debe a la inhibicién de la GOGAT, hemos usado otro
inhibidor de dicha enzima, la 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (DON) (Pinkus et al.,
1977). En la Figura 23 se observa que la adiciéon de 0,1 mM de DON a células cuya
glutamina sintetasa esta inactivada por adicién de amonio al medio de cultivo,
provoco, al igual que la azaserina, una reactivaciéon de la glutamina sintetasa hasta
alcanzar un valor del 90 % del existente antes de la adicion de amonio. Este
resultado parece confirmar que, efectivamente, el bloqueo de la actividad glutamato
sintasa en células tratadas con amonio provoca la reactivacion de la glutamina

sintetasa.

II1. C. 8. EFECTO DE LA AZASERINA SOBRE LOS NIVELES INTRACELULARES
DE AMINOACIDOS DE CELULAS CULTIVADAS EN NITRATO Y
TRATADAS CON AMONIO.

Tanto en el estudio con azaserina como en el realizado con el DON no se ha
medido la actividad de la glutamato sintasa, si bien estas concentraciones son
suficientes para inhibirlas (Silvia Marqués, Tesis Doctoral). En su lugar se han

determinado los niveles intracelulares de los aminoécidos relacionados con la ruta
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Figura 21.- Ef la azaserina sobre la actividad glutamina sinteta n_célula

deSynechocystis PCC 6803 tratadas con amonio

A células de Synechocystis cultivadas en nitrato se le afiadié, a tiempo 0, 2 mM de NH4CI
(concentracién final). La flecha indica la adicién de 0,1 mM de azaserina a uno de los
cultivos. La actividad GS transferasa se determiné segun se describe en IL. C. 1. 1. E1 100

% de actividad corresponde a 1 U . mg/proteina.
(— 0 —) sin adicién; (— ® —) + NH4CI; (— O —) + NH4CI + azaserina.
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Figura 22.- Efecto de la azaserina sobre la actividad glutamina sintetasa y la

asimilacién de amonio en células de Synechocystis PCC 6803 tratadas

con _amonio

A células de Synechocystis cultivadas en nitrato se les afiadié, a tiempo 0, 2 mM de NH4CI
(concentracién final). La flecha indica la adicion de 0,1 mM de azaserina al cultivo. La
actividad GS transferasa se determiné segun se describe enII. C. 1. 1. EI 100 % de
actividad corresponde a 1 U/ mg proteina. La concentracién de amonio en el medio se
determiné como se indica enIl. E. 7.

(— ] '—-) actividad GS; (— A —) concentracion de amonio
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Figura 23.- Efecto de Ia 6-diazo-5-oxo-L-norleucina sobre la actividad glutamina

sintetasa de células de Synechocystis PCC 6803 tratadas con amonio

A células de Synechocystis cultivadas en nitrato se le afiadié, a tiempo 0, 2 mM de NH4ClI
(concentracién final). La flecha indica la adicion de 0,1 mM de DON a uno de los cultivos. La
actividad GS transferasa se determiné segun se describe enII. C. 1. 1. EI 100 % de

actividad corresponde a 1 U/ mg proteina.

(— 0 —) +NH,CI; (— ® —) +NH,CI+ DON.
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GS-GOGAT en células tratadas con estos inhibidores. Como se observa en la Tabla
7. la adiciéon de azaserina a células tratadas con amonio provocé un considerable
aumento en los niveles intracelulares de glutamina, como cabia esperar de una
situacién metabdlica donde la glutamato sintasa esté inhibida, y un fuerte descenso
en los niveles de glutamato, el cual no puede ser regenerado por la glutamato
sintasa. Los resultados obtenidos en células tratadas con DON fueron similares a

los conseguidos con azaserina.

Estos resultados indican que el aumento del nivel intracelular de glutamina
no es la sefial metabdlica responsable de la inactivacion de la glutamina sintetasa
(0o al menos no es la Unica sefal), siendo necesaria su metabolizacion a través de

la glutamato sintasa para conseguir dicha inactivacion.

III. C. 9. EFECTO DE LA CARENCIA DE NITROGENO SOBRE LA INACTIVACION
POR AMONIO DE LA GLUTAMINA SINTETASA

Se ha estudiado el efecto de la carencia de nitrégeno sobre la inactivacion
mediada por amonio de la glutamina sintetasa. Células cultivadas en nitrato se
recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en medio de cultivo carente de
fuente de nitrégeno y se incubaron en condiciones de cultivo (ver apartado II. A. 2.
1.). A distintos tiempos de incubacién en este medio se suplement6 a uno de los
cultivos con 2 mM de NH4Cl y se siguid la variacién de la actividad glutamina
sintetasa a lo largo del tiempo. En la Figura 24 se observa que a medida que
aumenté el tiempo de cultivo en medio carente de nitrégeno la inactivacion de la
glutamina sintetasa fue mas lenta, alcanzando en un mismo tiempo menor grado de

inactivacion que el control que no ha sido sometido a hambre de nitrogeno.
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En condiciones de carencia de nitrégeno los niveles intracelulares de los
compuestos carbonados empleados por la célula para la asimilacién del nitrégeno
deben experimentar un considerable aumento,por lo que podria pensarse que la
acumulacion de alguno(s) de estos compuestos carbonados estuviese previniendo

la inactivacion de la glutamina sintetasa mediada por amonio.

II1. C. 10. VARIACION DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE AMINOACID
. TRAS LA ADICION DE AMONIO A CELULA METIDAS A
CARENCIA DE NITROGENOQ

El retardo en la inactivacién de la glutamina sintetasa observado en las
células sometidas a carencia de nitrégeno se ve reflejado tambien en el cambio de
los niveles intracelulares de los aminoacidos después de la adicion de amonio a
estos cultivos. En la Figura 25 se observa que los niveles intracelulares de
aminodcidos en condiciones de carencia de nitrégeno son bajos. La adicion de
amonio a estos cultivos provocd, al igual que ocurre en células cultivadas en nitrato,
un rapido aumento en los niveles de glutamina conjuntamente con un descenso en
los niveles de glutamato. Sin embargo, la posterior disminucion en los niveles de
glutamina, que en células cultivadas en nitrato se detecta ya a los 3 min (Figura 19),
no se observd hasta los 15 min después de la adiciéon de amonio al cultivo (Figura
25).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que es la inactivacién de la
glutamina sintetasa la que permite restablecer los niveles intracelulares de los
aminoécidos relacionados con la ruta GS-GOGAT (glutamato y glutamina) a unos

valores cercanos a los existentes antes de la adicion de amonio al cultivo, de forma
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Figura 24.- Inactivaciéon por amonio de la glutamina sintetasa en células de

Synechocystis PCC 6803 sometidas a carencia de nitrégeno.

Células de Synechocystis cultivadas en nitrato fueron transferidas a medio de cultivo
carente de nitrégeno. A los tiempos 0 min (O); 15 min (A); 90 min (O) y 240 min (@) se les
afiadio NH4Cl a una concentracién final de 2 mM. La actividad GS transferasa se determiné
como se indica en I1. C. 1. 1. El 100 % de actividad corresponde 2 0,97;0,99; 1,2y 1,4U

/ mg proteina para los cultivos sometidos a carencia de nitrégeno de 0 a 240 min
respectivamente.
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Figura 25.- Efecto de la adiciéon de amonio sobre los niveles intracelulares de
lqun inoaci Sul Synechocystis P
itiv nitr

Células cultivadas en nitrato se incubaron durante 4 h en medio de cultivo carente de
nitrégeno, afiadiéndosele al cabo de ese tiempo 2 mM de NH4ClI (concentracién final) .

Los niveles de glutamato ; glutamina y aspartato, se determinaron como se describe en el
apartado II. E. 2.

(— n —) glutamato; (-— A —) glutamina; (—, o '—-) aspartato
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qgue cuanto mas lenta es ésta inactivacion (células sometidas a carencia de

nitrégeno) mas lenta es la recuperacion de los niveles de estos aminoacidos.

II. C. 11. NIVELES INTRACELULARES DE AMINQOACIDOS EN DISTINTAS
NDICIONES METABOLICA

Continuando con el estudio de las sefiales metabdlicas encargadas de
modular el mecanismo de activacién e inactivacién de la glutamina sintetasa, se ha
determinado el nivel intracelular de los principales aminoacidos en Synechocystis
PCC 6803 en distintas condiciones metabdlicas. Como se observa en la Tabla 8,
los niveles de glutamato y aspartato en células cultivadas en amonio (lineas de
cultivo celular a diferencia de los resultados mostrados en la Figura 20, obtenidos
con células cultivadas en nitrato y tratadas durante una hora con amonio) fueron un
40 % inferiores a los determinados en cultivos en nitrato. La glutamina por el
contrario presenté los mismos niveles en ambas fuentes de nitrégeno. La carencia
de nitroégeno provocé una disminucion general de los niveles intracelulares de los
aminoacidos aunque las relaciones entre ellos permanecieron constantes. Por
Gltimo, la adicién de azaserina a células cultivadas en nitrato y tratadas durante una
hora con amonio, condujo a un fuerte aumento en los niveles de glutamina junto
con un descenso paralelo del nivel de glutamato. El resto de los aminoacidos
estudiados no presentaron cambios significativos en las distintas condiciones

estudiadas, mostrandose la serina como ejemplo de estos aminoacidos.

Los resultados obtenidos parecen descartar al glutamato y al aspartato como
compuestos capaces de modular el grado de inactivaciéon o activacion de la

glutamina sintetasa, ya que si bien sus niveles en células cultivadas en amonio
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Tabla 8.- Niveles de aminoacidos en células de Synechocystis PCC 6803 en
diversas condiciones metabdlicas

NDICIONE nmol / mg proteina
Glu | GIn Asp Ser
NITRATO 54 4 13 7
AMONIO 33 5 8 6
AMONIO MAS AZASERINA 4 | 80 4 n.d.
CARENCIA DE NITROGENO 25 2 5 4

Se ha determinado la concentracién intracelular de los aminoacidos mayoritarios en
Synechocystis en distintas condiciones metabdlicas : a) Células cultivadas en nitrato (20 mM); b)
Células cultivadas en amonio (15 mM); ¢) Células cultivadas en nitrato y tratadas con amonio (2 mM)
durante 1 h y a continuacién con azaserina (0,1 mM) otra hora mas. y d) Células sometidas a carencia de
nitrégeno durante 4 h..

La determinacién de los niveles intracelulares de aminoacidos se realizé como se describe en II. E. 2.
Los valores representan la media de al menos 3 experimentos.

n.d.- no determinado
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(las cuales presentan una glutamina sintetasa en gran parte inactiva) fueron un 40
% menores que los observados en aquellas cultivadas en nitrato, en células
sometidas a carencia de nitrégeno estos niveles descendieron aun mas, por lo que
no pueden ser los responsables de la atenuacién de la inactivacion de la glutamina
sintetasa observada en estas células. Igualmente, estos niveles permanecieron
bajos en células tratadas con azaserina, donde se observa una reactivacién de la

glutamina sinteta.

IIT. C. 12. EFECTO DE DIVERSA NDICIONES METABOLICAS SOBRE L
ACELULARES DE a-CETOGLUTARAT

Los resultados obtenidos con células sometidas a carencia de nitrdgeno
parecen indicar, como ya se ha comentado anteriormente, la existencia de un-
compuesto carbonado cuya acumulacién relativa previene la inactivacion por
amonio de la glutamina sintetasa. Uno de estos compuestos, cuya acumulacion
cabe esperar en células cultivadas en carencia de nitrégeno, es el a-cetoglutarato,
ya que es empleado por la enzima glutamato sintasa como esqueleto carbonado
para la asimilacién de amonio. Con objeto de comprobar la posible relacion entre
los niveles intracelulares de a-cetoglutarato y la actividad glutamina sintetasa, se
ha determinado el nivel intracelular de este compuesto en distintas condiciones de
cultivo. En la Tabla 9, se observa que en células cultivadas en amonio como fuente
de nitrégeno el nivel de a-cetoglutarato fue un 40 % del detectado en células
cultivadas en nitrato (0,10 y 0,25 nmol/mg proteina respectivamente). En células
sometidas a carencia de nitrégeno durante 3 horas se observa una gran
acumulacion de a-cetoglutarato, alcanzando unos valores 7 veces supetriores a los

estimados en células cultivadas en nitrato (1,70 nmol/mg proteina). Igualmente, la
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adicion de azaserina una hora después de la adicion de amonio a células
cultivadas en nitrato, determina, junto con la reactivacion de la glutamina sintetasa,
un aumento en los niveles intracelulares de a-cetoglutarato, siendo estos tres veces

superiores a los estimados en células cultivadas en nitrato (0,70 nmol/mg proteina).

Estos resultados establecen una relacion entre los niveles intracelulares de
a-cetoglutarato y el nivel de actividad glutamina sintetasa, observandose una
mayor actividad glutamina sintetasa en condiciones metabdlicas en las que el nivel
de a-cetoglutarato es elevado, y menor actividad cuando el nivel de a—cetogIUtarato

es bajo.
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Tabla 9.- Nivel de a-cetoglutarato en células de Synechocystis PCC 6803 en
diversas condiciones metabdlicas

NDICIONE nmol a-cetoglutarato/mg proteina
NITRATO 0,25
AMONIO 0,10
AMONIO MAS AZASERINA , 0,70
CARENCIA DE NITROGENO 1,70

Se ha determinado en Synechocystis la concentracion intracelular de a-cetoglutarato en
distintas condiciones metabdlicas : a) Células cultivadas en nitrato (20 mM); b) Células cultivadas en
amonio (15 mM); c¢) Células cultivadas en nitrato y tratadas con amonio (2 mM) durante 1 hy a
continuacién con azaserina (0,1 mM) otra hora més. y d) Células sometidas a carencia de nitrogeno
durante 4 h..

La determinacion del nivel intracelular de a-cetoglutarato se realizé como se describe en el apartado I1.
E. 3. Los valores representan la media de al menos 3 experimentos.
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III. D. ESTUDIOS IN VITRO DE LA FORMA INACTIVA DE LA
LUTAMINA SINTETASA DE SYNECHOCYSTIS PCC 6803

ITI. D. 1. ACTIVIDADES IN VITRO E IN SITU DE LA GLUTAMINA SINTETASA
DE CELULA LTIVADAS EN NITRATO TRATADAS Y SIN TRATA
CON AMONIO
Tal y como se muestra en el apartado III. C. 2., la adicién de amonio a
células de Synechocystis PCC 6803 cultivadas en nitrato provoca una rapida
pérdida de actividad glutamina sintetasa. Como se observa en la Tabla10 esta
pérdida de actividad se detect6 tanto en ensayos in situ, permeabilizando las
células con MTA (apartado II. C. 1.), como en ensayos in vitro de extractos crudos
libres de células preparados como se describe en II. B. La caida fue similar tanto
en la actividad transferasa como en la actividad biosintética de la glutamina

sintetasa.

Estos resultados parecen apoyar la idea de que la pérdida de actividad de la
enzima no se debe a una simple inhibicién por algunos efectores alostéricos, cuyos
efectos inhibitorios desaparecerian al permeabilizar las células o en extractos
celulares, sino més bien a una modificacién estable de dicha enzima que determina

la pérdida de su actividad enzimatica.

III. D. 2. REACTIVACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA INACTIVADA POR
AMONIO MEDIANTE TRATAMIENTO CON FOSFATASA ALCALINA

La regulacién de la actividad glutamina sintetasa de la mayor parte de las

bacterias gram negativas tiene lugar mediante un mecanismo de modificacién

covalente de la enzima, el cual implica la union de una molécula de AMP a un
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Tabla 9. - Actividades in situ e in vitro de la glutamina sintetasa de células de

Synechocystis PCC 6803 cultivadas en nitrato, tratadas y sin tratar con amonio.

Activi ndicion ltiv
(mU/mg proteina) Nitrato Nitrato+Amonio Relacién
‘ Nitrato / Nitrato+Amonio

IN SITU

- Transferasa 955 83 11,5

- Biosintética 27 2,5 10,8
IN VITRO

- Transferasa 555 61 9,1

- Biosintética 14 1,7 8,2

A células de Synechocystis cultivadas en nitrato como fuente de nitrégeno se les afiadié 8 mM
de NH4ClI (concentracién final), determinandose la actividad GS en el cultivo antes y una hora después
de la adicion de amonio al mismo. Las actividades transferasa y biosintética de la GS se determinaron en
células permeabilizadas con MTA tal como se detalla en los apartados II. C. 1. 1. yII. C. 1. 2
respectivamente. ‘

A partir de cultivos de Synechocystis tratados y sin tratar con amonio tal como se ha descrito
previamente, sé obtuvieron extractos crudos libres de células tal como se indica en el apartado II. B.

En estos extractos se determinaron las actividades transferasa y biosintética de la GS segun se
describe en los apartados I1. C. 2. 1.y I1. C. 2. 2.
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residuo de tirosina de la cadena polipeptidica mediante un enlace fosfodiester (una
molécula de AMP a cada una

de las subunidades de la enzima). Este enlace puede ser hidrolizado mediante el
tratamiento in vitro de la glutamina sintetasa adenililada con la enzima
fosfodiesterasa, obteniéndose una glutamina sintetasa deadenililada la cual
presenta unas propiedades cataliticas bien diferenciadas de las de la enzima
modificada (Stadtman y Ginsburg, 1974).

Con objeto de caracterizar el tipo de modificacion de la glutamina sintetasa
de Synechocystis hemos tratado con fosfodiesterasa extractos libres de células
(obtenidos como se describe en el apartado II. B.) procedentes de: células
cultivadas en nitrato y tratadas con amonio durante una hora, tiempo durante el cual
la actividad glutamina sintetasa disminuye entre un 90 y un 95 %. lgualmente se
han tratado estos extractos con fosfatasa alcalina, un tratamiento clasico en el
estudio de enzimas interconvertibles ya que la fosforilaciéon es uno de los sistemas
mas generales de modificacién de enzimas (Weller, 1979). Como se observa en la
Figura.26,.la fosfodiesterasa no reactiva la glutamina sintetasa de Synechocystis ,
por lo que puede descartarse la presencia de un sistema de modificacion por
adenililacién / deadenililacién similar al descrito en un gran nimero de bacterias
gram negativas. Por el contrario, la fosfatasa alcalina es capaz de reactivar a la
enzima, recuperandose tras la incubacién con esta enzima la actividad glutamina
sintetasa mostrada por las células antes del tratamiento con amonio. Este resultado
parece indicar que la inactivacion de la glutamina sintetasa puede ser debida a la

modificacion por fosforilacién de la enzima.
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Figura 26 - Efecto del tratamiento con fosfatasa alcalina y fosfodiesterasa sobre la

ivi la_glutamina sin inactiv r amoni

A partir de 1,5 | de cultivo en NaNO3 (20 mM)de Synechocystis suplementado con 8 mM
de NH4CI (concentracion final), se obtuvo un extracto crudo libre de células tal como se
describe en I1. B. 1. A 1 ml de este extracto (37 mg proteina / ml) se le afiadieron 30 U de
fostatasa alcalina (@) ¢ 40 U de fosfodiesterasa (A) y se incubd a 37 °C. A los tiempos
indicados en la figura se tomé una alicuota de la mezcla para determinar la actividad
biosintética de la GS tal como se detalla en el apartado Il. C. 2. 2.

(O) extracto sin adicion.
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III. D. 3. INHIBICION POR FOSFATO DE LA REACTIVACION POR FOSFATASA
ALCALINA DE LA GLUTAMINA SINTETASA

Con objeto de comprobar que la reactivacion de la glutamina sintetasa
mediante tratamiento de la enzima inactiva con fosfatasa no es debida a otras
actividades contaminantes, hemos realizado un estudio de las cinéticas de
reactivacion por fosfatasa alcalina en presencia de distintas concentraciones de
fosfato, inhibidor competitivo de la fosfatasa alcalina (Weller, 1979). Como se
comprueba en la Figura.27, a un mismo periodo de incubacién, cuanto mayor era la
concentracion de inhibidor menor fue la reactivacion de la glutamina sintetasa. Este
resultad6 indica claramente que es la actividad fosfatasa la responsable de la
reactivacion de la glutamina sintetasa, apoyando la idea de la fosforilacion de la

glutamina sintetasa inactiva.

IIL. D. 4. MARCAJE IN VIVO CON 2P DE LA GLUTAMINA SINTETASA DURANTE
EL PROCESO DE INACTIVACION POR AMONI

Células cultivadas en nitrato se incubaron, en condiciones de cultivo, en
medio con baja concentracion de fosfato (10 uM en lugar de 10 mM) para evitar un
excesiva dilucion del isétopo. Debido a que el fosfato se emplea tambien para
tamponar el medio de cultivo y evitar su alcalinizacién durante el crecimiento de las
células, el medio con baja concentracion de fosfato se suplementa con HEPES-
NaOH, pH 7,5 a una concentracién final de 6 mM. Las células se incubaron en este
medio durante 15 horas y al cabo de ese tiempo se anadio fosfato marcado
radioactivamente con 32P (200 uCi a 40 ml de cultivo con una concentracion de

clorofila de 10 pug/ml). Las células se incubaron en este medio durante 6 h en
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Figura 27.- Efecto del fosfato sobre la reactivacion por fosfatasa alcalina de la

glutaming sintetasa inactiva.

Alicuotas de 0,1 ml de extracto (42 mg proteina / ml) conteniendo GS inactiva, obtenidos
tal como se detalla en la Figura 26, se incubaron con 15 U de fosfatasa aicalina en
presencia de cantidades crecientes de fosfato. A los tiempos indicados en la figura se

tomo una alicuota para determinar la actividad transferasa de la GS (apartado I1. C. 2. 1.)
(— 0 —) sin adicién ; (— A —) 20 mM de fosfato; (— O —) 50 mM de fosfato;

(— W —) 100 mM de fosfato: (— A —) 200 mM de fosfato; (— ® —) 200 mM de

fostato, sin fostatasa alcalina
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condiciones de crecimiento y a continuacién el cultivo se suplementé con NH4Cl a
una concentracién final de 2 mM. Tras 1 h de incubacién en estas condicones se
recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en tampén HEPES-
NaOH 50 mM, pH 7. La rotura de las células se realizé6 mediante su trituracion tras
congelacién con aire liquido tal como se describe en el apartado II. B. 2. El
extracto obtenido se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min y una alicuota del
sobrenadante obtenido se inmunoprecipité tal como se describe en el apartado II.
D. 1. 3. empleando anticuerpos monoespecificos obtenidos contra la glutamina
sintetasa de Synechococcus PCC 6301. El precipitado se someti6 a electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS y, una vez concluida la electroforesis, la
radioactividad incorporada en las proteinas del gel se detecté mediante
autorradiografia (apartado II. D. 2. 9.). No se detecté ninguna marca de
incorporaciéon de radioactividad en la autorradiografia en la posicion del gel
correspondiente a la glutamina sintetasa. Este experimento se realiz6 cuatro veces,
no aprecidndose marca alguna en ninguna de las ocasiones aunque en todos los

casos se detectaron proteinas marcadas con 32P.

III. D. 5. REACTIVACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA TRAS SU ELUCION DE
UNA MATRIZ DE DEAE-CELULOSA MEDIANTE UN GRADIENTE DE KCI

Se ha intentado purificar la glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803
en su forma inactiva siguiendo el mismo métodovempleado para la forma activa
(apartado II. A.). A partir de células cultivadas en nitrato y tratadas durante dos
hora con amonio se obtiene un extracto libre de células mediante tratamiento del
cultivo con ultrasonidos tal como se describe en el apartado II. B. 1. Este extracto
presenta una actividad glutamina sintetasa que representa un 14 % de la detectada

después de incubar un muestra de dicho extracto con fosfatasa alcalina durante 2
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h. El extracto se aplicé a una matriz de intercambio iénico y se eluyé mediante un
gradiente de KCI tal como se describe en el apartado III. A. 1. 1. Se determiné la
actividad glutamina sintetasa en las fracciones resultantes antes y después de
tratarlas con fosfatasa alcalina durante 2 h. Como se aprecia en la Figura 28, la
glutamina sintetasa se reactivd en su mayor parte después de ser eluida de la
columna, representando la actividad glutamina sintetasa de las muestras antes del
tratamiento con fosfatasa alcalina un 70 % de la detectada después de dicho
tratamiento. La purificacion se continué empleando un gel de afinidad de 2°, 5°-
ADP-sefarosa pero la glutamina sintetasa pura obtenida tras la eluciéon de esta

columna estaba totalmente reactivada.

Hemos atribuido la reactivacién obtenida durante la elucién de la columna de
intercambio idnico al aumento de la fuerza i6nica del medio producida durante la
elucién con el gradiente de KCI. Para comprobar esta hipétesis hemos afiadido KCi
o NaCl a distintas concentraciones finales al extracto crudo con glutamina sintetasa
inactiva, observandose que en los extractos crudos suplementados con KCI o NaCl
a una concentraciéon superior a 0,5 M se obtiene, al cabo de varias horas de
incubacién de la muestra a 30 °C, uha reactivacion de la enzima, aunque ésta es
menor que la obtenida con fosfatasa alcalina. La menor reactivacion conseguida en
este caso podria ser debida al diferente entorno en el que se encuentra la enzima:

en solucion acuosa en un caso y adherida a la matriz de DEAE-celulosa en otro.
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Figura 28 .- Elucién de glutamina sintetasa inactiva de una columna de intercambio
idnico mediante un gradiente de KClI

A partir de células de Synechocystis cultivadas en nitrato y tratadas con amonio (8mM) 2
horas antes de ser recogidas, se obtuvo un extracto crudo libre de células (apartado II.
B. 1.) conteniendo GS inactiva. Una alicuota de 20 mi de ese extracto se aplicé a una
columna de intercambio iénico y se eluyé mediante un gradiente linealde 0 a 1 M de
KCI. La actividad transferasa de las fracciones eluidas se determiné antes y 2 horas
después de incubar 0,1 ml de dichas fracciones con 10 U de fosfatasa alcalina a 30 °C.
La actividad transferasa se determiné siguiendo el método descrito en el apartado II. C.

2. 1.
(~— O —) sin adicién; (— ® —) + fosfatasa alcalina.
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II1. D. 6. REACTIVACION POR pH ALCALINO DE LA GLUTAMINA SINTETASA
INACTIVADA POR AMONIO

La reactivacion de la glutamina sintetasa tras su elucidn de la columna de
intercambio i6nico, asi como el hecho de que no se ha podido obtener enzima
inactiva marcada con 32P, nos hacen pensar que la inactivacién de la glutamina
sintetasa no se debe a la unién covalente de un grupo fosfato a la enzima. Otro
resultado que apoya esta idea es la reactivacion obtenida al aumentar el pH del
extracto crudo conteniendo glutamina sintetasa inactiva. Alicuotas de extracto
crudo, a pH 7, se filtran a través de Sephadex G-25 siguiendo el método de
Penefsky descrito en el apartado II. D. 1. 5. Los geles se equilibran en diferentes
tampones a distintos pH, obteniendo tras la filtracién extractos crudos a unos pH
que varian entre 6 y 10. Estos extractos se incuban a 30 °C y se sigue la variacion
de la actividad glutamina sintetasa a lo largo del tiempo. En la Figura 29 se
muestran los resultados obtenidos, observandose que un pH superior o igual a 8
provoca la reactivacion de la giutamina sintetasa, siendo esta reactivacion

equivalente, en tiempo y magnitud, a la obtenida con fosfatasa alcalina.

III. D. 8. COMPARACION DE PARAMETROS CINETICOS DE LAS FORMAS
ACTIVA E INACTIVA DE LA GLUTAMINA SINTETASA
Son diversas las formas en que la modificacion de una enzima puede alterar
su actividad enzimatica in vivo , por ejemplo variando la afinidad de la enzima por
algunos de sus sustratos (en el caso de la activacion de la PPi : fructosa 6-fosfato 1-
fosfotransferasa por fructosa 2,6-bifosfato [Sabularse y Anderson, 1981] ), o, como

en el caso de la glutamina sintetasa de Escherichia coli ; variando la dependencia
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Alicuotas de extracto crudo conteniendo GS inactiva, obtenido como se detalla en la
Figura 26, se filtraron a través de Sephadex G-25 siguiendo el método de Peneksky
descrito en el apartado I1. D. 1. 5. El gel de filtracién molecular se equilibré previamente
en distintos tampones con los pH indicados en la Figura. Los extractos filtrados se
incubaron a 30 °C y a los tiempos resefiados en la Figura se tomaron alicuotas de los
mismos para determinar su actividad GS transferasa.

(—o—) pH65; (—®—) pH7; (—A—) pH8; (— A —) pHY; (—m—)
pH 10



119

de cationes de la enzima y aumentando su sensibilidad a la inhibicién por diversos

efectores alostéricos.

En la Tabla 11 se muestran los valores de las constantes de Michaelis de
ambas formas de la glutamina sintetasa para sus sustratos fisioldgicos, asi como los
valores de velocidad maxima alcanzada por las dos formas enzimaticas. Se
observa que la modificacién de la glutamina sintetasa no altera sensiblemente la
afinidad por sus sustratos, siendo la velocidad de reaccidn la que se ve fuertemente
disminuida en la enzima modificada: 40,5 mU / mg proteina de la enzima sin

modificar frente a 4,5 mU / mg proteina de la enzima modificada.

II1. D. 9 DEPENDENCIA DE CATIONES DIVALENTES DE LA ACTIVIDAD
TRANSFERASA DE LA GLUTAMINA SINTETASA EN FORMA ACTIVA E
INACTIVA

La modificacién por adenililacion de la glutamina sintetasa de Escherichia
coli provoca un cambio en la dependencia de cationes divalentes tanto de la
actividad transferasa como biosintética. Asi, la actividad biosintética de la enzima
sin modificar es dependiente de Mg2+ mientras que la de la enzima modificada es
menor y dependiente de Mn2+ (Kingdon et al., 1967). Para el ensayo de la actividad
transferasa, ambas formas son dependientes de Mn2+ aunque la enzima
modificada se inhibe totalmente por 60 mM de Mg2+ mientras que la actividad

transferasa de la enzima sin modificar es insensible a dicho catién (Stadtman y

Ginsburg, 1974).
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Tabla 11. - Comparaciéon de diversos parametros cinéticos de la actividad

biosintética de la glutamina sintetasa en forma activa e inactiva.

Glutamina sintetasa

PARAMETRO Forma activa Forma inactiva
Km NH4;“ (mM) 0,21 0,17
Km ATP (mM) 0,82 0,40
Km Glu (mM) 1,18 1,40
Vmax (mU/mg proteina) 40,5 4,5

A partir de células de Synechocystis cultivadas en nitrato como fuente de nitrégeno y suplementadas
con 8 mM de NH4CI dos horas antes de ser recogidas, se obtuvo un extracto celular conteniendo GS
inactiva (apartado II. B. 1.) Las actividades transferasa y biosintética se determinaron como se describe
en los apartados II. C. 2. 1. y II. C. 2. 2. respectivamente salvo que la concentracién del compuesto
estudiado en cada momento varié en un intervalo adecuado. El andlisis de los datos de velocidades

iniciales obtenidos se realizéd mediante la representacion de Lineweaver-Burk.
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Figura 30 .- Dependencia de cationes divalentes de la actividad transferasa de las
inactiv la glutaming sin nechocystis
PCC 6803

Extractos crudos libres de células conteniendo GS activa o GS inactiva se obtuvieron a
partir de células cultivadas en nitrato (GS activa) y de células cultivadas en nitrato y
tratadas con amonio (8 mM) 2 horas antes de ser recogidas (GS inactiva)
respectivamente.El ensayo de actividad transferasa se realizé segun de describe en el
apartado I1. C. 2. 1. empleando como cation divalente Mn2+ (5 mM) 6 Mg2+ (50 mM)
1.- GS activa

2.- GSinactiva

3.- GS inactiva reactivada mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (Figura 26)

4.- GSinactiva reactivada mediante incubacion a pH 9 a 30 °C (Figura 29)
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En el caso de Synechocystis PCC 6803 el comportamiento de ambas formas
enzimaticas respecto a los cationes es distinto al descrito en Escherichia coli,
constituyendo este dato otra evidencia en contra de la existencia en Synechocystis
de un sistema de regulacion de la glutamina sintetasa mediante adenililacion /
deadenililacidon. En la Figura 30 se observa que la forma activa de la enzima fue
dependiente, en el ensayo transferasa, del cation Mn2+, por el contrario, la actividad
transferasa de la forma inactiva, aunque menor, fue dependiente de Mg?+. Se
observa tambien que una preparacidn de enzima inactiva adquirié el mismo patrén
de dependencia de cationes que la enzima activa tras ser tratada con fosfatasa

alcalina o incubada a pH 9 durante 2 h.

Respecto a la actividad biosintética, se ha comprobado que ambas formas
fueron dependientes de Mg?2+, siendo la actividad conseguida con Mn2+ sélo un 10

% de la alcanzada con Mg2+.

II1. D. 10.- INACTIVACION /N VITRO DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE
SYNECHOCYSTIS PCC 6803

Otra aproximacion al estudio del mecanismo de inactivacion de la glutamina

sintetasa distinto a la descrita hasta ahora ha sido intentar inactivar in vitro la
glutamina sintetasa activa. En primer lugar se han llevado a cabo mezclas de
extractos conteniendo glutamina sintetasa activa e inactiva y se han incubado
dichas mezclas a 30 °C en presencia de distintos efectores como glutamina, o-
cetoglutarato, ATP, ADP , glutamato y diversos cationes divalentes como Mg2+y
Mn2+ en distintas combinaciones. En ninguno de los casos se ha observado

inactivacién de la parte de glutamina sintetasa activa de la mezcla o reactivacion de

la parte inactiva.
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A la luz de los resultados obtenidos, uno de los posibles mecanismos de
inactivacién de la glutamina sintetasa es la unién a la enzima, de forma no
covalente de un metabolito fosforilado, lo que explicaria las reactivaciones
observadas por pH alcalino o durante la cromatografia de intercambio inico.
Siguiendo esta hipdtesis se han realizado incubaciones de preparaciones de
glutamina sintetasa pura con distintos compuestos relacionados con el
metabolismo de la glutamina y del nitrégeno en general y que han sido descrito
como inhibidores de la glutamina sintetasa de diversos organismos. En concreto se
ha probado el efecto sobre la enzima del carbamil fosfato, glucosamina 6-fostfato y
el ADP (un fuerte inhibidor de la glutamina sintetasa de Synechocystis 6803 como
se describe en el apartado III. B. 6.). Todas estas incubaciones se realizaron a 30
y 4 °C y en presencia de distintas combinaciones de otros efectores que podrian ser
necesarios para la unién a la enzima del compuesto estudiado, como son el
glutamato, amonio, glutamina, ATP y Mg2+. En ninguno de los caso se observé una:
inactivacion de la glutamina sintetasa que diera lugar a una enzima equivalente a

la obtenida a partir de células tratadas con amonio.
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III. E. CLONACION DEL GEN ginA DE Synech is PCC 68

Hemos empleado una genoteca de Synechocystis PCC 6803 suministrada
por el profesor Jack Preiss del Departamento de Biogquimica de la Universidad de
Michigan (EE.UU.). Esta genoteca ha sido realizada insertando fragmentos de ADN
cromosémico de Synechocystis en el sitio EcoRl del fago A-ZAP 1I, un derivado

del fago A.

ITII. E. 1. OBTENCION DE LA SONDA DE ADN .-

La sonda empleada en la hibridacién correspondia a un fragmento de ADN
de 1,4 Kb que contiene la mayor parte del gen ginA de Anabaena PCC 7120. Este
fragmento se ha obtenido mediante restriccion parcial con la enzima EcoRI del
fragmento de 7 Kb de ADN de Anabaena del plasmido pRLE7 (ver Figura 33). El
plasmido digerido se sometié a electroforesis en gel de agarosa y el fragmento de
1,4 Kb se extrajo del gel tal como se describe en el apartado II. D. 2. 16. Este
fragmento se cloné en el sitio EcoR! del plasmido pRL171 (plasmido construido por
Elhai y Wolk, 1988) con objeto de aumentar la cantidad de ADN disponible para la
hibridacién. El plasmido resultante, pCSA1, se digirié con EcoRl y el fragmento de
ADN de Anabaena de 1,4 Kb se aislé6 mediante electroforesis en gel de agarosa y
posterior extraccién de dicho gel. Por Gltimo, este fragmento se marcé con 32P

segun se describe en el apartado I1. D. 2. 11.

IIL. E. 2. AISLAMIENTO DE LOS FAGOS QUE CONTIENEN EL GEN g/nA
DE Synechocystis PCC 6803.-
Una alicuota de la suspension de fagos que constituian la genoteca, se

emple6 para infectar un cultivo de la estirpe de E. coli XL1-Blue, esta infeccion se
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realizéd en medio sélido, sembrando la suspensién de células con fagos en cajas de
Petri de 15 cm de didmetro conteniendo medio LB (ver apartado II. A. 2. 2.). Una
vez aparecidas los halos de lisis, éstos se transfirieron a filtros de nitrocelulosa tal

como se describen en el apartado II. D. 2. 7.

La hibridacién de los filtros de nitrocelulosa con la sonda de ADN marcada
radioactivamente se realizd tal como se describe en el apartado II. D. 2. 8. En la
autorradiografia de los filtros todas las calvas presentaron marca radioactiva,
apareciepdo seis cuya intensidad de marcaje era considerablemente mayor. Estas
seis calvas se aislaron, extrayéndolas de la caja de Petri y resuspendiéndolas en
tampén SM (NaCl, 100 mM; MgSQ4. 7 H20, 8 mM; Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5). Con
cada una de las seis suspensiones de fagos obtenidas se procedié a una nueva
infeccién de la estirpe XL1-Blue, transferencia a filtros de nitrocelulosa e hibridacion
con la sonda del g/inA de Anabaena. Tras esta segunda hibridacién se confirmé
que en cinco de las suspensiones empleadas aparecian halos que incorporaban
una elevada cantidad de radioactividad. De esta segunda infeccion se aislaron los

halos que habian dado una sefal positiva en la hibridacion.

ITI. E. 3. EXTRACCION DEL FRAGMENTO DE ADN DE Synechocystis DEL
FAGOQ A-ZAP 1I.-

El fago A-ZAP II ha sido construido sustituyendo la zona central,
dispensable, del fago A por el plasmido pBluescript SK (-), [para una descripcion
detallada de la construccion tanto del plasmido como de A-ZAP II ver Short et al.,
(1988) ). En este fago, el plasmido pBluescript SK (-) esta flanqueado por las
secuencias de iniciacién y terminacién de replicaciéon del fago 1, de forma que

cuando se realiza una coinfeccién con los fagos A-ZAP 11y f1, las proteinas de este
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ultimo permiten la replicaciéon del plasmido. Las cadenas, unicatenarias, de
plasmido son recircularizadas por el producto del gen II de f1 y empaquetadas. De
esta coinfeccion obtenemos pués, plasmidos pBluescript SK (-) empaquetados por
f1, tras una posterior infeccién de una estirpe de E. coli con esta suspension, se

obtienen colonias que contienen el plasmido pBluescript SK (-).

De cada una de las cinco hibridaciones que dieron una sefial positiva en la
hibridacion, se tomé un halo de lisis y se resuspendié en 1 ml de tampén SM. Una
alicuota de 100 pl de esta suspension se mezclé con 10 pl (aproximadamente 1 x
107 unidades formadoras de halos) de una suspension del fago R408, un derivado
del fago f1. Esta mezcla se afadio a 200 ul de un cultivo en fase estacionaria de la
estirpe XL1-Blue y se incubd 15 min a 37 °C. A continuacion se le afiadieron 5 ml
del medio de cultivo 2XTY (apartado II. A. 2. 1.) y se incubé a 37 °C durante 5
horas. Al cabo de ese tiempo se calentd la suspension a 70 °C durante 20 min con
objeto de matar a las células, eliminando los restos celulares mediante
centrifugacion de la suspension a 4.000 x g durante 5 min. Del sobrenadante
obtenido se tomd una alicuota de 2 pl con la que se procedio a la infeccion de 200
pl del cultivo de XL1-Blue. La suspension de células y fagos se incubé durante 30
min a 37 °C y a continuacién se sembré en dos cajas (100 pul en cada una) de
medio LB suplementado con 50 pg de ampicilina por ml, que es el antibiético al que
confiere resistencia el plasmido pBluescript SK (-). Después de una noche de
incubacion de las cajas a 37 °C se obtuvieron varios miles de colonias resistentes a

ampicilina.

En la Figura 31 se esquematiza el proceso de clonacién seguido y la

excision in vivo del plasmido pBluescript mediante la coinfeccion con el fago R408.
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Seleccidn de 5 fagos mediante hibridacién de la genoteca de
Synechocystis en A-ZAP 11 con el gen g/lnA de Anabaena

Excision in vivo del plasmido pBluescript con ADN de
Synechocystis a partir de cada uno de los fagos seleccionados

ADN Synechocystis

Fago "helper”.
R408

S ey ]
pBluescript SK(-) Coinfeccion de
A-ZAPII XL1-Blue

pBluescript SK(-}

ADN Synechocystié

Transformacion de la estirpe de E. coli ET6017 (g/inA ™) con cada
uno de los cinco plasmidos obtenidos

Figura 31.- Esquema de la clonacién del gen g/inA de Synechocystis PCC 6803
mediante hibridacién de un fragmento de g/nA de Anabaena con una genoteca de
Synechocystis en el fago A-ZAP 11 y posterior complementacion de la auxotrofia de
glutamina de una estirpe de E. coli con delecion en dicho gen.
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III. E. 4. COMPROBACION DE L A PRESENCIA DEL GEN g/nA DE
nechocystis EN LOS PLASMIDOS OBTENIDO

La coinfeccién detallada anteriormente se realizé con un halo de lisis de
cada una de las cinco hibridaciones que dieron sefal positiva. De cada una de
estas cinco coinfecciones se aisld una colonia resistente a ampicilina de la cual se
extrajo su ADN plasmidico siguiendo el método descrito en II. D. 2. 2. Con estos
plasmidos aislados se transformé la estirpe de E. coli ET6017, una estirpe que
presenta qelecionado su gen g/nA (ver genotipo en Tabla 1), lo cual determina que
sea auxoétrofa de glutamina. Las células transformantes obtenidas, resistentes a
ampicilina, se sembraron en medio minimo M9 (ver composicién en el apartado II.
A. 2. 1) suplementado y sin suplementar con 5 mM de glutamina. De los cinco
plasmidos obtenidos de la coinfecciéon, s6lo uno de ellos fue capaz de
complementar la auxotrofia de glutamina de la estirpe ET6017. Para confirmar que
este pladsmido contenia el gen g/nA se midid la actividad GS transferasa de los
transformantes de ET6017 obtenidos con los cinco plasmidos. Soélo los
transformantes que contenian el pladsmido que complementaba la auxotrofia de
glutamina mostraron actividad GS, confirmando que efectivamente este plasmido

contiene, de forma integra, el gen ginA de Synechocystis .

III. E. 5. LOCALIZACION DE DIANAS DE RESTRICCION EN ELFRAGMENTO DE
ADN DE Synechocystis QUE CONTIENE EL GEN glnA.
La primera caracterizacion del plasmido obtenido tras la complementacion
de la estirpe ET6017, denominado pAM1, ha consistido en el calculo del tamafo
del inserto de ADN de Synechocystis presente en dicho plasmido, asi como en la

localizacion en dicho inserto de dianas para distintas enzimas de restriccion. ADN
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de pAM1, aislado empleando el método de lisis alcalina tal como se describe en el
apartado II. D. 2. 2., se sometid a restirccion por diversas endonucleasas de
restriccién tal como se describe en el apartado II. D. 2. 18. Los resultados

obtenidos han permitido confeccionar el mapa del plasmido pAM1 que aparece en

la Figura 32.:
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Figura 32.- Localizacion de dianas de restricciéon en el fragmento de ADN de

Synechocystis del pladsmido pAM1.

l:j ADN de Synechocystis ;

pBluescript SK (-)
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III. F. TRANSFORMACION DE Synechocystis PCC 6803 CON EL GEN
ginA DE Anabaena PCC 7120

La glutamina sintetasa de la cianobacteria Anabaena PCC 7120,
cianobacteria filamentosa fijadora de nitrégeno, muestra una regulacién de su
actividad por la fuente de nitrégeno disponible distinta a la estudiada en
Synechocystis PCC 6803 (Orr y Haselkorn, 1982), de forma que en un extracto
crudo libre de células obtenido a partir de células cultivadas en condiciones de
fijacion de dinitr6geno y a las que se les ha afiadido amonio una hora antes de
recogerlas, la actividad glutamina sintetasa es la misma que la medida en

extractos de células que no han sido tratadas con amonio.

Basandonos en estos resultados, hemos llevado a cabo una serie de
estudios encaminadgs a determinar donde radica la diferencia de Ia regulacion
de la glutamina sintetasa entre las dos cianobacterias. Asi, se ha conseguido una
estirpe de Synechocystis PCC 6803 que posee, aparte de su propio gen ginA , el
gen ginA de Anabaena PCC 7120. Esta estirpe puede permitirnos comprobar si
la glutamina sintetasa de Anabaena es susceptible de ser inactivada por el

sistema de regulacién de la glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803.

ITII. F. 1. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pCSA6

La obtencién de las estirpes AM 5y AM 6 (estirpes de Synechocystis PCC
6803 que presentan los dos genes g/nA ) ha requerido la construccion de un
plasmido que contuviera al gen g/nA de Anabaena Yy que fuera capaz de

recombinar con una zona dispensable del cromosoma de Synechocystis .
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J. G. K. Williams (1988) ha estudiado el proceso de transformacion en
Synechocystis , observando que el ADN plasmidico se linealiza al introducirse en
la célula, lo que determina que la insercién de ADN plasmidico en el cromosoma
de la cianobacteria requiera dos hechos de entrecruzamiento. Para desarrollar
este estudio han construido varios plasmidos que permiten la insercién de ADN
foraneo en zonas dispensables del genoma de Synechocystis. En la Figura 33
aparece detallado uno de estos plasmidos, pKW1188, empleado en nuestro
trabajo, asi como el plasmido pRLE7 (E. Flores), un derivado del plasmido
pAn503 (Fisher et al., 1981) el cual contiene un fragmento de 7 kilobases de ADN
de Anabaena 7120 que incluye el gen ginA .

En la Figura 33 se resume la construccién de pCSA6 a partir de pKW1188 y
pRLE7. El plasmido pRLE7 se digirié con la enzima de restriccion Hind I11 y el
fragmento de 7 Kb conteniendo a g/nA se inserté en un "polylink_er" simétrico del
plasmido pRL479, este plasmido permite una seleccién positiva de aquellos
vectores que posean un fragmento de ADN insertado en el polylinker, ya que
aquellos que no lo presentan provocan que la mayoria de las estirpes de E. coli
sean inviables (Elhai y Wolk, 1988). Esta construccion se digirié con la enzima
Pstl y el fragmento de 7 Kb se inserté en la sitio de restriccion Pstl del plasmido
pKW1188.
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Figura 33.- Construccion del plasmido pCSA6

La construccién del plasmido PCSA6 se detalla en el apartado III. F. 1. Las
reacciones de ligacién y restriccion de ADN se realiz6 tal como se describen en los
apartados II. D. 2. 17 y I1. D. 2. 18.
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IIIL F. 2. TRANSFORMACION DE Synechocystis PCC 6803 CON pCSA6

Una vez obtenido el plasmido, se transformé con él a Synechocystis .
Como control de transformacion hemos usado el plasmido pKW1188, del cual se
ha demostrado previamente que permite la integracién estable en el genoma de
Synechocystis del gen kan que confiere resistencia al antibiético kanamicina. La
transformacion se realizé tal como se describe en el apartado II. D. 2. 3,,
obteniendo colonias resistente a una concentraciéon de kanamicina en el medio
de 20 pg/ml. En la Tabla 12 se muestran las frecuencias de transformacién
obtenidas con ambos plasmidos.

Se observa que con pCSA6 la frecuencia de transformacién baja
dréstiéamente, de 1 por cada 500 células viables, para el plasmido pKW1188, a 1
por cada 3.500 para pCSA6. Este descenso puede ser atribuido al hecho de
haber insertado un fragmento de 7 Kb entre las dos zonas de ADN cromosémico
de Synechocystis de pKW1188 (ver Figura 33), ésta insercion probablemente
dificulta en gran medida la entrada del plasmido en la célula, asi como el doble
hecho de recombinacion entre las zonas de ADN cromosdmico de pCSA6 y sus

respectivas zonas homélogas en el genoma de Synechocystis.

III. F 3. ESTUDIO GENOTIPICO DE LAS ESTIRPES AM 4, AM5Y AM6

Entre las colonias resistentes a kanamicina obtenidas tras las
tramnsformaciones de Synechocystis con los plasmidos pKW1188 y pCSAG6 se
han seleccionado las denominadas AM 4 (obtenida mediante transformacion con
pKW1188) y AM 5 y AM 6 (obtenidas con pCSA6). Para comprobar que la
resistencia al antibiético de estas estirpes se debe a la integracion del plasmido

en el cromosoma de la cianobacteria, se ha llevado a cabo una hibridacién de
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Tabla 12.- Frecuencia de transformaciéon de Synechocystis PCC 6803 con los

plasmidos pCSA6 y pKW1188.

Plasmido empleado

RCSA6 pKW1188
Ne viables / ml cultivo 108 108
N° t:ransf/ ml cultivo 3x104 | 2x105
Transformantes/viables 3x10°4 2x103

La transformacién con ambos plasmidos se realizé siguiendo el método descrito en el
apartado II. D. 2. 3., empleando entre 1y 2 ug de ADN plasmidico en cada caso. La seleccién de las
células transformadas se realiz6 en cajas con medio BG11 con nitrato (20 mM) como fuente de

nitrégeno y suplementado con el antibiético kanamicina (20 ug / mi).
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ADN cromosOmico de estas estirpes con el plasmido pKW1188 marcado

radioactivamente con 32P.

ADN cromosdmico de cada una de las estirpes se digirié con la enzima de
restriccion BamH 1y se sometié a electroforesis en gel de agarosa tal como se
describe en el apartado II. D. 1. 2. 4. Los fragmentos de ADN del gel se
transfirieron a un filtro de nylon (ver apartado II. D. 2. 9.) y dicho filtro se incubo
con ADN desnaturalizado de pKW1188 marcado con 32P a 65°C y agitacion tal
como se describe en el apartado II. D. 2. 10. En la Figura 34 se muestra la
autorradiografia del filtro tras su incubaciéon con la sonda radioactiva. La calle 2
cdrresponde a la estirpe silvestre y se observa el fragmento de aproximadamente
3 Kb correspondiente a los dos fragmentos de ADN (de 1,7 y 1,3 Kb) del plasmido
pKW1188. La calle 3 corresponde a la estirpe AM 4, obtenida por transformacion
con pKW1188, en la figura se aprecian dos fragmentos, uno de 1,3 Kb
correspondiente al fragmento del mismo tamafno del plasmido empleado como
sonda y otro, un poco inferior a 3 Kb, que corresponde al fragmento de 1,7 Kb de
ADN de Synechocystis de pKW1188 mas el gen kan que confiere resistencia a
kanamicina y que posee un tamafo de 1,2 Kb. Por ultimo, las calles 4y 5
pertenecen a las estirpes AM 5 y AM 6 respectivamente, en ellas sigue
apareciendo el fragmento de 1,3 Kb y un nuevo fragmento de aproximadamente
10 Kb el cual corresponde a la suma del fragmento de 1,7 Kb de ADN de
Synechocystis, el gen kan y el fragmento de 7 Kb de ADN de Anabaena . Se
puede afirmar pues que las esirpes AM5 y AM6 poseen el fragmento de 7 Kb de
ADN de Anabaena. Con objeto de facilitar la interpretacién de la Figura 34, en la
Figura 35 se esquematiza la composicién gendmica de la zona del cromosoma
que hibrida con el plasmido pKW1188 en las estirpes silvestre, AM4 y AM5 (y
AMS6) de Synechocystis.
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Figura 34 .- Hibridacién de ADN cromosémico de las estirpes silvestre, AM4, AM5

vy AM6 de Synechocystis _con el plasmido pKW1188 marcado

El aislamiento de ADN cromosémico se realizé como se describe enI1. D. 2. 1. El ADN
se digirié con BamH | segun se describe en el apartado 1. D. 2. 18. La transferencia
del ADN al filtro de nylon, la hibridacién con la sonda radioactiva y la deteccién de la
radioactividad incorporada al filtro se realizé segun los apartados I1. D. 2. 9., I1. D. 2.
10y I1.D. 2. 12.

Patron : ADN de A digerido con Hind lll Calle 1: Silvestre; Calle 2 : AM4; Calle 3 : AM5;
Calle 4 : AMS.
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EcoR |
A) Bam lH ! BamH |
|
EcoR |
B) BamH | BamH | BamH |
kan
Pst |
EcoRI
C) BamH1 ‘ BamHI BamHI

ADN de Anabanena

Pst | Pstl
1 Kb
Figura 35 .- Composicién genémica de la zona de cromosoma que hibrida con el
lasmi I ir ilvestre, AM4, AMS y A
Synechocystis

I:I ADN de Synechocystis , - ADN de Synechocystis presente en el
plasmido pKW1188, N gen kan, ADN de Anabaena

A) Silvestre; B) AM4; C) AM5 y AM6
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Figura 36 .- Hibridacion de ADN cromosémico de las estirpes silvestre. AM4, AM5

M h ] n un fragmen InA n n

mar n_digoxigenin

El aislamiento de ADN cromosdmico se realizé como se describe en II. D. 2. 1. El ADN
se digirié con BamHI segun se describe en el apartado II. D. 2. 18. La transferencia
del ADN al filtro de nylon, la hibridacién con la sonda marcada y la deteccién de la
hibridacién se realizé segin los apartados 11. D. 2. 9., I1. D. 2. 13y I1. D. 2. 15.
respectivamente

Patrén : ADN de A digerido con Hind /il ,Calle 1: Silvestre; Calle 2 : AM4; Calle 3 : AM5;
Calle 4 : AMB.
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La comprobacién de la presencia del gen g/nA de Anabaena en estos
transformantes se ha realizado también mediante hibridacién, esta vez
empleando como sonda de ADN el fragmento de 1,4 Kb del gen g/inA de
Anabaena. empleado para la clonacion del gen de Synechocystis (apartado III.
E.) Ese fragmento se marcé con digoxigenina tal como se describe en el apartado
II. D. 2. 14.Los resultados obtenidos aparecen en la Figura36, se aprecia que ni
las calles 2 y 3, estirpe silvestre y AM4 respectivamente, muestran hibridacion con
el gen ginA de Anabaena , apareciendo, marcaje por el contrario, en las calles 4
y 5, correspondientes a las estirpes AM5 y AM6. Puede afirmarse pués, que tanto
la estirpe AM5 como la AM6 poseen el gen ginA de Anabaena integrado en su

genoma.

IIL. F. 4. | TAMINA SINTETASA DE LA ESTIRPE AM6 D RANT
LAS DISTINTAS FASES DE CRECIMIENTO

Se ha estudiado la variacién de la actividad glutamina sintetasa en la
estirpe AM 6 a lo largo de las diversas fases de crecimiento del cultivo. En la
Tabla 13 se muestran estos resultados junto con los obtenidos para la estirpe
silvestre. Se puede observar que durante las distintas fases la actividad glutamina
sintetasa de la estirpe AM 6 es un 40 % de la estimada para la estirpe silvestre.
Se ha comprobado que la estirpe AM 4 muestra una actividad glutamina sintetasa
equivalente a la de la estirpe silvestre. Las estirpes AM 4 y AM 6 presentan una
insercion de ADN en la misma regién del genoma de Synechocystis, el gen kan
en el caso de AM 4 y este gen mas 7 Kb de ADN de Anabaena en el caso de AM
6. El hecho de que la estirpe AM 4 muestre la misma actividad glutamina sintetasa
que la estirpe silvestre parece indicar que la insercion de ADN en ésta region del

genoma de Synechocystis no afecta a la actividad de la glutamina sintetasa de
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Synechocystis . La menor actividad detectada en la estirpe AM 6 podria ser
debida a la expresién de la glutamina sintetasa de Anabaena y posterior
interaccién entre los dos tipos de subunidades, la de Synechocystis y la de

Anabaena.
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Tabla 13- Crecimiento y actividad glutamina sintetasa a lo largo del mismo de las

estirpes AM 6 y silvestre de Synechocystis PCC 6803.

ug clorofila / ml mU / ug clorofila
TIEMPO DE Silvestre AM6 Silvestre AMS6
CRECIMIENTO
0 h. 2,5 2,3 57 19
5h. 4,4 4,6 58 27
20 h. 15,0 16,6 32 13
26 h. 18,1 19,7 28 11
30 h. 19,3 20,3 25 10

El cultivo de las dos estirpes se realizé en medio liquido con gaseo de 1,5 % (v/v) de CO2, tal
como se detalla en el apartado II. A. 2. 1. A los tiempos indicados en la Tabla se tomé una alicuota de
los cultivos para determinar su concentracién de clorofila (apartado II. E. 4.) y su actividad glutamina
sintetasa. En la determinacién de la actividad GS se empleé el ensayo transferasa descrito en el
apartado II. C. 1.1.
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IV. DISCUSION
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA
DE Synech is PCC 6803

La glutamina sintetasa es una enzima clave en el metabolismo del nitrégeno
de la gran mayoria de los organismos, habiéndose demostrado claramente que
esta enzima, junto con la enzima glutamato sintasa, constituye la principal via de
asimilacidon de nitrégeno tanto en bacterias (Nagatani et al., 1971) como en plantas
(Miflin y Lea, 1976). Igualmente se ha demostrado, mediante marcaje radioactivo,
que la accién secuencial de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato
sintasa (GOGAT), normalmente denominada ruta GS-GOGAT, constituye la
principal via de asimilacion de nitrégeno en cianobacterias (Wolk et al. 1976; Meeks
et al, 1977; Meeks et al. 1978). La importante funcién que desempefia, ha
determinado que la glutamina sintetasa haya sido ampliamente estudiada tanto en
procariotas como en eucariotas, habiéndose purificado hasta homogeneidad en un

elevado numero de organismos.

Han sido multiples los métodos empleados en la purificacion de la glutamina
sintetasa. Habiéndose empleado en primer lugar métodos de purificacion por
fraccionamiento del extracto crudo mediante precipitaciéon con diversos
compuestos; asi, en el caso de la glutamina sintetasa de Escherichia coli el
procedimiento empleado por Woolfolk et al. (1966) comprende un paso de
precipitacién con estreptomicina junto con tres precipitaciones con sulfato aménico
y una con acetona. Este método, a pesar de permitir la obtencion de glutamina
sintetasa pura, presenta serios inconvenientes. En primer lugar, los rendimientos
obtenidos en cada paso son muy variables, oscilando la recuperacion de actividad
tras la primera precipitacion con sulfato aménico entre un 40 y un 100 %. Ademas,

el porcentaje de recuperacion al final del proceso es extremadamente bajo, no
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superando el 10 % de la actividad inicial. Por ultimo, éste método tiene escasa
aplicaciéon en la purificacidon de la glutamina sintetasa de otros organismos,
habiéndose comprobado su ineficacia en la purificacidon de la enzima de Bacillus
subtilis (debido a la inactivacion de la enzima en uno de los pasos de purificacién -
Deuel et al., 1970 - ) y en algunas especies del género Pseudomonas (debido al
bajo rendimiento obtenido -- Meyer y Stadtman, 1981 - ). También la glutamina
sintetasa de Bacillus subtilis se ha purificado mediante fraccionamientos por
precipitacion del extracto crudo (Deuel et al. 1970), en un proceso que comprende
una precipitacién con sulfato amoénico y un tratamiento con calor, a 65 °C, en medio
acido. Este método presenta los mismos inconvenientes resefiados para el
empleado en Escherichia coli , ademas, el porcentaje de recuperacion obtenido
calculado mediante la actividad biosintética dependiente de Mn2+ es distinto al
calculado mediante la actividad dependiente de Mg2+, lo cual puede indicar una

severa alteracién de la enzima a lo largo del proceso de purificacion.

Mas recientemente se han descrito métodos de purificacion de glutamina
sintetasa que emplean distintos tipos de cromatografia en columna. Lepo et al.
(1979) han descrito la utilizacién de una cromatografia de afinidad empleando el
gel azul-sefarosa, especifico para enzimas que requieren nucleétidos, ya que el
ligando del mismo,Cibacron azul F3GA, se une al dominio para dinucleétidos
comun a estas proteinas (Thompson et al., 1975; Thompson y Steliwagen, 1976).
Esta cromatografia ha demostrado dar un buen resultado en la purificacion de la
glutamina sintetasa de diversos organismos como Azotobacter vinelandii,
Escherichia coli, Rhodopseudomonas sphaeroides (Lepo et al. 1979) y Anabaena

PCC 7120 (Orr et al. 1981).
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Una mejora en el método de purificacion de la glutamina sintetasa lo
constituye el empleo de una cromatografia de afinidad en gel de 2°, 5°-ADP-
Sefarosa, el cual muestra una mayor especificidad para la glutamina sintetasa que
el gel de azul-sefarosa y ha demostrado su efectividad en la purificacion de
glutamina sintetasas de muy diversa procedencia, tales como las de raiz y hojas de
arroz (lyer et al. 1981), las dos isoenzimas de Chlamydomonas reinhardtii
(Florencio y Vega, 1983) y la glutamina sintetasa de Rhodopseudomonas capsulata
E1F1 (Caballero et al. 1985). En este ultimo organismo se ha empleado esta
cromatografia como Unico paso en la purificacion de la GS, obteniendo un
rendimiento del 80 % en la recuperacién de la actividad aplicada. Florencio y
Ramos (1985) han purificado la glutamina sintetasa de la cianobacteria
Synechococcus PCC 6301 (anteriormente denominada Anacystis nidulans )
utilizando una cromatografia en 2°, 5-ADP-Sefarosa precedida de una de
intercambio idnico en DEAE-celulosa. Este método, con algunas modificaciones, es
el que hemos empleado en la purificacién de la enzima de Synechocystis PCC
6803.

Como se describe en el apartado III. A. la purificacién de la glutamina sintetasa
comprende la centrifugacién a 16.000 x g del extracto crudo, una cromatografia de
intercambio idnico en DEAE-celulosa del sobrenadante obtenido y por ultimo, la
cromatografia de afinidad en 2°, 5°-ADP-Sefarosa de las fracciones con actividad
GS obtenidas tras la elucion de la DEAE-celulosa. En el caso de Synechococcus
es necesario un tratamiento del extracto crudo con el detergente idnico MTA como
paso previo a la centrifugaciéon con objeto de solubilizar gran parte de la glutamina
sintetasa, la cual aparece asociada a los restos de membrana del extracto. En
Synechocystis , este tratamiento no es necesario, ya que practicamente la totalidad

de la actividad glutamina sintetasa se encuentra en el sobrenadante tras la
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centrifugacion del extracto crudo. Este distinto comportamiento no indica una
diferente localizaciéon intracelular de la glutamina sintetasa en las dos
cianobacterias, asociada a membranas en Synechococcus y soluble en
Synechocystis , ya que estudios de inmunolocalizacién de la glutamina sintetasa en
Synechococcus , llevados a cabo por Lopez-Ruiz et al. (1989), han puesto de
manifiesto que la enzima se encuentra cercana a zonas ricas en tilacoides pero no
asociada a sus membranas, proponiendo que el requerimiento de MTA durante la
purificacion de la enzima se debe a su unidon inespecifica a la fraccidon de

membranas, como un artefacto durante el proceso de rotura.

Aunque la purificacién obtenida tras la cromatografia de intercambio i6nico
es pequena (dos veces), este paso es necesario para eliminar proteinas que
podrian competir con la glutamina sintetasa en la unién a Ias moléculas de 2°, 5'-
ADP durante la cromatografia de afinidad, saturando la columna. A diferencia de lo
que ocurre en la casi totalidad de las glutamina sintetasas de cianobacterias, la
enzima de Synechocystis no necesita la presencia de ningun compuesto
estabilizante en el tampdén empleado durante la purificacion, como B-
mercaptoetanol, EDTA y L-glutamato (Sampaio et al. 1979) o L-glutamato y Mg2+
(Stacey et al. 1977). Sin embargo, a pesar de la estabilidad de la enzima durante el
proceso de purificacién, la glutamina sintetasa de Synechocystis pierde totalmente
su actividad tras una didlisis frente al mismo tampon empleado en la purificacion,
HEPES-NaOH 50 mM, pH 7,0. Esta pérdida de actividad puede ser prevenida
suplementando el tampén con 5 mM de MnClp, sugiriendo que la inactivacion de la
enzima puede ser similar a la descrita en Escherichia coli , donde la dialisis frente a
un tampén carente de Mn2+ provoca la separacion de iones Mn2+ asociados a la
enzima, pasando ésta a una forma "relajada", carente de actividad enzimatica

(Denton y Ginsburg, 1969; Hunt et al. 1975 ). Un fendmeno similar se ha descrito



147

para la glutamina sintetasa de la cianobacteria filamentosa Anabaena CA (Stacey

et al. ,1979).

La purificacion de la glutamina sintetasa se completa con la cromatografia de
afinidad en gel de 2", 5’ADP-sefarosa. Tal como se observa en la Tabla 3, el ADP
es el compuesto por el que la glutamina sintetasa de Synechocystis muestra mayor
afinidad (Km de 0,03 mM), mayor incluso que la afinidad por el ATP, sustrato
fisiolégico de la enzima, para el que presenta una Km de 0,82 mM. Esta
caracteristica puede explicar el buen rendimiento de esta columna de afinidad en la
purificacion de la glutamina sintetasa, al permitir un fuerte lavado de la columna con
tampén suplementado con KCl a una concentracion de 0,4 M. Este lavado eluye de
la columna la mayoria de las proteinas contaminantes sin que se detecte actividad
glutamina sintetasa en las fracciones recogidas durante el mismo. La elucién de la
glutamina sintetasa requiere que se suplemente el tampén de elucién con 2 mM de
ADP, obteniéndose asi fracciones de enzima pura sin necesidad de posteriores
pasos de purificacién. Es interesante destacar que la elucién de la glutamina
sintetasa del gel de 2°, 5-ADP-Sefarosa requiere tanto la presencia ADP como una
concentraciéon de KCI de 0,4 M, habiéndose comprobado que el ADP por si solo es
incapaz de provocar la elucién de la enzima. Este dato parece indicar que la union
de la glutamina sintetasa al gel de 2, 5°-ADP-Sefarosa presenta un componente de

afinidad al ligando junto a otro de interaccidn idnica inespecifica a la matriz.

Las glutamina sintetasas de procariotas presentan una serie de
caracteristicas estructurales comunes, como el estar compuestas por doce
subunidades idénticas, con un peso molecular aproximado de 50 kDa cada
subunidad. Los estudios de microscopia electrénica han puesto de manifiesto que

las subunidades se disponen en dos anillos hexagonales superpuestos, formados
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cada uno de ellos por seis subunidades (Stadtman y Ginsburg, 1974; Almassy et al.
1986). La misma estructura es la que presenta la glutamina sintetasa de las
cianobacterias estudiadas hasta el momento : Calothrix PCC 7601 (Mérida et al,,
1990), Anabena PCC 7120 (Orr et al. 1981) o Phormidium lapideum (Sawa et al.
1988). La movilidad de la glutamina sintetasa de Synechocyétis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS permite calcular un peso molecular de 52 kDa
para la subunidad de la glutamina sintetasa; la presencia de una sola banda indica

ademas que todas las subunidades de la enzima son idénticas entre si.

La afinidad de la glutamina sintetasa por sus sutratos, tanto en el ensayo
transferasa como en el ensayo biosintético, es similar a la descrita para las
glutamina sintetasas de otras cianobacterias. En la Tabla.14 se establece una
comparacion de algunas caracteristicas cinéticas y fisico-quimicas de la glutamina
sintetasa de varias cianobacterias. Synechocystis presenta altos niveles de
actividad glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH (Florencio et al.,
1987), sin embargo, la mayor afinidad por el amonio mostrada por la glutamina
sintetasa (0,17 mM) respecto a la determinada para la glutamato deshidrogenasa
(3,9 mM) determina que la asimilaciéon de nitrégeno en condiciones de limitacion de
amonio en el medio (p.ej. con nitrato como fuente de nitrogeno), se realice a traves
de la glutamina sintetasa, no habiéndose aun determinado si la GDH desempena
un papel asimilatorio cuando el contenido de amonio en el medio es alto.

Es necesario destacar que los valores de afinidad de la glutamina sintetasa
por sus sustratos fisioldgicos han sido calculados empleando un ensayo
biosintético en el que se determina directamente la cantidad de glutamina
producida durante la reaccidn. Este ensayo presenta una clara ventaja frente a
otros métodos indirectos de determinacion de la actividad biosintética de la enzima,

como puede ser el ensayo acoplado a las reacciones de las enzimas piruvato
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quinasa y lactato deshidrogenasa (Shapiro y Stadtman, 1970; Orr et al., 1981), en
el cual el ADP producido por la glutamina sintetasa se emplea para convertir
fosfoenolpiruvato en piruvato que es posteriormente detectado mediante su
reduccion con NADH. Este ensayo acoplado presenta serios inconvenientes para
calcular las constantes de afinidad para los sustratos cuando estos valores son muy
bajos. Para obviar este problema, Orr y Haselkorn (1981) han necesitado
desarrollar un complicado método para calcular la Km para el amonio de la
cianobacteria Anabaena PCC 7120 (20 uM), determinando la desaparicién de
NADH en una reaccion continuada hasta alcanzar el equilibrio. Este problema,
motivado por el uso de ensayos acoplados, no se presenta empleando nuestro
método de determinacién de la actividad biosintética, el cual nos ha permitido
calcular facilmente la Km para el amonio de la glutamina sintetasa de
Synechocystis PCC 6803 (0,17 mM) o la deCalothrix PCC 7601 (65 uM) (Mérida et
al., 1990).

La actividad glutamina sintetasa de procariotas es dependiente de cationes
divalentes, normalmente de iones Mg2+ o Mn2+ (Ginsburg et al., 1970; Deuel et al.,
1970; Blanco et al.,, 1989) habiéndose propuesto que esta disponibilidad de
cationes podria ser uno de los principales sistemas de regulacion de la glutamina
sintetasa de cianobacterias (Ip et al ., 1983; Stacey et al., 1979). En nuestros
estudios hemos comprobado que la glutamina sintetasa de Synechocystis presenta
un estricta dependencia de Mg2+ en su actividad biosintética. En la Tabla 3 se
observa que la sustitucién de Mg2+ por otro catién divalente como Mn2+, Ca2+ o
Co2+ provoca un dréastico descenso en la actividad GS. A la vista de este resultado
se puede pensar que la disponibilidad de cationes divalentes en el interior celular
podria regular la actividad glutamina sintetasa. Sin embargo, al no disponerse de

datos sobre las concentraciones de estos cationes en el interior de la célula,
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desconocemos la importancia real que pueda tener este factor en la regulacién in

vivo de la enzima de Synechocystis .

Junto con la disponibilidad de cationes, se ha propuesto que la regulacion de
la glutamina sintetasa de cianobacterias podria tener lugar mediante un sistema de
inhibicion alostérica por compuestos relacionados con el metabolismo del
nitrégeno, tales como glucosamina-6 fosfato, carbamil fosfato, aminoacidos o
nucledtidos (Stacey et al., 1979; Dharmawardene et al. 1973; Sawhney y Nicholas,
1978, MpMaster et al. 1980). En Synechocystis , hemos comprobado que el
aspartico y la alanina inhiben de forma apreciable la actividad biosintética de la GS
(41 y 52 % de inhibicidn respectivamente), cuando estan presentes en el ensayo a
una concentraciéon de 1 mM. Si bien no conocemos la concentracion intracelular de
alanina en Synechocystis , la de aspartico oscila entre 1,5y 3 mM (asumiendo un
‘volumen intracelular de 5 pl por cada miligramo de proteina [lhlenfeldt y Gibson,
1975] ), segun que la fuente de nitrégeno suministrada sea nitrato a amonio
respectivamente (ver Tabla 8). Igualmente se ha determinado la concentracion
intracelular de glutamato, la cual oscila, segun la fuente de nitrégeno, entre 7 y 11
mM. Teniendo en cuenta que en el ensayo biosintético la concentracion de
glutamato es de 25 mM y que 1mM de aspartato inhibe un 41% de la actividad GS,
se puede concluir que la actividad glutamina sintetasa in vivo es
considerablemente menor que la detectada en nuestros ensayos enzimaticos. Esta
inhibicion de la glutamina sintetasa por alanina o aspartico ha sido tambien descrita
en el resto de las cianobacterias estudiadas, como Anabaena cylindrica ( Sawhney
y Nicholas, 1978), Anabaena CA (Stacey et al., 1979) Synechococcus PCC 6301
(Florencio y Ramos, 1985) o Phormidium laminosum (Blanco et al., 1989); sin
embargo, no se observa inhibicion por aspartico en la glutamina sintetasa de

Escherichia coli ( Woolfolk y Stadtman, 1964; Woolfolk y Stadtman, 1967). Por el
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contrario, aminoacidos descritos como inhibidores de la mayoria de las glutamina
sintetasa de cianobacterias, como son la serina y la glicina (Rowell et al., 1976;
Sawhney y Nicholas, 1978; Orr y Haselkorn, 1981; Sawa et al. 1988), no muestran
ningun efecto sobre la enzima de Synechocystis , al igual que ocurre en la
glutamina sintetasa de la cianobacteria unicelular Synechococcus PCC 6301
(Florencio y Ramos, 1985). Este dato podria indicar una diferencia en el patrdn de
efectores alostéricos entre las glutamina sintetasas de cianobacterias unicelulares y

filamentosas.

Respecto a la influencia de diversos aminoacidos sobre la actividad
glutamina sintetasa es necesario resaltar el efecto diferencial que tienen algunos
de ellos sobre las actividades transferasa y biosintética. En la Tabla 5 se observa
que mientras que la serina y la glicina inhiben fuertemente la actividad transferasa,
apenas tienen efecto sobre la actividad biosintética. Por el contrario, el aspattico,
uno de los mayores inhibidores de la actividad biosintética, no afecta en absoluto la
actividad transferasa. Estos datos ilustran la poca relevancia fisioldgica que tiene la

actividad transferasa en el estudio de la regulatién de la glutamina sintetasa.

De los distintos efectores alostéricos posibles de la glutamina sintetasa, son
los nucledtidos ADP y AMP los que mas fuertemente inhiben a la enzima de
Synechocystis PCC 6803, mostrando un 77 y un 67 % de inhibicidn
respectivamente cuando estan presentes en el ensayo a una concentracion de 1
mM. Los estudios sobre el tipo de inhibiciéon por ADP muestran que ésta es no
competitiva respecto al glutamico (Kj de 0,28 mM) y competitiva respecto al ATP
(con un valor de ki de 0,11 mM ), indicando una posible competencia por el sitio
activo entre el ADP y el sustrato ATP. Una inhibiciéon por ADP y AMP ha sido

descrita previamente en las cianobacterias filamentosas Anabaena cylindrica
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(Sawhney y Nicholas, 1978) y Anabaena CA (Stacey et al.,, 1979), sugiriéndose
que la carga energética de la célula puede desempefar un importante papel en la
regulacion de la actividad glutamina sintetasa en cianobacterias. En Synechocystis
la inhibicion por estos nucleétidos es aun mas drastica que las descritas en
Anabaena , donde 2 mM de ADP inhiben un 50 % de la actividad glutamina
sintetasa (Sawhney y Nicholas, 1978). Un dato ilustrativo de la magnitud de la
inhibicion observada en Synechocystis es el hecho de que una razén ATP/ADP
menor de 3 en el ensayo abole completamente la actividad glutamina sintetasa. No
disponemos de datos sobre los valores intracelulares de ATP y ADP en
Synechocystis , sin embargo, al ser el ADP uno de los productos de la actividad
glutamina sintetasa, este compuesto podria ejercer un control de la actividad GS

mediante un sistema de retroinhibicion de la enzima.

Los estudios de inmunoprecipitacién y doble difusién en gel realizados con
la glutamina sintetasa de Synechocystis y Synechococcus , cianobacterias
- unicelular, y Calbthrix , cianobacteria filamentosa fijadora de dinitrégeno, parecen
indicar que esta enzima esta altamente conservada dentro del grupo taxonomico de
las cianobacterias, siendo reconocidas las tres glutamina sintetasas por los
anticuerpos obtenido contra cada una de dichas enzimas. De estos resultados se
deduce claramente que las glutamina sintetasas de Synechocystis'y
Synechococcus estdn mas proximas entre si de lo que lo estan respecto a la de
Calothrix . Ademas, se puede observar que, de las dos GS de cianobacteria
unicelular estudiadas, la de Synechocystis es la mas proxima a la GS de las
cianobacterias filamentosas, representada en este caso por la de Calothrix .Estos
datos se ven apoyados por los obtenidos por Bonen y Doolittle (1979) tras la
comparacion de la secuencia del ARN ribosémico 16S de diversas cianobacterias.

Estos estudios sitian a la especies del género de Synechocystis de alto contenido
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en G+C (como es el caso de la especie PCC 6803) como precursor de las

cianobacterias filamentosas fijadoras de dinitrégeno

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE
Synechocystis PCC 6803 : EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO

Como se ha puesto de manifiesto anteriormente, la glutamina sintetasa es
una proteina altamente conservada en cuanto a estructura entre los diversos
organismos procariotas donde se ha estudiado (enterobacterias, bacterias
fotosintéticas, bacilos o cianobacterias). Sin embargo, estas enzimas difieren
ampliamente en los sistemas de regulacion que presentan. En la mayoria de las
bacterias gram negativas, la actividad GS esta regulada por el balance intracelular
de compuestos nitrogenados y no nitrégenados, representados por la glutamina y
el a-cetoglutarato respectivamente (Senior, 1975). Una alta relacion glutamina/o-
cetoglutarato determina, a través de una "cascada" de regulacién formada por
varias enzimas, la modificacién covalente (adenililaciéon) de la GS, siendo esta
forma modificada de enzima mas susceptible a la inhibicién por diversos efectores
alostéricos (Brown et al., 1971; Mangum et al., 1973; Stadtman y Ginsburg, 1974).
Entre las bacterias gram positivas, mientras que las especies del género
Streptomyces (Streicher y Tyler, 1981; Fisher y Wray, 1989) muestran una
regulacion por adenililacion de la GS, las del género Bacillus por el contrario
carecen de dicho sistema, presentando un regulacién de la GS a través de un tipico
sistema por retroinhibicién donde la glutamina ejerce una fuerte inhibicion sobre la

actividad de la enzima (Deuel et al., 1970; Hachimori et al., 1974; edler y

Hoffmann, 1974).
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En cianobacterias, bacterias gram negativas, se han realizado diversos
estudios sobre la regulacién in vivo de la GS en funcién de la fuente de nitrégeno
disponible, aunque todos ellos han sido llevados a cabo en estirpes del género
Anabaena, cianobacterias filamentosas, fijadoras de dinitrogeno (Rowell et al.,
1977, Rowell et al., 1979; Stacey et al., 1979; Tuli y Thomas, 1981; Orr y Haselkorn,
1982). En algunos casos se ha observado un descenso en la actividad GS cuando
se afiade amonio a células cultivadas en condiciones de fijacién de dinitrégeno (en
ausencia de fuente combinada de nitrégeno) (Rowell et al., 1979; Tuli y Thomas,
1981). Sin embargo, el descenso de actividad es pequeio y lento, manteniendo las
células el 75 % de la actividad GS inicial después de 25 h de la adicién de amonio.
En estas condiciones, la pérdida de actividad GS puede ser atribuida tanto a una
ligera inactivacion de la enzima como a una represion de la sintesis de la glutamina
sintetasa y posterior dilucion o degradacion de la enzima durante el crecimiento del
cultivo. En concreto, en Anabaena PCC 7120 se ha demostrado fehacientemente
una represion de la trascripcion de g/inA cuando las células emplean amonio como
fuente de nitrégeno en lugar del dinitrégeno atmosférico (Tumer et al., 1983). En
Synechocystis hemos descrito una clara regulaciéon de la actividad glutamina
sintetasa mediada por amonio, demostrando, mediante técnicas de
inmunoelectroforesis cuantitativa, que la pérdida de actividad glutamina sintetasa
observada al anadir amonio a células cultivadas en nitrato no se debe a una

degradacion de la proteina sino a la modificacién de la enzima a una forma inactiva
(Tabla 7).

Como se aprecia en las Figuras 19 y 20, la adicion de amonio a células
cultivadas en nitrato induce un drastico cambio en los niveles intracelulares de los
aminodcidos relacionados con la ruta GS-GOGAT, seguido por la restauracion de

estos niveles a unos valores cercanos a los existentes antes de la adicion. Se ha
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comprobado que esta alteracion no tiene lugar si las células son previamente
tratadas con MSX, un inhibidor de glutamina sintetasa (Pinkus, 1977). Este
resultado, junto con el hecho de que la recuperacion de los niveles de aminoécidos
tiene lugar de una forma paralela a la inactivacién de la GS, parecen indicar que es
esta enzima la responsable de la primera alteracién de los niveles de aminoé&cidos,
metabolizando el amonio afadido al medio hasta glutamina, lo cual determina un
gran aumento de este aminoacido y un concomitante descenso en el nivel de
glutamato. A continuacién, la inactivacion de la glutamina sintetasa permite el
restablecimiento de los niveles de aminoacidos hasta unos valores cercanos a los

originales gracias a la actividad glutamato sintasa (GOGAT).

Estos resultados parecen indicar que la GS desempefia un importante papel
en el mantenimiento de los niveles intracelulares de estos aminoacidos en un
equilibrio dinamico, siendo los valores de estos niveles distintos segun la fuente de -
nitrégeno suministrada, tal como se observa en la Tabla 8. La inactivacion de la GS
tras la adicién de amonio al cultivo permite que el glutamato siga siendo el
amino&cido mayoritario en Synechocystis, manteniendo la concentracion de
glutamina en unos niveles bajos. En este contexto es interesante mencionar que
concentraciones de glutamina en el medio de cultivo superiores a 0,5 mM son
téxicas para Synechocystis . Una posible explicacion de la rapida inactivacion de la
glutamina sintetasa en este organismo podria ser la necesidad de mantener el nivel
intracelular de glutamina por debajo del nivel téxico cuando se afiade amonio al
medio de cultivo. Por otro lado, Kustu et al. (1984) han observado que mutantes de
Salmonella typhimurium incapaces de adenililar la GS cuando son transferidos a
un medio rico en nitrégeno, presentan un tiempo de generacion significativamente
mayor que el de la estirpe sivestre. En estos mutantes el paso a un medio rico en

nitrégeno provoca un enorme aumento en el nivel intracelular de glutamina y una
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disminucién de 10 veces del nivel de glutamato. Por el contrario, en la estirpe
silvestre, el paso a un medio rico en nitrégeno determina un ligero aumento en el
nivel de glutamina, permaneciendo practicamente invariable el nivel de glutamato.
Basandose en estos resultados, Kustu et al. (1984, 1985) han propuesto que una
de las funciones de la adenililacion de la glutamina sintetasa en Salmonella es
impedir un excesivo y prolongado descenso del nivel intracelular de glutamato, lo
cual disminuye ostensiblemente la viabilidad del organismo. En Synechocystis
hemos observado que la adicién de amonio a células cultivadas en nitrato
determina un rapido descenso en el nivel de glutamato, el cual alcanza en 30 s un
valor 8 veces inferior al existente antes de la adicion. Al igual que en Salmonella,
se podria pensar que una de las funciones de la inactivacién de la GS provocada
por amonio seria la de permitir la recuperacion del nivel intracelular de glutamato
hasta los niveles necesarios para mantener una normal viabilidad en las células de

Synechocystis.

Flores et al. (1980) han estudiado la variacién en los niveles intracelulares de
glutamato y glutamina en la cianobacteria unicelular Synechococcus PCC 6301 en
los 10 min siguientes a la adicion de amonio a células cultivadas en nitrato,
observando, al igual que ocurre en Synechocystis , un descenso en los niveles de
glutamato y un paralelo aumento en los niveles de glutamina. Los autores
constatan ademas que los cambios en los niveles de estos aminoacidos son

debidos a la actividad GS ya que se previenen en células previamente tratadas con
MSX.

Con objeto de compararlas con las obtenidas en Synechocystis , hemos
determinado las variaciones de glutamato, glutamina y aspartato durante la hora

siguiente a la adicién de amonio a células de Synechococcus cultivadas en nitrato,
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Figura 37.- Efecto de la adicién de amonio sobre los niveles intracelulares de

algunos aminoacidos en células de Synechococcus PCC 6301

Itiv en nitrat

A) A células cultivadas en nitrato se le anadioé NH4CI (2 mM, concentracién final) a
tiempo 0 . Los niveles de glutamato (M); glutamina (A) y aspartato (O), se determinaron
como se describe en el apartado II. E. 2. B) La actividad GS transferasa se ensayo

como se describe en I1. C. 1. 1. El 100 % de actividad corresponde a 1,4 U .
mg/proteina .
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relacionando ademas estos cambios con las variaciones de actividad GS a lo largo
de este tiempo.

Como se aprecia en las Figuras 37 Ay B, las variaciones observadas en los niveles
de glutamato y glutamina tras la adicion de amonio no son permanentes,
apreciandose una lenta recuperacion (a partir de los 25 min) de estos niveles hasta
alcanzar unos valores proximos a los existentes antes de la adicion. Igualmente se
observa que la actividad GS decrece tras la adicién de amonio a las céluias,
aunque no alcanza los grados de inactivacion detectados en Synechocystis ,
permaneciendo la actividad en un valor cercano al 50 % del detectado antes de la
adicion. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la recuperacion de los niveles
intracelulares de glutamato y glutamina se consigue gracias a la inactivacion de la
GS. En Synechococcus , la inactivacion de la enzima es menor y, en consecuencia,
la recuperacién de los niveles originales de los aminoacidos es considerablemente

mas lenta que en Synechocystis .

Ademas de la anteriormente citada, una alteracién similar a la observada en
Synechocystis ha sido descrita recientemente en el alga verde Selenastrum
minutum (Smith et al., 1989), donde los niveles intracelulares de glutamato y
glutamina experimentan una alteracién tras la adicion de amonio al cultivo
equivalente a la mostrada para Synechocystis en la Figura 20. Sin embargo, en
este estudio no se ha seguido la variacion de los niveles intracelulares de
aminodacidos después de 3 min de la adicién de amonio, por lo que desconocemos
si a la alteracion inicial en los niveles de estos aminoacidos le sigue una posterior
restauraciéon a unos valores préximos a los originales tal como ocurre en

Synechocystis.
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En las Figuras 19 y 20 se observa un aumento del nivel intracelular de
aspartato tras la adicion de amonio al cultivo, siendo este aumento posterior y de
menor magnitud que el experimentado por la glutamina. En la cianobacteria
Anabaena cylindrica se ha demostrado que la adicién de amonio a células
cultivadas en condiciones de fijacién de dinitrdgeno determina un cambio en la
direccién de metabolizacidon del oxalacetato, de manera que se favorece la sintesis
de aminoacidos en lugar de la formacién de succinato (Ohmori et al.,, 1989). El
probable aumento de la disponibilidad de oxalacetato para la sintesis de
aminoacidos, junto con la disminucion detectada en el nivel de a-cetoglutarato (ver
Tabla 9) podria favorecer la formacién de aspartato desde glutamato y oxalacetato
al anadir amonio a células de Synechocystis cultivadas en nitrato, explicando asi el

incremento observado en el nivel de este aminoacido.

Como se ha sefialado anteriormente, la actividad GS de la mayor parte de
las bacterias gram negativas se regula mediante un sistema de cascada biciclica, la
cual esté regulada en Gltima instancia por el balance entre los niveles intracelulares
de glutamina y a-cetoglutarato (Senior, 1975; Magasanik, 1988). El balance entre
estos dos compuestos es utilizado por la célula como una sefal indicativa del
estado del nitrégeno en la célula, y modula una serie de mecanismos reguladores
que implican tanto la regulacion de la actividad como la transcripcion de la GS,
junto con otros procesos relacionados con el metabolismo del nitrégeno, tales como
el transporte y metabolizacidon de arginina, histidina y glutamato entre otros

aminoacidos (Reitzer y Magasanik, 1987).

En Synechocystis hemos llevado a cabo una serie de estudios encaminados
a determinar qué sefiales metabdlicas son las encargadas de modular la

regulacidn de la actividad de la GS en respuesta a la fuente de nitrégeno
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disponible. En este sentido, hemos determinado los niveles intracelulares de
algunos aminoacidos en células cultivadas en nitrato o amonio como fuente de
nitrégeno, condiciones en las que la GS esta activa e inactiva respectivamente.
Como se muestra en la Tabla 8, los niveles de glutamato y aspartato en amonio son
aproximadamente un 60 % de los detectados en células cultivadas en nitrato,
siendo los niveles de glutamina practicamente iguales en ambos medios. Los
niveles de otros aminoacidos mostraron poca variacion respecto a la fuente de
nitrégeno, en la Tabla 8 se muestra como ejemplo de estos ultimos a la serina. La
glutamina ha sido propuesta como regulador del metabolismo del nitrégeno en
hongos (Ferguson y Sims, 1974 a , 1974 b) y, como se ha comentado
anteriormente, junto con el a-cetoglutarato, tambien en enterobacterias (Senior,
1975; Stadtman y Ginsburg, 1974). En nuestro caso, la escasa diferencia
observada entre los niveles intracelulares de glutamina en las dos fuentes de
nitrdgeno, parece indicar que este aminoacido per se no es la sefial metabdlica
encargada de modular la regulacién de la GS. Esta conclusién se ve apoyada por
los resultados obtenidos con azaserina, un inhibidor de GOGAT y transamidasas en
general (Pinkus, 1977). La adicién de 0,1 mM de azaserina a células de
Synechocystis cultivadas en nitrato y tratadas con amonio durante una hora
(tiempo suficiente para conseguir la inactivacién de la GS), determina un rapido
aumento de la actividad GS, alcanzando ésta unos valores cercanos al 80 % de la
actividad existente antes de la adicién de amonio (ver Figura 21). Esta reactivacion
tiene lugar a pesar del gran aumento en el nivel intracelular de glutamina que tiene
lugar en estas células, provocado por la inhibicién por azaserina de la GOGAT,

principal via de metabolizacién de la glutamina.

Como se comprueba en la Figura 22, el efecto de la azaserina sobre la

actividad GS no es el resultado de la inhibicién del consumo de amonio ya que se
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observa reactivacion de la GS a un tiempo en el que aun se detecta consumo de
amonio. El posterior aumento en la concentracién de amonio en el medio
extracelular se debe a la liberacion por azaserina de la inhibicién del consumo de
nitrato provocada por el amonio (Flores et al., 1983), en estas condiciones el nitrato
del medio entra en la célula y es reducido hasta amonio por la accion de las
enzimas nitrato y nitrito reductasas. Este amonio no puede ser metabolizado,
debido probablemente a la gran disminucién en el nivel intracelular de glutamato
provocada por la inhibicién de la GOGAT por azaserina (ver Tabla 8) y es por tanto

excretado al medio,.

Estos resultados indican que el aumento en el nivel intracelular de glutamina
no es, 0 no es la unica sefial metabdlica que determina la inactivacion de la GS,
siendo necesaria su metabolizacion a través de la GOGAT para que tenga lugar la

inactivacidon de la enzima mediada por amonio.

Como se indicd anteriormente, la carencia de nitrdgeno determina una
atenuacion en la inactivacion de la GS mediada por amonio. En la Figura 24 se
observa que, a medida que aumenta la duracién del periodo durante el cual se
somete a un cultivo a carencia de nitrégeno, mas lenta es la inactivacion de la
enzima al afiadir amonio a dicho cultivo. La carencia de fuente de nitrégeno puede
estar provocando la acumulacion en la célula de los esqueletos carbonados
empleados normalmente en la asimilacion de nitrégeno, la acumulacion de uno de

estos compuestos puede ser responsable de la menor inactivacion de la GS en

estas células.

En cianobacterias se ha demostrado la ausencia de la enzima a-

cetoglutarato deshidrogenasa, Io que junto con la ausencia de actividad succinil
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CoA sintasa determina que estos organismos presenten un ciclo de los &cidos
tricarboxilicos incompleto (Pearce y Carr, 1967; Smith, 1973). La carencia de
actividad o-cetoglutarato deshidrogenasa implica que la principal via de
metabolizacion del a-cetoglutarato sea la de servir de esqueieto carbonado en la
asimilacién de amonio, por lo que unas condiciones metabdlicas de carencia de
nitrdgeno pueden provocar un considerable aumento en los niveles intracelulares
de este compuesto. Hemos determinado los niveles intracelulares de a-
cetoglutarato en diversas condiciones metabélicas en las cuales Synechocystis
muestra distintos niveles de actividad GS. Como se observa en la Tabla 9 las
células cultivadas en amonio muestran sélo un 40 % del nivel de a-cetoglutarato
presente en las células cultivadas en nitrato. Por otro lado, se observa que la
adiciéon de azaserina a células cultivadas en nitrato y tratadas con amonio durante
"~ una hora provoca un aumento del nivel de a-cetogliutarato de tres veces con
respecto a los valores existentes antes de la adicién de amonio. Por dltimo, un
periodo de 4 h de carencia de nitrégeno provoca un aumento de 7 veces en el
nivel de a-cetoglutarato respecto al de las células cultivadas en nitrato. Estos
resultados pueden ser interpretados asignando al a-cetoglutarato un papel de
modulador positivo en la regulacion de la actividad GS en Synechocystis , de forma
que un alto nivel de este compuesto determinaria una alta actividad GS, mientras
que una baja concentracién de o-cetoglutarato provocaria la inactivacion de la
enzima. Sin embargo, en células tratadas con azaserina no se consigue la total
reactivacién de la GS, a pesar de que el nivel de a-cetoglutarato aumenta unas tres
veces respecto al que presentan las células en nitrato. Este dato podria indicar la
existencia de un modulador negativo en la regulacién de la enzima; en concreto, en
las células tratadas con azaserina se observa un gran aumento en el nivel
intracelular de glutamina, el cual podria ser el responsable de que la recuperacion

de la actividad GS no sea completa.
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En la Tabla 15 mostramos una relacién entre los niveles intracelulares de los
compuestos de la ruta GS-GOGAT, glutamato, glutamina y a-cetoglutarato, y el nivel
de actividad GS presente en las mismas condiciones sefialadas anteriormente. En
ella se puede observar que un cociente alto entre los compuestos carbono-
nitrogenados de la ruta (glutamato y glutamina) y el compuesto no nitrogenado (a-
cetoglutarato) coincide con una baja actividad GS, como ocurre en las células
cultivadas en amonio. Por el contrario, un bajo cociente entre estos compuestos
determina una alta actividad de la enzima, como se observa en células cultivadas

en nitrato, tratadas con azaserina o sometidas a carencia de nitrégeno.
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Tabla 15.- Relacidén entre los niveles intracelulares de los compuestos de la ruta

GS-GOGAT y el nivel de actividad de la glutamina sintetasa en diversas

condiciones metabdlicas

NDICIONE nmol / mg proteina Actividad GS

Glu Gin oKG (%)

NITRATO 54 4 0,25 100

AMONIO 33 5 0,10 5

AMONIO MAS 4 80 0,70 80

AZASERINA

CARENCIA DE 25 2 1,70 120

NITROGENO

Se ha determinado la concentracién intracelular de los metabolitos de la ruta enzimatica GS-GOGAT en
distintas condiciones metabélicas : a) Células cultivadas en nitrato; b) Células cultivadas en amonio; ¢)
Células cultivadas en nitrato y tratadas con amonio (2 mM) durante 1 h y a continuacién con azaserina
(0,1 mM) otra hora mas. y d) Células sometidas a carencia de nitrégeno durante 4 h..

La determinacion de los niveles intracelulares de amino&cidos y a-cetoglutarato se realizé como se
describe en los apartados II. E. 2. y II. E. 3. respectivamente. Los valores representan la media de al

menos 3 experimentos. La actividad GS transferasa se determind tal como se detalla en el apartado I1.
C.1.1.
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Respecto a los sensores metabdlicos encargados de modular la regulacion de la
GS es interesante comentar los estudios realizados sobre la inhibicién por amonio
de la asimilacién de nitrato en la cianobacteria unicelular Synechococcus PCC
6301. Flores et al. (1980) han demostrado una inhibicion por amonio de la
asimilacién de nitrato en esta cianobacteria, habiéndose comprobado
posteriormente que dicho efecto inhibitorio se ejerce sobre el transporte del idén al
interior celular (Lara et al., 1987). Esta inhibicién no tiene lugar en células tratadas
con azaserina (Flores et al., 1980) y la carencia de nitrégeno provoca la liberacién
de la asimilacién de nitrato de la inhibicién por amonio (Flores et al., 1983). Se
puede oBservar un gran paralelismo entre las respuestas de la asimilacién de
nitrato y la actividad GS respecto a la fuente de nitrégeno disponible: ambos
procesos son inhibidos por la adicion de amonio al medio y son liberados de esta
inhibicidon al impedirse la metabolizacién de la glutamina mediante tratamiento con
azaserina o en células sometidas a carencia de nitrégeno. Esta similitud puede
indicar la existencia de un sensor metabdlico comun para ambos procesos, el cual
se encargaria de modular la entrada de nitrato al interior celular y la asimilacién de
- amonio a esqueletos carbonados. La existencia de elementos comunes en la
regulacién de la asimilacion de nitrato y de la fijacion de amonio a esqueletos
carbonados ha sido recientemente demostrada en Synechococcus PCC 7942 ,
donde Vega-Palas et al. (1990) han descrito la existencia de un gen, nfcA , cuya
mutacion determina unos niveles de sintesis de GS inferiores en un 50 % a los
existentes en la estirpe silvestre, asi como la ausencia de sintesis de las enzimas
nitrato y nitrito reductasa y de una proteina de membrana implicada en el transporte

de nitrato al interior celular (Maduefio et al., 1988; Sivak et al., 1989; Ohmata et al.

1989)
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En las lineas anteriores hemos establecido un paralelismo entre las posibles
sefiales metabdlicas encargadas de modular la regulacién de la GS en
Synechocystis y las descritas en el bien conocido sistema de regulacion de
enterobacterias. Sin embargo, en enterobacterias se ha demostrado cémo la
glutamina y el a-cetoglutarato modulan esta regulacion, habiéndose descrito un
efecto alostérico de estos compuestos sobre la enzima uridililtransferasa, la cual
desencadena todo el proceso de regulacion de la GS (Mangum et al. , 1973; Reitzer
y Magasanik, 1987). En Synechocystis , la relacion entre los valores de actividad
GS vy las concentraciones intracelulares de glutamina y a-cetoglutarato en diversas
condiciones metabdlicas, permiten pensar que dichos compuestos podrian
desempeiiar un papel de sensores metabdlicos del estado de exceso o deficiencia
de nitrégeno en el organismo, en un papel similar al que desempefian en
enterobacterias. No obstante, la demostracién de este posible papel implica el
conocimiento del resto de los elementos implicados en el sistema de regulacion de
la GS, de forma que se pueda comprobar el efecto de estos compuestos sobre
algunos de los elementos del sistema. En este sentido, se ha descrito
recientemente la presencia en Synechococcus PCC 6301 de una proteina que
presenta un 63 % de identidad con la proteina Py de Escherichia coli y 60 % con la
de Rhizobium leguminosarum y que, al igual que en estos organismos, se puede
encontrar en dos formas interconvertibles : con o sin un grupo UMP unido
covalentemente a la proteina (Harrison et al., 1990). Esta proteina se uridilila
cuando el organismo se ilumina con luz absorbida preferencialmente por el
fotosistema II, asignandosele una funcién en la regulacién transcripcional del
transporte electronico fotosintético (Harrison et al. , 1990). Sin embargo, debido a la
alta identidad de esta proteina con la P11 de enterobacterias y al hecho de que
puede ser modificada por un mecanismo de uridililacion, seria interesante

comprobar si esta proteina estad implicada en la regulacion del metabolismo del
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nitrégeno, asi como estudiar si la actividad de la enzima encargada de uridililar a
esta proteina es sensible al balance glutamina / a-cetoglutarato, al igual que ocurre

en enterobacterias.

Hemos comprobado que la regulaciéon de la glutamina sintetasa de
Synechocystis , mediada por la fuente de nitrégeno disponible, se ejerce en dos
niveles. En periodos cortos de tiempo después de la adicion de amonio a células
cultivadas en nitrato, se observa una inactivacion de la enzima, sin que se aprecie
disminucién en el nivel de proteina GS en las células. Sin embargo, en células
cultivadas en amonio como fuente de nitrogeno se detecta sélo un 50 %
aproximadamente de la proteina GS determinada en células cultivadas en nitrato
(ver Tabla 7). Estos datos sugieren la existencia de una represién de la sintesis de
GS cuando la fuente de nitrégeno disponible es amonio. Un menor nivel de
proteina GS en células cultivadas en amonio ha sido descrito en otras
cianobacterias, como Anabaena cylindrica ( Dharmawardene et al. , 1973),
Anabaena PCC 7120 (Orr y Haselkorn, 1982), Synechococcus PCC 6301
(Florencio y Ramos, 1985) o Calothrix PCC 7601 (Mérida et al. , 1990). Turner et al.
(1983) han demostrado que el menor nivel de proteina GS observada en Anabaena
PCC 7120 cuando las células se cultivan en amonio, respecto a los niveles
detectados en condiciones de fijacion de dinitrégeno, se debe a una transcripcion
diferencial a partir de distintos promotores del gen g/nA . La presencia de amonio
en el medio de cultivo determina que disminuya la transcripcion de g/nA a partir de
un promotor cuya secuencia es similar a la secuencia consenso de los promotores
de los genes implicados en la fijacién de dinitrégeno en esta cianobacteria (genes
nif ) y que tenga lugar transcripcién a partir de otro promotor cuya secuencia se
asemeja a la de la secuencia consenso de los promotores de Escherichia coli

(Turner et al. , 1983; Rosenberg y Court, 1979). El resultado final de este cambio de
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promotores en la transcripcion de g/nA es la disminucion de ARNm de este gen, con
la subsiguiente disminucién de proteina GS, cuando en el medio de cultivo esta

presente el amonio.

En Synechocystis se podria pensar en la existencia también de una
regulacion de la sintesis de la GS mediante cambios de promotores en la
transcripcion del gen ginA , segun la fuente de nitrégeno suministrada. En este
sentido sera interesante concocer las secuencias promotoras del gen g/inA de
Synechocystis , ya que se trata de una cianobacteria no fijadora de dinitrégeno-. La
comparacion de estas secuencias con las del gen g/nA de Anbaena , cianobacteria
fijadora, permitiria un mayor conocimiento de los aspectos reguladores de la

sintesis de la GS de cianobacterias en funcién de la fuente de nitrégeno disponible.

CARACTERIZACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA INACTIVA

Hemos comprobado que la pérdida de actividad GS provocada por amonio
puede ser detectada tanto en ensayos in situ, en células permeabilizadas, como en
ensayos in vitro , en extractos celulares. Esta pérdida de actividad se mantiene
incluso después de pasar el extracto a través de un gel de filtracidn molecular
Sephadex G-25, que elimina cualquier metabolito soluble que pudiera estar
inhibiendo a la GS en el extracto (ver Tabla 10 y Figura 29). Estos resultados hacen
pensar que la pérdida de actividad de la enzima se debe a una modificacion

covalente de la misma, la cual determina la inactivacién de la GS.
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Tal como se ha comentado previamente, las glutamina sintetasas de la
mayoria de las bacterias gram negativas son reguladas a traves de un sistema de
modificacién covalente por adenililacion de un resto de tirosina de cada una de las
subunidades de la enzima. Esta modificacién no determina la inactivacion de la GS
sino un aumento en la sensibilidad de la enzima a distintos inhibidores alostéricos
asi como un cambio en la dependencia de cationes divalentes (Stadtman y
Ginsburg, 1974; Ginsburg et al. , 1970). E! enlace fosfodiéster entre el grupo AMP y
el grupo hidroxilo del resto de tirosina puede ser hidrolizado in vitro mediante el
tratamiento con la enzima fosfodiesterasa, obteniéndose una enzima con las

mismas caracteristicas cinéticas que antes de la adenililacion.

En el caso de la glutamina sintetasa de Synechocystis , hemos estudiado
qué parametros enziméticos se ven afectados por la modificacién de la enzima. En
la Tabla 11 se observa que la afinidad por sus sustratos, amonio, ATP y glutamato,
permanece invariable en ambas formas de la enzima, disminuyendo drasticamente
la velocidad maxima de reaccion, la cual varia de 40,5 mU / mg proteina en la forma

sin modificar, a 4,5 mU / mg proteina en la modificada.

En la Figura 30 se muestra la dependencia de cationes de la enzima sin
modificar; se observa que, para el ensayo transferasa, la enzima es dependiente de
Mn2+, siendo considerablemente menor la actividad detectada con Mg2+. Por el
contrario, la enzima modificada es dependiente de Mg2+, mostrando con este cation
aproximadamente el doble de actividad de la detectada con Mn2+. Este dato apoya
los estudios realizados previamente en otras cianobacterias los cuales descartan la
regulaciéon de la GS de cianobacteria mediante adenililacion (Dharmawardwne et

al., 1973; Fisher et al. , 1981), ya que la actividad transferasa de la enzima
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adenililada es dependiente de Mn2+y se ve fuertemente inhibida por Mg2+.
Respecto a la actividad biosintética, no se aprecia diferencia entre las dos formas
enziméaticas, siendo ambas dependientes de Mg2+, otra caracteristica que la
diferencia de las enzimas adenililadas, en las cuales la actividad biosintética es

dependiente de Mn2+,

La adicién de amonio a células cultivadas en nitrato determina pues, un
drastico descenso de la velocidad de reaccion de la enzima, permaneciendo
invariable la afinidad de la misma por sus sustratos asi como su dependencia poe
el ion Mg2+. Puede afirmarse por tanto, que el amonio provoca una verdadera

inactivacion de la enzima, a diferencia de lo que ocurre en las GS adenililadas.

Como se observa en la Figura 26, el tratamiento con fosfodiesterasa no tiene
efecto alguno sobre la enzima inactiva de Synechocystis , lo cual aboga
nuevamente contra la existencia de un mecanismo de adenililacion en la
regulacion de la GS en este organismo. Por el contrario, se observa una
recuperacién de la actividad tras tratamiento de la enzima inactiva con fosfatasa
alcalina, lo cual podria indicar que la inactivacién de la enzima podria estar
mediada por una fosforilacién de la misma. Los resultados mostrados en la Figura
27 apoyan que la reactivacion de la GS sea debida a una actividad fosfatasa,
observandose que a medida que aumenta la concentracion de fosfato en el ensayo,
un inhibidor competitivo de la fosfatasa alcalina (Chappelet-Tordo et al., 1974),

disminuye la reactivacion de la GS.

Posteriores estudios de la enzima inactiva parecen descartar sin embargo la
fosforilacion como sistema de regulacién de la GS en Synechocystis . Asi, los

intentos de marcaje in vivo con 32P de la GS inactivada por amonio han resultado
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negativos, a pesar de que se obtenian proteinas marcadas radioactivamente,
demostrando que el marcaje in vivo habia tenido lugar (apartado III. D. 4.).
Igualmente contrarios a la idea de la existencia de una modificacién covalente en la
GS inactiva, han sido los resultados obtenidos en la purificacién de esta forma de la
enzima. Como se comenta en el apartado III. D. 5. su elucion mediante fuerza
i6nica de una columna de DEAE-celulosa determina la casi total reactivacion de la
GS inactiva, habiéndose comprobado que una alta concentracion de sales en el

extracto celular también provoca la reactivacion de la enzima.

Por otro lado, se ha observado reactivacion de la GS inactiva tras el aumento
en una unidad, de 7 a 8, del pH del extracto celular, obteniéndose una total
reactivacion de la enzima después de 2 h de incubacion del extracto a 30 °C a este
nuevo pH. Este tratamiento no parece que pueda hidrolizar un enlace fosfato,
aunque podria estar activando, o aumentando la actividad, a una fosfatasa
endégena, la cual seria la responsable de la reactivacién observada. Se ha medido
la actividad fosfatasa en extractos celulares de Synechocystis con GS inactiva,
tanto a pH 7,0 como a 8,0, empleandose como sustrato el compuesto 4-nitrofenil
fosfato, un sustrato general de fosfatasas (Weller, 1979). No se ha apreciado
incremento alguno en la actividad fosfatasa del extracto al aumentar el pH de
ensayo. Este resultado parece descartar que la reactivacion de la GS por aumento
de pH del extracto se deba a la activacién de alguna fosfatasa enddgena, sin
embargo no puede descartarse totalmente ésta hipétesis ya que esta actividad
podria no ser detectada con el sustrato empleado en el ensayo enzimatico, o bien

su actividad puede estar enmascarada por la de otras fosfatasas de Synechocystis .

La reactivacidon por aumento de pH, junto con la observada al incrementar la

concentracion de NaCl o KCI del extracto, parece indicar que la inactivacion de la
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GS no se debe a una modificacién covalente, sino mas bien a la unién

electrostatica de un compuesto a la enzima.

Una inactivaciéon provocada por la unién no covalente de un metabolito a la
enzima podria ser revertida mediante los tramientos previamente descritos. Asi, el
aumento en la fuerza i6nica o en el pH del extracto podrian debilitar la unién
electrostatica del compuesto a la GS, determinando la reactivaciéon de la enzima. La
reactivacion observada con fosfatasa alcalina podria indicar la presencia de un
grupo fosfato en el compuesto, la hidrolisis del cual provocaria también el
debilitamiento de la unidén del metabolito a la GS. Esta hipdtesis explicaria la
ausencia de marcaje radioactivo en la enzima, ya que los tratamientos empleados
en el experimento, hervido de las muestras y electroforesis a pH 8,6 en presencia

de SDS, podrian separar al compuesto unido a la GS.

Aunque es dificil pensar en la existencia de un compuesto inhibidor de la GS
que ejerza su accidn aun después de filtrar el extracto crudo a través de un gel de
filtracion G-25, estan descritos ejemplos similares en la literatura. En concreto en
hepatocitos de rata se ha observado que la fructosa 2,6 bisfosfato mantiene su
efecto activador sobre la enzima fosfofructoquinasa incluso después de filtrar el
extracto celular a traves de un gel G-25 (Castafio et al., 1979; Hers y Van

Schaftingen, 1982).

Basandonos en esta hipdtesis, hemos intentado reconstituir in vitro la
inactivacion de la GS observada in vivo , incubando la enzima activa en presencia
de diversos compuestos relacionados con el metabolismo del nitrégeno y que han
sido descritos como inhibidores de la glutamina sintetasa de diversos organismos,

como son el carbamil fosfato, descrito como un fuerte inhibidor de la GS de higado
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de rata, al unirse al sitio activo de la enzima (Tate et al., 1972), la glucosamina-6
fosfato, inhibidor de la GS de Escherichia coli (Stadtman y Ginsburg, 1974) y el
ADP, que, como se ha comentado previamente, es un potente inhibidor de la GS de
Synechocystis (apartado III. B. 6.). Estas incubaciones se han realizado en
presencia de distintas combinaciones de diversos compuestos que podrian ser
necesarios para la unién del inhibidor a la enzima, como son los sustratos de la
enzima (ATP, glutamina y amonio), a-cetoglutarato, e iones divalentes (Mg2+o
Mn2+). En ninguno de los casos se ha obtenido una enzima inactiva de las mismas
caracteri§ticas que la obtenida a partir de células tratadas con amonio. Sin
embargo, estos resultados negativos no excluyen que alguno de estos compuestos
sea el causante de la pérdida de actividad de la GS, pudiendo ser necesario para

la inactivacion in vitro algun otro compuesto o condiciéon que desconocemos.

CLONACION DEL GEN gInA DE Synechocystis PCC 6803

En cianobacterias se dispone, como ya hemos comentado, de la secuencia
del gen de Anabaena PCC 7120, habiéndose clonado méas recientemente la de la
cianobacteria filamentosa no fijadora de nitrégeno Spirullina platensis (Riccardi et
al., 1985) aunque se dispone de muy poca informacién sobre el gen y la enzima de
esta cianobacteria. Respecto a las cianobacterias unicelulares parece ser que se
ha clonado el gen de Synechococcus PCC 6301 (S. J. Robinson, datos no

publicados), aunque desconocemos el trabajo que se esté realizando con dicho

gen.
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Tal como se detalla en el apartado III. E., hemos clonado el gen g/inA de
Synechocystis mediante hibridacion con un fragmento del gen de Anabaena
marcado radioactivamente. La clonacion mediante hibridacién con sondas
heterélogas es uno de los sistemas mas empleados en cianobacterias debido a la
ya comentada dificultad de introducir material genético en la mayoria de las
cianobacterias (Tandeau de Marsac y Houmard, 1987) lo cual hace a veces
complicado el aislamiento de un gen mediante corhplementacién de funcién en una
estirpe mutada en dicho gen. Respecto a la GS de cianobacteria, esta aproximacién
no es posible debido a que no se dispone hasta el momento de ningun mutante
carente de actividad glutamina sintetasa. En algunos casos se ha conseguido la
clonacién de un gen g/inA por complementacién de funcién en una estirpe de E.
coli que presenta una delecién en dicho gen, en concreto esta aproximacion ha
permitido la clonacién del gen de maiz (Snustad et al ., 1988). En cualquier caso,
debido al elevado grado de conservacién del gen g/nA entre los distintos
organismos, el método mas empleado en la clonaciéon de este gen es la hibridacion
heteréloga con un gen g/inA previamente clonado. Asi, el gen ginA de Anabaena
PCC 7120 se cloné mediante hibidacion con el gen de E. coli (Fisher et al. , 1981),
el gen de Anabaena se ha empleado en la clonacién del g/inA de Spirullina
platensis (Riccardi et al. , 1985) y a su vez el gen de esta cianobacteria ha servido
para clonar el de la arquibacteria Sulfolobus solfataricus (Sanangelantoni et al. ,
1990). En nuestro caso, esta técnica nos ha permitido aislar de una genoteca de
Synechocystis un fragmento de ADN cromosémico de 5 Kb que contiene el gen

ginA .

La clonacidon de este gen abre las puertas a una serie de interesantes
estudios a realizar en este organismo, como es el estudio de la regulacion de la

sintesis de la GS en funcién de la fuente de nitrégeno. El andlisis de la o las
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secuencia promotoras de este gen permitiran establecer si el sistema de regulaciéon
de la sintesis de la GS observado en Anabaena PCC 7120 es general dentro de
las cianobacterias. Ademas, el hecho de que esta cianobacteria sea menos
compleja que Anabaena permitira probablemente que este estudio pueda ser més
exhaustivo que en la cianobacteria filamentosa, donde no se ha establecido con

precisién el papel de algunas secuencia promotoras observadas (Tumer et al.,
1983)

La‘disponibilidad del gen g/inA de Synechocystis permitird también
esclarecer el papel fisiolégico de la enzima glutamato deshidrogenasa presente en
este organismo. Si bién los niveles de actividad GDH en esta cianobacteria son
elevados (Florencio et al., 1987), se desconoce si esta enzima desempeifia un
papel en la asimilacion de amonio en aquellas condiciones en las que hay
abundancia de amonio en el medio (en condiciones de fuente pobre de nitrégeno,
como nitrato, parece claro que la asimilacion del nitrégeno se lleva a cabo a través
de la ruta GS-GOGAT). La mutacion de g/nA in vitro por insercién de un gen de
resistencia a un antibiético y su posterior recombinacion con el gen silvestre

permitira dilucidar el papel fisioldgico de esta enzima en Synechocystis .

OBTENCION DE TRANSFORMANTES DE Synechocystis PCC 6803
CONTENIENDO EL GEN ginA DE Anabaena PCC 7120.

A pesar de la gran homogeneidad observada dentro de las cianobacterias
respecto a la regulacion de la sintesis de GS en funcidn de la fuente de nitrégeno,

la regulacion de la actividad de la enzima en respuesta a cambios en la fuente de
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nitrégeno presenta grandes diferencias dentro de este grupo de bacterias. Asi,
mientras que en Synechocystis PCC 6803 hemos descrito una pérdida del 90-95
% de la actividad GS despues de 30 min de la adicién de amonio a células
cultivadas en nitrato, en Synechococcus PCC 6301 esta pérdida de actividad es
tan sélo del 50 %, y en la cianobacteria filamentosa Anabaena L-31 es sélo de un
25 % 24 h después de la adicion de amonio (Tuli y Thomas, 1981), no pudiéndose
descartar que se deba al efecto conjunto de represién de la sintesis y dilucion por

crecimiento y degradacién de la GS existente.

A la vista de estos datos, hemos iniciado un estudio encaminado a
comprobar si la GS de Anabaena PCC 7120, la cual muestra una regulacion de la
actividad GS equivalente a la descrita para Anabaena L-31, es susceptible de ser
regulada de igual forma que lo es la enzima de Synechocystis . Para ello hemos
obtenido en prirher lugar una estirpe transformante de Synechocystis que posee,
ademas de su propio gen g/nA , el gen de Anabaena integrado de forma estable en
el genoma de Synechocystis . A partir de esta estirpe pretendemos obtener otra que
posea como unico gen operativo el gen ginA de Anabaena, mediante insercion en
el gen clonado de Synechocystis de un gen que confiera resistencia a un
antibidtico y posterior recombinacion de esta construccidon con el glnA silvestre.
Estudios de la regulacién de la actividad de la GS de Anabaena en esta estirpe
podrian aclarar algunos de los aspectos que determinan la diferencia entre las dos

cianobacterias respecto a la regulaciéon de esta enzima.

En la obtencién de la estirpe transformante de Synechocystis que contiene
los dos genes ginA hemos empleado el plasmido pKW1188 construido por J. G. K.
Williams y L. Mcintosh, los cuales lo han utilizado en un estudio sobre la integracion

de ADN foraneo en el cromosoma de Synechocystis PCC 6803. En este estudio
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han llegado a la conclusion de que el ADN plasmidico se linealiza al entrar en la
célula, por lo que su integracion en el cromosoma requiere un doble hecho de
entrecruzamiento (J. G. K. Williams, 1988). Este proceso de transformacién parece
ser general entre las cianobacterias habiéndose descrito el mismo proceso para
Synechococcus PCC 7942 (Williams y Szalay, 1983). Igual proceso de
transformacion ha sido descrito en el género Bacillus , donde la entrada de ADN en

la célula conlleva también su linealizacion.

Como se aprecia en la Figura 33, el plasmido pKW1188 permite la
integraciéon en el cromosoma de ADN foraneo al estar flanqueado por ADN
cromosémico de Synechocystis . La integracidn tiene lugar ademas en una zona
dispensable del cromosoma, como se ha comprobado por la integracién en ella del
gen kan , que confiere resistencia a kanamicina, sin que se aprecie ninguna
alteracién, aparte de la resistencia al antibiético, en el fenotipo de esta estirpe
respecto al del silvestre. A partir de este plasmido hemos construido el plasmido
pCSAB6 el cual presenta, insertado en el sitio de restriccion Pstl de pKW1188, un
fragmento de 7 Kb de ADN de Anabaena PCC 7120 que contiene el gen glnA (ver
Figura 33). Un dato a resefar es la menor frecuencia de resistentes a kanamicina
obtenidos con el plasmido pCSA6 (3 x 10 4 transformantes / viables ) que con el
plasmido pKW1188 (2 x 10 -3), estos datos concuerdan con el estudio realizado en
Synechococcus PCC 7942 por Kolowsky et al (1984), los cuales han demostrado
que la probabilidad de conseguir resistentes a un antibidtico cuyo gen se inserta en
un fragmento de ADN gendmico disminuye a la mitad por cada aumento en 2-3 Kb

en la longitud del ADN foraneo insertado.

Los andlisis realizados en la estirpe AM 6 demuestran que posee integrado

de forma estable el gen g/inA de Anabaena (ver apartado III. F. 3.). La primera



178

caracteristica interesante que puede observarse en esta estirpe es su menor
actividad GS, aproximadamente un 50 % inferior, respecto a la determinada en la
estirpe silvestre. Como se puede apreciar en la Tabla 13, esta menor actividad se

detecta a lo largo de las distintas fases de crecimiento.

Esta pérdida de actividad no puede ser atribuida a la integracién per se de
un fragmento de ADN foraneo en esa region del cromosoma de Synechocystis , ya
que, como se ha comentado anteriormente, la integracién del gen kan no provoca
ninguna alteracién en los niveles de actividad GS del transformante. Una posible
explicacion seria la existencia en el fragmento de ADN de Anabaena insertado en
la estirpe transformante de un elemento que determinara un menor nivel de sintesis
de GS. Recientemente, Yamashita et al . (1989) han realizado un completo y
detallado estudio de la estructura molecular de las subunidades de la GS de
Salmonella , describiendo las zonas de la cadena polipeptidica implicadas en la’
formacion de los sitios activos de la enzima. De estos estudios se deduce que en la
formacion de un sitio activo intervienen restos de aminoacidos pertenecientes a dos
subunidades adyacentes. A la luz de estos resultados podria pensarse que la
menor actividad GS detectada en la estirpe transformante se debe a la existencia
en ella de moléculas de enzima constituidas por subunidades procedentes de los

dos genes g/nA , lo cual podria determinar la formacién de sitios activos no

funcionales.

La disponibilidad de! gen g/inA de Synechocystis y la estirpe AM 6 hace
posible el conseguir una estirpe de Synechocystis que presente como unico gen
g/nA tfuncional el de Anabaena . Los estudios en dicha estirpe de la respuesta de la
GS de Anabaena a la fuente de nitrégeno suministrada, tanto a nivel de actividad

como de sintesis, puede ser de considerable interés para determinar donde radica
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la diferencia que muestran estas dos cianobacterias respecto a la regulacion de la

glutamina sintetasa.
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V. CONCLUSIONES
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Se ha purificado a homogeneidad la glutamina sintetasa de
Synechocystis PCC 6803. La enzima pura presenta una actividad
especifica de 143 U/mg proteina y estad compuesta por un sélo tipo de

subunidad, de peso molecular 52 kDa.

La actividad biosintética de la glutamina sintetasa de Synechocystis PCC
6803 es fuertemente dependiente de Mg2+, y se ve inhibida por ADP y
AMP principalmente.

Los estudios inmunoldgicos de las glutamina sintetasas de
Synechocystis PCC 6803, Synechococcus PCC 6301 y Calothrix PCC
7601, demuestran el alto grado de conservacion de esta enzima dentro

del grupo de las cianobacterias.

La actividad glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803 se
encuentra regulada por la fuente de nitrodgeno disponible, encontrandose
la enzima totalmente activa cuando la fuente de nitrdgeno es nitrato e
inactiva en un 90% cuando dicha fuente es amonio. El control de esta
regulacion parece estar ejercido por el balance entre la concentracion
intracelular de compuestos carbono-nitrogenados frente a compuestos
carbonados. Proponemos que este control puede ser ejercido por el

balance intracelular de glutamina y a-cetoglutarato.

La regulacién de la glutamina sintetasa de Synechocystis PCC 6803 se
lleva a cabo también a nivel de sintesis de la proteina, siendo los niveles
de proteina GS cuando la fuente de nitrégeno es nitrato el doble que

cuando la fuente es amonio.
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La pérdida de actividad glutamina sintetasa mediada por amonio no
parece ser debida a la modificacién covalente de la enzima. Proponemos
que dicha inactivacidn esta provocada por la unién no covalente a la

glutamina sintetasa de un compuesto fosforilado.

Se ha clonado el gen estructural de la glutamina sintetasa, g/nA , de

Synechocystis PCC 6803 mediante hibridacién heteréloga con un

fragmento del gen g/inA de la cianobacteria Anabaena PCC 7120. El

gen complementa la auxotrofia de glutamina de un mutante de

Escherichia coli carente de actividad glutamina sintetasa.

Se ha obtenido una estirpe derivada de Synechocystis PCC 6803,
estirpe AM6, que presenta incorporado en su cromosoma el gen ginA de
Anabaena PCC 7120. Esta estirpe presenta un 50 % menos de actividad

glutamina sintetasa que la estirpe silvestre.
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