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7 g través de membranas es un aspecte ssencial de los processs gue se
bo en los organismos vives., Por una parte, permite lg entreds 2 lg céluls de nuirlentes
antiene concentraciones fisioldégicas de iones en el interior celular gue pueden diferir en

s de magnitud de las presentes en el medio externo. Por otrz parts, regulz Iz concentracidn de

£

5 en el citoplasma mediante mecanismos de excracidn v evita los efectos nocivos de toxinas v
ediante su cxyonac &n activa. Por Cltime, exporta macromolécu %as, catalizza iz imporiacién v
cidn gue median la comunicaciér de {3 céluis con el medic

externo, asf como [2 comunicacidn intercelular, v particips en procesos de defense y atague mediante iz

exporiacion de agentes bioldgicos activos que atraviesan las membranas de

acterias Gram-negativas, para entrar en lg céluls, los sustratos ¢ sbhen superar en primer lugar
e permezbilidad que supone la membrans externa v, una ver en el espacio peripldsmic

la membrana plasmidtica. La membrana exierna es muy impermeable s compuesios *’téxims

~idticos, toxinas v enzimas Iiticas, siendo una de sus principales funciones la proteccidn de iz

al estar

2 este il [s]e: de compuestos. Esta membrana presenta unz estructurs asimétrics,

8 =

T ung monocape externa rica en Hpopolisacdridos v oire nierma de fosfolipidos. Esta

unas caracteristicas de los Hipopolisacéridos, come la presendz de 6 6 7 cadenas de dcid

dos por moléculs en lugar de las 7 presentes por moléculs de Tosfolipido, explican las

lades de impermeabiiidad de esta envueltzs (Nikalde, 2003). 3in emberge, en lz membrana
existen cansles proteicos hidrofilicos, conocidos como porinaz, que permiten [z difusidn

ante inespecifica ¢ con bala especificidad, de moléculas peguefias. En aguelles bacterias gue

scticamente de porinas nespeclicas, [z presencia de porings especfficas tlens ung gran

riancia en los procesos de transporte. Ademds de lzs porinas, en iz membrana axterns también hay
y sftios de unidn espectficos que facilltan la difusidn de determinades mmgues’ms gue son
ndes para penetrar répidamente z través de fos cangles de las porinas clds i

ng vez supez‘atﬁa z membranz externz v el espacio peripldsmico, lz estructura gue r

iz membrana plasmatice, que representa lz barrers principal de ias células parz iz difusidn de
solitas. Este membrans presenta un elevado numere de sistemas de transporte especifices para
. destacando en bacterias por su m;@@mamra fisioldgica los slstemas de transporie
ario v los primarios de tipo ABC {del inglés ATP-binding Cassets

De forme general, misntras gue ol transporie pasivo ccurre 2 favor del gradiente electroguimico del

¥ hasta gue se alcanza el equilibrio, como en el caso del mediado por las porinas de (a2 mer

terna, 8l rransporie active regulers un aporte de energla, come ocurre en el case de los sistemas de

ransporie active primario v secundaric de la membrans plasmétice, v permite iz concentracidn de los
ontra de su gradiente electroquimice.

P

Lot sisternas de transporte de Iodos los organismaos vives de [ Tlerrs se han clasticade, sigulendo

uncionates v filogenéticos, en varias clases gue, 3 su vez, se han dividido en varias familias,
gl denominadeo sistema TC [del inglés Transporter Clossification system) {Busch v Saler,
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niroguccion

Translocadoras de grupo. Son sisiemas qus alteran guimicaments el susirsto durante sy

e

{i

transporte, de forma gue la sustancia que se libera en ef citoplasma es diferente de iz gue se

2

gncuentra en ef medlo extracelular. En estz clase encontrames ias siguientes subclasss: A,

K

iransiocadores dependientes de fosfoencipiruvato (PEP) gue median I8 transferenciz de
grupos fosfaio 2 azdcares; B, translocadores dependienies de ATP gue median iz i%"ans? rencia
de grupos fosfato z ribonucledsidos de nicotinamids, gme:mﬁdc mononuciebtides de

nicotinamida (NMN], v C, translocadores dependientes de ATP ¢ue median I Hoesterificacidn

e Acldos grasos con coenzima AL En estz clase destaca e sistema de trans

3,

%
zriohidratos PTS {del inglés Phosphofronsferase Syster; TC 4.4}, gue basz su attividad en e

%]

sforiiacidn dependiente de PEP de una molécuis de azlcar dursnte su transporte a través de

iz membrana pﬁasmatéca.

Clase 5. Protelnas transmembrans fransportadorss de clecirones. Este clase Incluve sistemas gque
dirigen et flujc de elecirones 2 través de membranas bloldgice:, distinguiéndose an eliz dos
ubclases: A, ’aransm; adores que transfleren 2 elecirones v B, transportadores gue medisn la

L

r

transferencia de 1 electrdn. En esis clase se encusnira, por elamplo, el fotosistema | {7
perteneciente a lz familla PSI (del inglés Plant Photosystem ! Supercomplex family; TC 5.8.4].

Factores accesorios implicados en proceses de fransporie. Inciuye pre%ez’nas ague funcionan

1

con proteings de transporte o blen estén Hslcamente asociadas 2 elfas. En algunocs casos, estas

proteinas auxdliares se consideran como una parie integral de los sistemas de Iransporie, va

ilitan ef transporte 2 través de una o més membranas bic dgicas, sungue no participan

tamenie en el proceso. Esta clase revne fres subclases &, protefnas de transporte
auxiifares; B, toxinas peptidicas sintetizadas ribosdmicamente gus interacclonan con canalas v

ransportadores v ©, toxinas sintetizadas exdrarribosémicamenie gue Interaccionan con
canaies v transportadores. A esta clase pertenecs la familia MFEP (del inglés Membrane Fusion
Protein fomily, TC 8.4.1), que incluye proteinas auwdliares gue funcionan en bacierias Gram-
ﬁega@vas como adaptadores, conectande fransportadores de le membrana plesmétics, como
los de las superfamilias MFS v ABC, con porinas de ia membrana externs perienscientes a la

5

familia OMF (del inglés Outer Membrane Factor fomify; TC 1.8.17 (Touzé ef ¢/, 2004).

zse . Sistemas de transporie cuys caracierizacidn no estd completa. Incluve familias de proteinas de
transporte de las gue se tiene une informacién incompleta: 4, ransportadores reconcaldos
pere con mecanismo bioguimico desconocide; B, posibles arotelnas de b

Iy

caracterizadas; C, ftransportadores carscterizados funciongiments perp ¢

TC de clasificacidn de los fransporiadores es andloge 2l sistems funciena!l EC de

enzimas, pero diflere de éste sl contemplar, aderds de aspecios funcionales,
aspectos fHlogendticos. En este sistema de clasificacidn, las familias especiicas de bacterias superan an

% las especificas de eucariolas en una proporcidn aproximads de 7 a 1, mieniras gue el némero

as con miembros distribuldos entre los dominlos Archaea, Bosterio v Eukaryo corresnonde

adamenie 2 la mitad del de las famiiias especificas de cucariotas {Busch v Saler, 2002, 2004
tos sugiersn gue duranie los Ultimos 2.00C millones de 2fios (Ma} no se E’T&UB

icathva una transferencia hovizonts! de genes gue determinan sistemss de ir
nios de fa vida {Busch v Saler, 2002, 2004},

[ 63
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Figura 1.1. Representacién esquemdtica de tres sistemas de transporte activo tipicos. A, permeasa de transporte
secundario energetizada por el cotransporte o intercambio de iones Na" o H'. B, transportador secundario de tipo TRAP-T,
energetizado por el cotransporte de iones Na' o H' y constituido por dos subunidades transmembrana de distinto tamafio
(en violeta y amarillo) y una peripldsmica de unién de sustrato (en rojo). C, sistema de transporte primario de tipo ABC de
bacterias energetizado por la hidrélisis de ATP. Los sistemas ABC estdn constituidos por, al menos, dos subunidades
transmembrana (en verde) y dos ATPasas (en azul), y son dependientes de una proteina peripldsmica de unién de sustrato
(en rojo). Los sustratos se representan como esferas amarillas.

Tabla 1.1. Sistema TC de clasificacién de los sistemas de transporte. La clasificacién estd basada en el sistema TC de Busch
y Saier (2002, 2004). Informacién ampliada en Saier et al. (2006), Saier et al. (2009) y http://www.tcdb.org. Se indica la
clase y subclase a la que pertenece cada grupo de transportadores (TC).

Nombre de la superfamilia o familia TC
Canales o poros

Canales proteicos tipo hélice a 1A
Porinas formadas por barriles B 1B
Canales de toxinas 1.C
Canales sintetizados extrarribosémicamente 1.D
Holinas 1.E
Poros de fusién de vesiculas 1.F
Poros de fusidn virales 1.G
Canales paracelulares 1H
Transportadores energetizados por potencial electroquimico

Portadores energetizados por un gradiente quimiosmético 2.A
Portadores sintetizados extrarribosémicamente 2.B
Sistemas energetizados por un gradiente de iones 2.C
Transportadores primarios

Sistemas acoplados a hidrélisis de enlaces fosfato 3.A
Sistemas acoplados a procesos de descarboxilacién 3.B
Sistemas acoplados a transferencia de grupos metilo 3.C
Sistemas acoplados a procesos rédox 3.D
sistemas acoplados a absorcién de energia luminica 3.E
Translocadores de grupo

Translocadores dependientes de PEP que transfieren grupos fosfato a azicares 4.A
Translocadores dependientes de ATP que transfieren grupos fosfato a ribonucledsidos de nicotinamida 4.B
Translocadores dependientes de ATP que median la tioesterificacién de dcidos grasos con coenzima A 4.C
Proteinas transmembrana transportadoras de electrones

Transportadores que transfieren 2 electrones S5.A
Transportadores que transfieren 1 electrén 5.B
Factores accesorios implicados en procesos de transporte

Proteinas de transporte auxiliares 8.A
Toxinas peptidicas sintetizadas ribosémicamente que interaccionan con canales y transportadores 8B
Toxinas sintetizadas extrarribosémicamente que interaccionan con canales y transportadores 8.C
Sistemas de transporte cuya caracterizacién no estd completa

Transportadores reconocidos pero con mecanismo bioquimico desconacido 9.A
Posibles proteinas de transporte no caracterizadas 9.8

Transportadores caracterizados funcionalmente pero de secuencia desconocida 9.C




Introduccidn

A continuacion, se describen en detalle algunos tipos de sistemas de transporte de especial interés
en este trabajo, como las proteinas canal (subclases TC 1.A y 1.B), los sistemas de transporte secundario
(subclase TC 2.A) y los sistemas de transporte primario de tipo ABC (superfamilia TC 3.A.1).

1.1.3. Canales o poros.

Las proteinas de esta categoria forman canales transmembrana que consisten en gran parte en
regiones en hélice a o ldmina P. Los sistemas de transporte de este tipo generalmente permiten la
difusién o translocacion de solutos, en un proceso independiente de energia, mediante el paso a través
de un poro transmembrana o canal. Los canales no presentan estereoespecificidad pero pueden ser
especificos para una especie molecular particular o una clase de moléculas (Saier et al., 2006; Saier et
al., 2009, informacién ampliada en http://www.tcdb.org).

En este grupo de proteinas destacan las subclases de los canales proteicos tipo hélice a (TC 1.A) y de
las porinas formadas por barriles B (TC 1.B). Las primeras estdn ampliamente distribuidas en las
membranas plasmaticas de todos los tipos de organismos, desde bacterias hasta eucariotas superiores,
y consisten principalmente en hélices a transmembrana, aunque también pueden estar presentes
{aminas B que pueden formar parte del canal. La mayoria de los canales proteicos tipo hélice a
presentan 1 6 2 segmentos transmembrana hidrofébicos en hélice a por cadena polipeptidica, aunque
también pueden presentar entre 3 y 6 segmentos, o incluso hasta 24 en algunos casos (Busch y Saier,
2002; Saier, 2003). Los canales de este tipo son proteinas que forman homo o heterooligémeros a partir
de pequefios dominios integrales de membrana (Saier, 2003), por lo que podrian haber servido como
sillares para la construccién de canales mas grandes y complicados y de proteinas de transporte de tipo
portador (Saier, 2000a).

Figura 1.2. Estructura de la porina OmpF de E. coli. A, vista superior del trimero de subunidades que constituye la porina
OmpF. El lazo 2, de color azul, es necesario para la interaccién de cada monémero con /a subunidad vecina, mientras que
el lazo 3, de color naranja, delimita el canal. B, vista lateral de un mondémero. Los lazos 2 y 3 se muestran en el mismo color
que en el panel A. Figura adaptada de Nikaido (2003).

Por otra parte, las proteinas tipo porina también forman poros transmembrana, pero las regiones
transmembrana de las mismas consisten exclusivamente en ldminas B que forman un barril B. Las
porinas son proteinas monomeéricas o triméricas en las que cada subunidad presenta una estructura de
barril B, con 16 hojas B antiparalelas plegadas que atraviesan la membrana formando un canal (Nikaido,
2003), como la porina OmpF de E. coli (Figura 1.2). En algunas bacterias, como E. coli y Pseudomonas
geruginosa, también se han descrito porinas triméricas que presentan ademds un sitio de unién
especifico para determinados sustratos, como las porinas OprB (llamada anteriormente OprD1),
especifica de glucosa (Nikaido y Vaara, 1985; Trias et al., 1988), y OprD (llamada anteriormente OprD2),
especifica de aminodcidos basicos, de P. aeruginosa (Trias y Nikaido, 1990). Las porinas se localizan en
las membranas externas de bacterias Gram-negativas, mitocondrias, plastidos y, posiblemente también,

5
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Introduccion

membrana si el sustrato esta cargado (uniporte en ambas casas; Figura 1.3A). También pueden acoplar
el transporte del sustrato al de iones Na', H' o, excepcionalmente, K', que pueden moverse a favor de
gradiente en el mismo sentido que el sustrato (simporte o cotransporte; Figura 1.3B) o en sentido
contrario (antiporte o intercambio; Figura 1.3C), o bien intercambian un sustrato por otro (antiporte o
intercambio soluto-soluto; Figura 1.3D) (Marger y Saier, 1993; Saier, 2000c; Busch y Saier, 2002, 2004).

Periplasma

Citoplasma

al @

Figura 1.3. Representacién esquemdtica de los tipos de sistemas de transporte secundario. A, uniporte a favor de
gradiente electroquimico. B, simporte o cotransporte. C, antiporte o intercambio. D, antiporte o intercambio soluto-soluto.
Los sustratos se representan como esferas amarillas o rojas y los iones como cuadrados verdes.

En base al analisis de la secuencia de varios miles de permeasas, en la actualidad se distinguen casi
un centenar de transportadores secundarios filogenéticamente diferentes que se han reunido en dos
grandes grupos. El mayoritario, que engloba aproximadamente al 80% de las proteinas estudiadas, entre
las que se incluyen las de la superfamilia MFS (Figura 1.3), esta integrado por proteinas monoméricas
con 8-14 hélices a, aunque lo mas habitual son 12, e incluye algunas permeasas de bacterias, arqueas y
eucariotas (Henderson, 1993; Chang et al., 2004; Jung et al., 2006). Un caso especial en este grupo es el
de los sistemas de transporte de la familia TRAP-T, que estan constituidos por dos proteinas
transmembrana de diferente tamafio y una proteina periplasmica de unién de sustrato (Forward et al.,
1997; Rabus et al., 1999) (Figura 1.1B). En el grupo minoritario, compuesto por proteinas localizadas en
organulos eucariéticos (mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas), los transportadores son dimeros en
los que cada mondmero presenta entre 4 y 7 hélices a transmembrana (Kuan y Saier, 1993b, a; Saier,
2003; Jung et al., 2006). El portador mejor caracterizado es el de la lactosa de E. coli (LacY; Figura 1.4),
que media un simporte de lactosa y H' y sirve como paradigma de este tipo de sistemas de transporte
(Maloney y Wilson, 1996; Abramson et al., 2003a; Abramson et al., 2003b).

A

Figura 1.4. Estructura de la permeasa LacY de E. coli. La estructura estd basada en la proteina con una molécula de TDG
(B-D-galactopiranosil-1-tio-B-D-galactopirandsido) unida, que se muestra en negro. A, vista lateral de LacY con el lado
intracelular en la parte inferior. B, vista de LacY desde el lado intracelular, mostrando la cavidad que contiene al sustrato.
C, vista de LacY desde el lado peripldsmico. Figura adaptada de DeFelice (2004).
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Introduccion

1.1.5. Sistemas de transporte primario de tipo ABC.

Dentro de la subclase 3.A, constituida por los sistemas de transporte acoplados a la hidrdlisis de
enlaces fosfato, se encuentra la familia 3.A.1, que engloba a los sistemas de transporte de tipo ABC.
Estos importan o excretan solutos que pueden ser iones organicos e inorganicos, aminoacidos, azticares,
grandes polisacaridos, péptidos o incluso proteinas (Higgins, 1992). Los transportadores de tipo ABC son
sistemas multicomponente cuya fuente de energia para el proceso de transporte se obtiene de la
hidrdlisis del ATP (Ames et al., 1990; Higgins et al., 1990). En general, estos sistemas muestran una alta
afinidad por su sustrato, presentando normalmente valores de Ks mucho menores que los que exhiben
los sistemas de transporte secundario. Estan constituidos por 4 dominios, dos de unién de ATP (ATPasa)
y dos transmembrana (componente de membrana) (Figura 1.5A). En bacterias, los cuatro dominios
suelen estar constituidos por polipéptidos diferentes, y en los sistemas de transporte hacia el interior de
la célula esta presente, ademas, un dominio de unidn de sustrato que se corresponde con la proteina
periplasmica de unién de sustrato (Kerr, 2002), motivo por el que estos sistemas también se conocen
como sistemas dependientes de proteina peripldsmica de unién de sustrato (Figura 1.5B, C). Sin
embargo, en el equivalente eucaridtico de los importadores de tipo ABC falta el elemento peripldsmico.
En este grupo también se engloba un gran niimero de sistemas procaridticos exportadores de diferentes
compuestos, en los que no existe proteina peripldsmica de unién de sustrato (Figura 1.5A), asi como una
serie de proteinas de transporte eucariéticas de gran importancia médica, como el sistema de
exportacién Mdr, responsable de la resistencia miiltiple a drogas en tumores humanos.

Figura 1.5. Estructura general de los sistemas de transporte de tipo ABC. A, sistema de exportacién Sav1866 de
Staphylococcus aureus, constituido por dos polipéptidos que presentan un dominio transmembrana y otro de unién de
ATP cada uno. Los dominios ATPasa se muestran en rojo y verde y los de membrana en amarillo y azul. Figura adaptada de
Oldham et al. (2008). B, sistema de importacién ModB,C:A de MoO4 /WO, de Archaeoglobus fulgidus, constituido por 5
polipéptidos independientes correspondientes a dos subunidades transmembrana (en amarillo y azul), dos ATPasas (en
violeta y verde) y una proteina peripldsmica de unién de sustrato (en rojo). Figura adaptada de Lee et al. (2007). C, sistema
BtuC,D;F de importacién de vitamina By; en E. coli, formado por 5 subunidades independientes que determinan dos
proteinas de membrana (en amarillo y azul), dos de uni6n de ATP (en violeta y verde) y una proteina peripldsmica de unién
de sustrato (en rojo). Figura adaptada de Hvorup et al. (2007). En los tres casos se indican los extremos N-terminal y C-
terminal de los polipéptidos que forman los complejos proteicos.

1.1.5.1. Componente conservado de unién de ATP.

Las proteinas de unién de ATP de los sistemas ABC son hidrofilicas y poseen la capacidad de
interaccionar con los componentes de membrana asocidandose a ellos en su lado citoplasmético. Estan

9



10 | Rafael Pernil Garcia

muy conservadas entre los distintos sistemas de transporte de [a familia ABC, incluso pertenecientes a
organismos diferentes, tanto eucariéticos como de bacterias o arqueas, por lo que se las conoce
también como el «xcomponente conservado» (Ames et al., 1990). Estas proteinas tienen un motivo muy
conservado que recibe los nombres de plegamiento de Rossmann (Rossmann et al., 1975), motivo de
Walker (Walker et al., 1982) o motivo de Doolittle (Doolittle et al., 1986). Este consiste en una regién de
unos 200 aminodcidos que contiene dos sitios, denominados sitio A y sitio B, que constituyen el dominio
de union de ATP (Figura 1.6) (Rossmann et al., 1975). A esta regién se le denomina region ABC (del
inglés ATP Binding Cassette) y por ello estas permeasas se conocen con el nombre general de
transportadores de tipo ABC (Higgins et al, 1990). Otros motivos caracteristicos presentes en esta
region de las ATPasas son el denominado lazo C (Linton y Higgins, 1998), exclusivo de los
transportadores de tipo ABC, que también esta implicado en la unién de ATP y cuya secuencia es LSGGQ,
(Fetsch y Davidson, 2002), y el denominado lazo Q, que permite la interaccion entre las subunidades
transmembrana y las de unién de ATP (Figura 1.6) (Locher et al., 2002).

Figura 1.6. Estructura general de las proteinas de unién de ATP y localizacién de los motivos implicados en su
funcionamiento. A, vista lateral de un dimero de MalK, perteneciente al transportador de maltosa de E. coli, en el que se
muestra el dominio ABC de unién de ATP de cada mondmero (verde y rojo), destacando el sitio de Walkerx (azul), el lazo C
(amarillo), de secuencia LSGGAQ, y el lazo Q, que permite la interaccién de las ATPasas con las proteinas de membrana del
sistema. B, vista superior del dimero de MalK en ausencia de ATP y, C, en presencia de ATP. Figura adaptada de Khare et al.
(2009).

Las proteinas de unidn de ATP constituyen el elemento energetizador, mediante la hidrdlisis de ATP,
del sistema (Ames et al., 1989; Dean et al., 1989) y se presentan como homo o heterodimeros, segin
sean determinadas por uno o dos genes, aunque en algunos casos también se han descrito
pseudodimeros, cuando se trata de un unico polipéptido que presenta dos mitades homdlogas entre si
(Higgins, 1992; Saurin y Dassa, 1994; Davidson y Maloney, 2007). Ejemplos de este dltimo caso se
encuentran en los sistemas de transporte de arabinosa (Scripture et al., 1987), galactosa (Hogg et al.,
1991) y ribosa (Bell et al., 1986) de E. coli. Para que se forme el dimero, las proteinas de unién de ATP
requieren de la interaccién del lazo Q de cada subunidad con las regiones citoplasmaticas de las
proteinas de membrana del sistema, formdndose una interfase entre las dos ATPasas en la que se
disponen los dos dominios de unién de ATP (Davidson y Maloney, 2007). Este dimero es poco estable en
ausencia de ATP y da lugar a2 un complejo abierto que permite la entrada de los nucledtidos a los
dominios de union (Davidson et al., 2008). La entrada de dos moléculas de ATP induce un cambio de
conformacién que cierra el complejo y la interfase (Figura 1.7), estabilizandose el dimero mediante la
interaccion de cada molécula de ATP con el dominio de unién de ATP de un mondmero y el lazo C del
mondmero opuesto (Oldham et al., 2008).

No existen datos fiables concluyentes acerca del nimero de moléculas de ATP hidrolizadas por
molécula de sustrato transportado. Trabajando con distintos sistemas reconstituidos in vitro se han
obtenido valores que oscilan entre 1 y 17 moléculas de ATP hidrolizadas por molécula de sustrato
transportada {Boos y Lucht, 1996). Sin embargo, las medidas in vive, asi como las medidas in vitro més
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recientes, dan resultados mas homogéneos, obteniéndose un valor aproximado de 2 moléculas de ATP
hidrolizadas por molécula de sustrato transportada (Mimmack et al., 1989; Patzlaff et al., 2003), lo que
estaria en consonancia con el hecho de que existan dos subunidades ATPasa por complejo de
membrana. Aunque parece existir un mayor grado de similitud entre los componentes conservados de
los sistemas exportadores que entre los de sistemas importadores, a partir de su secuencia de
aminoacidos no se puede predecir si un sistema particular pertenece a una categoria u otra ni la
especificidad de sustrato del mismo (Higgins et al., 1990; Davidson et al., 2008).

~ Hidrélisis

Pi

Figura 1.7. Cambios de conformacién en un dimero de ATPasas durante un ciclo de hidrélisis de ATP. Se muestra la
estructura de un homodimero de la ATPasa MalK, perteneciente al sistema de transporte de maltosa de E. coli. Las
regiones del dominio de unidn de ATP de cada ATPasa se muestran en verde y azul, y contienen el motivo de Walker de
unién de ATP, que se muestra en rojo. A, estado de reposo en ausencia de nucledtidos, en el que los dos dominios de
unién de ATP de las dos subunidades no estdn en contacto. B, estado de unién de ATP o de pre-hidrdlisis, en el que los
dominios de unién de ATP se cierran y entran en contacto permitiendo la hidrdlisis de ATP. C, estado de post-hidrdlisis,
que se produce tras la hidrélisis de ATP y la liberacién de Pi, permitiendo la apertura del homodimero y la separacién de
los dominios de unidn de ATP. Por Ultimo, el ADP se libera de MalK, permitiendo reiniciar el ciclo. Figura adaptada de Lu et
al. (2005).

1.1.5.2. Proteinas integrales de membrana.

Las proteinas integrales de membrana presentan varios dominios hidrofébicos constituidos por
hélices a separados por segmentos hidrofilicos. Normalmente poseen 6 hélices a y 5 lazos hidrofilicos,
dos de los cuales se localizan en el lado citoplasmico, al igual que los extremos carboxilo y amino de la
proteina, y los otros tres en el lado periplasmico (Higgins, 1992). Sin embargo, la estructura de estas
proteinas es variable, habiéndose encontrado también proteinas integrales de membrana con 10, 9, 8, 7
6 5 hélices a (Saier et al., 2006; Hollenstein et al., 2007; Saier et al., 2009, informacion ampliada en
hitp://www.tcdb.org). Aunque no existe una gran similitud entre las secuencias de estos componentes,
se ha definido un motivo conservado situado a unos 90 aminodcidos del extremo carboxilico,
denominado lazo EAA (Glu-Ala-Ala) (Saurin et al., 1994), cuya secuencia consenso es EAAN2GNgINLP, que
constituye el sitio de interaccion de estas proteinas con el lazo Q de las proteinas de unién de ATP
(Mourez et al., 1997; Davidson et al., 2008). Actualmente se asume que los cambios de conformacion
que se producen en las proteinas de unién de ATP al hidrolizar el ATP se transmiten a los dominios
transmembrana por medio de esta interaccidn, provocando una reorganizacién de las hélices a
transmembrana y el acoplamiento del transporte (Figura 1.8) (Davidson y Maloney, 2007).
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Cada sistema de transporte de tipo ABC contiene dos proteinas de membrana que se presentan
como un homodimero o un heterodimero, dependiendo de la existencia de uno o dos genes distintos
para las mismas, aunque también se da el caso de pseudodimeros cuando una tnica proteina consta de
dos mitades homdlogas entre si (Higgins, 1992; Saurin y Dassa, 1994; Davidson y Maloney, 2007). Las
dos proteinas de membrana rodean y definen el canal de translocacion por donde tiene lugar el
transporte, pudiendo adoptar dos estados de conformacion diferentes denominados estado cerrado o
de reposo (Figura 1.8A), cuando el canal de translocacién se expone al citoplasma, y estado abierto
(Figura 1.8B), cuando el canal de translocacion se expone al periplasma (Oldham et al., 2007; Davidson
et al., 2008). El canal de translocacién presenta un sitio de unién central de baja afinidad para el
sustrato (Speiser y Ames, 1991; Oldham et al, 2007; Davidson et al, 2008) que se expone
alternativamente al interior o al exterior de la célula, pero nunca simultdneamente a ambos lados
(Mitchell, 1957; Jardetzky, 1966; Yan y Maloney, 1993), lo cual asegura que en ningln momento haya un
canal abierto que permita un movimiento no regulada de sustratos (Davidson y Maloney, 2007). Este
mecanismo de alternancia del canal de translocacién entre el estado cerrado y el estado abierto podria
estar inducido por la union de ATP a las ATPasas (Pinkett et al., 2007). Dadas las diferencias existentes,
no parece existir relacién filogenética entre estas proteinas y las proteinas de membrana de los sistemas
de transporte secundario, de manera que la estructura de alrededor de 12 hélices a de ambos tipos de
sistemas podria haber surgido por convergencia hacia una estructura adecuada para el transporte de
sustratos a través de bicapas lipidicas (Henderson, 1993). Sin embargo, resultados recientes parecen
indicar que los sistemas de transporte secundario y los transportadores de tipo ABC presentan una gran
similitud con respecto al mecanismo de translocacion (Kuroda et al., 1997; Driessen et al., 2000; Venter
et al., 2003; van der Does y Tampé, 2004), por lo que los segundos podrian haber surgido a partir de los
primeros al asociarse a subunidades citosélicas de hidrdlisis de ATP (van der Does y Tampé, 2004).

A B

Maltosa

Periplasma

Citoplasma

Figura 1.8. Cambios de conformacidn en las subunidades transmembrana del transportador de maltosa MBP-MalFGK;
de E. coli. A, estado de reposo del complejo MalFGK, en ausencia de ATP y de la proteina peripldsmica de unién de maltosa
del sistema, MBP (del inglés Maltose Binding Protein), en el que el sitio de unién de maltosa del canal de translocacién se
expone al citoplasma. B, estado abierto del complejo MalFGK; en presencia de ATP, de maltosa y de la proteina MBP en el
que se muestra el canal de translocacién expuesto al periplasma. Se muestran las moléculas de ATP en el dimero de
ATPasas MalK y una molécula de maltosa en el canal de translocacién. Figura adaptada de Khare et al. (2009).

1.1.5.3. Prateina peripldsmica de unidn de sustrato.

El espacio peripldsmico es exclusivo de las bacterias Gram-negativas y es un ambiente relativamente
fluido, comparable al citoplasma en cuanto a sus propiedades fisicas (Elowitz et af., 1999; Mullineaux et
al., 2006). Las proteinas de unién de sustrato, localizadas en el espacio peripldsmico, tienen una alta
afinidad por sus sustratos, con valores de Ky entre 0,01 y 1 uM (Davidson et al., 2008), y son los
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receptores primarios para el transporte, encontrandose en exceso entre 50 y 100 veces con respecto al
resto de los componentes del sistema (di Guan et al, 1988). Aunque normalmente sélo hay una
proteina de este tipo para cada sistema, en algunos casos existe mas de una proteina periplasmica capaz
de interaccionar con un mismo complejo de membrana, como es el caso del sistema de transporte de
aminodcidos de cadena lateral ramificada de E. coli que puede actuar con las proteinas peripldsmicas
Livk, que une especificamente Leu, y Liv), que une Leu, lle, Val y Thr (Adams et al., 1990). En bacterias
Gram-positivas, que carecen de membrana externa y, por lo tanto, de espacio periplasmico, estas
proteinas son lipoproteinas ancladas por su extremo amino a la membrana plasmatica (Gilson et al.,
1988). Algunas proteinas periplasmicas pueden actuar como receptores quimiotacticos, pudiendo
interaccionar no sélo con el sistema de transporte sino también con la proteina de membrana que
constituye el quimiorreceptor, disparando de este modo la respuesta celular a un gradiente quimico
determinado (Tam y Saier, 1993). Las proteinas periplasmicas conocidas varian en tamafio, entre 25 y 59
kDa vy, a pesar de la poca similitud entre sus secuencias, su estructura estd muy conservada (Higgins et
al., 1990; Quiocho y Ledvina, 1996), consistiendo en dos dominios globulares, el I6bulo N y el I16bulo C,
conectados por una charnela flexible donde se une el sustrato (Figura 1.9A) (Quiocho, 1990; Wilkinson y
Verschueren, 2003). En ausencia del sustrato, las proteinas peripldsmicas se disponen en una
conformacidn abierta en la que los dos I6bulos se mantienen separados por una hendidura accesible al
solvente por donde puede entrar el sustrato. Cuando el sustrato ocupa esta hendidura provoca un
cambio de conformacién en la proteina y los dos dominios se aproximan, adoptando ésta una
conformacién cerrada que facilita la interaccién con los componentes de membrana del sistema y
permite iniciar la translocacién del sustrato (Figura 1.9B) (Wilkinson y Verschueren, 2003; Davidson et
al., 2008).

A B

Periplasma

Lébulo N Lébulo C

Citoplasma

Figura 1.9. Estructura de la proteina peripldsmica MBP del sistema de transporte de maltosa MBP-MalFGK; de E. coli. A,
estructura de la proteina periplasmica MBP en la conformacién cerrada, conteniendo una molécula de maltosa unida en la
hendidura localizada entre los |6bulos N y C. Se muestra la insercién de un lazo de la subunidad transmembrana MalG en el
sitio de union de sustrato de la proteina MBP cuando ésta interacciona con el sistema. B, transferencia de la maltosa desde
la proteina MBP al sitio de unién localizado en las subunidades de membrana, mostrando la cavidad que se forma entre las
tres proteinas al interaccionar la proteina peripldsmica con el sistema. Se indica el sitio de unién de sustrato del canal de
translocacién con una molécula de maltosa unida a él. Los residuos de la proteina peripldsmica MBP que constituyen el
sitio de unién de sustrato en la conformacién abierta se muestran en azul (rodeados por un circulo). Figura adaptada de
Oldham et al. (2007).

Las proteinas periplasmicas de unién de sustrato se han clasificado en funcién del tipo de charnela
que presentan (Davidson et al., 2008), habiéndose observado que las de un sustrato dado de distintos
arganismos estdn mds relacionadas entre si que las de unidn de distintos sustratos de un mismo
organismo (Tam y Saier, 1993). Por otro lado, en algunos casos se ha observado homologia entre la
proteina de unién de sustrato de algunos azicares y la proteina reguladora que se une a la regién
promotora de genes que determinan proteinas del metabolismo de dicho aziicar y cuya actividad es
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Figura 1.10. Modelo del mecanismo de transporte de los transportadores ABC. Se muestra el modelo de acceso alternado
para la incorporacién de maltosa a través del sistema de transporte MBP-MalFGK; de E. coli. A, estado cerrado o de reposo
en ausencia de maltosa, en la que el dimero de ATPasas se encuentra en la conformacién abierta y el canal de
translocacion estd expuesto al citoplasma. Al unirse la maltosa a la proteina peripldsmica MBP se produce en ésta un
cambio de conformacién de la forma abierta a la cerrada, permitiendo su interaccién con las subunidades transmembrana
del sistema. B, en presencia de ATP, la interaccién de la proteina peripldsmica MBP con las subunidades transmembrana
induce un cambio de conformacién del sistema en el que las ATPasas se aproximan y las subunidades transmembrana se
reorientan exponiendo el canal de translocacién al periplasma, pasando el complejo a adoptar la conformacién abierta. En
este estado se facilita la transferencia de la maltosa desde la proteina peripldsmica al sitio de unién de sustrato de las
subunidades transmembrana. C, tras la hidrélisis de ATP el dimero de ATPasas se desestabiliza y el complejo vuelve al
estado cerrado o de reposo, permitiendo que se complete la translocacién de la maltosa a través de la membrana
plasmadtica. Figura adaptada de Chen et al. (2001), Oldham et al. (2008) y Davidson et al. (2008).

1.2. Transportadores de aminodcidos.
1.2.1. Generalidades.

Los aminodcidos son los sillares de las proteinas, pero también son intermediarios clave de una gran
variedad de procesos celulares importantes en bacterias, como la produccién de energfa, el
metabolismo del carbono y el nitrégeno, la homeostasis del pH, la osmoproteccidn, la sintesis de la
pared celular, la produccion de antibiéticos, la transduccién de sefiales y la comunicacién intercelular
(Saier, 2000b; Hosie y Poole, 2001; Jung et al., 2006). Los aminodcidos pueden ser anidnicos, catidnicos
o zwitteridnicos y sus cadenas laterales pueden ser hidrofébicas, semipolares o fuertemente hidrofilicas,
lo que pone de manifiesto la diversidad quimica que presentan. Estas cadenas laterales pueden ser, a su
vez, alifaticas o aromaéticas, y en ciertas ocasiones pueden servir como importantes donadores o
aceptores fisiolégicos de protones (Saier, 2000b). Por otra parte, los aminodcidos en las proteinas
pueden ser modificados por metilacién, acetilacidén, formilacién y fosforilacién, y los derivados L-
aminoacilo asi generados se pueden condensar enzimaticamente con otros L-aminodacidos, con
aminodcidos de la configuracién D y con hidroxiacidos para generar péptidos de composicién poco
comun. Estos derivados de residuos aminoacilo son utilizados en una amplia variedad de funciones
biolégicas, como sistemas de defensa y ataque, sensores de densidad de poblacién, sefalizacién
intercelular y regulacién de la expresion génica (Saier, 2000b). Asi pues, no es sorprendente que haya
evolucionado un amplio nimero de sistemas de transporte para controlar y facilitar el intercambio de
aminodcidos y derivados de aminodcidos entre las células y el medio que las rodea, sus orgénulos y
otras estructuras de los seres vivos (Saier, 2000b; Hosie y Poole, 2001).
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nidireccional de L-Lys v de otros amine

00kl En cuanio z fos miembros caracterizados

ningdcidos glifdticos de cadens ramificads, como Lay, ey Val,
Na ;Sa%e;’ 2000b; Jung ef gl., 2008}, v e encueniran en ba
T of., 1994, Stucky et ol., 18995; Tauch ef af,, 19%1 Por
rtador GHS de £ coll, que mediz un shmy
, 2008; Szvetnil et ok, 2007}, habiéndose Jascrite homdl
ne cfmcy s 5. PCC 5803 {Quintero et ol E’J‘i_},, Por ditm

las en £ coff gue fundionan media uhn s‘émmﬁ:e de lones H v un
Wogokey v Pittard, 1988; Sarsers tgz’,, L; Sarserg v Pittard, 1895}

]

} {Goss ef of., 1588; Shao et g, 19%}, existiendo i‘zcméiog@s en un

1 A e

zm-negativas v Gram-positivas {Saler, 20008; Uhang ef o,

0y

2 Ge los ransportadorss ARC reling en ta actugiidad a 77 familias reconociges, de las

gus 27 incluven excluslvaments miembros gue son sisiemas de incorporacidn, todos elios exclusivos de

argueas), oiras 38 famillas englchan 2 sistemas de exportacidn especificos de
SY ;

ilizs restantes rednen a perm&asas gue sonr on su maeyoriz sistemas de
, 2008; Saler ef ol, 2008, informacidn amplisda en

procaridticos, cuatro esizgn ¢
aminoécidos (Tabla 1.2} (Saler et gf, 2006; Saler of g/, 2008, 1
caorg), que se clasifican atendlendo 2 g similitud de srcuenclas qu
ez de membrang (Saurin ef al, 1594). Estas cuairc familizs s

ores e aminodcidos polares PAAT,

25
s HAAT (Dassa v Boulige, 2001; Hosle v Pool
97

spana@oms de aminas
AT (Fox ef ol., 2008) v la familia de transportadores de rmetionina MUT [Zhang et al,

T esia mayor de las cuatro, con 20 mismbros reconocidos actuaimente, misniras gue

HAAT, QAT v MUT engicban z €, 10 v 3 miembros caracterizadas, respectivemente {Saler et

08 Saler ef ¢f, 2008, nformackdn ampliade en

trensporte destace e sisterna LIV (Leucina-lsolauchna-Valingl de £

mo en giras bacierias como &l sistems Bra de aminode

dae tipo ABC RErecen *WM ar reacciones vectoriales irre @’"s:b? 3, aunque

de transportie de amincécides Azp v Bra de Bhizobium leguminosarum e

s

eden mediar tante lz Imporiacidn active como la exporiacidn pasiva (Hosle et ol 2001

o8 ¢on cadenas aterales

cisting v el dcido diaminopimélico {Dassa

’?‘

sigy Poole, 20015, Por otra parte, en las agrobacterias, ophnas como la octopinavia n

an pov permeasss de asia famifia. En general, ios sistemas tiplros de es
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idad, Alay “’”\%‘ en P. geruginosy {Hoshing v egeyama, Z%S; Hoshino et ¢f, 1892) v Al
colf \Rahm@maﬂ er ol., 1873; Robbins v Oxender, 1873). En £ coli v en 3. typhimurium, &
tuido por 6 productos génices, con dos proteins

n diferante esgecificidad por amincdcidos, dos proteinas integrales de membrana
nidn de ATP {Adams ef g/, 1880; Matsubarz ef ¢f., 1082}, mientras gue &l sistamz

5 proteinas, tenlendo sdlo una protelra peripldsmics de unidn de

|4

s B leguminosarum También se he identificadc un sistema de transporie gue se
tro de la familla HAAT, pese a gue &5 una permeass geners e aminodcidos que puede

ademés de los amincécidos neutros Ala v Leu, amincécides dc'dos v bésicos {Glu, Arg e His)
mincacidos con configuracidn D {Hesie v Poole, 2001; Hosle et ¢f,, 2002 Este sistema,
Iray, presents, al mencs, dos proteinas peripldsmicas de unidn de sustrato, las cuales

veden reconocer diferentes aminodcidos {(Hosle ef ol, 2002). Asi puss, tenlo este sistema como el Nat
focystis sp. PCC 6803 reconocen un range de amincécides miés emplio gue o de los sistemas

s de £, coff, S, typhimurium v P. oeruginesa.

1.2.2.3, Caracteristicas generales de iz familis JAT.

QAT comprende g sistemas de transporie de aminas cuaternarias, aungue algunogs
03 pusden transportar amincacidos {Boncompagni et ol, 2000; Fox ef of, 2008). Uno de estos

tema Hut de Sinorhizobium meliloti, que es capaz de transportar His v Pro vy estéd

productos proteicos determinados por el agrupamiento g

I3 ]

ént
leterming una proteing peripldsmica de unidn de histidina v :=m§§ma, Ayt

: Iy

12 fransmembprans, v hulV determing une proteing de unidn de AT

Tl d = rlA Tt
Seler et i/, 2008; Saler et ¢, 2008, informacién amplisda en

ticas generales de la familis MUT.

JT estd constiiuida por transportadores implicados en ¢f transporie de b- v D-metioning
idgetand, 1972; Kadner, 1974, 1877; fyling et o/, 1979; Zhang 7 gl 2003}. En sstos sistemas
| transportador MetD de £ coll v 8. typhimurium, que estd corstltuldo por los genes metd,

Q. o5 cuales determinan una protelng de unidn de ATP, una protelne transmembrans v unz

2

2 periplésmics de unidn de L- v D-metioning, respectivaments izrzc"zg ef gk, 2003; Yada!

7o % i i3 - 3 &3 Fasl 5o P %
Las clancbacterias son bacterias con una sstructura celular Gram-negativa, portan o ung membrana

de las Bminss de peptidogiicans de [z pared celular (S anier v Cohen-Bazirs, 1577,

nun grupo bien definido dentro de [z subacterias (Woese, 1587). No obsianie, ia pared

“@

£

/

21
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filamentos vegetativos, que estan implicados en la dispersién de la especie en sus habitats naturales
(Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Wolk, 1980; Damerval et al., 1991; Tandeau de Marsac, 1994).

o

O

T
o,

C

SFRCELN,
i

Figura 1.11. Diversidad morfoldgica y diferenciacién celular en las cianobacterias. A, Synechococcus sp. PCC 9321 (imagen
cortesia de A. M. Muro-Pastor). B, filamentos de Anabaena cylindrica ATCC 29414. C, Nostoc sp. PCC 9203. D, estirpe PCC
9317 (género sin asignar) (imagen cortesia de A. M. Muro-Pastor). E, estirpe 9v, aislada en Mkindo (Tanzania). En las fotos
se sefialan los heterocistos (h), aquinetos (a) y hormogonios (ho). Las fotos B, C y E han sido tomadas de Herrero et al.
(2004).

Tradicionalmente, las cianobacterias se han clasificado en cinco grupos taxondmicos basados
principalmente en criterios morfolégicos y de division celular (Rippka et al, 1979). La seccién |
(Chroococcales) incluye estirpes unicelulares que se dividen por fisién binaria o gemacion; a esta seccion
pertenecen los géneros Synechococcus y Synechocystis. La seccién Il (Pleurocapsales) estd formada por
estirpes unicelulares que se dividen mediante fisién multiple o por fisién binaria y multiple, como las del
género Dermacarpa. La seccidn Il (Oscillatoriales) agrupa a las estirpes filamentosas no formadoras de
heterocistos, como las del género Pseudanabaena. La seccion IV (Nostocales) estd constituida por
estirpes filamentosas formadoras de heterocistos cuyas células se dividen en un solo plano, por lo que
los filamentos no presentan ramificaciones verdaderas; los géneros Anabaena y Nostoc pertenecen a
esta seccién. Finalmente, en la seccién V (Stigonematales) se agrupan las estirpes filamentosas
formadoras de heterocistos cuyas células se dividen en mas de un plano dando lugar a filamentos
ramificados, como las del género Fischerella. Sin embargo, los estudios filogenéticos de las
cianobacterias basados en la comparacion de secuencias de rRNA 165 y en andlisis moleculares
(Giovannoni et al., 1988; Turner et al., 1999; Sinchez-Baracaldo et al., 2005; Tomitani et al., 2006)
apoyan sélo en parte esta clasificacién. Sélo aquellos grupos que comparten caracteristicas como |a
fisidn multiple (Seccién 1) o la diferenciacion celular (Secciones IV y V conjuntamente) son
filogenéticamente coherentes, mientras que las secciones | y Il agrupan morfotipos con diferentes
posiciones filogenéticas (Giovannoni et al., 1988). La Figura 1.12, tomada de Knoll (2008), ilustra las
relaciones filogenéticas entre las cianobacterias, establecidas a partir de andlisis moleculares. Se ha
especulado que el ancestro comun de las cianobacterias fue unicelular y fotoautétrofo, que vivié en
ambientes terrestres o de agua dulce y que no tenia la capacidad de fijar nitrégeno (Sdnchez-Baracaldo
et al., 2005). Los diferentes estudios filogenéticos indican que las estirpes filamentosas con capacidad de
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Introduccion

depende, al menos en parte, de la existencia de la permeasa correspondiente que facilite la entrada del
azucar en la célula.

En el aparato fotosintético cianobacteriano, una fraccidn importante de la captacién de la luz tiene
lugar en los ficobilisomas, estructuras supramoleculares constituidas por pigmentos antena
{ficobiliproteinas) que interaccionan con la membrana tilacoidal. A diferencia de las plantas, las
cianobacterias carecen en general de clorofila b (Stanier y Cohen-Bazire, 1977). Las ficobiliproteinas, que
transfieren la energia principalmente al fotosistema Il, constituyen hasta el 50% de la proteina celular
total, pudiendo servir de reserva de nitrégeno y carbono (Allen, 1984).

La cianobacteria en la que se ha centrado este trabajo es la estirpe filamentosa formadora de
heterocistos Anabaena sp. PCC 7120 (Figura 1.13), perteneciente a la seccidn IV de la clasificacion de
Rippka et al. (1979).

Figura 1.13. Anabaena sp. PCC 7120. Fotografia tomada mediante microscopia éptica de Anabaena sp. PCC 7120 cultivada
en condiciones diazotréficas. Se observan varios heterocistos (sefialados con tridngulos blancos), distribuidos a lo largo de
los filamentos, que presentan granulos polares.

1.3.2. Asimilacién de nitrégeno en las cianobacterias.

El nitrégeno constituye uno de los bioelementos cuantitativa y cualitativamente mas importantes, y
se incorpora a la Biosfera mediante distintos procesos asimilatorios llevados a cabo por
microorganismos y plantas. Las cianobacterias pueden utilizar como fuente de nitrégeno para su
crecimiento sustancias como el nitrato, el nitrito y la urea. La asimilacion de estas sustancias exige su
incorporacién al interior celular y su posterior metabolizacién para generar amonio, que es el
compuesto nitrogenado inorganico que se combina con esqueletos carbonados dando lugar a
compuestos organicos nitrogenados (Figura 1.14). Las cianobacterias también pueden incorporar
directamente el amonio que pueda encontrarse en el medio extracelular. Asimismo, algunas
cianobacterias pueden fijar nitrégeno atmosférico o utilizar algunos aminoécidos, coma la glutamina o la
arginina, para cubrir sus necesidades metabdlicas (Flores y Herrero, 1994). Existe una jerarquia en la
utilizacién de las distintas fuentes de nitrégeno, de manera que se usan preferentemente aquéllas cuya
asimilacién requiere menor consumo de energia, siendo el amonio la fuente de nitrégeno utilizada
preferentemente por las cianobacterias (Herrero et al., 2001).
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Figura 1.14. Vias principales de asimilacién de nitrégeno en cianobacterias. Las fuentes de nitrégeno combinado se
incorporan en la célula a través de permeasas y son metabalizadas para generar amonio, el cual se incorpora a esqueletos
carbonados por medio del ciclo glutamina sintetasa—glutamato sintasa (GS-GOGAT). El nitrégeno es distribuido, entonces,
desde los aminodcidos Gin y Glu a otros compuestos organicos con nitrdgeno. NrtP, transportador monocomponente de
nitrato/nitrito; Nrt, transportador de tipo ABC de nitrato/nitrito; Cyn, transportador de tipo ABC de cianato/nitrito; Urt,
transportador de tipo ABC de urea; Amt, permeasa de amonio; N-J, transportador de tipo ABC de aminodcidos neutros e
hidrofébicos; Bgt, transportador de tipo ABC de aminodcidos basicos; Nar, nitrato reductasa; Nir, nitrito reductasa; PEP
carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa; 2-0G, 2-oxoglutarato; GS, glutamina sintetasa; GOGAT, glutamato sintasa. La
reaccion catalizada por fa ureasa libera dos moléculas de amonio y una molécula de CO; por malécula de urea
metabolizada (no se indica). En Anabaena sp. PCC 7120 la nitrogenasa sélo esta presente en los heterocistos, donde tiene
lugar la fijacién de N,. Figura adaptada de Flores y Herrero (2005).

1.3.2.1. Asimilacidn de nitrato y nitrito.

El nitrato es la fuente de nitrdgeno predominante en muchos ecosistemas. De acuerdo con esto, la
mayoria de [as cianobacterias estudiadas tienen la capacidad de asimilar nitrato (revisado en Flores et
al., 2005), siendo las cianobacterias marinas del genero Prochlorococcus las Unicas que hasta la fecha
parecen incapaces de asimilarlo.

La entrada de nitrato y nitrito al interior celular se produce mediante sistemas de transporte
biespecificos, capaces de transportar tanto nitrato como nitrito. En el caso del nitrito, adicionalmente
puede existir una entrada en la célula mediante difusién del acido nitroso, que es menos importante a
medida que aumenta el pH del medio. Mientras que casi todas las cianobacterias, entre ellas Anabaena
sp. PCC 7120 y Synechoacoccus sp. PCC 7942, poseen un transportador activo de alta afinidad de tipo ABC
denominado Nrt, determinado por los genes nrtABCD, la mayoria de las cianobacterias marinas, asi
como la formadora de heteraocistos Nostoc punctiforme, una cianobacteria del suelo, poseen una
permeasa de la superfamilia MFS, producto del gen nrtP (denominado napA por algunos autores)
(Sakamoto et al., 1999; Flores et al., 2005; Aichi et al., 2006). Adicionalmente a los transportadores
biespecificos anteriores, en Synechococcus sp. PCC 7942 se ha identificado un segundo sistema de
transporte de alta afinidad de tipo ABC distinto del sistema Nrt, denominada Cyn, determinado por los
genes cynABD. Este sistema es especifico de cianato y nitrito (Maeda et al.,, 1998; Maeda y Omata,
2009).
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e de nﬁ‘cmgem regulere iz axistencla de una viz efectiva de

hos compuestos 2 [z célula v de las enzimas capaces de meisbolizarios. A diferenciz de io
n oiras eubacterias que poseen sisiemas de transporie de aminoécidos muy especificos, e

zs con funciones redundantes, las clancbacterias parecen tener un menor numsro de

;
ag oz

59

sas para el iransporte de aminodcides v con menor aspecific
tarc et af., 2001L

g

clanchacterias se han descrito distintas posibllidades en cuanto a Iz capacidad de

wh

mincacidos, tanto en o gue se reflers 3l rango de los amincdcidos que cads uns
ar como a la eficiencia en la captura de cads amincécide Montesinos ef gl, 1887 Asl,

ungue todas las clancbacterias estudizdas parecen tener gl menos un sistemes de

&

amincdcidos neulros, su especificidad varfa en funcid: de Iz estirpe considerads

pacidad de una serie de ciancbacterias de crecer con amincidcidos como
z; Synechocysiis sp. PLCE714,

, como son Synechococcus sp. PCC 6304, con glutami

—_

Fegas
E=2d
con Gin, Asn o Arg; Pseudonebaena sp. PCC 8903, con Asn 0 Arg, v Anchaena sp. PCC 7118, con Gln, Arg
i

Larsson, 198G lguaimente, se ha descrito que Anobgerns sp. PCC 7120 puede crecer
& como Unica fuente de nitrégeno {Herrerg v Flores, 1590}, as’ como que Synechocystis sn.

crecer con argining a la misma velocidad gue con nitrate (Flores y Muro-Pastor, 1980}
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studios més detailados con Synechocysiis sp. PCC 6803 han permitideo dasorib

nas
de catabolismo de argining, gue combina la vis de ls arginasa v sl cidle de 'z urea y explica iz ¢z
de ssiz ciancbacieria de vivir 3 expensas de este aminodeide, ve gus estz rula produce ures v

oS aminodcidos gue pueden servir comoe fuenie
no a las ciamhac’aerias, como son Asp, O, Pro v Glu, adem i

-

s ge varlos aminogcidos [Quintero ef gf, 20000 La proling, por su parte, puede entrar en las
echocystls sp, PLC 8803 y Anaboena sp. PCC 7120 8 i
el

=

ieyires, siendo posteriormente metzbolizada por Iz proling oxidasa con fe concomitanie

utamato (Quintero, 2000; Picosst, 2003).

con iz asimilacién de aminodcidos, hay que menclonar lz formacidn en muchas

12
bwacierias de clanoficing  (mult-l-argintl-poli-l-aspartate), un poifmere de almacensmienio

cantidades equimeleculares de Asp v Arg que se sintetiza extrarribosémicamente. Exte
(s}

cumulz en forme de grénuios en ef cioplasms de las células, p
cimiento desfavorables pero con suficiente nitrdgenc (Simon, 1987). Hastz hace poco
z clancficing era exclusiva de las clancbacterias, pere receniemente se ha descrito su

algunas otras bacterias [Krehenbrink et of., 2002; Ziegler ef ol 2002).

zcién de dinltrégeno.

N;+8H +8e + 16 MghTP ———— 2 fHg+ H,+ 15 Mg-ADP + 16 PI
Nifrogenase

i
[ 2

g
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Esta reduccidon es un proceso energéticamente muy costoso que supone un consumo de 16
moléculas de ATP y 8 electrones por cada molécula de dinitrégeno que se fija (Figura 1.15).

NifDK NifDK NifH

Figura 1.15. Estructura del complejo enzimético de la nitrogenasa de molibdeno. La reaccidn catalizada por la nitrogenasa
produce amonio e hidrégeno a expensas de ATP. En la parte izquierda del complejo simétrico de la nitrogenasa se indican
las posiciones relativas de las moléculas de Mg-ATP y de los centros [Fe-S], asi como la ruta de transferencia de electrones
hacia el sitio activo. El componente NifH se muestra en naranja y el componente NifDK en azul y verde. Figura modificada
de Rubio y Ludden (2008).

Aunque podria haber una excepcidn en Streptomyces thermoautotrophicus (Ribbe et al., 1997), el
complejo nitrogenasa es homdlogo en todas las bacterias capaces de llevar a cabo la fijacién de N, y esta
formado por dos componentes proteicos denominados dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa
(Georgiadis et al., 1992; Kim y Rees, 1992). La dinitrogenasa contiene Fe y Mo y es un heterotetramero
compuesto por dos subunidades a y dos B, determinadas por los genes nifD y nifK respectivamente, que
contiene un centro P [Feg-S;] (del inglés P-cluster) y un cofactor de Fe-Mo por cada dimero af (Figura
1.15) (Rubio y Ludden, 2005, 2008). La dinitrogenasa reductasa, por su parte, es un dimero compuesto
por dos subunidades idénticas, determinadas por el gen nifH, con un centro [Fe;-S;], que media la
transferencia, dependiente de ATP, de electrones procedentes de donadores como la ferredoxina o la
flavodoxina al centro P de cada dimero af de la dinitrogenasa, la cual une N, mediante el cofactor de
Fe-Mo y cataliza su reduccién a NH; (Figura 1.15) (Rubio y Ludden, 2005, 2008). Esta reduccion va
acompafiada de una reduccién concomitante de protones a H, catalizada por el mismo complejo
enzimatico (Fay, 1992), lo cual supone para la célula un gasto de energia y poder reductor que
disminuye la eficiencia del proceso de fijacion de N,. Esta energia y poder reductor consumidos se
pueden recuperar parcialmente por la accion de la enzima hidrogenasa, determinada por los genes hupl
y hupS (Tamagnini et al., 2002), que cataliza la siguiente reaccién:

H,———— 2H +2¢
Hidrogenasa

Los electrones resultantes de esta reaccidn se dirigen a las cadenas de transporte de electrones
respiratoria y fotosintética, permitiendo regenerar ATP y poder reductor, ademds de ayudar a mantener
los niveles microdxicos del heterocisto mediante la reduccién de oxigeno asociada a la respiracion
(Houchins, 1984; Spiller y Shanmugam, 1987).

El primer organismo diazotréfico en el que se estudiaron los genes nif de fijacién de N, fue Klebsiella
pneumaniae, que posee un agrupamiento génico con 20 genes nif, niffHDKTYENXUSVWZMFLABQ, que
esta organizado en varias unidades transcripcionales. Sin embargo, este agrupamiento génico es mas
simple en K. pneumoniae que en otros organismos modelo utilizados para estudiar la fijacién de N,,



ter vinelandii {Rubic v Ludden, 2008 En clanchacterias, ademids de los genss

nitrogenass, pifH, nifD v nfK, gue se han ceracierizado en diversas asilrpes, en
identificado olros genes necesarios parz el proceso de facidn de nfir
L. En Anoboena sp. BCL 7120 v Synechococcus sp. RF-1se h
lizados en un solo agrupamiento v organizados en & unidades transcripcionales: nifBFdui-
nifHDK, nifEN, nifii-orf2, nif-hesh-hesB v foH {Haselkorn v Bulkems, 159

ro et ¢l., 2001}, En Angboeng sp. PCC 7220 s2 han encontrads ademss, en

tos genes nifV, nifZ y nifT (B8hime, %}.

pleio enzimatico de fa nitrogenass es exiremadament

m
L%
m
o3
in
£
m
m
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E
|
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£y
3
M
1
¢
“
=)

Ez'reversmiemente. fes ciznobacierias han desarroiia

egias para proteger la maguinaria de fijacidn de nitrdgene no sdio fre

E

én frente &l gue se genera intracelularmente como resuitade de iz fotosing

nismos van desde Hevar 3 cabo la filacidn sélo en ambientas andadces ¢ microdxicos, haste iz

temporal o aspaclal de los procesos de fijacidn de nity
v, 1982: Gallon, 1992; Flores v Herrerg, 3994;., Lz estrateg

de heterocistos es la separacidn temporal de los dos procesos iSﬁ:ewari s Lex, 1970; Huang

; Reade ef gf,, 1998; Misra v Tull, 2000}, expresando |z aciividad nit

realizandeo {a fotosintesis oxigénica cuando se axponen 2 I v
clencbacterias filamentosas, como las de los géneros Nostor o Angbaeng, 12 s
gz estos dos procesos Incornpatibles se lleva 3 i

. Ce L‘;E{emc‘iswsp cemias espec?aiizaéas en [z filaclén de nlirdgene gue presentan una
nim

iz creacidén v el manie [
7 el mmcémam%es@m de la nHrogenass {véase &l ag&aﬁzaa’z 1.3.3}. El desarrolio de los

seistos puede haber regresentado una solucién ancestral al camblo gue supuss [a aparicién de una

by

atmdsfers dulca como pm:ﬁum’:s de g fotosintesis cianobacteriang {'mmEf;ar tet mﬁ, 2008}, Por olra paris,

desconocidos pare realizar simultdneamente ambos procesos, va gue filzn dinitrdgens '“e@"f’“bsca mente

pericdos de lluminacidn pere no desarrolian heterocistos (Fay, 1592; Flores v MHerrers, 15%94;
Bergman 27 gl, 1997; 5taly Zehr, 2008

ﬂ)
Q
it}

3 cianchacterias se dan varias reacciones por las gue el amorio podria ser incorporad
ongdos. Las enzimas que catalizan estas reaccionses son v glutaming sintetass {GS

ng
vy algunas deshidrogenasas de aminoédcidos como Iz alaning deshidrogenass

hidrogenasa v 1a glutamato deshidrogenass (GDH} {Lugue v Forchhammer, 20081 §
esp tres se consideran importanties para asimilar amonio, Iz ©e ls alaning deshidrogenasa,

P

& aminacién reductive de piruvete generande &lg {Rowell v '§€8WE£“E, 1575; Masl

Fo,

giutamato deshidrogeneasa {Meeks et of, 1278}, que cat
o Ghy, v el ciclo de iz glutaming sintetasa v iz glutamato sintass { GAT),

8

ecuencial de ambas enzimas, 2 una molécule de Glu neio por mmecsia de amonio

homas et gf, 1877 Sin embargo, en las clanobacterias, tanto el amonio rasultants de iz

M; como el procedents del medio externe o de g reduccidn de nitrato se incorporz 2

czrhbonados principaimente z través del ciclo G5-GOGAT (Wok et gf, 1975; Meeks ef ¢f,
rerg ef ol., 2001), el cual constituye Iz conexidn entre el metaholismo del carbono v el del

2

i, En este ciclo, ef primer paso lo realizs [ enzime G%, gue caislizs 'z amidacidn dependiente de

[ s ]

& molécula de glutamato para former una melécuia de glutaming, misntras gue
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i fas cianchacterias la ruts GS-GOGAT representa fa vz principal de asimilacidn de amonio

deshidrogenass v i3 glutamato deshidrogenass fambién pusden contribul

-l

algunas estirpes, habiéndose detectado en Angbaeng varichills produccidn de [PNiAl

[y
m

" cuande se inactiva lz ruta GS-GOGAT (Wolk ef i, 1975; Meeks ef gi, 1877; Meaeks ef

cdas, 235 clanobacterias

[

hecho, [z actividad AlaDH se ha detectade en muchas, aunagt

[34]
w3

o)
ladas {Nellson v Doudoraff, 1973; Rowell vy Steweart, 1575, ravisado en Flores v Herrerg, 1584}, Por
rie, {2 actividad GDH es muy baja, o incluse indetecizhle, en muchss clanobacterias (Hoare ef ¢f,

b

son ¥ Doudoroff, 1973} Sin embarge, en Synechocystis sp. POC 6303 se he deteciado actividad
lorencio et oi., 1987; Chéavez v Candau, 1891}, habiéndose descritc que esta cianobacteria hace
en condiclones de crecimienic estacionario, ademds de suponer una ventzja nars el

en presencia de amonio {Chévez et ol,, 1989; Murc-Pastor et ¢, 2005).

5. Regulacidn de ks asimilacidn del nitrézens en clanobacterias.

ol por nirdgens a5 un fendmeno ampliaments observade en microorganismes ¥ consiste en
E”é;ﬁi”&&?éﬁ de iias wias de asimilacidn de aﬁgwac fuentes de n%’sré;‘:@m cuande se

983 En [z mev

S iulas, v su dispont

5

ina la represidn de muchos genes W;pf:“aws en la asimiiznidn de fuentss de

tores v Herrere, 15%4; Herrero et of, 2001}, Como consecuencia, actividades como, por

ansporte de nitrato, presentan niveles basales en presercia de amonic. Parz gue iz

amonic tengs lugar es necesaria lz incorporacidn de 4ile 2 esgueleios carbonados

P

: &l ciclo GS-GOGAT (Stewart v Rowell, 1975; Herrero ef g, 1981}, por lo que, mas qu
Frop

1]
a2

nrasencia de amonio extracelular, el Indicador del astade nitrogenade celular debe ser un metaboliz

()

refacionade con dicho ciclo (Flores v Herrerg, 1994). Concretamentes, se ha identificado &l

Iz moléculze sefial que indica el estado g"z_-mcges'sad@ o & balance Cf% de la célule

er, 1999; Murco-Pastor et gl, 2001; Forchhammer, 2004; Harrere 2 , 2004 Lugue v
v, 2008}, cuya sintesis depende de Iz fijacién de CO, v su consumo de [z operacidn def ciclo

T, Dado gue en las ¢lancbacterias ef ciclo de Krelis asté incompleto al caracer de iz actividad

2-0G deshidy sr’ezma, la principal funcidn del 2-0G es iz de proporcionsr e esgueleto carbonado pars

e amonic mediante g viz G5-GOGAT [Stanier v Cohen-Bazire, 1877; Lugue v Forchhammer,

, en une sltuacidn de deficiencla de nitrdgenc, cabe esperar gue gl 2-0C sz scumule en e
r, lo cual se ha observade de hacho en clansbacterias uniceulares v flamentosas (Mure-

ol., 200%; Laurent et af., Z008). En Anabgeng sp. PCC 7120 se he descriio ¢
logo no metzbo zzanie gel 2-0G mspar“ &l proceso e diferenclacién d
g

lo gue confirma i3 Tmphcac én del 2-0G, v no de metabolito: derivados

zacidn del estado nitrogenzdo de iz célula

ciertas, el control por nitrégenc estd mediado pe
es un regulador transcripcional perienecienie a la

los factores de transcriped

&P o CAP idel Erzg cAMP Receplor Protein o Coteholite Activator Protein, respectivamente)
es of efemplo mejor conocids. El gen nicA se ¢lond nor primers vez de Synechococcus sp. PLC
ea-Palas ef afl, 1880}, ﬁaméz’adose compronado posteriormente gl 85 UN Zen muy Conservado

2 H

bucian universal en las clanobacterias {Frizs ef of, 1993; Herrevo ef g, 2001

N 1 -
MIcA ligva g

cebo el control globzl del metabolismo del niirdgeno mediante Iz resulacién de la expresidn de
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zn dos estados, uno inactive en presenciz de amonic v obvo gctivo en su susencig, de

Lo ok

@ la actividad de iz protefna Nich se modulase en funcidn de iz disponibilided de nitrdgenn

wo divects o indirectamente al balance /N de (a3 célulzs. Ls acumulacidn de 2-06 an <!
de las células como consecuencia de iz deficlencia de s*z?%:;*i:gem comnbinade pusde sar
ga por Nich €Vézquez~8@;’mﬁdez ef g, 2003; Laurent et gl 2005}, habiéndose descrifo gue gl

o 2l medic externo estimuls Iz expresidn de genss v actividades reguladss por Mig

as de Synechococcus sp. PCC 7942 v Anabaeng sg. PCC 7120 que expresan la |

m
oy

e E. coff {Li et af, 2003; Vézguez-Bermuidez et of., 2003, Se ha comprobade gu
A por muchos gromotores regulados sumenta en prasencia ¢
Synechococcus sp. PCC 7942 (Vizouez-Bermddez, 2000; Tand

{2h}. Ademas, e 2-0G se reguiere para gue tenga lugsr
002; Valladares et gl., 2008) v, de hecho, para la formacdn

activados por Mich (Valladares er of, 2008). Sin embarg.
r uns interaccidn directa del 2-0G con NicA,

heterocistos {Fgura .01 v Figura - 1.13) son células diferenciadas & Térming con multiples
g, tanto estructurales como funcionzles, con respecto a las célulzs vegetativas del filamento.

a fliacién de nitrégeno atmosférico en ambientes oxicos, v en

1553 (Fay et ¢l., 1968; Murry et of, 1584; Bergman et of,, 1988, Eihzl y Walk, 1993). Entre astas
ncaminadas en su mavyorfz 2 orear un amblente microdxice necesario pars k2 proteccién y
8

mo del compleje de la nitrogenass, destaca

,».,

1] iz presenciz de envuelis
pidos gue dificuiten [z difusién de gases, entre elios =l oxigeno, (2] Iz carencia de

s

fotosisterna li, gue es el responsable de fz fololisis del sgua v Iz consigulente emisidn de
expres?cn de la actividad hidrogenasa de consumo par

& recuperar encrgla v poder
idrogene producide de forma concomitante con amonio por el complejo de 2

4% la existencla de actividades enziméticas gue protegen frante g esnecies reactivas de

oxigens, (3] una alta tase respiratorie que ayuda a eliminar el oxigeno gue atn mdiera enirar desde ef
rerior v {G) 1z propls expresidn del complejo enzimético de la nitrogenssa ! gel

Staly Krumbein, 1985, 1987; Wolk el ¢l., 1994; Herrero et of.,, 2004

istos se diferencian en respuestz a la deficienciz de nitrdyane combinads en el medio

43Y, zungue exisian indicaciones de gue cambios en Is luz o la tamperatura también pusden
su formacidn (Wolk, 2000 En muchas de las cianobacterias formadoras de heterocisios se

v patrén de desarrclio unidimensiona!l en el que los heterovistos se disponen de forma

slar, cads 10-15 céiulas vegsiativas, 2 lo largo del fllamento, vando fugar & un

-

r compuesto por dos tipos celulares interdependientes {(Figura ?

5 s

to dizzotréfico esie pairdn se mantiene mediante {8 formacidn
s

&

aproximadaments equidistantes entre dos heterocistos ya existentes

icidn flogenética de las clanchacterias, la stpuests antigledad el proc

cistos v ias interacciones célula-cédlulz que se establecen duranin e

sste sistema un modelo de estudio muy interesante {Golden v Yoan, 1

0,

erccistos no fueron las primeras células diferenciades gue aparecieran en la Tierra. Se podria

» gue Clostridium sp. va presentaba la capacidad de ssporular, v guizés las clanchacterias

deszrroliado con anteriorvidad la capacidad de formar aguinelos. 3in embargo, una difers:

que mientras que &l papel de las esporas, aguinetos v oiras células latentss es
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mantener la supervivencia de células individuales hasta que se den unas condiciones de temperatura y
nutricion adecuadas para el crecimiento, el de los heterocistos consiste en proporcionar de forma
inmediata un nutriente necesario para las células del filamento (Wolk et al., 1994). La relacién con las
células vegetativas es mutualista, de forma que los heterocistos proporcionan a éstas nitrégeno fijado,
mientras que las células vegetativas llevan a cabo la fijacién fotosintética del CO, y proporcionan a los
heterocistos compuestos reducidos de carbono.

1.3.3.1. Estructura de los heterocistos.

El proceso de diferenciaciéon de los heterocistos implica profundos cambios estructurales de las
células (Wolk et al., 1994). Estos cambios incluyen la deposicion de una envuelta multicapa por fuera de
la membrana externa, la formacidn de una unidn estrecha entre el heterocisto y las células adyacentes y
la reordenacién del sistema de membranas intracitoplasmatico (Figura 1.16A) (Fay, 1992). La envuelta
del heterocisto estd constituida por dos capas (Figura 1.16B). La mas interna es una capa laminada
compuesta por glucolipidos especificos del heterocisto, que consisten en derivados de hexosas con
largas cadenas de polihidroxialcoholes (Bryce et al., 1972; Winkenbach et al., 1972; Fay, 1992). Esta
capa, que rodea al heterocisto excepto por las zonas de unién con las células vegetativas, representa
una barrera frente a la difusion de gases. Por su parte, la capa mas externa es homogénea y estd
formada por polisacaridos especificos, coincidiendo la composicidn de polisacaridos de esta capa con la
de los aquinetos (Wolk, 1996). Esta capa constituye probablemente una barrera de proteccién frente a
dafios fisicos de la capa de glucolipidos (Cardemil y Wolk, 1979; Murry y Wolk, 1989).

A Heterocisto

Granulos de
cianoficina Carboxisoma

Tilacoides -

Figura 1.16. Estructura de los heterocistos de Anabaena sp. PCC 7120. A, fotografia al microscopio electrénico de un
filamento de Anabaena sp. PCC 7120 en el que se observa un heterocisto terminal y la zona de unién entre el heterocisto y
la célula vegetativa adyacente (septo), la zona del granulo polar de cianoficina, perdido durante la preparacién de la
muestra, y las membranas intracitoplasmdticas (tilaciodes) (imagen cortesia de |. Maldener). B, fotografia al microscopio
electrénico que muestra un detalle de la envuelta del heterocisto donde se indica la localizacién de las membranas externa
(ME) e interna (MP), la capa de peptidoglicano (PG), la capa laminada de glucolipidos (GL) y la capa homogénea de
polisacdridos (PS). El amplio espacio entre la ME y la GL es un artefacto consecuencia del proceso de deshidratacién
durante la preparacién de la muestra. Imagen tomada de Flores et al. (2006).

La envuelta del heterocisto, y especialmente la capa de glucolipidos, varia su grosor en respuesta a la
concentracién extracelular de oxigeno (Kangatharalingam et al., 1992). Sin embargo, esta envuelta debe
tener el grado de permeabilidad dptimo para permitir la entrada en la célula de una cantidad de N,
suficientemente alta para que pueda ser reducido por la nitrogenasa y de O, suficientemente baja para
que pueda ser consumido por la actividad respiratoria, de forma que éste se pueda mantener a niveles
intracelulares minimos (Walsby, 1985). También para minimizar la difusion de oxigeno al interior de los
heterocistos, la zona de contacto entre éstos y las células vegetativas se reduce a un septo muy estrecho
al lado del cual la deposicidn de la envuelta da lugar a la formacién de una especie de «cuello» o canal
(Lang y Fay, 1971; Giddings y Staehelin, 1978, 1981). Alternativamente, se ha propuesto que la pared del
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caracteriza por exprasarse a zito nivel en los proheterooistos Yoon v {

n polipéptide de 17 amincdcidos que parece tener un efecte ind
5

o, mesm gue su susencia produce e formacidn de heterocistos e cadena v is adicidn al m

IS €
£,

del mismo {PatSs, RGEGR! inhike la diferenciacidn. Por su Eﬁa?fze. el m
izs células del flamento deficientes en nitrdgens pondrian en funcionemiento si
nidad para adoulrir nulrienies de las células scmas,. o gus

s primeras (Wolk, 198S, 2000L

puadan producirse los primeros estadios de iz diferenciacién se regulere Iz participacidn
{1s]

nscripcional Nitcd, descﬁm anteriormente, v de HelB, gue es el primer fag

cidn positive especifice del desarrollo de los heterocistos {Bulkema v Haseike:m-y 19%1a, b; Blacket
zh, 1983; Khudyakov v Golden, 2004}, Ambos reguladores presentan ura dependencia
exprasian (Muro-Pastor ef of, 2002Z). La accidn de Nieh no sdlo se requiare al iniclo del procese de

cizcidn, sino también durante el resto de los astadios del desarrolle v para el funcionamianio del

rocisio maduro. Este reguerimianic se debe al papel de NichA come activador franscripclons! de

genes tanto estructurales como reguladorss cuyos productos participan e &l proceso de diferenciacidn
] tsmo del heterocisto {(Herrero et gl., 2004}, Los genes activados por Nick no tienen por
qué ser @3132 {ficos de los heterodistos, va gue algunos se activan La“mré en las células vegeiativas en

= deficiencia de nitrédgenc combinadeo, como ocurre con el zen ginA. Por su paris
czulz positivaments, expresdndose 2 un nivel basal en presencia de amonio o niirate 2

L,\)t.

ripidaments en condicionas de deficienciz de nitrdgenc {Hull
Black et ol :*'3*223} Se desconoce el mecanismo de accidn de HetR, pero o v

| DMA, uniéndose 3 su propic promotor v 2 las regionss promoiorss

mmstm temprana dependiente de Nich es hetC, cuys produ

& tipo ABC [Khudvakov y Wolk, 1997; Murg-Pasior ef of,, 185

rante el procesc de maduracidn tienes lugar iz sintesls de [z envuslie del heterocls
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s2 expresan ios genes hetll, holB (hethd), hglCD v hglE, que podrian estar implicade
biosintasis de los glucolipides de iz envuelia {Black v Wolk, 1984; Lambelct ef of, 1996; Bauer ef ol

et of., 1997; revisado en Wolk, 2000; Callahan v Bulkema, 2001}, asf como e operdn

H

s genes gl v hgdD, gue podrian mediar la exporiacidn de dichos glucolipidos o de
& ¥oarguLd, o § = 4!

2 su deposicion (Black ef ¢f, 1985; Fledler ef ¢l., 1998; Fledler ef oL, 200%;

os genes heph, neﬁﬁ hepC o hepK se expresan famiién en un estadio intermeadio
o v estén implicados en la biosintesis v deposicidn de los polisacaridos de la envuelia (Wolk et
by Wotlk, 1950; Wolk et of,, 1993; Zhu et ¢/, 1928; Walk ¢ ., 1998; revisado en Wolk
los de los zgrupamientos coxZ v cox3, que delarminan las oxidaszs terminales

especificas de los haterocistos (Valladares ef of., 2003; Valladares et gf, 2007}

fina! del deszrrollo de los heterocistos, une vez gue la en

roduce iz sintasis de las protefnas necesarias para e func

stz efaps se produce bz expresicn de los genes estructursles
dna especifica de los heterocisios if&‘xﬁ} {BShme vy Hasalkom

gue determina Iz glucosa-6-fosfaio deshidrogensss, snzime clave de

ostato [Summers et gl., 1995; Weolk, 1988}, o hupls, que determinan [ hidrogen

de los heterocistos (Carrasco ef gl., 1985).
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odcidos como Iz argining, Iz gluteming v la asparaging pu

>

de nitrégenc por algunas estirpes de clanobacterias (Nellson v Lar
2%, Sin emnbarge, a diferencis de fo gue ocurre en entercbacterias v oty

n ser ricos en amincédides, esta funcidn no es gensral &n clarol

fuente de niirdgenc, Iz estirpe en cuestién debe poseer no sdio ias enzimas

para su metabolizacién, sing también un sisteme de fransporie que garantice Iz adecuads
ntracelular del aminoécido.

:

nte iz utilizaciin de amincécidos marcadoes radiactivamente se hi demosirade {2 capacid

&
o)
€3
£
I

irznsporie de amincécidos neutros de distintas dancbkacterias, incluyenco esthrpes unlceluiares come

chocystis sp. PCC 6803 v Synechococeus sp. PCC 7942, filamentesas no formadoras de helteracisio

onoboeng sp. PCC 6303 v filameniosas formadoras de heterogist
boeno variabilis (ATCC 28413 o PLC 7937), Nostoo sp. BCC
p. BCC 7801 v Fischerslle muscicole UTEX 1828 {Labarre ef ol ¢

obtencién de mutantes resistantes a diversos andlogos téxicos e aminodcidos ha p

2 capacidad de trensporie & una o mas permessas, segln of caso. Mientras gue en |

m

14:]

25 estirpes estudiadas se ha encontrade un Gnico sistema de fransporie para am%mécida

, 1987}, en Anobaeng sp. PCC 7120 se he cescritc s

eu;,

encminados N-1 y Nl Los dos sistemas son permessas de alia

gs solapantes, pero no idénticas. Fl sistema N- es @ responsaiie del transporie de Gy, Ley,
s amincacidos Alg, Asn, Gin, Met, Sery Thr se frensportan por ambos

. Los mutenies de Angbgeng sp. PCC 7120 qgue carecen de los sis
n afectados en ol crecimiento diazotréfice {Monlesinos et gl 19%}
2 estirpe s capaz de transportar Gin, Glu {Flores v Murc-Pastor, 1588 v Phe

& han determinade los parémeiros cmé“’csms corvesnondlentes, obieniéndose

W, 0,5 mi v 6,7 ub, respectivamenta.

de Anaboeng variobilis, Nostoc sp. PCC 7413 v Colothrix sy, PCC 7804, los mulantes de

T

de aminoécidos neutros estdn ligeramente sfectados taibién en el transporie

d
o8 &cidos v basices. De hecho, como ve se ha mencionsdo, en general los sistemas de

de aminoécidos de clancbacterias no presentan un alto grade de especificidad, resuliands

unto extremc en el caso de Pseudanoboena sp. PCC 6303, gue presenta un sisteme de transporie
o5 gue hz de considerarse como ung permeass generel de amincdcidos cepaz de

iminoécidos bésicos, dcidos v neutros. En el caso de Synechocoocus sp. PCC 7342, €f sistama
minodcidos neutras sf ruesira una clerta especificidad nara aminodcidos no polares,
ia Phe (Montesinos et of,, 1957} En Angbaeng variaghil's, ademas, se ha demasirade
fransporter Leu, en un proceso dependienie de energla, con une K de 20,8 1M (Thisl,

nte se ha caracierizado el sisterna Nat {del inglés Nebira! Amino aclid
Synechocystis sp. PCC 6803, perteneciente a fa familis HAAT de los transportadoras de fipo ABC (véase
rtado 1.2.3.2}, gue es capaz de Iransportar amincicidos con diferentes propledades guimicas. Esta
portz aminoacidos neutros, His v Gln con alta afinidad (Quintere ef of, 2004}, perone
sicos v Glu {Labarre ef o/, 1887}, v esid constituldo por @ menos 5 genes distribuidos
en ef genoma, [os cuales determinan dos proteinas de uridn de ATP [Nath
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s de transporte de Glu v Asp encontradas en clancbacterias fllamentosas formadoras
son, cuando se ensayan @ baje concentracion de sustraie, menores gue las actividades

H 3

de amincécidos neutros ¢ bisicos {E&.ﬁo”‘zws nos et g, 1957, Ancboenc sp. PCC 7120
a

(; elevada parz el transporte de amincécidos dcidos {Flores v Muro-Pastor, 1988,

3

valores de V. 500 similares a los exhibidos parz el transporie de aminodcidos neutro

:

fontasinos ef of, 1885). Bl efecio limitade gue produce [z

:

céluiz schre el transporte de Asp v Glu v ilos d

[s}]

tos cinélicos (K alta) sugieren gue esiz
fera ser de tipo pasivo. Pseudangbaeng sp. BCC 6803 presents, sin embarge, un sistema

{ para el transporte de Asp v Glu, ademas del sistema general de amincdcidos comentado

rie (Montesinos ef of., 1957). For Oltime, en Angbaoenc variabilis se ha descrito [a axis

ias de transporte pars ef Gly, uno de mavor afinidad gue musastre una K de 100 vl v oire

idad con una K de L4 mM {Chapman v Meeks, 1983). Synechocystls sp. PO
r Glu, pere no Asp. Ls aclividad

k3 Z

s dependlente de Na ', “ab%em@se identificado dos permeszsas responsables d
i, un transportador secundario de tipo monocomponents, v GrABC (811102,
ctivamente], una permeasa de iipo TRAR-T en la que GUrd v GiIr8 corresponden a ias

ralas de membrana v GirC & la proteing peripldsmica de unidn de sustrato {Quintero e
?“ embafgc}, iz actividad conjunta de las dos permeasas represenia sdic un 80% de iz
transporte de Glu de Synechacysils sp. PCC 6803, de modo que en ests clancbacteris debs
menss oiro sisterna depandiente de Ne' para el iransoorte de esia aminoicide [Quinters 2t af,,

3

%e ha establecio un pagel fisiolégico de los sistemas de transporte de aminoacidos neulros, qus
se ha viste estdn amplamente distribuides en las clancbacierias, en g recugei’aciém ée
dos hidrofébicos que se plerden de las célules, probablement: ffust

descariar la exporiacidn activa. Asi, los mutantes de transporie

de clanobacterfas acumulan cdertos aminodcidos

z su incapacidad para recuperarios una ver que ést
rg astos aminodcidos se encuentran slemore I Als, Ia Wal, lz Phe, la ley
f; 1895, 1997). En Svn echmw&éfﬁ sp. PCC 6803 se hy

ma MNat, puesto gue, suncues pobre, Ia Pro puede servilr

ciancbacteria {Quinterc et of, 2001). En ef case de los sistemas e transporte de aminedcides
gee el pame% fisioldgico es el de trensgortar amineacidos que puedan servir come fuante
wio Ancboeng sp. PCL 7120

‘s sp. PCC 6803 pueden crecer utliizandeo Arg como Unice fuente de nitrdgeno (Flores v

r, 1980; Herrero y Flores, 1990, Por otra parie, se desconoce ef papnel gue puedan
ar los sistemas de transporte de aminoicidos 2cidos en |

dasey

ogiz de las estirpes gue los

Wi
T
@
wh

Anchbgeno sp. PCC 7120 se he propussto gue loo sistemss de transports de

ener aigdn papel en Iz nutricién nitrogenada del filamento en

.

cirédficas, puesto gue algunos mutanies espontdneos de estos sistemas de t

fectados especificamente en [a capacidad de crecimiento a expersas del ﬂi‘ti’ﬁ}g~é.
1955).

=N

3inos ef gf.,

.
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Introduccion

asimilacion primaria de NH, ocurre principalmente a través de la GS, paro la relevancia de la AlaDH
puede aumentar con la disponibilidad de nitrégeno (Rowell y Stewart, 1975). La K,, para NH," de Ia
AlaDH, aunque es variable dependiendo del pH al que tiene lugar la reaccién, siempre es superior
(>8 mM) a la que presenta la GS (1 mM en A. cyclindrica y 20 pM en Anabaena sp. PCC 7120)
(Dharmawardene et al., 1973; Orr y Haselkorn, 1981). Dado que la AlaDH también funciona en el sentido
desaminante de la reaccion, es posible que pueda desempefiar un papel significativo en el catabolismo
de Ala en condiciones de deficiencia de nitrégeno y, posiblemente también de carbono, al permitir una
ruta para la sintesis de dos compuestos metabdlicos clave, NH," y piruvato (Rowell y Stewart, 1975). En
resumen, la asimilacion de amonio a través de esta enzima puede ser importante en cultivos con un
exceso de nitrégeno disponible, mientras que la actividad desaminante de la enzima puede ser
importante en condiciones de deficiencia de nitrégeno (Rowell y Stewart, 1975).

Figura 1.17. Ensamblaje de un hexdmero de la alanina deshidrogenasa de Phormidium lapideum. La representacion del
hexamero se muestra desde una vista inferior, con tres subunidades a cada uno de los dos lados. Figura tomada de Baker
et al. (1998).

En Synechococcus sp. PCC 7942, la AlaDH tiene un importante papel 2n la degradacion de Ala en
condiciones de deficiencia de nitrégeno combinado, siendo importante también en la adpatacién de las
células a estas condiciones (Lahmi et al., 2006). Generalmente, la degradacién de proteinas es un
aspecto importante de la adaptacion a la limitacién de nutrientes, dado que permite el reciclaje de
aminodcidos para la sintesis de novo de proteinas durante la deficiencia. La composicidon de aminoacidos
de las proteinas degradadas no coincide necesariamente con los aminoacidos que se necesitan para la
produccién de nuevas proteinas, por lo que se hace esencial el catabolismo de los aminodcidos para una
adaptacién adecuada al estrés nutricional (Lahmi et al., 2006). Asi, la desaminacién de la Ala por accién
de la AlaDH, produciendo NH," y piruvato, puede proporcionar a las células una fuente de nitrégeno en
condiciones de deficiencia. Aunque varias transaminasas podrian ayudar a las células a metabolizar la
Ala, la acumulacidn de este aminodacido cuando se inactiva el gen a/d {AlaDH) indica que esta enzima
tiene un papel central en su degradacidn. Una degradacidn alterada de este aminoacido puede impedir
la formacion en el momento adecuado de proteinas especificas y, por lo tanto, afectar a algunas de las
respuestas a la adaptacién de nitrégeno (Lahmi et al., 2006). Asi pues, en Synechococcus sp. PCC 7942
esta enzima desempefia un importante papel en la movilizacién de fuentes de nitrégeno en condiciones
de deficiencia de nitrégeno combinado, siendo clave también en la modulacién de la degradaciéon de los
ficobilisomas especificamente en estas condiciones (Lahmi et al., 2006). Se ha sugerido asimismo que
una concentracidn elevada de Ala interfiere en las funciones celulares que modulan las respuestas a la
adaptacidn de nitrégeno (Lahmi et al., 2006).
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1.6. Objetivos de este trabajo.

El objetivo que nos planteamos al comienzo de este trabajo fue la caracterizacion de los sistemas de
transporte de aminodacidos en la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120, asi como el estudio de la
implicacién de los mismos en la transferencia de nitrégeno entre las células vegetativas y 10s
heterocistos y la identificacién de metabolitos utilizados como portadores de nitrégeno en dicha
transferencia.

Parte de los resultados de este trabajo ya han sido recogidos en las siguientes publicaciones:

Picossi, S., Montesinos, M. L., Pernil, R., Lichtlé, C., Herrero, A. y Flores, E. (2005) ABC-type neutral

amino acid permease N-1 is required for optimal diazotrophic growth and is repressed in the heterocysts
of Anabaena sp. strain PCC 7120. Mol. Microbiol. 57: 1582-1592

Pernil, R., Picossi, S., Mariscal, V., Herrero, A. y Flores, E. (2008) ABC-type amino acid uptake
transporters Bgt and N-1l of Anabaena sp. strain PCC 7120 share an ATPase subunit and are expressed in
vegetative cells and heterocysts. Mol. Microbiol. 67: 1067-1080
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2. MATERIALES Y METODOS



Maoterioles y Métodos |

Fstirpes empleadas.

uttlizade como material bicldgico de estudio iz ciancbacteria Arabaene sp.
£ sp.) PCC 7120 [ATCC 27893}, pertenssienie 3 iz g

sccion W de i

rhy

ca propuesta por Rosmarie Rippka (Rigpka et al., 1978). Esta es una cianobacteria

rmadora de heterocisios, sutdirofa obligads, cuyo genomes tlene up tamafio de 7.2 Mb.
se han utilizado estirpes mutantes derlvadas de esta clanabacteris, generadas o

rpes mutanies derivades de Aroboeng sp. PCC 7120 vtilizadss en este i bajo.

Genotipg Resistencia 2 antihidticos Referencls

enerodas en este trobajo

hetR S17ON Sin resistencia Bulkerna v Haselkorn, 18512
natAnC. 83 Sm So Montesings, 1997
natCC.83 Smsp WMontasings, 1997
notBaC.S3 Sm Sp Plcassi, 2002
bgtBaC.K3 ' M Picossi, 2003
et SI7IN notdnCS3 3mSp Picossi et of., 2008

Est eelos e este troboj )

c aifd342::pRLA24 fm

o ali281 1 pRi4Z24 Nm

o alf2912:pRLA2E Nm

LS alr2556pRL424 Mm

& ir3027:pC5VE SmSp

5 olr30Z7:pRIAZ4 N

C aird166::0CsV3 o ) Sm Sp

CE oird166:pRLAZE Nm
alrd2670pC8Y3 Sm Sp
ali1284:pTSV3 Sm Sp
aif3628:pCiV3 S Sp

o] gird164:pR1I424 ' Nm -

5 notBrCS3 alr4164mpRI424 Sm Sp Nim

8 naiAnC.S3 alrd266:pRLA2E S Sp Wm

L8 rczM”C S3 olrd167: pRLAZE : Sm Sp Nm

st A157-gfpnplSy3 © SmSp

s ﬁir&é’?«g}pnpm% bgtBaCK3 Sm Sp N

5 alré167-gfp: pCSV3E alrd166:pRLAZS Sm 5o Nm

Z olr23550pCsV3 SmSp

CER2E Heth SITON ofr2355:pTSV3 . Sm Sp

o

aidas las estirpes de Ancbaene sp. empleadas en este trabajo se cultiveban fotoautoirdficarnente en

snes axénicas en medio BGL1, {Ripoks et ¢l, 1579}, el cusl consta g2 Na,CC;3 0,2 mM, Mgsl. 0,3
; 0,24 mb, KGHPO, 0,2 mb, écido cfirico 28,5 uh, citrato férrics amdnice (17% Fe) 6 mg/é,
A Z,4 UM, HiBO, 46 ub, Mndh 81 uM, Ng,MoG, 1,6 uM, Zn30, 0.8 ul, CusS0, 03 uM v Coll,

Este medio se utilizaba para cultives en condiciones diazotrdficas.

Los medics de cultivo se preparaban a partlr de un concentrade (100 gue contenfz todos los
s

¥
excenio LHPO,, gue se afladiz gl medic antes de proceder 2 su esterilizacidn. Como

égc o combinado se podia afiadir NaNGC, & uns concentracidn
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Elulas,

tzs células de los cultlvos de Anoboeng sp. se recoglan, dependiorndo del volumen de cul
; aemperaf:ura zmbiente en una centrifugadnra Megofuge 1.0 {Heraeus

e 1-10 min, pera vollimenes entre 5 vy 100 mE, o gara volimenes mavores,

entrifugacidn 2 temperatura amblente o a4 °Cen ung cenf:mfua:;sé@;’a Ayanti™ f-
B | =

-(

rzando ef rotor JLA 18.250 2 5.400 g durante 5 *m“,

z

ser concentradas en vollimenes inferiores g 1,5 mé, se ‘e"‘t‘*”*’ ugaban 2 14100 g =

inblente en una microcentrifugs Eppendorf MiniSpin plus © an una centrifugs Eppendorf
elo 5402 65415 R 2 16.100ga 4 °C.

lemeniades con una fuente de

Iz utilizads para su cultlvo previo, las céiilas se recoglan medianie

n gl menos 2 veces con fampdn o medic {resco carenie de nitrdgenc
BG11.C v se resuspendian en of tampdn o los nuevns medios a Iz concantracidn

en este trabajo v las caracterfsticas mé: relevantes de sus genotipos

as de B, coff utiiizadas en este trebalo.

Genotipe Referencia
£ supEdd AllaciZYA-argFiU169 IQ&biacZAMI5Y hdsR1 7 [r"m’) recAl Hanahan, 1983
endAL gyrASE (Nal') #hi-I refdl an, w2es

-

Murray et of., 1877

) FECASE troR5E

wEM hsgSZ0 {rs e ) recALS aro-14 prof2 locYl golk2 rpst20 (5%}
syl mitf-1 mer leuBe Z‘?;H-i &lgpt-proA)s2 AlmerC-mer)

?’ 1Al foc-3 o lacVl goll2 galT2Z2 supEds supFs8 metB8l hedfis14

Bover v Roulland-Dussolx, 2869
¥

iciones de cultive.

estirpes de E. coff utllizadas seo cultivaban en medio rico Lurla-Bert

i2Cl a 10 g-€™, bactotriptonz a 10 g4 y extracto de levadurz a 5 gl

1988 la preparacién de medio sélido, el medio LB se suplementabs con agar al 1,5% (p/v), v tanio
sl me ido como el sélido se esteriiizaban en autoclave.

de los culitvos liquides se uiilizaban tubos de 10 mé de capsiidad conteniendo 3-3 mé de
ban en agitadores orbitales 2 200 rpm v 37 °C. Lot cultivos an medio blido

e Petri v se Incubaban 2 37 °C.

ompetentes DHSw eran preparadas por & Dr. José Enrd
del Centro de Invest] gsomes Clentificas (sla de la Cartuja

i
5
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tampdn. Los ensayos se realizeban 2 30 °C con uz blanca pmceaema: de Eém;}aras fluorescentes,
. El ensavo se inicieba meclande L mé de suspensidn oz helerocistas {conteniendo
ge proteina) con 100 ué de unez disclucién en tampdn Tricna-NaOH 25 mi (m-% 8,1} del

lo para el c:;ue se guerla determinar kz actividad de fransporie @ una concantrs

f"}
(ﬁ)~
o
3.
18]
b

}w +3
:‘w

nsaw v se procediz como en los ensayos con filamenios enterss. Como bianco
radiactividad retenids por unz suspensidn de heterocdistos hervidos procesados de s

Cr

cultivadas en medio lguido BGi1 o BG1L, suplementado con los antihidticos
nies en el caso de los mutantes, se recogian v isvaban con sampdn Tricna-NalH 25 mh

{m] ndica en el apartado 2.1.1.4, v se rasuspendian en gl mismoe tampdn. Los ensayos se
flevaban g 2bo 3 30 °C en tubos colocados en un bafio de paredes transparentes para permitir iz
o de los mismos con luz blanca procedente de | mpams flucsrescentes, 200 uEm s . E

da Chbm2™ con
are} g diferentes
conceniraciones en ampc’m Tr%c%na-fx%a@%-& 25 mbh (pH &i}; queo‘aﬂda g 0,64, 44, 84 y B
lumen total de reaccidn era de 0,7 & 1 mé y e tlempo de incubacién era

N

g 1, 3 v 10 min muesiras de 200 & 300 uf, respeciivaments, cue se procesaban

:

sayos de transporte de aminodcidos.

ensavos de compelencia se empleaban céiules cultivacas en medio Hguld

T,

nentado con los antibidticos cmrespoad%emes en el caso de fas estirpes mutantes, v los ensavo

wy

feveban a cabo mezclando 870 uf de suspensidn celular {conteniendo 3-10 ug de Chlmé
. \ ; . 1 .

- v R 34 - 5 - o
255 uf de une disclucidn de [2 Cipxz’w&%c {23-28 uChumol™; GE Hesithcare! 1.765 uM en fampédn
] H mhd [pH 8,1}, guedando en el ensayo a 50 ubt. Ademads, se afladian 4,5 uf de tTampdn

b {(pH 8,1} con un &cido carbowfiice no radizctive 3 concentraciones de 10 mM vy

guedando a S0y 500 uM en efen sagfc respectivamente. Por olr: partes, también se lleveron
o5 snsayos mezclando 3,3 mE de suspensidn ce-%‘uiav {contenierio 2-10 {
Sty st 2 5 s t smpel 4
e yne disolucidn de [1- C;{“ ato 123 -28 1 C%@,;me} . GE Healthoare] 1.

uedando en ef ensavo 2 5 ub, afiadiende, ademds, 18,5 uf de tampdn
onteniende un acido carboxfiico no radiaciive & concentract
ik en el ensave, respeciivamente. Los 4cid

o

el de co mpetencia eran piruvato sédico, 2-oxe-3-metivaleralo s

Z-oxolutirate sédico, Z-oxoisovalerato sédico {SEgm&Aidmiﬂ
. En todos los casos se iniclaba el ensave por adiclén de izs éimas en ditimo lugar. El

3

volumen totel de reaceidn erz de 900 ud 4 3,32 m8 v el Hlempo de incubacidn era de 10 min, toméndose

2 1, 3y 10 min muestras de 250 48 & 1 mé, respeciivaments,

tivadas en frascos de 1 2 con 900 m¥ de medic BG1I1C {suplemeniade con antibidticos en
el casp de las astirpes mutantes) se recoglan v laveban por fltracidn con medio BG11.0 como se indica
gn el 2.2.1.4, v se utilizeban pars inccular frascos de 14 con 900 mé de medio 36113& tue se
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Materiofes v Bidtodos |

]

analizaban medianie cromatografla lfguids de alta pres'én [(HPLC, dal inglés High-

ufd Chromatogrophyl.

muestras de [os medios exiracelulares mediante HPLC fu
Parelo, del Servicio de Cromatografia del Instiu
Iz delerminacidn de aminocdcideos, se ulllizd un mélode

ismos con fenilisotiocianato (PICT) (Heinrikson v Meredith, 1984),
rimarias v secundarias generando un derlvade feniltfocarbamil qus absorbe

o

n 40 & 100 uf de cada muestra, gue se mezclsban con 80 uf de Iz

‘etanclzguastrietanclamingPITC, 72411 se incubaba 2 temperaturz amblenie duranis
ba bq}t} un flujo de gas M, Como paso fingl, !

g, de tampdn fostato sddico 4 mb {pH

Yy

nte se myecmhaﬂ en un sistema de HPELC Waoters™ .0 Module 1 plus [Waters) ¢
igh Technologies America), eguipados con urs bomba gue permite hacer
tor autométice v un detector de shsorbancla. La ssparacidn se resiizaba
n cartucho de acerc en fase reverss, LiChroCART™ (o de 2

de uneg precolumneg de 3,9 mm x 4.0 om reliens del misme materisl Parz iz carrers se
las sigufentes disoluciones: soivente &, tampdn acetalo sddico 70 mM {pH 6,35 v acetonitrile

@

sa%wen-"te 8, acatonitrilo al 50% [v/v). Se utilizaba un gradients tipo 7 (Waters LC Module |

m
=
Ty
i
£y
oy
=
O
3

5]

@
amente convexn, o un gradiente discontinuo {Hitachi £

]

rzr el aparato se utilizabs unz mezelz de aminodcidos de composicldn v concentracidn

conocidas (disoiucidn esténdar de aminodcidos AA-5-18 de Sigma). Los c:mf"*atcgmmas gsme?ams por gf
42 ) i 32 ¥ A
naiizaban utilizande los programas informéticos Milleniuny ¢ 4.00 [Waters™ LC Module |

i Elife™ 2017 (Hitachi LaChrom Elte®). Los aminoacidos detectables mediante est
metado eran Asp, Glu, Gln, Asn, Ser, Giy, His, Thr, Alg, Arg, Pro, Tyr, Val, Met, Cys, lle, Lay, Phevy L

vf,
@

5z siguld el método descrito por Higer et of. [1983) con algunas modificaciones. Se partfa de cultives
de 500-900 mfé en medio BG1IC gaseados con alre:C0, (8%:1). Unsa vez que hablen zlcanzado la fase
exponencial de crecimiento (3-5 pg de Chin ng™), las células se recogfan mediante filtracién (véase e

apariade 2.2.0.4), se lavaban v se incubaban en medio sin nitrdgenc combinado gassendo con alre:(O,

18 h, momento en el gue se chserveba lz presenciz de haterocistos maduros con una

£
o3
¥
[§¢

rencia aproximada de 1 heterocisio por cada 10-15 células vegelativas. Entonces, los filamentos se
cidn {ve&se gl spartado 2.1.1.4) v 3¢ %'ewspenman en 10-15 mé de un tampdn d
: imidazol 50 mw* {pH 7,5) v EDTA 0,5 mbl. Posteriormonie, i saswevzsxéw

iclos de rotura en una prenss de French (SLM-AMINGG] 3 3.000 p

et §

2 200 g v 4 °C durante 10 min en una centrifugadora Avanti™ S-25 o

> (Beckman f‘cméi"m*” utilizande ef rotor JA-25.50. Mediante este progedi

e

las células vegetativas de los heterocistos, guadando

sobrenadante v ios segundcs en el precipitado. Para obtener una susperns

oitado con los heterocistos se resuspendles en of mismo fampén v se laveba
tras veces, centrigugando a 2@8 gy 4 °C durante 10 min. £l pellet oblenide finalmente se resypendia en

55
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{Chi] de las suspensiones celularas se determib

mente en axtractos metandlicos {(Mackinney, 1941} Un volumen de suspansidn celular de 50-200

i

un méaxime de 60 ug de Chl, se mezclabs con 1 m€ re metanct en un tubo ds

ocantrifugs v, tras agitacidn vigorosa durante I min, Iz suspensidn resulta

€3
o
if.

g durante 1 min. Lz contentracidn de Chl en el sobrenadanie se estim
wtincidn &€ = 74,46 mg~
ulas gue conilene 1 w

sraidos utilizados en este trabzaio se relacionan en iz Tebla 2.3,

semidos utllizados en este rabaje.

Resistencla’ Caracterfsticas relevantes Referenciz

Blasinldos no generodes en este trobefo
pCSEL2L Ag Plésmide gue cantiene une fusién treduccional mEch- -gfe enire Olmedo-Verd et of, 2008
fos sitios o 1y Pst | del vactor piC20R.

5
¢
i
R
o
3
)
£%)

Plésmide derivade del vector pRLICY (Eihal v Wall, 1888k}, en Virginie Rodrigusz,
ef que ef gen de resistenciz 2 Ap ha sido escindido con Dra 1y sin publicar
reemplazado por ja casete de resistencls C83.

An YVactor empleade pars la clonacidn de fragmentos de DA Promegs
generados mediante PCR,

f8e Wector empleado pars [z clonacién de productos de PCH. ~ Promegs

A Yector empleado pars la clonacidn de productos de PCR. Dominion

Zm Km Wector para la seleccidn positiva de pldsmides recombirantes, Elhal y Wolk, 1988b

ApTe Fldsmide conjugativo de amplic espactro, derlvado de P4, Eihat v Woll, 1988z

capzz de movilizar plésmidos derivados de ColEl

pRieZ om Derivado de ColK portador de mob v genes de metilasas
sitlos Ava [, Eco47 Il {isoesquizémero de Ave v EroT2l |
{isoesguizdmero de Avg Hi).

e 54
&
i
o
&,
%]
h
0
[}
3
(s
]

Plasmidos generades en este trabajo

pCSRL Ap Fragmento interno de lz GRF afé@%? cfcnads an el vaciar
pGEM-T. .

plSRE fted Fragmento interno de la ORF &/i2912 clonade en &l veciar
pGER-T, .

nCSRa A ragmenic interng de la ORF ofr2536 donado en el vecior
BGEM-T.

plSHS Ap : Fragmento interno de la ORF a/r3027 clonado en &l vector

’ PGEMET.

pCSRE Ap _ Fragmento interno de la ORF gfr4166 clonado én ef vecior
pGEM-T. .

pCEREL Sm Sr ' Fragmento BomH | del plésmido pCSHS clonado en ef vertor

-pCSV3 digsrido con BamH |
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rCSR1Z Sm Sp Fragmento Bomt [ del pldsmide pCSRE clonade en el vecior

wCSY3 digeride con Bomt

[#)

nCSRLZ Km Fragmento SomH | del pldsmido pCSR1 clonado en &l vector
pRLEZ4 digerido con Bomi L

pCERLS Km Fragmento BamH | del plésmido pCSR3 clonado en el veclor
pRLAZ4 digerido con BomH L

pCSR1E Km Fragmentc Bamt | del pldsmids pCSRE clonade en el vector

pRLAZ4 digerido con BamH L

pCSRLY Km Fragmenie BamH | del plésmido pC8R4 clonado en el vector
pRLAZ4 digerido con BamH L

nCSR18 Km Fragmento BamH | del pldsmide pCSRS clonade en e vecior
pRLAZE cigerido con BQM‘r i

oCSR20 Ap Fragments interno de lz OFF ali2911 clonzdo en el veclor

aCSR24 Km

pCSR3S Ap

pC3R3G Ap Fragmento internc de la ORF oil1284 clonado en &l vector
nGEM-T Easy.

pC3R3S Km Fragmento Bamt | del pldsmido pCSR3S clonade en el vactor
pRLAZ4 digerido con BamH 1

pCSR43 Sm Sp Fragmento BomH | del plédsmido pCSR2E clonado en el vector
pT8V3 digerido con BamH L

nCSREL SmSp Fragmente Bomb | del plésmide pCSR36 clonade en el vector
pCSY3 digeride con Bamb L

pCSRAT Ap Fragmento internc de lz ORF ¢//3028 clonzdo en el vecior
pGEEM-T Easy.

wCSR5L Ap Fragmentec Interno de la ORF 0/r4164 clonado en el vactor

oG E?\/—i Zasy.

pC3R3E SmSp Trﬂgmew*s err:f-f i :ée% pldsmido pCSRAT clonado en el vector

pCSRE0 Km Fragmento BomH | del pldsmido pCSR51 clonado en el vector
pRLA24 digerido con BamH L

pCSR7C A ORF olr4167 clonada en el vector pMBL-T,

o(SRY3 Ap Fragmenic Co i-FcoR V dal plésmido pC8RY O donedo an gl

g:sE smido pCSELZL digerido con o -EoR V.

T3
™
%
=
j}
[1+)
n
B
[74]
3
i

Fragmento EcoR | del plédsmido pCSR73 clonado ent orientacidn
ersa Con resuecto & ie casete C.82 del wector pCSVSE,
digerido con FcoRk L.

nCSREC Ap Fragmento Interno de la ORF afr2355 donado en & vector
nBL-T

el SmSe Fragmento BamH [ del plésmidop clonzdo an el ve

CSREE SmSp Fragmento Bami [ del pldamide £5R8 fonado en el vecior

) pCeV3 digerido con BamB 1L
"Reslstencia a los antibiSticos indicados.

)

Para el alslamiento de DNA plasmidico 2 neguefia escala sz empled o mélodo basado en g Hsis

linz de las células {(Sambrock et of., 1989; Samb
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2 o [pH 4,87}, se homogenizebs sgitendo suavemenie con los tubeos boca abaio, se
5 min y se centrifugaba 2 4°C

un tubc Emplc v ss

Ll wivr y ”ﬁesmes otra con 1
celones mediante centrifugacidn s temperatura ambi

¢ muestras (16,100 g, 15-20 min, 4 °C}, =l precipitado

secaba en un flule de aire duranie 20-30 m%n v se resuspendfa en 15-30 u¥ de agus desionizzda de altzs
] s-HO 10 mM v EDTA G2 mM [pH 81

are ef aislamiento de DNA plasmidico de alta calidad, utilizado pars sacuenciacién, se empleabs 2

teme comerclal NucleoSpin® Plasmid {Macherey-Nagel}, el cusl estd baszado también en la iislis alealing

s, siguiendo las instrucciones del fabricante.

=

iento de DNA fotal de clanobacterias.

otal de Anaboena sp. se aisiabs sigulendo el método descrlie p

tuias gz*sce dentes de 25-30 mé de cultivo se recoglan mediante cenirt
Tris-HCH 10 mM [pH 8,0] v EDTA 0,1 mM]. & la suspensidn celular v
ffan 150 pd de -»Be&*éas de vidrio {$,25-0,30 mm de didmetro, previamen:
. v esteriiizadas a 180 °CL, 20 pf de SDS 2l 10% (pfv) >

*ciemf’m’m@ {1:1; vivl. La mezcla resuitante se sometia 2 4-8 ciclos de agitacidn con vériex durante

$

incubacién en hislo durants 1 min. Postericrmente, el lisado se certrifugaba 2 16.100 g durante
s el solrenadante resultantes se sometia 2 extracciones sucesivas con 1 volumen de fengl,

“ 2

fenolcloraformo (1:1; v/v), dos veces, v finglmente 1 volumen de cloroformo, separéndose

las las extracciones mediante centrifugacidn {16.100 g, min, &
F

tz fase acuosz final se preciplaban mediante a adicidn Je 2,5 volimenes de etanol
h, =20 °C) v §,1 voldmenes de acetato sédico 3 M {pH 5,2 v posterior cantrifugacidn 2
17

La concenfracidn de DNA de las muestras se estimesbz por comperacién con muesiras de
zcién conocida. Parz elio, slfcuctas de la muasira problems o ¢z diluciones de 2z misma se

fomms =y @l
{ :

A
o3
=
0
3
3}
ot
[

@
0

ase ¢l apartado sigulente],

ciroforesis en un gel de agarasa con bromure de etidic (vé
trén de tamafic v carga una cantidad conocids de DA del ?ago A wg@%s con iz

ar de tamafic comercial DNA Molecular Weight

ge fragmentos de DNA se reslizaba mediante electroforesis en geles de agarosa

ook ef of, 1989 preparados en tampén TRE (Tris-borato 90 mhi vy EDTA 2 mM [pH 8,01} diluido af

Lz conceniracicn de agarcsa de los geles varizba entre 0,6% v ia}'/:% infv), dependiendo del rango
de los fragmentos gue se guisieran resolver. Las mussiras gua contenfan BNA se trataban

{concentracién final 0,05 pgud’) antes de ser sometidas a electroforesis, v se

¥y
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Parz ezi@f_ el gei‘ se sumem’a en una disolucién de HCI 0,25 |

vetes con agus destilada vy, a cmtmuacsm, el DNA se tfanaeria por capilaridad a la membrana de nailon

nes alcalings durante 12-15 h usando come vehlculo de trensferendls una disolucién de
MzDH 2 0,4 N. Terminads Iz transferencie, la membrene se lavabs con SSPE 2w [véase ol spartado

(.:f-‘l
G
&
)
]
e
[
w
(i3]
[

lejaba secar para permitlr la fijacidn del DHA,

Y

con sondas radiactivas del DNA filado a filires de nallon se levaba a ¢

3

prehibridacidn e hibridacidn compuesta de SSPE 5x, disolucidn Den
2.‘.2‘

z

v DNA de esperma de salmén o arengue desnaturalizado 2 100 ygmé™

u =
l'l)
(]
14y
ke
@
3
D

turalizabe previamente mediante incubacidn & 100 °C duranie 5 min, seguldo de un enfriamienio
inmediato en hielo durante 3 min. Las disoluciones de partida ulllizadas eran SSPE 20x, cue consiaba de
@OHMHZPG@ C,ZM (pH 7, L) yEDTAC0Z M ép%«% 7,4}, v Denhardt 100, que contenfs ficel
winlipirrolidona soluble 2l 2% (pfv) v BSA Fraccidn v al 2% [n/v].

1

¢ de nzllon con e DNA fllado se sometllz g uns prehibridac
g, tras lo cual se zRadia [z sonda do DNA marcada rad

graviamente desnaturalizads a 100 °C durante 5 min \f enfrizzla inmedistamente en hiclo

de las dreas radiactivas en los filtros se realizzban mediante

2

an un detector hidimensiona! de paﬁ:r"cu%as B Instantimager {Packard} ¢

;

lisis de imdgenas

ge fragmentos de DNA mediante Iz reaccidn en cadens de la

s Polymerase Choln Beoction) se reslizaba en un termociclador

reaccidn se Hevabe a cabe en un volumen final de 25-80 48, en una mezcl: gue contenia 1-5 ng de DNA
g ™

‘e, cada dNTP 3 concentracién G2 mM, 20-50 pmol de cads cebador v

limerase con su tampdn correspondiente {Takiz 2.4). Como molde para 'z amplificadt

. gentmico aislado de Angbaeng sp. o el DNA plasmidico ehienide de £ coff, segu
casw. El resuliado de lz reaccion se anafizaba en geles de agarcsa segin se describe en & apariado

£l programa ulilizado reallzabe 30-40 ciclos de los sigulentes proc : desnaturalizacidn del DNA

-

i6n durante 1L min g 35 °C, alinsamiento de los cebadoras con 2l DNA moelde durante 1 min

2 85 °C {D\A polimerasa Tag) & ES “{: g@%ﬁ noilmerasz de Thermus og faacrgfg v

C durante un tlempo varfable segiin iz velocidad de eiensidn de lz enzima u a
fragmento a amplificar. Este conjunto de ciclos iba precedido de une Incubacién a 85 °C

miny finalizaba con una cubacidn g 72 °C durenie 40

-
o4
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Tabls 2.4, Descripeidn de las DNA polimerssas utilizedas en esie rabaje.

DNA polimerass Unidades f peon . .
orton a2 e Tarapdn {1 Ulempe de extensidn
suministrader; Rasecidn

DNA polimerasa Tag 1,25-2.5 NHa)280, 16,8 mv, Tris-HCI 67 mM {pH 8,8, 15 sk~ de DNA

{Coviral}

ONA polimerasa de
e ar +
Thnermus aouaticus

Desconocide T
Twaen-Z

uem 208 0,1%y

'C 2*’?}2‘%{ ol 83

MgCl 2 mM
|, HCHE0 mM, MgCh 1,8 mM,

2l 0,004%, galatina &l C,012%

90 s-kb ™ de DNA

"Pregaracién ne comerciz

{Engelke ef of., 183G

Mambre

Secuancia (%5 37

ail0342-7120-1
a;’OséZ-?"EC pA

momom om0

ali3028-7126-1

2il3028-7120-2
all3028-7120-3
2li3028-7120-4

alr41e4-7120-2
L164-7120-2

2ird166-Ti20-1

?r4-166 Fi20-2

EEATLECTT GAC
GAAG GTT ACAGGC

GEATCC CCT T
GEATEL GGTTAT
GEAT

CAATACCCT CAT GGC

CCATGATAG TGG CAG

TECCAG MC CGAATAGLGGCAG

CITCCAGCTETE GEALCTG AL
GCA COA ATG AGC AAC ACC
GEATCCCCAAGCGTT CCT GATTTG

GEATCC GTATGT TECAGCTET GLT AC
GEATCC GGACTT TIG ACACCCCAT AC
GEATCCGCCATT TCT AAA GCT TTACGE
CETCCATGCAGG ATACATC
CTITCCCTG CEBCCTA AG

GEATCC TG TEE ART GTG GTCATAC
GEATCCGTT AGCTICTACAGT CGC LG
GGT GCAGAA ACCGTT GCC
CATTAACCCGAT TCCAGG CG

CCT CTAGRAGTT CCCTCC

GTCAGGE GTT GET AGT TG

GEATCL GCAGTC CAG AGT TAG TAG

EEATCCCTCTCECGTCCTAGTACC

CCACARATALC

GCAAGTGETC

GCG TET AAG GTT TCCAC

SGEATCE GUT AACGCT ACT TG CCG
GEATCCCCALCCTAAAGCLAATC
GEATCCGTE GTG GACTIG CTT TAGC

GEATCC GET ASTATCGCAGACTIGGE
CACACT GEGCTTATGAATG G

GCA RAG CCA AAG GGT GG
GEATCCGCC GTATIC ATE TAG ATG
EEATCC GCATCT CCTCTA GCAACG

GEATCC CATATG GCE TAA AGT

Fnd ond
GEC

GEATCC GTTTCAALT TET LCA Cu

rA-r COCITCTACTTIT

TAGG

GCG ATAGTAGAG MG 7T
EZ@A TLC CAATCETGG AGA AGT TET GG
GEATCCCCACTACCATIGTCATACC
CAT GTCCTC CAAGET GTTAS

SCT GATTCG ACT AGG

TGAC

CAG GTATAG CCCGTT (G

CAC GTA CAT ACA CCAGAG

CAG AGA CAACTAATC GAT TAAGTE BATC
GITTEATAT CGACGRATCT GTG
CAAGAATIG GGACAATCICC

I
]
a
[+3)
£2
1)
Ln

ecuencia se indica en negrits v subrava

dz a diana Introducida.
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icadas por PCR. ias muesiras se envisban al
z Secugen S.L. {{f Ramire de Maeztu 3, 28040

=]

7.9.1. Restriccidn del DNA.

b
g

lonucleasas de restriccidn empleadas en esie irabzjo fueron suminisiradas por New England

o Amersham, v se utilizaban de acuerde con las Instruco
siriccldn de pldsmidos se llevaban s calbbo 2 la temperaturs recomendads {generaimente
un tlempe veriable {2-15 horas) y se detenfan medianie Incubacidn de 2 mezcls de

°C durante 10 min g, para enzimas termoestables, mediant

e
volumen de fenol:icdoroformo {1:1; vV} v posterior precipitacidn dei
£
13

hsehito fric {1 h, =20 °C) v 0,1 volimenss de acetato s@dice 3 14

al de Anobgenc sp. para andlisis de Southern [véase el zpariado 2.8.8) =c

cako con tiempos de mcubaﬂ i9n prolongados (12-15 b}, empleando en general cantidades de
inferiores a 20 U-ug™ de DNA. Las restricciones de pldsmides « preparaciones de DNA total
an RNA se lievaban 2 cabo en presencia de 1 g de RNasa £ da pancress hovino {Roche)

5

g tratada como se describe en Sambrook v Russell (2001} para destrulr

=

asz contaminanie,

ncidn de mepas de restriccidn, el DNA se sometla z

das, v los fragmentos cbtenidos se visuzlizaban mediante elad
apariado 2.8.4). Slempre gue ara posible, se haclz uso de aque%%z-

sonocidas focglizadas asimétricamente.

2.8.8.2. Desfosforilacidn del DNA.

cién mediante desfosforiiacion de los grupoes fosfato de los sxiremos 5

liaveba a cabo con of fin de eviter la religacidn del vector cuando se querfa e
nable. Para elic, una ver digerido &l vector con ias enzimas de restriccién

zdecuadss, & Inactivadas éstas segin se describe en ef apartado anterior, ¢ DNA se Incubabs durante 30

unz disclucién contenlendo Tris-acefaio 10 mM [pH 8,0}, acetaio mawnésica 10 miv vy

) ‘?:ésics 50 mi con 1 U de fosfaiase slealing de intestino de teners [Amersha
y b {oH 8,51 v MgClh 5 md con 1 U de fosfatasa a?ca%ma de gamba {Rochel, t
2

s

tra unidad de enzima en los dos casos v se incubsbea 2 37 °C dursnte otros 30 min. En

casas iz reaccldn se detenfa incubande 2 65 °C durante 20 min, sungue para inactivar correctamente e

2

testing de ternera se afiadiz ademds EDTA 18 mM. La preparacidn obtenida se

B
m

: eleciroforesis en un gel de agarcsa v &l plésmideo linearizado se purificabs como se descrl

Los extremas de los distintos fregmentos de DNA generados Tras resiviccidn {y desfosforilacidn o
o con el ﬂ'agrmm Kienow en su u&SG} se E;*ga‘man mediante ur tratamiento con la Hgasa de

§

!

&

93]
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volumen de 10-15 pé a 15 °C durante 12-15 h, utilizando el tampdn 10x suministrado por el fabricante, o
a temperatura ambiente durante 3-5 h utilizando el tampdn rdpido 2x (Promega), o bien a 20-22 °C
durante 3-5 h (Dominion), segun las instrucciones de cada fabricante. Las moléculas producidas
mediante esta reaccidn se utilizaban para transformar células de E. coli DH5a.

2.8.9.4. Marcaje radiactivo de sondas de DNA.

Los fragmentos de DNA utilizados como sonda para andlisis de Scuthern se generaban por digestidn
de vectores con el inserto de interés utilizando enzimas de restriccion y se marcaban utilizando el juego
de reactivos Ready-to-Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham). Este procedimiento se basa en la
extension a partir de cebadores de secuencia aleatoria, suministrando una mezcla de reaccion liofilizada
que contiene dATP, dGTP, dTTP, 4-8 U del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli y una
mezcla de desoxioligorribonucleétidos de secuencia aleatoria. Aproximadamente 25-100 ng de DNA,
previamente desnaturalizado, se incubaban durante 30 min a 37 °C con la mezcla de reaccidn disuelta
en agua desionizada de alta calidad y 25 uCi de [a-*P]dCTP (3.000 Ci-mmol™; Amersham). Los
nucledtidos no incorporados se eliminaban filtrando la muestra a través de una columna de Sephadex
G-50.

2.9. Métodos genéticos.
2.9.1. Vectores para la generacion de mutantes de Anabaena sp. mediante recombinacién simple.

Para la generacion de mutantes de Anabaena sp. PCC 7120 interrumpiendo ORFs de interés mediante
la insercion de DNA exdgeno se procedia, en primer lugar, a la amplificacién mediante PCR de un
fragmento interno de la ORF y a su clonacién en un vector comercial pGEM-T, pGEM-T Easy o pMBL-T.
Posteriormente, cada fragmento se transferia a los vectores pCSV3 o pRL424, que permiten realizar una
seleccidn positiva de plasmidos recombinantes (Elhai y Wolk, 1988b).

A

pGEM-T (Easy)

RL424
pMBL-T P

Figura 2.1. Vectores comerciales pGEM-T, pGEM-T Easy y pMBL-T de clonacién de fragmentos de PCR y pldsmidos pCSV3
y pRLA24 utilizados para generar mutantes por recombinacién simple. A, estructura comun de los vectores comerciales
pGEM-T, pGEM-T Easy y pMBL-T constituida por un gen de resistencia a Ap y el gen lacZ interrumpido por un sitio de
clonacién multiple. B, plasmido pCSV3 constituido por la base 5.A2, que contiene la casete de resistencia C.S3, y el sitio de
clonacién mudltiple con el gen rpoA clonado. C, pldsmido pRL424 formado por la base 5.K3 con el gen npt y el sitio de
clonacién mdltiple con la casete de resistencia C.C1 clonada en él. En B y C se sefialan las dianas de restriccidn presentes
en el sitio de clonacién multiple relevantes en este trabajo.

Los vectores comerciales utilizados para clonar productos de PCR presentan una estructura comun
que esta constituida por un gen de resistencia al antibidtico Ap, que determina una p-lactamasa, y el
gen de la B-galactosidasa (/acZ) interrumpido con un sitio de clonacidn multiple que varia en cada uno
de los vectores empleados (Figura 2.1A; véase el apartado siguiente). Por otra parte, el plasmido pCSV3
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| vecior pRL30S, en el que el gen de resistenciz 2 Ap se he sustituide por iz casele de
3, v contiene un sitio de clonaclén radltiple simétrico en e gue se encuentra
woh, gue no serd de inferds en este trabalo (Figuras 2.18; véase el apariado sigulente). Por u?&’ﬁmnf ai

gen apt, gue determing g enzima neomicing fosfotransferass, de
1

m {empleada para £, coflt v Nm {utilizada pere Angbeeng sp. PCC 77
ién m ﬁ%EUr e siméirico semelante gl del veclor pCSVY3E, ar el que se encuentra clonada

sistencla 3 antibidticos C.C1, de resistencia 2 Om (Figura 2.10; véase ¢l apartads sigulenis

et

Los vectores pCSVE v pRLEZ4 son no replicativos pira Angboerng sp. v contienen
wertida grande gue converge en el sitic de clonacidn mdliiple simétrico. Los pldsmidos

omos grandes no son viables en iz mavyoeriz de las estirpes de £, coll. Sin embarge, s
2r st iz secuencia palindrdmica se interrumpe medianic Iz clonacidn en el sitio de
n fragmento de DNA no palindromico (Ethal v Wolk, 19885].

. coll no son transformables de forme natural, por lo ou

ue adouieran st capacidad. Parz elic se ulllizé e

i Pare Hevar a cabo I transformacién, se mezclaban 50-10

ables, previamente descongeladas en hielo, con 10-15 uf de Iz preparacidn de DNA

transformante. La mezcla se incubaba en hielo durante 15 min, fras lo cuel se sometle 2 un chogue

grrnico mediante Incubacidn & 42 °C durante 90 s, Qespués se mantenia 7 ¢

hielo, se 2fadiz £ mé de medio LB v se Incubsba durante 1 ha 57
10, gs células se sembraban en cales de Petrl gue contenfan medio LB séli-cé@ sugtementado con

Heos adecuadoes. Las frecuencias de transformacidn obt emuas com céluias de izs estirpes de B,

oy HBIOIL eran normalmente de 10°%-107 transformantes- wr de DHA.

entificar mediante ensayeos de complementacidn ¢ transformantas que hubleran Incorporado
s

con inserto derivado de los vectores pGEM-T, pGEM-T Easy o pMBL-T, el medio

abz con 40 pg-mé™ de X-gal {Sambrook ef of, 1989; Sambrook v Russell, 2001). En este

PR P

olonias portadoras de un pldsmido con inserto eran de color 3Zam@, mientras gue las gue

blan recihido un pldsmido sin inserto eran de color azul. En el caso de los plésmidos derivados de los

R P
vactores ol8V3 ¢

G pRLAZ4 sélo crecian las colonlas portadoras de un plsmico con inserto que Interrumpe
cz {Elhal v Wolk, 1588h).

ncla de DNA 2 Anoboeno sp. se realizabs, segin se describe en Elhal v Wolk {1988g),
: conjugacidn con una es‘tzzﬂpe de £, coli que contenfz o plésmido a fransferir ademids del

Tabla 2.3}, Bl pldsmido pRLEZ3 contiens genes ¢

£

riccién Avo |, Avo Iy Avg I {Elhal et of,, 1887). Las meth

5

gl pldsmido & transferlr frente 2 las endonucieasas ds

idsmidos eran movilizados mediante gl Eﬁmsmﬁﬁ"‘ cm‘ag iy

mi de cultivos en fase estacionariz de E. coff ED8ES4 (p

pC8¥ es g @ idsmido & transferir, gue se utifizaban gara inoc

yrante 2,5 h, las células, en fase exponencial c%e crecimis

1, se lavaban dos veces con 10 m@ de LB, v se mezcizbanen t

&5
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bisgueda de pautas ablerias de lectura IORFs, del inglés Open Jeading Frames), localizacidn

=

de restriccidn v traduccidn de secuencias nucleotidicas = secuencias de aminodcidos, asf como

determinacidn de perfiles de hidrofobicidad de proteings, se villizeba el programs DNA Strider,
rire d'Etudes Nuciéaires de Saciay,

ios ol ‘gud&saxm n rezcoiones de PCR se emplesha &l

programa Arz‘zgfgif, disafiade por Bill Engels {Genetics Depariment, Univarsity of Wisconsin, EL.ULLL

£l accase 2 i secuencia complelz del genomse de Angboenag sp. PCC 7120 (Kansko et ol., 2001) se
on iz base de datos CyanoBuse § 2

1. &simisme, también se utilizaron las aplicacionas disponibles en esia
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7L, 1898; Kaneko er ok, 2001} La blsgueda en las hases de detos de secuencias similares g
H F

adas en esie trabsjo se realizaba mediante as aplicaciones FASTA (Pearson v Lipman, 1888) v

t gl, 1950 La prediccidn de |z topoiogie de grotefnas de membranz se llevd z ¢
anGo oS programas de prediccidn de estructuras de protefnas de membrana BSIPRED Server

t of Computer Sclence, University Coliege London, Reino Upide) {McGuffin er ol, 2000},
ne 1.11 {Damvm*e vt of Applled Physics, Nagova University, Jandn} (Hirckawa et af, 1898},

I

iLles et of, 2008} v TMHMM Server 2.0 {Center for Dlological Seguence Analysis,
versity of Denmark, Dinamarca) [Krogh ef ol, 20010 Se utilizabz = programa CLUSTALW?2
oinformatics nstitute, EMBLEBI} {Chenna et ¢, 2003) para ¢! glineamiento de secuencias
prediccidn informatice de la posible localizacidn subcelular e las protefnas se realizaba

ogramas HMMTGP Server {Tusnady v Simon, 1288, 2001, TRIHMM Server 2.0, PSCRTE
005}, v TopPred {von Heling, 1892; Claros y von Heljne, :‘39 combinados con el anélisis
os sefial mediante los programas SignofP (Nielsen ef of., ©997; Bendisen ef ¢f,, 2004} v

N

m‘f 2003). Pare cade proteina analizada se propone (g localizacidén més consistente con
ados oblenidos mediante los diferentes arogramas.

representaciones graficas de Michaslis-Menten de las cinéticas de transports se ut
orograme Origin® Working Model 6.0 (Microcal™ Software), empleands la slguiente ecuacion:




3. RESULTADOS



iz de n%tmgem camnimc&o &8 capaz de a‘esaaa%%ar helorocisios {xﬂmd

2004}, Estz clancbacteria presents una apreciable actividad de
diferentes grupos gufmicos {bdsicos, dcidos, neulros polar
entos incubados con nitrato v en susenciz de nitrdgenc
; Herrero v Flores, 19%0; Xu v McAuley, 1890; Montesings ef of,
transporte de aminoécidos en esta clanchacteriz sea
erfan dos transporizdores actives de amincdcidos neutros,
ificidades solapadas pere no idénticas, dos transportadores de aming
‘ad v ofro pasivo de bala afinidad, v un transporiador de aminoduid
Aontesinos ef gf., 1995). Por oire parts, algunos experimentos de comypet

secidos glutaming v glutemate podrian compartir transporiador (Fo

licados en ef trasiege de moléculas gue tlene lugaren e
tos v las células vegeiativas, pussio gue a gmsc mutantes essontdnsos de transporte de

tanobacteria esteban afectados especificamente en el crecdimiento dizzoirdfico.

i aﬁ’a gue determinadaos aminodcidos sustrato de los sisternas afectados rapreseniarfan
nitrégenc fiado transferidos desde los heterocisios hesia las células vegetativas

7., 1885; Mentesings, 1997 ‘st:@ssi, 2003}, Para ansiizar o
crmecidn sobre af papel fisioldgico del transporte de 2
formadoras de heterccistos, se propuse Iz caracterizacidn de los genes de los
res de amineacidos de Angboeng sp. BLT 7120,

dos tesls doctoraies anteriores de este grupe de nvestigacidn se identificaron v clonaron fos
genas naid, natl v notl de Angboena sp. PCC 7120. Come se ha menclorado en ig Introduccidn, estos

by
genes corresponden 3 elementos del sistema de transporie de aminodeldos neutros N-f, gue a5 de tipo
! que Nata determinarfa uns protelng de unién de ATP, Nail corresponderiz a una proteina

na v NaiB seriz ung proteina peripldsmica de unidn de sustraio (Montesinos, 1857; Plcossi,
enes nold v noiC se encuentiran agmnasﬁas an el cromosoms de Angboeng sp. PCC 712G,

i gen notl no estd agrupado con ningun ofro gen refacicnado funcionalmente (Figure

E‘J

e, en Synechocystis sp. PCC 6803 el sistema de transporie hamdlogo &l transporiador

r sp. PCC 7120, gue se denomineg Nat y ransporta aminoécidos neutros e His, incluye al
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nominadas NatD y NaziE, que determinariazn una segunds proteinz de
P, respectivaments (Montesinos ef of,, 1997; Quintero et ¢f,, 20010

Los genes notd, notC v netB de Anaboeng sp. PCC 7120 se habfan iractivado por Insercidn de iz
casale £.53, de resistanciz 2 ios antibidticos Sm v Sp, generdndose los mutantes CSXED, C3XEZ v U836,
nte {Figurz 3.1) (Maontesinos, 1997; Plcoss!, 2003}, Fsta caselr de resistenciz a antibidiices

¥ -

inzdores de ig transcripeidn en ambos axiremos. Estos mutentes se hablan caracierizade
er cusnio a su capacidad de transporie de aminoécidos, observéndose en los tres casos una actividad

muy reducida para los aminoacidos Gly, Leu, Phe v Bro, mieniras gue [z actividad de
: de 0tros amingdcidos neulros como Alg, Gln v Ser se encontrabs ?’ ctada sélo parclaimente,
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a excepciéon del mutante CSS6, que presentaba una actividad de transporte de Gin similar a la de la
estirpe silvestre. Asimismo, se habia realizado un estudio detallado de la capacidad de crecimiento de
estos mutantes utilizando diferentes fuentes de nitrégeno, habiéndose encontrado que los tres estaban
afectados en el crecimiento diazotrofico, aunque en diferente grado, siendo mayor la deficiencia en el
crecimiento de los mutantes CSX60 y CSX62 que del mutante CSS6 (Montesinos, 1997; Picossi, 2003).

CSX62
Casete C.53

Hind Il Hind Il

asr1049

asr1048

CSX60 1kb

CSS6
Casete C.53

trnS-GCU asr1836

Nhe |

Figura 3.1. Disposicion del agrupamiento génico natCA y del gen natB en el cromosoma de Anabaena sp. PCC 7120 y
localizacién de las mutaciones introducidas en los genes natA, natC y natB. Se indican las localizaciones aproximadas de
los sitios de insercién de la casete de resistencia C.S3. En la estirpe CSX60, la insercidon conlleva la eliminacién de una
porcién del gen.

Por otra parte, se habia observado que mutantes espontdneos de transporte de aminodcidos
neutros se caracterizaban por liberar aminoacidos al medio de cultivo, a diferencia de lo que ocurria en
las cianobacterias silvestres, en las que no se liberaba practicamente ninguin aminoacido. De esta manera,
en cultivos con nitrato como fuente de nitrégeno se encontraban aminodcidos hidrofébicos como Ala,
lle, Leu, Phe y Val, habiéndose propuesto que las permeasas inactivadas podrian emplearse en la estirpe
silvestre para recuperar aminoacidos perdidos al atravesar las membranas celulares debido a su
hidrofobicidad (Labarre et al., 1987; Montesinos et al., 1995, 1997; Montesinos, 1997). Este mismo
fenotipo se observd en los mutantes CSX60 y CSS6 de Anabaena sp. PCC 7120, tanto en medios con
nitrato como carentes de nitrégeno combinado, en los que ademas se encontré Pro, Tyr y Gly, aunque
en menor cantidad (Picossi, 2003). Sin embargo, la liberaciéon de aminoacidos al medio extracelular era
dependiente de la fuente de nitrégeno utilizada, siendo mas elevada en medios carentes de fuente de
nitrégeno combinado que en medios con nitrato. En este sentido, la relacién entre la concentracién de
los aminoacidos en medios de cultivo sin nitrégeno combinado y con nitrato era mas elevada para los
aminoacidos Leu, Pro y Tyr, y menor para lle, Ala, Phe y Val, si bien la Ala era el aminodacido que se
acumulaba en el medio a mayor concentracion (Picossi, 2003). Asi pues, los aminoacidos acumulados en
el medio de las estirpes CSX60 y CSS6 eran precisamente aquéllos para los que el sistema de transporte
N-1 es la via principal de entrada en Anabaena sp. PCC 7120 (Montesinos et al., 1995; Picossi, 2003). En
cuanto a la expresién de los genes natA, natCy natB, se habia determinado que tenia lugar en las células
vegetativas de filamentos cultivados con amonio, nitrato o sin nitrdgeno combinado, pero no en los
heterocistos, y que los genes del agrupamiento génico natCA se cotranscribian (Picossi, 2003).

NatC se predice que sea una proteina transmembrana, por lo que su topologia se analizé mediante
distintos programas de prediccion de estructuras de proteinas de membrana (véase el apartado 2.12 de
Materiales y Métodos). Segun el consenso de las predicciones, esta proteina presentaria 8 segmentos
transmembrana en hélice a, de los que 6 corresponderian a hélices a primarias y 2 a hélices a
secundarias, disponiéndose los dos extremos de la proteina, amino y carboxilo, en el interior celular
(Figura 3.2).
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Figura 3.2. Prediccién de la topologia de la proteina NatC de Anabaena sp. PCC 7120. En la membrana plasmdtica se
representan en azul las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofébicas. Los segmentos
transmembrana se indican en verde oscuro o en verde claro segun constituyan hélices a primarias o secundarias,
respectivamente. En negro se muestran los residuos de aminodcidos hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los
basicos y en rojo los acidos.

Las hélices a transmembrana se pueden clasificar como primarias o secundarias en funcién de si son
capaces de penetrar dentro de la membrana por si mismas o si necesitan ser estabilizadas por medio de
interacciones con el resto de los segmentos transmembrana, respectivamente (Mitaku et al., 1998). Asi,
mientras que las hélices a primarias podrian constituir el armazén de las proteinas de membrana, las
secundarias podrian desempefiar un papel complementario en la estructura terciaria de este tipo de
proteinas, estando también implicadas en su funcion en algunas ocasiones (Mitaku et al., 1998).

3.1.1.1. Actividades de transporte de aminoacidos en las estirpes CSX60, CSX62 y CSS6.

Con el fin de acumular datos de la actividad de transporte de aminodcidos de las estirpes CSX60,
CSX62 y CSS6 que pudieran utilizarse como control de los ensayos de transporte con las estirpes
mutantes generadas en este trabajo, se decidid ensayar de nuevo los mutantes del sistema de
transporte N-I que se habian generado en trabajos anteriores, utilizando como control la estirpe
silvestre Anabaena sp. PCC 7120 (Tabla 3.1). También se analizé la actividad de transporte para otros
aminoacidos no estudiados anteriormente con estas estirpes mutantes, como el Glu en CSX60 y CSX62 y
el Asp y la Phe en CSS6.

Como se esperaba, los tres mutantes analizados mostraban actividades muy bajas de transporte de
Pro, Phe, Leu y Gly, y actividades bajas de Ala y Ser (Figura 3.3). Asimismo, los mutantes CSX60 y CSX62
también estaban afectados en el transporte de Gln e His, aunque la deficiencia en el transporte de Gin
era mas acusada en el mutante de la ATPasa (natA) que en el de la proteina de membrana (natc). Por el
contrario, y a diferencia de los dos mutantes anteriores, el mutante de la proteina periplasmica de unién
de sustrato (natB) presentaba actividades de transporte de His y GIn ligeramente mas elevadas que la
estirpe silvestre (Figura 3.3). Estos datos confirmaban los resultados obtenidos previamente
(Montesinos, 1997; Picossi, 2003). Respecto al transporte de los aminodacidos basicos Arg y Lys, éste era
mas elevado que el de la estirpe silvestre en todos los casos, si bien las diferencias eran mas acusadas en
el caso de la Lys (Figura 3.3). En relacion a los aminodcidos dcidos Asp y Glu, que se ensayaban por
primera vez en algunas de estas estirpes mutantes, el transporte se incrementaba en todas las estirpes
mutantes analizadas, siendo especialmente significativa la actividad de transporte de Glu en el mutante
de la proteina peripldsmica de unién de sustrato NatB. El incremento de la actividad de transporte de

73



74 | Rafael Pernil Garcia

aminoacidos basicos y dcidos en las estirpes CSX60, CSX62 y CSS6 se analizard con mds detalle en
apartados posteriores de Resultados y en Discusidn.

Tabla 3.1. Actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes CSX60, CSX62 y CSS6. Suspensiones celulares de la
estirpe silvestre y de las estirpes mutantes CSX60, CSX62 y CSS6 cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos
en el caso de los mutantes) se incubaron durante 10 min con los [**Claminodcidos que se indican, suministrados a
concentracién 10 uM. Las actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chi)™(10 min}™, como fa media + la
desviacién estdndar de la media de los datos obtenidos en el nimero de ensayos que se muestra entre paréntesis. Para
cada estirpe mutante se indica entre paréntesis el gen inactivado. Los ensayos de transporte de aminodacidos se llevaron a
cabo como se detalla en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividades de transporte de aminodcidos (nmoles:[mg Chi] -[10 min] ™)

Aminodcido CSS6 CSX62 CSX60
B (nat8) (nat€) (natA)
Bdsicos
L-Arg 125 + 1,59 (25) 135+ 8,81 (6) 131+ 18,1(3) 133+8,48 (7)
L-lys 138 + 1,55 (16) 165 + 10,4 (6) 195+ 12,3 (5) 188+ 7,99 (7)
L-His 88,0+ 1,10 (16) 102 £ 3,97 (6) 78,3+1,15(3) 69,8+ 1,47 (7)
Acidos
L-Asp 37,3+0,39(27) 64,1+4,01(7) 70,4+7,63(4) 56,3 +0,47 (25)
L-Glu 10,5+0,12 (25)  25,6+1,28 (6) 18,1+ 1,65 (3) 16,2+1,29 (7)
Neutros polares
L-GIn 99,4 + 0,90 (30) 122 + 4,65 (5) 85,4 +5,68 (3) 76,0+0,53 (22)
L-Ser 218+2,50(10)  55,1+3,53 (5) 60,4 +22,9 (2) 50,8 + 4,45 (6)
Hidrofébicos
Gly 200 + 3,30 (15) 18,1+2,01(S) 8,25+0,28 (2) 17,9+1,62 (6)
L-Ala 192 +1,09 (20) 35,1+3,32(3) 31,5+10,2 (2) 39,3+0,89 (6)
L-Leu 103+0,99 (17) 4,70+£0,33(5) 6,44 + 2,65 (2) 4,74+0,39 (6)
Aromdticos
L-Phe 118 + 1,87 (16) 4,3010,36 (5) 4,88+0,28 (2) 4,18 + 0,23 (6)
Unicos
L-Pro 135+1,99(16)  0,66+0,12 (4) 1,35+ 0,14 (3) 1,57 £0,17 (5)
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Figura 3.3. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes CSX60, CSX62
y €SS6. Las actividades de transporte de las estirpes mutantes se indican como porcentajes respecto de la correspondiente
actividad silvestre. En amarillo se indican actividades del 90-70% respecto de las correspondientes en la estirpe silvestre,
en naranja claro del 70-40%, en naranja oscuro del 40-15% y en rojo del 15-0%. En violeta se indican las actividades de
transporte significativamente superiores a la de la estirpe silvestre, y en azul el resto de actividades que no difieren de

forma significativa de las correspondientes de la estirpe silvestre. Se considera arbitrariamente como alteraciones no
significativas las menores al 10%.
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3.1.1.2. Identificacion e inactivacion de los genes natD y natE.

En el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 (Kaneko et al., 2001) se encuentran dos ORFs, all1284 y
all2912, cuyos productos hipotéticos serian homdélogos, respectivamente, a las proteinas NatD y NatE
del sistema de transporte Nat de Synechocystis sp. PCC 6803 (Quintero et al., 2001), por lo que se
procedi6 a la inactivacion de las mismas mediante la insercién in vitro de DNA exégeno.

La ORF all1284 se dispone en el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 sin formar parte de una unidad
transcripcional con las ORFs que la flanquean (Figura 3.4). Esta ORF tiene un tamaifio de 864 pb vy
determinaria un polipéptido de 288 aminoacidos con un 69% de identidades con la proteina NatD de
Synechocystis sp. PCC 6803 y un 31% con la proteina LivH del transportador de aminodcidos de cadena
lateral ramificada LIV-I de E. coli.

asr1283
| alr1282 > > all1284 alr1285 1286

1kb

Figura 3.4. Disposicién de la ORF all1284 en el cromosoma de Anabaena sp. PCC 7120. Se indica dicha ORF, asi coma las
que la flanquean.

La proteina All1284 podria corresponder a una segunda subunidad de membrana del transportador
N-I de Anabaena sp. PCC 7120, como ocurre con NatD en el sistema de transporte Nat de Synechocystis
sp. PCC 6803. Asi pues, la topologia de esta proteina se analizd mediante distintos programas de
prediccidn de estructuras de proteinas de membrana. Segun el consenso resultante de las predicciones,
la proteina All1284 presentaria 8 segmentos transmembrana en hélice a, de los que 4 corresponderian a
hélices a primarias y los 4 restantes a hélices a secundarias, disponiéndose los dos extremos de la
proteina, amino y carhoxilo, en el interior celular (Figura 3.5).

Citoplasma

Periplasma

Figura 3.5. Prediccion de la topologia del producto de la ORF all1284 de Anabaenc sp. PCC 7120. En la membrana
plasméatica se representan en azul las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofobicas. Los
segmentos transmembrana se indican en verde oscuro o en verde claro seglin constituyan hélices a primarias o
secundarias, respectivamente. En negro se muestran los residuos de aminodcido hidrofdbicos, en naranja los polares, en
azul los basicos y en rojo los dcidos.

Por su parte, la ORF all2912 tiene un tamafio de 741 pb y determinaria una proteina de unién de ATP
de 247 aminodcidos, con un 72% de identidades con la proteina NatE de Synechocystis sp. PCC 6803 y un
45% con la proteina LivF del sistema de transporte de aminodacidos de cadena lateral ramificada LIV-l de
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E. coli. All2912 podria corresponder con una segunda subunidad de unién de ATP en el sistema de
transporte N-I de Anabaena sp. PCC 7120, al igual que ocurre con NatE en el sistema de transporte Nat
de Synechocystis sp. PCC 6803. En esta region del cromosoma de Anabaena sp. PCC 7120 justo después
de @ll2912 se encuentra la ORF ¢//2911 (Figura 3.6), que tiene un tamafio de 1.155 pb y determinaria
una proteina de 385 aminodcidos con un 29% de identidades con el canal de K* dependiente de
glutamato GIuRO de Synechocystis sp. PCC 6803 (Chen et al., 1999). Debido a que la construccidon de la
estirpe mutante en all2912 se llevo a cabo mediante insercion, podria producirse un efecto polar sobre
la expresidon de all2911. Por ello, para poder estudiar el papel de a/l2912, también se generd un mutante
por insercién en ql/2911.

asl2914

1kb

Figura 3.6. Disposicién de las ORFs all2912 y all2911 en el genoma de Anabaena sp. PCC 7120. Se indican dichas ORFs, asi
como otras que las flanquean.

La topologia de All2911 también se analizd mediante distintos programas de prediccion de
estructuras de proteinas de membrana. El consenso de estas predicciones indica que esta proteina
podria estar constituida por 3 hélices a transmembrana, todas ellas primarias, disponiéndose en el
citoplasma el extremo amino y en el espacio peripldsmico el extremo carboxilo (Figura 3.7).

Citoplasma

Periplasma

Figura 3.7. Prediccién de la topologia del producto de la ORF ali2911 de Anabaena sp. PCC 7120. En |la membrana
plasmatica se representan en azul las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofébicas, mientras que
los segmentos transmembrana de la proteina se indican en verde. En negro se muestran los residuos de aminoécido
hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los bésicos y en rojo los acidos.

Para la inactivacién de la ORF a/l1284 se amplificd mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 506 pb, utilizando como molde DNA gendmico de Anabaena sp. PCC 7120 y los oligonucleétidos
all1284-7120-3 y all1284-7120-4, que portan en el extremo 5’ una diana BamH | (véase la Tabla 2.5 de
Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucleétidos). El fragmento de DNA asi obtenido se
clond en el vector pGEM-T Easy, generandose el pldsmido pCSR36, el cual se digirié con la endonucleasa
BamH |, y el fragmento interno resultante de all1284 con los extremos BamH | se clond en el vector
pCSV3 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido pCSR44 (Figura 3.8).
Dicho plasmido se transfirié a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacién, seleccionandose colonias
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resistentes a Sm y Sp, que habrian incorporado la construccidn transferida mediante recombinacién
simple.

asr1283
fha] GIr1282 > B all1284 alr1285 P 4
all1284-71204 B all1284-71203
1kb
pGEM-T Easy Clonacién de un fragmento internode all1284

amplificado porPCR en elvector pGEM-T Easy

pCSR36

(pPGEM-T Easy)

pCsv3 Clonacién del fragmento BarH | en el vector
pCSV3 cortado con BamH |

BamH | / BamH |

Figura 3.8. Representacién esquemdtica de la construccién del plasmido pCSR44 para la inactivacion de all1284. Se
sefialan las dianas de restriccion relevantes, los oligonucledtidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5" en rojo para
indicar la presencia de una diana de restriccion BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada plasmido.

La estructura cromosdmica en la region alterada se analizdé mediante PCR en varios clones
seleccionados resultantes de la conjugacion, utilizando para ello DNA gendmico de las estirpes
analizadas como molde y las parejas de oligonucleétidos all1284-7120-5/all1284-7120-6 y all2912-7120-
3/all2912-7120-4 (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). La primera pareja de
oligonucleétidos produciria una banda de 781 pb en la estirpe silvestre y de 4.828 pb en los clones que
tuvieran insertado en all1284 el plasmido transferido. Dado que esta ultima seria dificil de amplificar
debido a su tamafo, se controlaba la presencia de DNA en las muestras utilizando la segunda pareja de
oligonucleétidos, de la que se esperaba obtener una banda de 691 pb (Figura 3.9). Esta pareja de
oligonucledtidos aparearia con la secuencia de la ORF all2912, localizada en otra regién del genoma.
Estos andlisis permitieron comprobar que la insercién del vector se habia producido correctamente
interrumpiendo la ORF all1284 y que no habia cromosomas silvestres remanentes en el clon seleccionado,
que paso a denominarse estirpe CSR11.
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all1284-71206 > ) all1284-7120-5
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4.828 pb
B
1 2 3 4

* < 781pb
« 691pb

PCC7120 (CSR11

Figura 3.9. Estructura cromosémica de la estirpe CSR11 en la regién all1284. A, regién cromosémica de la estirpe silvestre
y del mutante CSR11 que contiene la ORF all1284. Se indican los oligonucleétidos empleados para el andlisis de la
segregacién mediante PCR y los tamafios esperados para las bandas de las estirpes silvestre y CSR11. B, resultado del
andlisis de PCR para determinar la segregacidn de la estirpe CSR11. En la calle 1 se muestra el marcador de tamafios
utilizado, en las 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando los oligonucleétidos all1284-7120-5/all1284-7120-6
para las estirpes silvestre y mutante (tridngulo verde), respectivamente, y en la 4 el correspondiente a la pareja de
oligonucleétidos de control all2912-7120-3/all2912-7120-4 para la estirpe mutante (tridngulo rojo).

Para la inactivacion de la ORF all2912 se amplificd mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 454 pb, utilizando como melde DNA gendmico de la estirpe silvestre y los oligonucledtidos all2912-
7120-1vy all2912-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccion BamH |
(Figura 3.10; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). Este fragmento de DNA se
clond en el vector pGEM-T, generdndose el plasmido pCSR3, el cual se digirié con la endonucleasa BamH
I, y el fragmento interno de all2912 con los extremos BamH | se clond en el vector pRL424 previamente
digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido pCSR15. El vector pRL424 porta el gen
npt de resistencia a Km (utilizada para E. coli) y Nm (utilizada para Anabaena sp.) y se caracteriza por
carecer de terminadores transcripcionales (Elhai y Wolk, 1988b). Para la inactivacion de la ORF all2911
se amplificdé mediante PCR un fragmento interno de la misma de 566 pb, utilizando para ello DNA
gendmico de la estirpe silvestre y los oligonucledtidos all2911-7120-1 y all2911-7120-2, que contienen
en su extremo 5’ una diana para la enzima de restriccion BamH | (Figura 3.10; véase la Tabla 2.5). Este
fragmento de DNA se clond en el vector pGEM-T Easy, generandose el plasmido pCSR20, el cual se
digirié con la endonucleasa BamH ), y el fragmento interno de 0//2911 con los extremos BamH | se cloné
en el vector pRL424 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido
pCSR24. Los pldsmidos pCSR15 y pCSR24 se transfirieron a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacién
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y se seleccionaron colonias resistentes a Nm, que habrian incorporado la construccion transferida
mediante recombinacién simple.

asl2914
all2911-71202 <L 3 @2l12012-71201
all2911-7120-1 all2912-7120-2
s
T e .
PGEM-T Easy pGEM-T

Clonacién de un fragmento internode

all2912 y otro de ali2911, amplificados

por PCR, en los vectores pGEM-Ty
pGEM-T Easy, respectivamente

(pPGEM-T Easy)

pRLA24 Clonacion de cada fragmentoBamH | en pRL424
el vector pRL424 cortado con BamH |

pCSR15

(pRL424)

Figura 3.10. Representacién esquemdtica de la construccién de los pldsmidos pCSR15 y pCSR24 para la inactivacién de
all2912 y ali2911, respectivamente. Se sefialan las dianas de restriccion relevantes, los oligonucledtidos utilizados
(tridngulos azules con el extremo 5° en rojo para indicar la presencia de una diana de restriccion BamH 1) y, entre
paréntesis, el vector del que deriva cada pldsmido.

Tanto para la inactivacién de all2912 como para la de all2911, la estructura cromosémica en la
region alterada se estudié mediante andlisis de Southern en varios clones seleccionados resultantes de
cada conjugacion. En el caso de la primera ORF, el DNA se digeria con la endonucleasa Ase | y como
sonda se utilizaba el fragmento interno de all2912, obtenido por restriccion con BamH | del plasmido
pCSR3, que se empled para la generacién del mutante (Figura 3.11A). En este analisis se esperaba una
banda de 2,7 kb en la estirpe silvestre y de 5,8 kb en los clones que tuvieran insertado en all2912 el
plasmido transferido (Figura 3.11C). Por otra parte, en el caso de la segunda ORF el DNA se digeria con la
enzima de restriccién Dra | y como sonda se utilizaba el fragmento interno de all2911, obtenido por
restriccién con BamH | del plasmido pCSR20, que se empled para la generacién del mutante (Figura
3.11B). En este andlisis se esperaba una banda de 2,2 kb en la estirpe silvestre y de 5,4 kb en los clones
que tuvieran insertado en all2911 el plasmido transferido (Figura 3.11D). Los andlisis llevados a cabo
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permitieron comprobar que la insercion de los pldsmidos se habfa producido correctamente
interrumpiendo la ORF correspondiente en los clones seleccionados, y que los cromosomas mutantes
resultantes se encontraban completamente segregados para la inactivacién de las ORFs all2912 y
ali2911. Uno de los clones seleccionados de Anabaena sp. con la insercién en la ORF all2912 pasé a
denominarse estirpe CSR5, y otro de los que contenian la insercién en la ORF all2911 se denomind

estirpe CSR4.

PCC 7120

CSR5

Asel

< 4li2910 ]

asl2914

1kb

asl2914

D
PCC7120 CSR5 PCC7120 CSR4

4538k 454kh

<1 2,7kb <22k

Figura 3.11. Andlisis de la estructura cromosémica de las estirpes CSR5 y CSR4 en la regién de las ORFs all2912 y all2911,
respectivamente. A, esquema de la regién genémica de all2912 en la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC 7120 y la estirpe
derivada CSR5. B, esquema de la regidn gendmica de all2911 en las estirpes silvestre y CSR4. En los paneles A y B se indica
la posicién de la parte del pldsmido transferido correspondiente al vector pRL424 en el genoma de las estirpes mutantes,
el fragmento correspondiente a la sonda utilizada en el andlisis de Southern (barra roja), las dianas de restriccion Ase | y
Dra | y el tamaiio de las bandas esperadas de las estirpes silvestre (barras verdes) y mutantes (barras azules). C, anélisis de
Southern de la estructura gendmica y grado de segregacidn del exconjugante CSR5. D, andlisis de Southern de la estructura
gendmica y segregacion del exconjugante CSR4. En los paneles C y D, se indica el tamafio de las bandas detectadas en la
estirpe silvestre (tridngulos verdes) y los mutantes (tridngulos azules).
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Figura 3.12. Representacion esquematica de las actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes CSR11, CSR5
y CSR4. Las actividades de transporte de las estirpes mutantes se presentan como porcentajes respecto de la correspondiente
actividad silvestre en la escala de colores indicada.

Asi pues, el sistema de transporte N-l de Anabaena sp. PCC 7120 estaria constituido por, al menos,
cinco subunidades diferentes, dos de las cuales serian subunidades de unién de ATP, determinadas por
los genes natA y natE, otras dos serfan subunidades transmembrana, determinadas por los genes natCy
natD, y la subunidad restante seria una proteina periplasmica de unidn de sustrato, determinada por el
gen natB. Sin embargo, podrian existir proteinas peripldsmicas de unién de sustrato alternativas, como
ocurre con algunos otros sistemas de transporte de tipo ABC.

3.1.2. Sistema de transporte de aminoacidos basicos Bgt.

Siguiendo con la busqueda de sistemas de transporte de aminoécidos que pudieran tener un papel
en el crecimiento diazotréfico de Anabaena sp. PCC 7120, en este trabajo también se estudid el
transporte de aminodcidos basicos. Como se comenté en el apartado 1.4.2 de Introduccion, esta
cianobacteria presenta dos actividades para el transporte de aminoacidos basicos, siendo una de alta
afinidad y otra de baja afinidad (Herrero y Flores, 1990). No obstante, este estudio se ha centrado sélo
en |la permeasa de alta afinidad de aminoacidos basicos Bgt.

Como se ha mencionado en la Introduccidon, en Synechocystis sp. PCC 6803 el sistema Bgt transporta
aminodcidos basicos y GIn y es de tipo ABC, con la peculiaridad de que el componente de membrana del
sistema y la proteina peripldsmica de unién de sustrato estan fusionados. Esta proteina de fusidn esta
determinada por el gen bgtB, mientras que la proteina de unién de ATP la determina el gen bgtA
(Quintero et al., 2001). En una tesis doctoral anterior de este grupo de investigacion se identifico el gen
bgtB de Anabaena sp. PCC 7120 (Picossi, 2003), el cual no parece estar agrupado con ningun otro gen
relacionado funcionalmente (Figura 3.13). Sin embargo, el gen bgtA no se habia identificado en esta
cianobacteria.
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Figura 3.13, Disposicién del gen bgtB en el cromosoma de Anabaena sp. PCC 7120 y de la casete génica introducida en el
mismo. Se indica la localizacién del gen bgtB con respecto a las ORFs flanqueantes. También se indica el sitio de insercidn
de la casete de resistencia C.K3 y su orientacién en la estirpe mutante CSS8 (Picossi, 2003).

Dado que el gen bgtB de Anabaena sp. PCC 7120 determinaria una proteina con un dominio
transmembrana, ademas del dominio periplasmico de unién de sustrato, la topologia de esta proteina
se analizé mediante distintos programas de prediccion de estructuras de proteinas de membrana. Segun
estas predicciones, |a proteina BgtB presentaria 6 segmentos transmembrana en hélice a, de los que 3
corresponderian a hélices a primarias y los otros 3 a hélices a secundarias, y los extremos de la proteina,
amino y carboxilo, se dispondrian en el interior celular (Figura 3.14). Sin embargo, las predicciones de la
topologia de esta proteina indican que la primera hélice a corresponderia a un péptido sefial que se
cortaria en el periplasma a su salida de la membrana plasmatica entre los residuos Ser y Gin, quedando
de esta forma el dominio de unién de sustrato en el espacio peripldsmico, aunque anclado a la
membrana plasmética por medio de la segunda hélice a (Figura 3.14).

Citoplasma

Periplasma

Figura 3.14. Prediccién de la topologia de la proteina BgtB de Anabaena sp. PCC 7120. En la membrana plasmdtica se
representan en azul las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofébicas. Los segmentos
transmembrana se indican en verde oscuro o en verde claro segin constituyan hélices a primarias o secundarias,
respectivamente. En negro se muestran los residuos de aminodcido hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los
basicos y en rojo los &cidos. Se indica con unas tijeras la posicion del posible sitio de corte del péptido sefial de BgtB.

El gen bgtB de Anabaena sp. PCC 7120 se habia inactivado por insercién de la casete de resistencia
C.K3, generandose los mutantes CSS8 y CSS9, en los que la casete se habia insertado en orientacién
directa e inversa con respecto al gen bgtB, respectivamente (véase la estirpe CSS8 en la Figura 3.13).
(Picossi, 2003). Esta casete de resistencia a antibidticos no posee terminadores de la transcripcion, por
lo que permite un nivel apreciable de transcripcién por detras de la misma (Frias et al., 2000). Estos
mutantes se habian caracterizado en cuanto a su capacidad de transporte de aminodcidos, observandose
en ambos casos una actividad de transporte muy reducida para los aminodcidos basicos Arg y Lys y, en
menor medida, His, que es parcialmente bdsica al pH de los ensayos (Picossi, 2003). Sin embargo, y a
diferencia de lo que ocurre en los mutantes bgtB de Synechocystis sp. PCC 6803 (Quintero et al., 2001},
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estos mutantes no estaban afectados en el transporte de Gin (Picossi, 2003). Asimismo, también se
habia realizado un estudio de la capacidad de crecimiento de los mutantes CSS8 y CSS9 con diferentes
fuentes de nitrégeno, habiéndose determinado que no estaban afectados ni en el crecimiento
diazotréfico ni en el crecimiento a expensas de nitrato (Picossi, 2003).

3.1.2.1. Identificacién e inactivacidn del gen bgtA.

En el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 (Kaneko et al., 2001), la ORF cuyo producto hipotético tiene
un mayor grado de similitud con la proteina BgtA del sistema de transporte Bgt de aminoacidos basicos
y GIn de Synechocystis sp. PCC 6803 es alr4167. La ORF alr4167 tiene un tamafio de 744 pb vy
determinaria un polipéptido de 248 aminoacidos con un 51% de identidades con la proteina BgtA de
Synechocystis sp. PCC 6803, un 67% con la proteina AapP de fa permeasa general de aminodcidos de
Rhizobium leguminosarum (Walshaw y Poole, 1996) y un 64% con la proteina BztD del sistema de
transporte de Glu, Gln, Asp y Asn de Rhodobacter capsulatus (Zheng y Haselkorn, 1996). La ORF alr4167
se encuentra formando parte de un agrupamiento génico junto con las ORFs alr4164, alr4165 y alr4166
(Figura 3.15). Este agrupamiento podria determinar los elementos de otro posible transportador de tipo
ABC, y su estudio se describira en el apartado 3.1.3.

1kb

Figura 3,15. Disposicién de la ORF alr4167 en el genoma de Anabaena sp. PCC 7120. Se indica la ORF alr4167 en rojo y las
ORFs alr4164 (en verde), que podria determinar una proteina peripldsmica de unién de sustrato, y aird165 y air4166 (en
naranja), que podrian determinar protefnas transmembrana.

Para la inactivacién de la ORF alr4167 se amplificé mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 505 pb, utilizando como molde DNA genémico de Anabaena sp. PCC 7120 y como cebadores los
oligonucledtidos alr4167-7120-3 y alr4167-7120-4, que contienen en el extremo 5’ una diana para la
enzima de restriccion BamH | (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los
oligonucledtidos). El fragmento de DNA asi obtenido se clond en el vector pGEM-T Easy, generandose el
plasmido pCSR35. Este pldsmido se digirié con la endonucleasa BamH |, y el fragmento interno de
alr4167 con los extremos BamH | se clond en el vector pCSV3 previamente digerido con la misma
endonucleasa, obteniéndose el plasmido pCSR43 (Figura 3.16). Dicho plasmido se transfirié a Anabaena
sp. PCC 7120 mediante conjugacion, seleccionandose colonias resistentes a Sm y Sp que habrian
incorporado la construccidn transferida.
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pCSR35

(PGEM-T Easy)

pCsSV3 Clonacidn del fragmento BamH | en el vector
pCSV3 cortado con BamH |

BarmH I: :BamH I

pCSR43

Figura 3.16. Representacion esquemdtica de la construccién del pldsmido pCSR43 para la inactivacién de alr4167. Se
sefialan las dianas de restriccion relevantes, los oligonucleétidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’ en rojo para
indicar la presencia de una diana de restriccion BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada pldsmido.

La estructura cromosémica en la regidn alterada se analizd mediante PCR en varios clones
seleccionados resultantes de la conjugacidn, utilizando para ello DNA gendmico de las estirpes analizadas
como molde y las parejas de oligonucledtidos alr4167-7120-5/alr4167-7120-6 y alr4166-7120-3/alr4166-
7120-4 (véase la Tabla 2.5 del apartado Materiales y Métodos para las secuencias). La primera pareja de
oligonucleétidos produciria una banda de 613 pb en la estirpe silvestre y de 4.660 pb en los clones que
tuvieran insertado en alr4167 el plasmido transferido. Dado que esta dltima seria dificil de amplificar
debido a su tamafio, se controlaba la presencia de DNA en las muestras utilizando la segunda pareja de
oligonucleétidos, de la que se esperaba obtener una banda de 763 pb (Figura 3.17). Esta pareja de
oligonucledtidos aparearia con la secuencia de la ORF alr4166, localizada delante de la ORF alr4167.
Estos andlisis permitieron comprobar que la insercién del vector se habia producido correctamente
interrumpiendo la ORF alr4167 y que no habia cromosomas silvestres remanentes en el clon seleccionado,
que paso a denominarse estirpe CSR10.
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A
PCC 7120
75T A, alrd167
alr4167-71205 @olr4167.71206
613 pb

1kb

<4763 pb
<J613pb

I | IS
PCC7120 CSR10

Figura 3.17. Estructura cromosémica de la estirpe CSR10 en la regién alrd167. A, regién cromosémica de la estirpe
silvestre y del mutante CSR10 que contiene la ORF alr4167. Se indican los oligonucledtidos empleados para el anilisis de la
segregacion mediante PCR y los tamafios esperados para las bandas de las estirpes silvestre y CSR10. B, resultado del
andlisis de PCR para determinar la segregacion de la estirpe CSR10. En la calle 1 se muestra el marcador de tamafios
utilizado, en las 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando la pareja de oligonucleétidos alr4167-7120-
5/alr4167-7120-6 para las estirpes silvestre y mutante (tridngulo verde), respectivamente, y en la 4 el correspondiente a la
pareja de oligonucleétidos de control alr4166-7120-3/alr4166-7120-4 para la estirpe mutante (tridngulo rojo).

3.1.2.2. Actividades de transporte de aminoacidos de las estirpes CSS8 y CSR10.

Con objeto de determinar si la ORF alr4167 correspondia al gen bgtA, se realizaron una serie de
ensayos de transporte de aminodcidos comparando el mutante CSR10 (alr4167::pCSV3) con la estirpe
silvestre Anabaena sp. PCC 7120 y el mutante CSS8 (bgtB::C.K3) (Tabla 3.3). En la estirpe CSS8, el estudio
de las actividades de transporte de una serie de aminodcidos representativos corrobor6 los resuftados
previos (Picossi, 2003), mostrando un transporte deficiente de los aminodcidos basicos Arg y Lys y, en
menor medida, His, que se encuentra parcialmente en su forma basica al pH de los ensayos de
transporte (Figura 3.18). Sin embargo, también se observaba una cierta incapacidad para el transporte
del aminoacido acido Asp, que no se habia ensayado en esta estirpe en trabajos anteriores y, en menor
medida, de GIn y Ala. Las actividades de transporte de GIn, Asp y Ala observadas en esta estirpe se
analizaran con mayor profundidad en los apartados 3.1.3.2 y 3.2.3. Asimismo, cabe destacar que este
mutante presentaba un aumento de Ja actividad de transporte de Leu, Phe y Pro, aminodacidos que son
transportados exclusivamente por el sistema de transporte N-I (véase el apartado 3.1.1).
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Tabla 3.3. Actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes €S58 y CSR10. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de las estirpes mutantes CSS8 y CSR10 cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos en el caso de
los mutantes) se incubaron durante 10 min con los [**Claminoécidos que se indican, suministrados a concentracién 10 pM.
Las actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chl)‘l-(lo min)?, como la media # la desviacién estéandar de la
media de los datos obtenidos en el nimero de ensayos que se muestra entre paréntesis. Para cada estirpe mutante se
indica entre paréntesis la ORF o el nombre del gen inactivado. Los ensayos de transporte de aminoacidos se llevaron a

cabo como se detalla en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Aminodcido

Actividades de transporte de aminoacidos
(nmoles-[mg Chi]™[10 min] ™)

Css8 CSR10
POE7120 (bgtB) (alr4167)
Bdsicos
L-Arg 125+ 1,59 (25) 7,07 £0,77 (6) 6,77 £ 0,42 (8)
L-Lys 138 +1,55 (16) 7,84+0,31(5) 6,59 £ 0,40 (8)
L-His 88,0+ 1,10 (16) 71,4+1,90(7) 64,9 +3,12(7)
Acidos
L-Asp 37,3+0,39(27) 29,0+ 0,69 (5) 1,73+0,05 (9)
L-Glu 10,5+0,12 (25) 9,97 +1,15(5) 7,11+£0,17 (8)
Neutros polares
L-GIn 99,4 £ 0,90 (30) 83,4 £5,85 (5) 86,6 + 1,45 (8)
L-Ser 218 £ 2,50 (10) 231+6,26 (5) 220 £12,2 (6)
Hidrofdbicos
Gly 200 + 3,30 (15) 207 £3,96 (7) 213 £8,90 (6)
L-Ala 192 +£1,09 (20) 167 + 3,64 (6) 161 2,21 (6)
L-Leu 103 £0,99(17) 167 + 6,41 (7) 124 £5,24(7)
Aromdticos
L-Phe 118 +£1,87 (16) 150 + 4,95 (7) 130 £ 7,80 (6)
Unicos
L-Pro 13511,99 (16) 218 +10,9 (5) 131 £9,09 (4)
175 1
150
g 125 A
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s 75 4
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g 50 r |
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25 ¥
CSs8
) =4 = ] [ CSR10
L-Arg L-Lys L-His L-Asp L-Glu L-GIn  L-Ser Gly L-Ala L-leu L-Phe L-Pro
=i | Hidrofobicidad|

@ Alteracién nosignificativa > 110% [)90-70% ([J70-40% (@40-15% @<15%

Figura 3.18. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes CSS8 y CSR10.
Las actividades de transporte de los mutantes se indican como porcentajes respectc de la correspondiente actividad
silvestre en la escala de colores indicada.

Por otra parte, los ensayos de transporte de aminodcidos en la estirpe CSR10 también mostraban
una deficiencia en el transporte de aminoacidos bdsicos y, en menor grado, His, permitiendo identificar
a la ORF alr4167 como el gen bgtA del sistema de transporte de aminodcidos bésicos Bgt de Anabaena
sp. PCC 7120 (Figura 3.18). Esta estirpe también presentaba una clara deficiencia en el transporte de Asp
y estaba afectada en el transporte de Glu y, en menor medida, de algunos aminodcidos neutros como
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Figura 3.19. Prediccién de la topologia de los productos de las ORFs alrd165 y alr4166 de Anabaena sp. PCC 7120.
Prediccién de la topologfa de las proteinas Alr4165 (A) y Alr4166 (B). En las membranas plasmaticas se representan en azul
las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofdbicas. Los segmentos transmembrana se indican en
verde oscuro o en verde claro segun constituyan hélices a primarias o secundarias, respectivamente. En negro se muestran
los residuos de aminodcido hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los basicos y en rojo los acidos.

Dado que el agrupamiento génico alr4164-alr4165-alr4166-bgtA podria determinar los elementos de
otro posible transportador de aminodcidos, se decidié proceder a la inactivacion de las ORFs alrd164 y
alr4166. Para la inactivacion de la ORF alr4166 se amplifico mediante PCR un fragmento interno de la
misma de 575 pb, utilizando como molde DNA gendmico de la estirpe silvestre y como cebadores los
oligonucleétidos alr4166-7120-1 y alr4166-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la
enzima de restriccion BamH | (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los
oligonucleétidos). Este fragmento de DNA se clond en el vector pGEM-T, generdndose el pldsmido
pCSR6, el cual se digirid con la endonucleasa BamH |, y el fragmento interno de alr4166 con los
extremos BamH | se clondé en el vector pCSV3 previamente digerido con la misma endonucleasa,
obteniéndose el pldsmido pCSR12 (Figura 3.20). Este plasmido se transfirid a Anabaena sp. PCC 7120
mediante conjugacién, seleccionandose colonias resistentes a Sm y Sp, en las que las construcciones
transferidas se habrian incorporado en el genoma. Debido a que la construccidn de esta estirpe mutante
se realizd mediante la insercidn del vector pCSV3, que al contener la casete C.S3 presenta terminadores
de la transcripcién, la insercién en alr4166 podria tener un efecto polar sobre la expresién del gen bgtA,
por lo que también se generé un mutante de la ORF alr4166 con otro plasmido derivado del vector
pRL424, el cual carece de terminadores de la transcripcién, como se comentd en el apartado 3.1.1.2.
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Para ello, el fragmento interno de la ORF alr4166 con los extremos BamH |, obtenido a partir del
plasmido pCSR6 por restriccion con dicha endonucleasa, se clond en el vector pRL424 previamente
digerido con la misma enzima de restriccién, generandose el plasmido pCSR16 (Figura 3.20). Este
plasmido se transfiri6 a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacién, seleccionandose colonias
resistentes a Nm.

alrd166 alrd1é alr4168
alr4166-7120-10 @ alra166-7120-2
1kb
pPGEM-T Clonacidn de un fragmento internode allrd166

amplificado por PCR en el vector pGEM-T

pCSR6

(PGEM-T)

pRL4A24 pCsV3
Clonacién del fragmento BamH |
en losvectores pRL424 o pCSV3
digeridosconBamH |

pCSR16
(pRLA24)

pCSR12

Figura 3.20. Representacién esquematica de la construccién de los plésmidos pCSR16 y pCSR12 para la inactivacién de
alr4166. Se sefialan las dianas de restriccién relevantes, los oligonucleétidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’
en rojo para indicar [a presencia de una diana de restriccion BamH [) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada
plasmido.

La estructura cromosdmica en la regién alterada se estudié mediante anélisis de Southern en varios
clones seleccionados resultantes de cada conjugacién. El DNA se digeria con la enzima de restriccidn
EcoR V y como sonda se utilizaba el fragmento interno de alr4166, obtenido por restriccién con BamH |
del plasmido pCSR6, que se empled para la generacién de los mutantes CSR8a y CSR8b (Figura 3.21A).
En el analisis se esperaba una banda de 2,8 kb en la estirpe silvestre, de 5,9 kb en los clones que
tuvieran insertado en alr4166 el plasmido pCSR16 y de 6,8 kb en los clones que hubieran incorporado en
dicha ORF el pldsmido pCSR12 (Figura 3.21B). Estos andlisis permitieron comprobar que la insercién de
dichos plasmidos se habia producido correctamente mediante recombinacién simple interrumpiendo la
ORF alr4166 en los clones seleccionados, y que los cromosomas mutantes resultantes se encontraban
completamente segregados en ambos casos. Uno de los clones seleccionados con la construccion
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derivada del vector pCSV3 pasd a denaminarse estirpe CSR8a, y otro de los que contenia la construccidn
derivada del vector pRL424 se denominé estirpe CSR8b.

PCC 7120

1kb

CSR8a
£eoR V pecsv3 EcoR V

| | alrd166
D 1173 [ 6174166 -H__gm,-c_sa__n-—-
alrd164

Mm 6,8 kb

CSR8b

EcoR V pRL424 EcoR V
| | alra166

PCC7120 CsR8b  CR8a

<4 68kb
459kb

<] 2.8kb

Figura 3.21. Estructura cromosdémica de las estirpes CSR8a y CSR8b en la regién de |a ORF alrd166. A, representacion
esquemdtica de la regién cromosdmica que contiene la ORF alr4166 de la estirpe silvestre y los mutantes CSR8a y CSR8b.
Se indica la posicién de la parte del pldsmido transferido correspondiente a los vectores pCSV3 o pRL424 en el genoma de
las estirpes mutantes, las dianas de restriccion EcoR V, la localizacién de la sonda empleada y los tamaiios esperados para
las bandas de las estirpes silvestre (barra verde), CSR8a y CSR8b (barras azules) en el andlisis de Southern. B, resultado del
analisis de Southern para determinar la segregacién de las estirpes CSR8a y CSR8b. Se indica el tamafio de las bandas
detectadas en la estirpe silvestre (tridngulo verde) y los mutantes (tridangulos azules).

Para la inactivacion de la ORF alr4164 se amplificé mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 537 pb, utilizando para ello DNA gendmico de la estirpe silvestre y los oligonucleétidos alr4164-7120-
1y alr4164-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccién BamH |
(Figura 3.22; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). Este fragmento de DNA se
cloné en el vector pGEM-T Easy, generandose el pldsmido pCSR51, el cual se digiridé con la endonucleasa
BamH |, y el fragmento interno de alr4164 con los extremos BamH | se clond en el vector pRL424
previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido pCSR60. Dicho plasmido se
transfirié a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacién, selecciondndose colonias resistentes a Nm.
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0lr4164

alrd164-7120-10» alr4164-7120-2

1kb

PGEM-T Easy Clonacién de un fragmento internode alird164
amplificado porPCR en el vector pGEM-T Easy

BamH | /BamH i

pCSR51

(PGEM-T Easy)

PRL424 Clonacién del fragmento BamH | en elvector
pRLA24 cortado conBamH |

Figura 3.22. Representacién esquemadtica de la construccion del plismido pCSR60. Se sefialan las dianas de restriccion
relevantes, los oligonucledtidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’ en rojo para indicar la presencia de una
diana de restriccién BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada plasmido.

La estructura cromosdmica en la region alterada se estudid mediante anélisis de Southern en varios
clones seleccionados resultantes de la conjugacién. El DNA se digeria con la endonucleasa Dra | y como
sonda se utilizaba el fragmento interno de alr4164, obtenido por restriccion con BamH | del plasmido
pPCSR51, que se empled para la generacién del mutante (Figura 3.23A). En el andlisis se esperaba una
banda de 3,3 kb en la estirpe silvestre y de 6,4 kb en los clones que tuvieran insertado en alrd164 el
plasmido transferido (Figura 3.23B). Estos andlisis permitieron comprobar que la insercién del vector se
habia producido correctamente interrumpiendo la ORF alr4164 y que no quedaban cromosomas
silvestres en los clones seleccionados, de los cuales se tomé uno que pasé a denominarse estirpe CSR17.
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Figura 3.23. Estructura cromosémica de la estirpe CSR17 en la regién de la ORF alr4164. A, region cromosémica que
contiene la ORF all4164 de las estirpes silvestre y CSR17. Se indica la posicién de 'a parte del plasmido transferido
correspondiente al vector pRL424 en el genoma de la estirpe mutante, el fragmento correspondiente a la sonda utilizada
en el andlisis de Southern (barra roja), las dianas de restriccién Dra | y el tamafio de las bandas esperadas de la estirpe
silvestre (barra verde) y CSR17 (barra azul). B, analisis de Southern de la estructura gendmica y segregacion del
exconjugante CSR17. Se indica el tamafio de las bandas detectadas en la estirpe silvestre (tridngulo verde) y mutante
(tridngulo azul).

3.1.3.2. Actividades de transporte de aminodcidos de las estirpes CSR17, CSR8a y CSR8b.

Para averiguar si el agrupamiento génico alr4164-alr4165-alr4166-bgt/ determinaba un sistema de
transporte implicado en la incorporacién de aminoacidos y, en caso afirmativo, si pudiera corresponder
al sistema de transporte de aminoécidos neutros N-1l de Anabaena sp. PCC 7120, se realizaron una serie
de ensayos de transporte de aminodcidos comparando los mutantes CSR17 (alr4164::pRL424), CSR8a
(alr4166::pCSV3) y CSR8b (alr4166::pRL424) con la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC 7120 (Tabla 3.4).

Al igual que se habia observado en los ensayos de transporte de aminodcidos con el mutante bgtA
(véase el apartado 3.1.2.2), los mutantes CSR17, CSR8b y CSR8a también mostraban una actividad de
transporte de Asp muy baja y estaban afectados en el transporte de Glu (Figura 3.24). Sin embargo, no
presentaban deficiencias en el transporte de aminoacidos basicos o éstas eran menos significativas que
en la estirpe CSR10 (bgtA::pCSV3). Asimismo, en la estirpe mutante CSR17 se observaba un aumento de
la actividad de transporte de His. Es interesante indicar que en los mutantes de la ORF alr4166 la
actividad de transporte de aminodcidos bdsicos era menor en el caso de la inactivacién por insercién del
vector pCSV3 que por insercién del vector pRL424 (estirpes CSR8a y CSR8b, respectivamente; Figura
3.24), lo cual se puede explicar por la presencia de terminadores de la transcripcién en la casete de
resistencia C.S3 del vector pCSV3. Estos resultados confirmaban que alr4164 y alr4166 determinan
elementos de un transportador de aminodcidos &cidos (principalmente Asp), mientras que el efecto
negativo sobre la actividad de transporte de aminoacidos basicos podria deberse a un efecto polar
parcial de las inserciones sobre la expresion del gen bgtA, localizado detras de alr4166. Asi pues, estos
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resultados sugieren que el agrupamiento génico completo a/r4164-alr4165-alr4166-bgtA se comportaria
como un aperdn, existiendo también una expresién independiente del gen bgtA.

Tabla 3.4. Actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes CSR17, CSR8a y CSR8b. Suspensiones celulares de la
estirpe silvestre y de las estirpes mutantes CSR17, CSR8a y CSR8b cultivadas en medio BG11 (suplementado con
antibidticos en el caso de los mutantes) se incubaron durante 10 min con los [“C]aminoécidos que se indican,
suministrados a concentracién 10 pM. Las actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chl)™(10 min)?, como la
media % la desviacidon estandar de la media de los datos obtenidos en el nimero de ensayos que se muestra entre
paréntesis. Para cada estirpe mutante se indica entre paréntesis la ORF o el nombre del gen inactivado. Los ensayos de
transporte de aminodcidos se llevaron a cabo como se detalla en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividades de transporte de aminodcidos (nmoles:[mg Chij’-[10 mln]")

Aminodcido CSR17 CSR8b CSR8a
PCCT0 (alrd164) (alrd166) (alr4166)
Bdsicos
L-Arg 125+ 1,59 (25) 113+ 5,46 (5) 105 + 7,50 (5) 90,2 +4,92 (5)
L-Lys 138 +1,55 (16) 137 £ 10,0 (5) 126 £ 7,62 (5) 101+£3,71(5)
L-His 88,0+ 1,10 (16) 105 + 4,62 (5) 87,812,34(5) 91,5+2,43 (5)
Acidos
L-Asp 37,310,39 (27) 2,33+£0,06 (6) 2,21+ 0,07 (6) 1,97 £ 0,07 (6)
L-Glu 10,5+0,12 (25) 8,36 £ 0,43 (5) 7,88 £0,39 (4) 7,20+ 0,94 (3)
Neutros polares
L-GlIn 99,4 + 0,90 (30) 117 £ 6,33 (5) 144 £9,70 (5) 135+ 13,9 (5)
L-Ser 218 £ 2,50 (10) 223 16,04 (4) 226 +12,5(5) 207 £5,71 (4)
Hidrofébicos
Gly 200+ 3,30 (15) 245 16,96 (5) 175+7,24 (5) 185+ 6,52 (5)
L-Ala 192 +1,09 (20) 181 + 3,69 (5) 180+ 7,64 (5) 173+6,03 (4)
L-Leu 103 £0,99 (17) 180+ 7,79 (6) 174 +10,3 (5) 192 + 8,46 (5)
Aromdticos
L-Phe 118+ 1,87 (16) 163 £ 8,70 (5) 161 + 2,38 (21) 158 + 8,47 (5)
Unicos
L-Pro 135+ 1,99 (16) 186+ 12,4 (4) 217 £ 1,60 (17) 202 £ 10,6 (5)
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Figura 3.24. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminoécidos de los mutantes CSR17, CSR8a
y CSR8b. Las actividades de transporte de los mutantes se indican como porcentajes respecto de la correspondiente
actividad silvestre en la escala de colores indicada.

Por otra parte, las estirpes mutantes CSR17, CSR8b y CSR8a no mostraban deficiencias en el
transporte de aminodcidos neutros en general, pero si presentaban actividades de transporte mas
elevadas que las observadas en la estirpe silvestre para algunos aminoécidos de este tipo, como Gln y
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el plasmido transferido (Figura 3.25D). Estos analisis permitieron comprobar que la insercion de cada
plasmido transferido se habia producido correctamente interrumpiendo la ORF correspondiente en los
clones seleccionados y que los cromosomas mutantes resultantes estaban completamente segregados.
Uno de los clones seleccionados con la insercién en la ORF alr4166 pasé a denominarse estirpe CSX60-
R8b, y otro de los que contenian la insercién en la ORF alr4164 se denomind estirpe CSS6-R17.

A
PCC 7120
EcoR V EcoR V
alrd166 alr4168
2,8kb
1kb
CSX60-R8b
Etnlll v pRL424 FooR V

Dral Dral

CSS6-R17
Dral pRLA24 Dral

PCC7120 CSS6-R17

459k

<46,4kb

<3,3kb

o |<d2,8kb

Figura 3.25. Estructura cromosémica de los mutantes dobles CSS6-R17 y CSX60-R8b en la regién del agrupamiento
génico alr4164-air4165-alr4166-bgtA. A, region cromosdmica de las estirpes silvestre y CSX60-R8b que contiene la ORF
all4166. B, esquema de la regién genémica de la estirpe silvestre PCC 7120 y del mutante CSS6-R17 que contiene la ORF
all4164. En los paneles A y B, se indica |a posicién de Ia parte del pldsmido transferido correspondiente al vector pRL424 en
el genoma de las estirpes mutantes, el fragmento correspondiente a la sonda utilizada en el analisis de Southern (barra
roja), las dianas de restriccién EcoR V y Dra | y el tamafio de las bandas esperadas de las estirpes silvestre (barras verdes) y
mutantes (barras azules). C, resultado del andlisis de Southern de la estructura genémica del exconjugante CSX60-R8b para
determinar la segregacion. D, andlisis de Southern de la estructura gendmica y segregacién del exconjugante CSS6-R17. En
los paneles C y D, se indica el tamaiio de las bandas detectadas en la estirpe silvestre (tridngulos verdes) y los mutantes
(tridangulos azules).
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Figura 3.26. Representacién esquematica de las actividades de transporte de aminodcidos de las estirpes mutantes
CSS6-R17 y CSX60-R8h. Las actividades de transporte de las estirpes mutantes se indican como porcentajes respecto de la
correspondiente actividad silvestre en la escala de colores indicada.

Asi pues, el sistema de transporte N-Il de Anabaena sp. PCC 7120 estaria constituido por, al menos,
cuatro subunidades diferentes, una de las cuales seria una subunidad de unién de ATP, determinada por
el gen bgtA, otras dos serian subunidades transmembrana, determinadas por los genes natG y natH, y la
subunidad restante seria una proteina periplasmica de unién de sustrato, determinada por el gen natF.
A esta permeasa podria contribuir mas de una proteina periplasmica de union de sustrato, como ocurre
con algunos sistemas de transporte de tipo ABC.

Estos resultados han permitido determinar qué aminodcidos se transportan a través de los sistemas
de transporte N-l y N-Il en Anabaena sp. PCC 7120. Asi, el sistema N-l1 es el responsable de la
incorporacién de aminoacidos hidrofébicos, entre ellos Pro, Phe, Leu, Ala y Gly, neutros polares, como
GIn y Ser, el aminoacido acido Glu y, de forma parcial, His. Por su parte, el sistema de transporte N-II
constituye una via de entrada de Ala y Gly, aminoacidos neutros polares, como GIn y Ser, y aminoacidos
acidos, si bien puede transportar también pequefias trazas del resto de aminodcidos que son
incorporados por medio del sistema N-I.

3.2.2. Generacion y caracterizacion de un mutante N-I N-ll Bgt.

Los resultados descritos anteriormente apuntan a que un transportador constituido por las proteinas
BgtA y BgtB sea el responsable de la mayor parte de la actividad de transporte de aminodcidos bésicos
que se observa en las condiciones experimentales ensayadas, y que dos transportadores independientes
(N-1: NatABCDE; N-Il: NatFGH-BgtA) sean los responsables de la mayor parte de la actividad de
transporte de aminodacidos neutros y acidos, siendo BgtA una ATPasa compartida por los sistemas Bgt y
N-I1. Se decidié generar un mutante doble natA bgtA, que deberia carecer practicamente de actividad de
transporte de aminodcidos, ya que fenotipicamente seria un mutante de los tres transportadores.

Para generar un mutante doble natA bgtA se utilizé6 como parental la estirpe CSX60 (natA::C.S3), en
la que se pretendia inactivar el gen bgtA, para lo que fue necesario construir un nuevo plasmido
derivado del vector pRL424 con un fragmento interno de dicho gen. Este nuevo plasmido se generd
partiendo del plasmido pCSR35, utilizado para la generacidn del mutante CSR10 (bgtA::pCSV3), que
estaba constituido por un fragmento interno del gen bgtA clonado en el vector pGEM-T Easy (véase el
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apartado 3.1.2.1; Figura 3.16). Este plasmido se digirié con la enzima de restriccion BamH |, y el
fragmento interno de bgtA con los extremos BamH | resultante se clon6é en el vector pRL424
previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose asi el plasmido pCSR39 (Figura 3.27).
Dicho plasmido se transfiri6 mediante conjugacion a la estirpe mutante CSX60, selecciondndose colonias
resistentes a Sm, Sp y Nm, que habrian incorporado la construccién transferida mediante recombinacién
simple.

Fragmento intemo de alr4167

(PGEM-T Easy)

pRL424 Clonacién del fragmento BamH | en
el vector pRL424 cortado conBamH |

Figura 3.27. Representacién esquematica de la construccién del pldsmido pCSR39. Se seialan las dianas de restriccion
relevantes y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada plasmido.

La estructura cromosdmica en la nueva regién alterada se analizé mediante PCR en varios clones
seleccionados resultantes de la conjugacién, utilizando para ello DNA genémico de las estirpes analizadas
como molde y las parejas de oligonucleétidos aird167-7120-5/alr4167-7120-6 y alr4166-7120-3/air4166-
7120-4 como cebadores (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). La primera
pareja de oligonucleétidos produciria una banda de 613 pb en la estirpe silvestre y de 3.720 pb en los
clones que tuvieran insertado en bgtA el plasmido transferido. Dado que esta ultima seria dificil de
amplificar debido a su tamafio, se controlaba la presencia de DNA en las muestras utilizando la segunda
pareja de oligonucledtidos, de la que se esperaba obtener una banda de 763 pb (Figura 3.28). Esta
pareja de oligonucledtidos aparearia con la secuencia del gen natH, localizado delante de bgtA. Este
analisis permitié comprobar que la insercién del plasmido transferido habia tenido lugar correctamente
interrumpiendo el gen bgtA y que no quedaban cromosomas silvestres en el clon seleccionado, que
pasé a denominarse estirpe CSX60-R10.

99
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PCC 7120

1kb

alrd167-7120-5 @alrd167-71206

e 2%
3.720 pb

| € 763pb
<] 613 pb

L 1L i
PCC 7120 CSX60-R10

Figura 3.28. Estructura cromosémica del mutante doble CSX60-R10 en la regién del gen bgtA. A, representacién
esquemdtica de la regién cromosémica de las estirpes PCC 7120 y CSX60-R10 que contiene el gen bgtA. Se indican los
oligonucleétidos empleados para el andlisis de la segregacién mediante PCR y las tamafios esperados para las bandas de
las estirpes silvestre y CSX60-R10. B, resultado del andlisis de PCR para determinar la segregacién de la estirpe CSX60-R10.
En la calle 1 se muestra el marcador de tamaiios utilizado, en fas 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando
los oligonucleétidos alr4167-7120-5/alr4167-7120-6 para las estirpes silvestre y mutante, respectivamente (tridngulo
verde), y en la 4 el correspondiente a la pareja de oligonucleétidos de control alr4166-7120-3/alr4166-7120-4 para [a
estirpe mutante (tridngulo rojo).

Se lievaron a cabo ensayos de transporte de aminodcidos comparando la estirpe CSX60-R10 con la
estirpe silvestre Anabaena sp. PCC 7120 (Tabla 3.6). Como se esperaba, la estirpe CSX60-R10 mostraba
una actividad de transporte muy baja de todos los aminoacidos ensayados, incluidos los aminodcidos
basicos Arg y Lys, para los que la actividad de transporte estaba sélo ligeramente afectada en las
estirpes CSS6-R17 y CSX60-R8b (Figura 3.29). En general, las actividades de transporte que estaban muy
afectadas en los mutantes CSS6-R17 y CSX60-R8b eran similares o incluso inferiores en el mutante
CSX60-R10.

Un resultado interesante es que la actividad de transporte de Gln remanente que se observaba en
las estirpes CSS6-R17 y CSX60-R8b se perdia en la estirpe CSX60-R10, lo que indicaba que el
transportador Bgt también contribuye a la actividad de transporte de este aminodacido. Este resultado
concordaba con la deficiencia en el transporte de Gin que se observaba en los mutantes €558 y CSR10
del sistema Bgt (véase el apartado 3.1.2.2). Asimismo, la His también se transporta en una gran
proporcidn a través del sistema de transporte de aminodcidos basicos Bgt, dado que el transporte de
este aminodcido que se observaba en los mutantes CS56-R17 y CSX60-R8b, de un 60-70% respecto de la
estirpe silvestre, se perdia en gran medida en el mutante CSX60-R10. Estos resultados indicaban que
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este aminodcido también puede ser transportado a través de los tres sistemas descritos. No obstante,
en la estirpe mutante CSX60-R10 todavia se observaba un pequefio porcentaje de actividad de
transporte de algunos aminoacidos, incluyendo His (2,5%), Asp (2,4%) y Glu (3,8%), sugiriendo que en
Anabaena sp. PCC 7120 podrian expresarse sistemas de transporte de aminoacidos adicionales con una
baja actividad en las condiciones de ensayo utilizadas.

Tabla 3.6. Actividades de transporte de aminodcidos de la estirpe CSX60-R10. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de la estirpe mutante CSX60-R10 cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos en el caso del
mutante) se incubaron durante 10 min con los [**Claminoécidos que se indican, suministrados a concentracién 10 pM. Las
actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chl)™(10 min)”, como la media * la desviacién estandar de la
media de los datos obtenidos en el niumero de ensayos que se muestra entre paréntesis. Se muestran las actividades de
transporte de los mutantes dobles CSS6-R17 y CSX60-R8b para facilitar su comparacion. Para cada estirpe mutante se
indican entre paréntesis los genes inactivados. Los ensayos de transporte de aminodcidos se llevaron a cabo como se
detalla en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividad de transporte de aminodacidos (nmoles-[mg Chl]-[10 min]™)

Aminodcido PCC 7120 CS556-R17 CSX60-R8b CSXe0-R10
(natB natF) (natA natH) (natA bgtA)
Bdsicos
L-Arg 125 + 1,59 (25) 106 £ 5,72 (5) 102 £1,15(16) 0,45%0,23 (2)
L-Lys 138 +1,55 (16) 108 + 4,38 (5) 121+2,05(17) 0,45+ 0,15 (4)
L-His 88,0+ 1,10(16) 62,9 £ 3,68 (5) 56,7 +2,13 (9) 2,20+ 0,09 (3)
Acidos
L-Asp 37,3+£0,39(27) 1,08 £0,10(6) 0,99 £ 0,04 (10) 0,89 +£0,09 (5)
L-Glu 10,5+0,12 (25) 1,19+0,20(5) 0,39+0,05(9) 0,40+0,13 (4)
Neutros polares
L-GIn 99,4 £ 0,90 (30) 6,66 £ 0,73 (5) 6,14 10,24 (9) 0,70+ 0,07 (4)
L-Ser 218 £2,50 (10) 13,6 £ 0,74 (4) 7,37 £0,50(8) 3,54 +£0,50 (4)
Hidrofdbicos
Gly 200 + 3,30 (15) 5,31+1,99 (4) 3,98 +0,63 (6) 1,64 10,24 (4)
L-Ala 192 £ 1,09 (20) 3,17 £ 0,28 (5) 4,16 £0,21 (7) 1,73+0,42 (4)
L-Leu 103+0,99 (17) 1,71+0,31 (6) 1,24+ 0,05 (8) 0,8110,04 (4)
Aromdticos
L-Phe 118 + 1,87 (16) 2,02 +£0,24 (4) 3,22+0,21 (8) 1,43+0,11 (4)
Unicos
L-Pro 135+1,99 (16) 1,05 +0,08 (4) 1,06 £ 0,18 (7) 0,97 £0,16 (4)
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Figura 3.29. Representacion esquemética de las actividades de transporte de aminodcidos del mutante CSX60-R10. Las
actividades de transporte de los mutantes se indican como porcentajes respecto de la correspondiente actividad silvestre
en la escala de colores indicada. Se incluyen los mutantes dobles CSS6-R17 y CSX60-R8b para facilitar su comparacién.
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Actividad de transporia (%)

Aminodcido -[YCIPhe ?m@ Fro
competidor laminodcide competidar] [amnodelds competidor]
0x 100 m« 180x
Bdsicos
L-Arg 107 aa 84 42
blys gz 70 73 32
L-His 44 i1 &4 i
Actdos
L-Asp 102 103 102 58
LGy 103 92 92 52
Keutros polores
L-Asn &7 25 20 3.9
L-Gin 43 9,3 - D 2.1
L-Sar 2L 72 74 2,2
Thr 27 .7 2.9 2.6
L-Cys . 27 5,8 87 L7
tarofdbicos
Cly 2% 7,5 74 2,4
LAl i5 4.1 5,3 14
L-iet i8 4.2 5.2 1.2
L-ai i5 2,4 50 0.8
L-ife 21 4% 55 14
L-lau 18 3,2 ) 5.7 1.0
Aromdticos
E-Tyr 34 7.2 g5 2.5
L=Trp 38 &6 7, 1.5
-Phea : - - 5,2 8.8
Unlcos
[-Pro 57 ig - -
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Resultados

N-Il y Bgt para una serie de aminodcidos no ensayados previamente. Esta nueva serie esta constituida
por los aminodacidos Asn y Thr (neutros polares), Met, Val e lle (hidrofébicos), y Tyr (aromatico).

Los ensayos de transporte se llevaron a cabo inicialmente con los mutantes CSS6 y CSX60, ambos
afectados en el sistema de transporte N-I, CSR17, CSR8a y CSR8b, afectados en el sistema de transporte
N-11, y CSR10, afectado en los sistemas de transporte N-1l y Bgt (Tabla 3.10; Figura 3.30).

Tabla 3.10. Actividades de transporte de aminodacidos de la estirpe PCC 7120 y los mutantes €556, CSX60, CSR17, CSR8a,
CSR8b y CSR10. Los ensayos de transporte de aminoacidos se llevaron a cabo como se indica en el apartado 2.2.1 de
Materiales y Métodos. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre y de los mutantes (556, CSX60, CSR17, CSR8a, CSR8b y
CSR10 cultivadas en medio BG11 {suplementado con antibidticos en el caso de los mutantes) se incubaron durante 10 min
con los [**Claminoécidos que se indican suministrados a concentracion 10 pM. Las actividades de transporte se indican, en
nmoles-(mg Chl)™(10 min)™, como la media * la desviacién estandar de la media calculadas a partir del niimero de ensayos
que se indica entre paréntesis. Para cada estirpe mutante se indica entre paréntesis el nombre del gen inactivado.

Actividades de transporte de aminoacidos (nmoles-[mg ChI]™*-[10 min]™)

Aminoéacido PCC 7120 CSS6 CSX60 CSR17 CSR8b CSR8a CSR10
(natB) (natA) (natF) (natH) (natH) (bgtA)
Neutros polares
L-Asn 87,9+1,97 (3) 20,5(1) 31,7 (1) 124 (1) 112 (1) 65,3 (1) 77,9 (1)
L-Thr 88,9+2,34(3) 6,96 (1) 6,60 (1) 112 (1) 122 (1) 86,0(1) 91,1(1)
Hidrofébicos
L-Met 83,41 1,67 (3) 17,0 (1) 21,8 (1) 115 (1) 123 (1) 85,3 (1) 81,6 (1)
L-Val 74,2+ 0,86 (3) 1,43 (1) 1,77 (1) 101 (1) 105 (1) 92,1(1) 77,5(1)
L-lle 63,6 £0,83 (3) 1,04 (1) 1,08 (1) 89,7 (1) 102 (1) 67,9(1) 63,9 (1)
Aromdticos
L-Tyr 68,5 (1) 2,10 (1) 2,41 (1) 85,7 (1) 114 (1) 80,8 (1) 69,9 (1)
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Figura 3.30. Representacién esquematica de las actividades de transporte de aminoacidos de los mutantes 556, CSX60,
CSR17, CSR8b, CSR8a y CSR10. Las actividades de transporte de los mutantes se indican como porcentajes respecto de la
correspondiente actividad silvestre en la escala de colores indicada.

En los mutantes del sistema N-I el transporte estaba afectado para todos los aminoacidos ensayados,
aunque la disminucidn en la actividad de transporte fue mas acusada para Val, le y Tyr, que son
aminoacidos hidrofébicos y, en menor medida, Thr, Met y Asn, que son aminodcidos polares, salvo el
aminodacido Met (Figura 3.30). Por otra parte, y a excepcidn de la Asn, cuyo transporte era ligeramente
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inferior en los mutantes CSR8a y CSR10, el resto de los mutantes ensayados presentaba actividades de
transporte superiores a las de la estirpe silvestre en la mayoria de los casos, fenotipo que se habia
observado ya con otros aminodcidos al caracterizar los sistemas de transporte N-l y N-Il (véanse los
apartados 3.1.1 y 3.1.3). Cabe indicar que las diferencias que se observan en las actividades de
transporte entre los mutantes CSR8a y CSR8b, ambos afectados en el gen natH, podrian deberse a la
polaridad sobre el gen bgtA en la estirpe CSR8a. Estos resultados confirmaban que el grupo de
aminoacidos hidrofdbicos se transporta casi en exclusiva por el sistema de transporte N-I, mientras que
no permitian obtener conclusiones sobre el transporte del grupo de aminodcidos polares.

El transporte de los aminodcidos de la nueva serie también se ensayd en los mutantes dobles
CSS6-R17, CSX60-R8b y CSX60-R10, afectados en los sistemas N-I'y N-Il en los dos primeros casos y en los
sistemas N-I, N-1l y Bgt en el ultimo caso (Tabla 3.11; Figura 3.31).

Tabla 3.11. Actividades de transporte de aminoécidos de la estirpe PCC 7120 y los mutantes dobles C556-R17, CSX60-R8h
y CSX60-R10. Los ensayos de transporte de aminodcidos se llevaron a cabo como se indica en el apartado 2.2.1 de
Materiales y Métodos. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre y de los mutantes C$56-R17, CSX60-R8b y CSX60-R10
cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibidticos en el caso de los mutantes) se incubaron durante 10 min con los
[**Claminodcidos que se indican suministrados a concentracién 10 pM. Las actividades de transporte se indican, en
nmales:(mg Chl)*(10 min)?, como la media + fa desviacién estdndar de la media calculada a partir del nimero de ensayos
independientes que se indica entre paréntesis. Para cada estirpe mutante se indica entre paréntesis el nombre de fos
genes inactivados.

Actividad de transporte de aminoécidos (nmoles:[mg Chl] >[10 min]™)

Aminoéacido pCC 7120 CSS6-R17 CSX60-R8b CSX60-R10
(natB natF) (natA natH) (natA bgtA)
Neutros polares
L-Asn 87,9+1,97 (3) 0,77 £0,03 (3) 0,44 + 0,07 (3) 0,46 + 0,05 (3)
L-Thr 88,9+2,34(3) 5,47 £0,70 (3) 2,68+0,34(3) 4,62 10,58 (3)
Hidrofébicos
L-Met 83,4 +1,67 (3) 1,08 £0,07 (3) 0,95+0,08 (3) 0,98 £ 0,09 (3)
L-Val 74,2 +£0,86 (3) 0,58 £ 0,05 (3) 0,73+0,04 (3) 0,77+0,07 (3)
L-lle 63,6 + 0,83 (3) 0,59+ 0,02 (3) 0,60+ 0,05 (3) 0,60 £ 0,05 (3)
Arométicos
L-Tyr 68,5 (1) 1,67 (1) 1,40 (1) 1,35 (1)
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Figura 3.31. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminodcidos de los mutantes dobles
CS56-R17, CSX60-R8b y CSX60-R10. Las actividades de transporte de los mutantes se indican como porcentajes respecto
de la correspondiente actividad silvestre en la escala de colores indicada.



Resultados

Las actividades de transporte estaban afectadas en todos los casos, si bien para el aminoéacido Thr
quedaba un transporte remanente en las tres estirpes ensayadas que podria ser mediado por algtn otro
transportador (Figura 3.31). Sobre la actividad de transporte de Thr se profundizara en el apartado 3.6
de Resultados. La comparacion de los resultados recogidos en las Tablas 3.10 y 3.11 permite concluir
que, como se habfa observado para otros aminodacidos polares, el transporte de los mismos y de la Met
es mediado por los sistemas N-I y N-Il, si bien en ausencia del sistema N-I! la permeasa N-| es suficiente
para mantener las actividades de transporte de la estirpe silvestre.

3.2.5. Transporte de aminoacidos en filamentos fragmentados.

En las bacterias con envuelta tipo Gram-negativo, como las cianobacterias, la membrana externa es
la primera barrera de proteccion e impermeabilidad frente al medio externo. Por otra parte, como se ha
descrito en el apartado 1.3, en Anabaena sp. PCC 7120 la membrana externa es continua a lo largo del
filamento (Flores et ol, 2006). Una particularidad de la preparacién de muestras para microscopia
electrénica es que produce la fragmentacién de los filamentos de Anabaena sp. PCC 7120. La inspeccién
de micrografias electrdnicas de filamentos fragmentados de esta forma muestra que el punto de
ruptura en un filamento presenta agujeros a través de los cuales el espacio periplasmico podria estar en
contacto directo con el medio en el que se encuentran suspendidos los filamentos (Figura 3.32). Para
tratar de evaluar el efecto de la barrera selectiva que podria constituir la membrana externa, se estudid
el transporte de aminoacidos en filamentos fragmentados mecanicamente

s.‘?‘_ ‘*,.. .
A% [ ——

v b2 b RS

s R

Figura 3.32. Filamento fragmentado de Anabaena sp. PCC 7120. Imagen de un filamento de Anabaena sp. PCC 7120
fragmentado en un extremo por efecto de la preparacién de muestras para microscopiz electrénica. En la imagen inferior
se muestran con flechas los puntos por donde el espacio peripldsmico puede entrar en contacto con el medio externo.
Barra de escala, 1 pm. Imagen cortesia de |. Maldener.

Para fragmentar los filamentos, éstos, procedentes de cultivos con nitrato como fuente de
nitrégeno, se sometieron a cuatro pasos a través de una jeringa, dando lugar a suspensiones que tenian
filamentos con una longitud media de aproximadamente 10-15 células. Estos filamentos fragmentados
se utilizaron en ensayos de transporte con los aminoacidos Glu, GIn, Asp y Arg marcados con 1"’C, que se
afiadieron a baja concentracién para asegurar que la actividad de transporte abservada se debia a
sistemas de transporte activo (Figura 3.33). Se detectaron actividades de transporte de Glu, GIn y Asp
superiores a la que mostraban los filamentos no fragmentados utilizados de control (Figura 3.33A, By
C), que eran de mas de 80 células en general. Sin embargo, en el caso de la Arg no se observaron
diferencias significativas (Figura 3.33D).
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Figura 3.33. Efecto de la fragmentacién de filamentos de Anabaena sp. PCC 7120 en la actividad de transporte de los
aminodcidos Glu, Gln, Asp y Arg. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre cultivada en medio BG11 se incubaron
durante 60 min con [**C]Glu, [**'C]GIn, [**C]Asp y [**C]Arg, suministrados a concentracién 3 pM, tomadndose muestras a los
tiempos indicados. Para los ensayos con Glu se realizaron 6 determinaciones independientes, para los de Asp y Gin, 4y
para los de Arg, 2. En verde se indica la actividad de los filamentos sin fragmentar y en rojo la de los fragmentados.

El aumento de la actividad de transporte de Glu al fragmentar los filamentos era de 4 veces con
respecto a los filamentos no fragmentados, mientras que para Gln y Asp era de 1,5 y 1,7 veces,
respectivamente. Se decidi¢ analizar la actividad de transporte de otros aminoacidos en filamentos
fragmentados (Tabla 3.12). Los resultados obtenidos indicaban que en filamentos fragmentados
también se producia un incremento de la actividad de transporte de His, Leu y Phe, siendo éste entre
1,4 y 1,7 veces, aproximadamente, mientras que para el resto de los aminodcidos ensayados no se
observaban diferencias significativas. Para determinar si el efecto de la fragmentacién también se
observaba con metabolitos que no fueran aminodcidos, se ensayaron las actividades de transporte de
[*Clurea y [**Clmetilamina en filamentos fragmentados y sin fragmentar. Sin embargo, en este caso no
se observaron diferencias apreciables entre filamentos fragmentados y sin fragmentar (Tabla 3.12).
Estos resultados sugieren que en Anabaena sp. PCC 7120 la membrana externa acttia como una barrera
de permeabilidad selectivamente para algunos aminodcidos como el Glu.

Tabla 3.12. Actividades de transporte de aminodcidos en filamentos de Anabaena sp. PCC 7120 sin fragmentar y
fragmentados mecénicamente. Los ensayos de transporte de aminoécidos se llevaron a cabo como se indica en el
apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre cultivada en medio BG11 se
incubaron durante 10 min con los [**Claminoécidos que se indican suministrados a concentracién 3 UM, con 3 uM de urea
o con 1 pM de metilamina. La actividad de transporte se presenta, en nmoles-(mg Chl)>min™, como la media + la
desviacién estandar de la media del nimero de ensayos que se indica entre paréntesis. Se muestra la relacién de las
actividades de transporte de los filamentos fragmentados con respecto a los filamentos sin fragmentar.

Actividad de transporte de amino4cidos

Sustrato {(nmoles-[mg Chl]*-min™)

Sin fragmentar Fragmentado Ratio
Urea 0,218 (1) 0,222 (1) 1,02
Metilamina 1,471 (1) 1,337 (1) 0,91
Aminodcidos
L-Arg 9,83+ 1,62 (4) 10,0+ 1,19 (4) 1,02
L-Lys 13,2 £2,09 (2} 13,3£1,66(2) 1,01
L-His 3,65+ 0,41 (2) 5,47 +0,32 (2) 1,50
L-Asp 1,23+£0,13(5) 2,14+0,19(5) 1,74
L-Glu 0,33+0,02(7) 1,32 40,06 (7) 3,95
L-GIn 2,78 £0,52 (5) 4,34+0,77 (5) 1,56
L-Ser 11,8 +3,00(2) 12,1+3,29(2) 1,03
Gly 14,7 +1,61 (2) 14,7 +1,62 (2) 1,00
L-Ala 11,4 +2,92 (2) 11,9 £2,33 (2) 1,04
L-leu 4,61+1,40(2) 7,62+1,96(2) 1,65
L-Phe 4,92 +1,30 (2) 6,75+ 1,59 (2) 1,37

L-Pro 6,11+1,23(2) 7,00+ 1,82 (2) 115




Resultados

La K, para el transporte de Glu se determind en filamentos fragmentados y, como comparacioén, en
filamentos completos de Anabaena sp. PCC 7120 (Figura 3.34A). De acuerdo con datos publicados
previamente (Flores y Muro-Pastor, 1988), en los filamentos completos se observaba un tinico
componente cinético, con un valor de K, de aproximadamente 189 uM (Figura 3.34B). Por el contrario,
los filamentos fragmentados mostraban dos componentes cinéticos con valores de K, en torno a 8,1y
137 uM, respectivamente (Figura 3.34B).

A B
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Figura 3.34. Efecto de la fragmentacién de filamentos de Anabaena sp. PCC 7120 en la cinética de transporte de Glu. A,
representacion de Michaelis-Menten de la cinética de transporte de Glu. B, representacion de Eadie-Hoffstee que muestra
los componentes cinéticos implicados en el transporte. En ambos paneles, en verde se muestran las cinéticas de los
filamentos sin fragmentar y en rojo las de los filamentos fragmentados.

Dado que el Glu puede ser incorporado en Anabaena sp. PCC 7120 a través de los sistemas N-1 y N-lI
(véanse los apartados 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.3), la actividad de transporte de este aminoacido también se
estudié en filamentos fragmentados de mutantes afectados en estas permeasas. Para ello, los mutantes
CSX60, afectado en el sistema N-I, CSR8b, afectado en el sistema N-II, CSR10, afectado en los sistemas
N-1l y Bgt, y CSX60-R8b, afectado en los sistemas N-1 y N-II, se sometieron a ensayos de transporte de
Glu suministrado a concentraciones 1y 10 uM (Figura 3.35). La fragmentacidn de los filamentos producfa
un aumento del transporte de Glu en la estirpe mutante del sistema N-I CSX60 que era similar al
observado en la estirpe silvestre. Sin embargo, el efecto causado por la fragmentacién de los filamentos
no se observaba en los mutantes del sistema N-1l CSR8b (Figura 3.35) y CSR10 (datos no mostrados). Por
otra parte, la estirpe CSX60-R8b mostraba, como se esperaba, una actividad muy baja de transporte de
Glu, que no se afectaba significativamente por la fragmentacién. Estos resultados indican que la
fragmentacion de los filamentos desenmascara un componente cinético de alta afinidad de transporte
de Glu y que este componente corresponde al transporte mediado por el sistema N-II.
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Figura 3.35. Efecto de la fragmentacién de filamentos de las estirpes PCC 7120, CSX60, CSR8b y CSX60-R8b en la
actividad de transporte de Glu. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre Anabaena sp. PCC 7120 y de los mutantes
CSX60, CSR8b y CSX60-R8b cultivados en medio BG11 se incubaron durante 10 min con [*C]Glu, suministrado a 1 uM y a
10 UM de concentracién. Para cada una de las concentraciones ensayadas se toma como 100% la actividad de transporte
de los filamentos no fragmentados de la estirpe silvestre.

3.3. Expresion espacial de los sistemas de transporte de aminoacidos.

En un trabajo anterior de este grupo de investigacién se habia concluido que los genes que
determinan las proteinas del sistema de transporte N-I se reprimen en los heterocistos, expresandose
en condiciones diazotréficas unicamente en las células vegetativas (Picossi, 2003). Estos estudios se
llevaron a cabo mediante analisis de expresion de mRNA de algunos de los genes nat del sistema N-I. En
este trabajo, con objeto de estudiar la distribucidn espacial de los transportadores Bgt y N-Il en los
filamentos de Anabaena sp. PCC 7120, se investigd la expresion de los mismos mediante fusiones con la
proteina GFP y ensayos de transporte de aminodacidos con heterocistos aislados.

3.3.1. Expresion de proteinas fusionadas a la proteina GFP.

Para investigar la localizacion celular y subcelular de los sistemas de transporte Bgt y N-li, se realizé
un estudio de la expresion de los mismos utilizando el gen testigo gfp (que determina la proteina GFP,
del inglés Green Fluorescent Protein) fusionado al extremo 3’ del gen bgtA, manteniendo la pauta de
lectura abierta entre ambos genes. Como material de partida, se utilizé el plasmido pCSEL21 (véase el
apartado 2.8.1 de Materiales y Métodos), que contiene el gen gfp fusionado a otro gen.

La construccién se llevd a cabo amplificando mediante PCR un fragmento de DNA que contenia el
gen bgtA completo, utilizando para ello DNA cromosémico de Anabaena sp. PCC 7120 y los oligo-
nucledtidos alr4167-7120-Clal (que introduce una diana Cla 1) y alr4167-7120-GFP (que introduce una
diana EcoR V), que aparean con secuencias adyacentes a la propia ORF (Figura 3.36; véase la Tabla 2.5).
El producto resultante de la reaccién, de 792 pb, se cloné en el vector pMBL-T, generandose el plasmido
pCSR70. La secuencia del fragmento clonado del gen bgtA se analizé tal como se describe en el apartado
2.8.8. Comprobada la integridad de la secuencia, el plasmido se digiri6 con Cla 1y EcoR V, y el fragmento
resultante se ligé con el plasmido pCSEL21, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion,
obteniéndose el pldsmido pCSR73. En este paso, el pramotor de ntcA se sustituyé por la copia completa
del gen bgtA de Anabaena sp. PCC 7120, provocando una fusién traduccional del gen gfp y el extremo 3’
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de bgtA manteniendo la pauta de lectura abierta entre ambos. Por dltime, el pldsmido pCSR73 se digirid
con EcoR |, y el fragmento de DNA que contenia el producto de la fusién de ambos genes se insertd
entre los sitios EcoR | presentes en el vectar pCSV3, generandose el plasmido pCSR79 (Figura 3.36).

alr4169

alrd167-7120-Clalp 4 alr4167-7120-GFP

1kb

Clonacién de la ORF a/r4167 amplificada por PCR
en el vector pMBL-Ty sacuenciacién del fragmento
clonado para comprobar la ausendia de mutaciones

pMBL-T

pCSR70

{(PMBLT)

pCSEL21 Clonacién del fragmento Cla I-EcoR V en el vector
pCSEL21 cortado con Cla I-EcoR V

pCsv3 Clonacidn del fragmento EcoR | en el vector
pCSV3 cortado con Ecof |

Figura 3.36. Esquema de la construccién de un plasmido que contiene el gen bgtA de Anabaena sp. PCC 7120 fusionado
traduccionalmente con el gen testigo gfp. Se sefialan las dianas de restriccién relevantes, los oligonucledtidos utilizados
(tridngulos azules con una regién en rojo para indicar la presencia de una diana de restriccion Cla | o EcoR V) y, entre
paréntesis, el vector del que deriva cada pldsmido.
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El plasmido pCSR79 se transfirid a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacion con el fin de
generar una estirpe derivada en la que se produjera una proteina resultado de la fusion de BgtA y GFP,
portando la proteina GFP en el extremo carboxilo de BgtA (BgtA-C-GFP; Figura 3.37), seleccionandose
clones resistentes a Sm y Sp, que habrian incorporado la construccién transferida por recombinacién
simple. Los clones seleccionados se analizaron mediante PCR para comprobar que el plasmido
transferido se habia integrado correctamente en el genoma, empleando para ello DNA total de cada uno
de los clones seleccionados y las parejas de oligonucledtidos alr4167-7120-7/GFP-4, para detectar la
banda esperada de los genes bgtA y gfp fusionados, que presentaria un tamaiio de 962 pb, y alr4167-
7120-7/alr4167-7120-8, para detectar la posible existencia de la banda silvestre, que tendria un tamario
de 974 pb, en los clones mutantes (Figura 3.37; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las
secuencias de los oligonucleétidos). Una vez comprobada la integracién en el genoma de varios de los
clones seleccionados, se eligié uno y se denomind estirpe CSR21b. Esta estirpe porta dos copias del gen
bgtA (alr4167), una fusionada al gen gfp y otra silvestre (Figura 3.37).

PCC 7120

@ alr4167-71208

VTR

alrd167-7120-7 4 GFp4 4
alr4167-7120-8

962 pb

1

iihi

<q974pb
q962pb

S|
CSR21b

Figura 3.37. Estructura cromosdmica de la estirpe mutante CSR21b en la regién del agrupamiento génico natFGH-bgtA.
A, representacién esquemadtica de la regién gendmica que contiene el gen bgtA de la estirpe silvestre y del mutante
CSR21b. Se indican los oligonucleétidos empleados para analizar la segregacién mediante PCR, los tamafios esperados para
las bandas de las estirpes silvestre y mutante CSR21b, el sitio de la fusién de bgtA con el gen gfp y la parte del pldsmido
integrado correspondiente al vector pCSV3. B, resultado del andlisis de PCR para determinar la estructura gendmica de la
estirpe CSR21b. En la calle 1 se muestra el marcador de tamafios utilizado, en la 2, el resuitado de la amplificacién por PCR
utilizando la pareja de oligonucleétidos alr4167-7120-7 y GFP-4 para comprobar que los genes bgtA y gfp est4n fusionados
en [a estirpe mutante (tridngulo azul), y en la 3 el correspondiente a los oligonucledtidos aird167-7120-7/alr4167-7120-8
para detectar la presencia del gen bgtA silvestre en la estirpe mutante (tridngulo verde). Se indica el tamafio de las bandas
detectadas.
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Cuando se estudid la distribucién de la fluorescencia, se observé que en filamentos incubados con
nitrato ésta se localizaba en todas las células, con una sefial algo mas elevada en la periferia que en el
centro de las mismas, y en especial en los septos intercelulares (Figura 3.38A). Sin embargo, la
cuantificacidn de la sefial de fluorescencia paralela y transversalmente al eje longitudinal de los
filamentos indicaba que ésta no era mas de dos veces superior en los septos que en las regiones
periféricas de las células, lo que sugeria que el incremento de sefial en los septos se debia a la
yuxtaposicion de la sefial de dos células adyacentes. Por otra parte, en filamentos incubados en
ausencia de nitrogeno combinado, la fluorescencia también se observaba en todas las células del
filamento, tanto células vegetativas como heterocistos, y a niveles superiores en la periferia de las
células (Figura 3.38B). Estos resultados sugieren una asociacion de la proteina BgtA-C-GFP con la
membrana citoplasmatica, donde BgtA interaccionaria con los dominios citoplasmaticos de las proteinas
transmembrana de los sistemas de transporte Bgt y/o N-II.

Figura 3.38. Localizacién de la proteina BgtA-C-GFP en la estirpe CSR21b. Imagenes de luz transmitida (izquierda),
autofluorescencia de la cianobacteria (centro) y fluorescencia de la proteina GFP (derecha). Filamentos de la estirpe
CSR21b cultivados con nitrato se lavaron con medio BG11,, se homogeneizaron y se utilizaron para inocular medios BG11y
BG11, incubdndose durante 72h los primeros (A) y durante 48h los segundos (B). Los heterocistos muestran una
autofluorescencia reducida o ausente con respecto a las células vegetativas. Con flechas blancas se sefialan los
heterocistos presentes en el filamento. Barra de escala, 5 um.

Para estudiar con qué complejo de membrana puede interaccionar BgtA-C-GFP, el plasmido pCSR79
portador del gen bgtA-gfp se transfirié mediante conjugacion a las estirpes CSS8 (bgtB::C.K3) y CSR8b
(natH::pRL424), seleccionandose clones resistentes a Sm y Sp que se analizaron mediante PCR como se
describié para la estirpe CSR21b (Figura 3.39). De cada conjugacién se seleccioné un clon con el
plasmido integrado correctamente en el genoma, que se denominaron estirpe CSR22b, al derivado del
mutante CS58, y CSR23b, al generado a partir del mutante CSR8b. En filamentos incubados con nitrato
de las dos estirpes generadas la fluarescencia de la proteina GFP se aobservaba en la periferia de las
células (Figura 3.40A y C). En ausencia de nitrégeno combinado, ambas estirpes desarrollaban hetero-
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cistos, y la fluorescencia de la proteina GFP se observaba tanto en las células vegetativas como en los
heteracistos (Figura 3.40B y D). Estos resultados sugieren que la proteina BgtA-C-GFP se puede asociar
con las membranas citoplasmaticas interaccionando con los complejos de membrana tanto del sistema
N-! (dado que la estirpe CSR22b carece de la proteina BgtB) como del sistema Bgt (puesto que la estirpe
CSR23b carece de NatH), y que los dos transportadores estan presentes en las células vegetativas y en
los heterocistos.

= 974 pb
962 pb

CSR22b CSR23b

Figura 3.39. Estructura cromosémica de las estirpes mutantes CSR22b y C5R23b en la regién del agrupamiento génico
natFGH-bgtA. Resultado del andlisis de PCR de las estirpes CSR22b y CSR23b. En la calle 1 se muestra el marcador de
tamafios utilizado, en las 2 y 4, el resultado de la amplificacion por PCR utilizando la pareja de oligonucleétidos alr4167-
7120-7/GFP-4 para comprobar que los genes bgtA y gfp estdn fusionados en las estirpes mutantes CSR22b y CSR23b,
respectivamente (tridangulo azul), y en las 3 y 5 el correspondiente a los oligonucledtidos alr4167-7120-7/alr4167-7120-8
para detectar ia presencia del gen bgtA siivestre en las estirpes mutantes CSR22b y CSR23b, respectivamente (tridngulo
verde). Se indica el tamafio de las bandas detectadas, que son aquéllas mostradas en la Figura 3.37A.

A B C D

Figura 3.40. Localizacién de la proteina BgtA-C-GFP en las estirpes CSR22b y CSR23b. La fluorescencia de la proteina GFP
se muestra en verde y la autofluorescencia cianobacteriana en rojo en las estirpes CSR22b (derivada de CS58; Ay B) y
CSR23b (derivada de CSR8b; C y D) portando la proteina BgtA-C-GFP. Los filamentos se tomaron de cultivos en medio
BG11, se lavaron con medio BG11,, se homogeneizaron y se utilizaron para inocular medios BG11 y BG11,, incubdndose

durante 72h los primeros (A y C) y durante 48h los segundos (B y D). Los heterocistos muestran una autofluorescencia
reducida o ausente con respecto a las células vegetativas. Barra de escala, 2 um.

3.3.2. Actividad de transporte de aminodacidos en heterocistos aislados.

La presencia de los sistemas de transporte Bgt y N-ll tanto en las células vegetativas como en los
heterocistos, a diferencia del sistema N-l que se expresa exclusivamente en las células vegetativas
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Las actividades de transporte de los aminoacidos acidos Asp y Glu eran 2 y 3 veces mas elevadas,
respectivamente, en los heterocistos aislados que en los filamentos enteros de la estirpe silvestre. Estas
actividades de transporte eran mediadas por el sistema de transporte N-II, puesto que no se observaban
en los mutantes CSR10 y CSR8b. El aumento de la actividad de transporte de aminodcidos &cidos que se
observaba en los heterocistos aislados de la estirpe silvestre podria estar relacionado con el incremento
del transporte que tiene lugar en filamentos fragmentados mecdnicamente que se describié en el
apartado 3.2.5.

Estos resultados confirmaban la presencia de los sistemas de transporte Bgt y N-ll en los
heterocistos, células que podrian presentar ademas un transportador de aminodcidos hidrofébicos
diferente. Por Ultimo, debe indicarse que los heterocistos aislados de la estirpe mutante CSS8
mostraban, en general, una actividad de transporte de aminoacidos relativamente baja con respecto al
resto de las estirpes, desconociéndose la causa de esta alteracion.

3.4. Fenotipo de crecimiento y liberacion de aminodcidos de los mutantes de los transportadores.

Algunos mutantes espontaneos de sistemas de transporte de aminoacidos de Anabaena sp. PCC
7120 estan alterados en su capacidad de crecer diazotréficamente y pierden aminoacidos que se
acumulan en el medio externo (Montesinos et al., 1995). Estos aspectos se estudiaron también en los
mutantes de transportadores generados en este trabajo.

3.4.1. Crecimiento de los mutantes de sistemas de transporte de aminoacidos.

El crecimiento de los mutantes generados en este trabajo se estudid en medios sdlidos vy liquidos en
ausencia de nitrégeno combinado y en presencia de nitrato. Con respecto al sistema de transporte N-I,
se estudiaron en medio sélido las estirpes CSR11 (natD) y CSR5 (natfE), incluyéndose también la estirpe
silvestre y los mutantes CSX60 (natA), CSX62 (natC), CSS6 (natB) y CSR4 (g/uR0) a efectos comparativos
(Figura 3.41).

PCC CSX60 CSS6 CSX62 CSR11 CSRS (SRA‘
7120 (natA) (natB) (natC) (natD) (natE) (g/uRO)

Figura 3.41. Crecimiento de los mutantes nat y CSR4 en medio sélido. Suspensiones celulares de la estirpe silvestre (PCC
7120) y de los mutantes CSX60 (natA::C.S3), CSX62 (natC:C.S3), CSS6 (natB::C.S3), CSR11l (natD::pCSV3), CSRS
(natE::pRL424) y CSR4 (g/uR0::pRL424) cultivados en medio BG11 (suplementado con antibidticos en el caso de las estirpes
mutantes) se lavaron y homogeneizaron y se utilizaron para inocular cajas de medio sélido BG11 (A) y BG11, (B) con gotas
de 7 pe de suspension celular conteniendo 70 ng de Chl (linea superior) o 7 ng de Chl (linea inferior), que se incubaron
durante 10 dias en condiciones de cultivo.

En medio sélido BG11 no se apreciaba ninguna diferencia entre la estirpe silvestre y los mutantes nat
(Figura 3.41A), mientras que en medio BG11, (sin nitrégeno combinado) el crecimiento estaba afectado
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Genatipo BGL1 BG1l,

BLCTL20 Silvastre 0,66 0,01 (10} 0,49 £0,01 (12}
Sizterme N-{ : .
555 neiBnC.53 0,67 £0,03 (4] 0,33 120,01 (6]
CSHED _ notAnC.S3 0,85 £ 6,03 (6] 0,22 20,01 {5}
Sisvama Bgt .
(858 bgtBu K3 0,87 £002{4) 0,48 £ 0,03 (5]
Sistema N-II
CSR17 notFopRLAZE 0,68 0,04 {4} 0,37 £ 0,01 (B}
CSREL notHupRLA24 3,67 £ 5,02 (4) 3,48 + 0,03 (8
C3R3a natH:pCSY3 0,67 £0,01 (3} 043200244
Sisteings M-Iy Byl . : .
CSRIO " bgtanpCavs 0,36 % 0,03 (5} 0,40 £ 0,01 {7}
Sistemas N-I y N-Ii )
{“.535 L7 retEn 83 notFipRL424 3,66 % 0,04 {4} (0,26 £ 6,02 {8}

SHECG-REL _ nothnTE3 notHupRileZ4 0,66 £ 2,03 (8} 0,11 £ 0,01 (68}

Sistamos N-j, M-Il y Bgt . : .
CEXE0-RI0 rratAnC53 botdnpRiAZ24 0,67 £ 0,08 {4} 0,A0 0,00 (4]
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Resultados

as estirpes clanchacterianas gue tlenen Inactivar os los sistemas de transporte
‘Labarre eral., 1987; Montesinos et gl, 1895, 18971

y Métodos), C8 68 CSR8s, SRSE:}, CSKE0-REb v CSXB0-R10 (Flgurs 3/—14 La ncubacidn se
puede maniener durante largos

un méximo de 48 h debido a que el mutanie 215 no se

po en medios carentes de nitrdgaens combinado.
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238 216
Ancboencsp. PCC 7120 ‘ Anagbgeng sp. BCC 7120
Tiempode retencién {min 30,7 1,2 Tiemps de retencion {min! 30,7
fcumulacidn de amincdcidos en ¢l medio extracelular de las estirpes PO 7120, 216, CSHGE, CSREa, CEREL,
y CSHBO-R10. Fllamentos cultivados en medio BEL1 con aire:C0; (9914 en vresenciz de antibidticos en 2l caso
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s mutantes) se lavaron, se homogeneizaron v se incubaron en medics BGELL, con alre: CO;_ duranie 24
| o 48 h {derecha)l, tToméndose antonces muesiras del medio de cada estirpe que se analizaron ¢ Sdiaﬁ*’e HPLC.
tan cro xgla*ccgramac y se indican los aminodcidos que aparecen a concentrsciones mas elev s%as asf como los
Egums ge los reactives empleados pars la sepaz’acﬁén de los aminodcido iz
on asteriscos {F). Los resultados detallados de estos andiisis se presentan en
para las 48 h.
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Tabla 3.15. Aminodcidos scumulados en el medio de cultlvo de las esting
REL v CSHBO-RIO Incubadas en ausenclz de nitrdgene combinade dur
s§ es:fe 1; de los mutantes 1.16 CSX8C, (3R8e, CSR&L, CSKEU-R8L v (85 tivados en medio BG1l {suplementade
idticos en el caso de los mdram:es; se lavaron, sa resuspendier adio BG11, v se incubaron en ausenciz de
t eno combinado con alre:CO; {8811} mifame 24 k. Musesiras de ias suspensmﬁe& celulares se filiraron v los medics
carentes de células se analizaron como se describe en Mﬁfoﬁ'm‘@s ¥ Métodos. Los datos que se muestran corrasponden g ia
media % la desviacién esténdar de lz mediz de cuatrs {dos para ls estirpe CSHE0-R10) determinaciones Independientes.

216, CSHEY, CSR8s, CSRED, CHNE0-

. S' pensiones celulares de la estirpe

P
‘%)

Aminodcidos acumulados en el medio de cultive (U}

Aminodcido - y p
[l oloy jviy 216 CSHED C5R%2 CEREBL CONBN-REL  CSHB0-RAO
Bésitos
L-frg 0,18£G,10 0172010 022£042 (222012 G1BxG11 0 (2¥E014 0 OTF2x002
L-Lys A3 004 G11xQ003 g§i2x003 0132303 5,150,801 G13£001 05020008
L-Mis 0,38+£312 5,04 £0,03 0,112 C,08 0,22 +30,04 0,25+ 0,03 Gi02 0,07 0,58 £ 4,453
Acidos
L-Asp 0,25+0,18 020014 (,39£0,28 025£018 0302022  038x025 (522001
-G 1L,52+£025 L36%G36 1802008 247017 Z202z008 1,91=0081 2511021
Mewlros polores
L-Asn 0,26+=0.08 0,37 +0.18 0,37 20,15 0,25 £8,05 0,48 50,23 1,3220,75 3,35+ 0,02
0,26 %G, {303 CA7+001  0,18x005  L20£08% 025z0,03 0211005 0250002
0,22+0,286 G21x0i5  0,32+023 4202014 0F5:(18  1,33:0%4 2867 G,G%
1,82£8,28 123203 3,07/+0,38 L88x027 4,26x008 4322048 515201
0282001 012x011 ©11:G08 0182006 0 G1210,08 0122008 026% 0,@82
0452000 G37£0002 1,77x0,24 0972038 (851033 6433188 3,71:0.08
G,85+0,60 BA5£0,11 38222048 1,03£042 1102048 45091383 4352x108
0,34 10,12 834 £0,28 3,42 +0,13 3462010 0,47 £C,08 4,57 20,28 4,99+ 30,14
042£0,06 0I1Z£0,06 043009 0112008 040007 0 080x0I0 L0700
L71+3,046  04520,12  752%037  Li4%045 L111055 1047% &33 9,32£0,25
G50£002 0232001 3233£0410 0323%zx008 0462011 TB0L082 886z022
032+£008 0172004 2,24x Q27 025200002 0,i89x004 2672030 352z007
0182004 0272013 852x024  (23%0, 85 G,22+C08 9322038 §43£0325
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minodcidos acumulados en el medio de cultive de las estirpes PCC 7120, 218, CSHED, (SR8, TSREL, CEXED.
:!L incubadas en ausencie de nitrdgeno combinade durante 48 k. Suspensiones celulares de la estirpe
s mutantes 216, CSXE0, CSR8a, CSREh, CSKEO-R8b v CEXE0-R1D culitvecos en medio BGLL {suplementado
E-ccs en =§ casc de los mutantas} se lavaron, se resuspendieron en medio BC1L, v se incubaron en ausencis de
cmbinado con alreiC0; (28:1) durante 48 h. Musestras de las suspensiones celulares se filiraren y los medio

: Eizaz’m como se describe en Materiales y [Métodos. Los datos rue se muesiran corraspondean a |
esvigcidn esténdar de la media de cuatre {dos para iz estirpe CSXE0-R10) determinaciones indepandiantes. nd,

%

ay

Aminodcidos acumulades en el medic de cultive (M}

BCC 7120 218 C5180 CSR8a CSRBL CENE0-REL  CEMBO-RIC
G184 0,10 §17x0,12 QZS +0,10 0 02240 0212000 028013 41342008
C,09+006 01Z2xQ01L  GIBxCL3 0142005 GI5xG04 (I5£003  LVE2003
0,379,413 020x007 G08:00F GO7£000 G2 0UE G400 ad
0,25+0,18  £24x0,%7 (,53x038 0,31:x0,22 Q,E =073 048032 0,98
1,740,310 2251004 2,31x012% 2,220,417 2,65£0,:8  2E2E0LZ 0 24
0,27 & 4520332 021£0,15 033208 nd
G2z % 0,29+0,02 §22x0,005 Q28x004 033002
0,22 % 0312022 (#5201 2252018 4,6750,28
1,78% 3852024 1,840,314 227205 5581002
017 x 0,18£041 0122008 (122008 3,88 20,53
G31x004  0B31xG0I 221042 Q302008 0352004
1,58%0,08 0192014 76582383 1122010 102%0709
0282017 0282012 4182262 (282047 Q28055
0,31%0,07 Q23002  3,10x202 021xG005 Q22001
G, 25 +3,07 0192006 1085009 (24008 $31:014
02t£011 ©153xC06  481x00% 0172008  Glo9x0U7

0,23£0,14  020£¢10 2014140 G29zGl8 0289&01
Ci52007 0442005 1315004 0222012 023+00
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0144008 GI10x£0058 397x011  GL2:001 nd 43520072 8412004

ue sz el mecanismo por ef gue tenga lugar [a liberacidn de aminoicidos, ya se

1 activa, el transportador M- parece ser esencial e ién de los amincédcidos que
I c con

isttendo clerta contribucidn del sistema N-J, 12l como indizan los resultados obtenideos
s dobles. Sin embargo, en susenciz del sistema N-Ii, el transporiador N+ es

suficlente para

uperar los amingdcidos liberados.

Como se ha desca’ém en el apartado 3.4.2, los mutantes sfectados enlos

s, principalimente hidrofébices, al medio de cultly

neontraba & concentraciones mas elevadas. Esta liberacién

de z
en condiciones diazolrdficas que en cultivos con nitreto (Picoss), 2%‘3}3 Ashmismo, sstos
W8

esentabien una deficlencia en el crecimientc en condicione: disrotrdficas gue se podris

pnérdida adicional de amincécidos gue tene lugar en astas condiciones.
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Resultados

3.5.2. Asimilacion de alanina.

Estos resultados sugirieron que la Ala podria ser un aminoécido producido por los heterocistos y
asimilado por las células vegetativas. Para determinar si este aminodcido puede ser utilizado como
fuente de nitrégeno combinado, se analizo el crecimiento de la estirpe silvestre y de los mutantes del
sistema N-l en presencia de Ala, incluyendo la estirpe CSR4 como control del mutante natf (véase e
apartado 3.1.1). Se estudid el crecimiento en medio sélido con nitrato y en ausencia de nitrégeno
combinado, suplementando o no con L-Ala a concentracion 1 mM (Figura 3.43). En este ensayo de
crecimiento se empled también como control el mutante 216 (hetR), que es incapaz de desarrollar
heterocistos.

PCC (C$X60 (CSS6 CSX62 CSR11 CSR5 CSR4 216
7120 (natA) (natB) (natC) (natD) (natE) (gluRO) (hetR

Figura 3.43. Crecimiento de las estirpes PCC 7120, CSX60, CSS6, CSX62, CSR11, CSR5, C5R4 y 216 en medios sin nitrégeno
combinado sin suplementar o suplementado con Ala a concentracién 1 mM. A, crecimiento en medio sélido en ausencia
de nitrégeno combinado (BG11,). B, crecimiento en el mismo medio que en el panel A suplementado con 1 mM de L-Ala.
Las suspensiones celulares inoculadas contenian 70 ng de Chl y se incubaron durante 11 dias.

Las pruebas de crecimiento en medios con nitrato no mostraron diferencias apreciables entre la
estirpe silvestre y los mutantes utilizados, tanto en ausencia como en presencia de Ala. No obstante,
parecia existir una leve inhibicién por Ala del crecimiento de las estirpes PCC 7120 y CSR4 (datos no
mostrados). En medios carentes de nitrégeno combinado, como se esperaba, la estirpe 216 no crecia,
pero su crecimiento se rescataba por adicién de alanina a concentracién 1 mM (Figura 3.43). Por su
parte, los mutantes nat presentaban un crecimiento ligeramente superior en presencia de Ala que en su
ausencia. Por Ultimo, las estirpes silvestre y CSR4 no crecian en presencia de Ala. Aunque se desconoce
el motivo de esta inhibicién, ésta se alivia en los mutantes del sistema N-I, que tienen un transporte de
Ala disminuido. Estos resultados indicaban que el aminodcido Ala puede ser utilizado como fuente de
nitrégeno por la estirpe 216 y puede rescatar el crecimiento de los mutantes N-I en ausencia de otra
fuente de nitrégeno combinado.

3.5.3. Inactivacién y fenotipo de un mutante de la alanina deshidrogenasa.

Dado que la Ala puede ser el sustrato o el producto de varias enzimas en Anabaena sp. PCC 7120,
entre ellas la alanina deshidrogenasa y algunas transaminasas (Flores y Herrero, 1994), se decidi6
estudiar con mayor detalle el papel de algunas de estas enzimas en el metabolismo diazotrofico de
Anabaena sp. PCC 7120. La bisqueda en el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 (Kaneko et al., 2001) de
genes que pudieran estar relacionados con el metabolismo de la Ala revel6 la existencia de dos ORFs,
alr2355 y alr4853, anotadas como posibles alanina deshidrogenasa (AlaDH) y glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), respectivamente. Estas dos enzimas estdn implicadas en el metabolismo de la Ala
en muchas bacterias y podrian tener también un papel importante en Anabaena sp. PCC 7120, por lo
que se decidid inactivarlas mediante insercién de DNA exdgeno. La inactivacion de dichas ORFs se llevo a
cabo tanto en Anabaena sp. PCC 7120 como en el mutante 216 (hetR), con objeto de tratar de
identificar la enzima responsable del crecimiento de esta dltima en medic BG11, en presencia de Ala.
Sin embargo, la ORF a/r4853 inactivada no se consiguid segregar en ninguno de los casos, sugiriendo que
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la enzima GPT es esencial en el metabolismo de esta cianobacteria, por lo gue sélo se describird la
inactivacion de la ORF a/r2355.

Para la inactivacién de la ORF a/r2355 se amplificé mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 545 pb, utilizando como molde DNA gendmice de la estirpe silvestre y los oligonucleétidos alr2355-
7120-1y alr2355-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccién BamH |
(Figura 3.44; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucledtidos).
Este fragmento de DNA se clond en el vector pMBL-T, generdndose el plasmido pCSR80, el cual se digirid
con la endonucleasa BamH |, y el fragmento interno de alr2355 con los extremos BamH | se cloné en el
vector pCSV3 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido pCSR88. Este
plasmido se transfirid a las estirpes Anabaena sp. PCC 7120 y 216 mediante conjugacion y se
seleccionaron colonias resistentes a los antibiéticos Sm y Sp, que habrian incorporado el plasmido
transferido mediante recombinacién simple.

asl2353 asl2354

alr2355-7120-18 @alr2355-7120-2
R
1kb
pMBL-T Clonacién de un fragmento internode alr2355

amplificado por PCR en elvector pMBL-T

BamH | /BamH |

pCSR80

(PMBL-T)

pCsvV3 Clonacidn del fragmento BamH | en elvector
pCSV3 cortado con BamH |

Figura 3.44. Representacién esquemdética de la construccién del plasmido pCSR88 para la inactivacién de alr2355. Se
sefialan las dianas de restriccién relevantes, los oligonucleétidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’ en rojo para
indicar la presencia de una diana de restriccion BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada pldsmido.

La estructura cromosdmica en la regién de la ORF al/r2355 se estudiéd mediante PCR en varios clones
seleccionados resultantes de cada conjugacion, utilizando como molde DNA gendmico de las estirpes
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analizadas y las parejas de oligonucledtidos alr2355-7120-3/alr2355-7120-4 y alr1004-7120-3/alr1004-
7120-4 (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucledtidos). La
primera pareja de oligonucledtidos produciria una banda de 910 pb en la estirpe silvestre y de 4.957 pb
en los clones que tuvieran insertado en alr2355 el pldasmido transferido. Dado que esta tltima seria
dificil de amplificar debido a su tamafio, se controlaba la presencia de DNA en las muestras utilizando la
segunda pareja de oligonucleétidos, de la que se esperaba obtener una banda de 907 pb (Figura 3.45).
Esta pareja de oligonucleétidos aparearia con la secuencia de la ORF alr1004, localizada en otra regién
del genoma. Este anadlisis permitid comprobar que la insercion del plasmido se habia producido
correctamente interrumpiendo la ORF air2355 en cada clon seleccionado, y que los cromosomas
mutantes resultantes se encontraban completamente segregados en ambos casos, por lo que los
mutantes pasaron a denominarse estirpe CSR24, el derivado de la estirpe silvestre, y CSR25 el que
derivaba del mutante 216.

A
PCC 7120
asl2353 asl2354

1.

alr2355-71203 @alr2355-71204
910 pb
P 1kb
CSR24/CSR25

pCSV3

asl2353 asl2354

alr2355-7120-3 @ alr2355-71204

4.957 pb

- <q910 pb
- g w o

L | | L Il |
PCC7120 CSR24 PCC7120 CSR25

Figura 3.45, Estructura cromosémica de los mutantes CSR24 y CSR25 en la regién de la ORF alr2355. A, representacion
esquematica de la regién cromosdmica que contiene la ORF a/r2355 de la estirpe PCC 7120 y los mutantes CSR24 y CSR25.
Se indican los oligonucleétidos empleados para el andlisis de la segregacion mediante PCR y los tamafios esperados para
las bandas de las estirpes silvestre, CSR24 y CSR25. B, resultado del andlisis de PCR para determinar la segregacion de las
estirpes CSR24 y CSR25. En cada analisis de PCR (izquierda y derecha), en la calle 1 se muestra el marcador de tamafios
utilizado, en las 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando los oligonucledtidos alr2355-7120-3/alr2355-
7120-4 para la estirpe silvestre y mutante, respectivamente (tridngulo verde), y en la 4 el correspondiente a la pareja de
oligonucleétidos de control alr1004-7120-3/alr1004-7120-4 para la estirpe mutante (tridngulo rojo).

La actividad AlaDH se midid en extractos crudos de la estirpe Anabaena sp. PCC 7120 y del mutante
CSR24 (alr2355). Dado que en Anabaena cylindrica la actividad AlaDH es mas elevada en cultivos
incubados en ausencia de nitrégeno combinado que en presencia de amonio (Rowell y Stewart, 1975),
se decidié incubar las dos estirpes mencionadas en medios BG11,C con aire:CO, (99:1) durante 48 h, en
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Figura 3.46. Catabolismo de Ala en Anabaena sp. PCC 7120 y el mutante CSR24. Suspansiones de células de las estirpes
silvestre y CSR24 (ald), cultivadas en medio BG114C con aire:CO; (99:1), se sometieron a ensayos de transporte con *clala
a concentracién 3 pM durante 10 6 60 min. Las células se recogieron por filtracién y el contenido de las mismas se analizé
mediante TLC bidimensional y autorradiografia, tal como se describe en el apartado 7.4.1 de Materiales y Métodos. Se
muestra el resultado de la TLC de la estirpe silvestre incubada con [**C]Ala durante 10 min (A) o 60 min (B) y del mutante
CSR24 incubado durante 10 min (C) o 60 min (D). Se indican los metabolitos a los que corresponden algunas de las
manchas radiactivas. En cada panel el origen de la cromatografia se sefiala con un tridngulo rojo. La disolucién de [*clala
sustrato sélo producia la mancha de Ala.
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Figura 3.47. Crecimiento en medio liquido de las estirpes PCC 7120 y CSR24. Células de las estirpes PCC 7120 y CSR24
(ald::pCSV3) cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos en el caso del mutante) se lavaron con medio
BG11,, se homogeneizaron y se utilizaron para inocular medios BG11 (A) y BG11, (B) sin antibidticos, a razén de 0,2 pug
Chi-m&?, incubdndose en condiciones de cultivo durante 5-7 dias para la determinacién de las constantes de crecimiento,
u, como se describe en Materiales y Métodos. En verde se presenta la estirpe silvestre y en rojo el mutante CSR24. Los
valores de p, en dias?, fueron: 0,66 (PCC 7120, BG11); 0,64 (CSR24, BG11); 0,52 (PCC 7120, BG11,); 0,30 (CSR24, BG11,).
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También se estudio el crecimiento de las estirpes CSR24 y CSR25, en comparacién con las respectivas
estirpes parentales PCC 7120 y 216, en ausencia y en presencia de Ala a concentraciéon 1 mM, tanto en
medios con nitrato como carentes de nitrégeno combinado (Figura 3.48). En medios sin Ala, en
presencia de nitrato no se observaban diferencias entre las cuatro estirpes (Figura 3.48A), mientras que
en BG1ll, no se apreciaban diferencias entre los mutantes CSR24 (ald) y CSR25 (hetR ald) y sus
respectivos parentales (Figura 3.48C). En medios con nitrato y 1 mM de Ala se observaba una ligera
inhibicién en el crecimiento de todas las estirpes estudiadas quizas con la excepcién del mutante hetR
(Figura 3.48B). En medios sin nitrato habia una fuerte inhibicién del crecimiento de la estirpe silvestre
por Ala, que era incluso mayor en el mutante CSR24 (Figura 3.48D). Por otro lado, se observaba cierto
crecimiento de la estirpe 216, también anulado en la estirpe CSR25. Estos resultados corroboran la
existencia de un efecto téxico de la Ala (véase también la Figura 3.43), que es mds severo cuando se
inactiva la enzima AlaDH. Por ello, no esta claro si esta enzima es necesaria para la utilizacion de Ala
como fuente de nitrdgeno en la estirpe 216. La asimilacién podria ser mediada por otra enzima, teniendo
la AlaDH un papel limitado a la proteccién frente a la inhibicién por Ala

A B

PCC CSR24 216 CSR25 PCC CSR24 216 CSR25
7120 (ald) (hetR) (hetR ald) 7120  (ald) (hetR) (hetR ald)

Figura 3.48. Ensayo de crecimiento de las estirpes PCC 7120, CSR24, 216 y CSR25 en medios sin o con 1 mM de Ala. A,
crecimiento en medio con nitrato. B, crecimiento en medio con nitrato suplementado con 1 mM de Ala. C, crecimiento en
ausencia de nitrgeno combinado. D, crecimiento en medio BG11, en presencia de Ala 1 mM. En los paneles A, By C se
muestra el crecimiento de las estirpes indicadas durante 8 dias, mientras que en el D durante 13 dias. En cada panel, las
suspensiones celulares de la linea superior fueron inoculadas con 70 ng de Chl y las de la linea inferior con 7 ng de Chl.

3.6. Otros sistemas de transporte estudiados.

Como se ha descrito en los apartados 3.1y 3.2, el transporte de aminodcidos en Anabaena sp. PCC
7120 es llevado a cabo mayoritariamente por los sistemas de transporte N-I, N-Il y Bgt. El trabajo que
permitié la identificacion de estos transportadores se llevé a cabo paralelamente al estudio de otros
cuya caracterizacién se presenta en este apartado.

3.6.1. Caracterizacion de la ORF all0342.

En el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 (Kaneko et al., 2001) se encuentra una ORF de 1.311 pb
cuyo producto de 437 residuos de aminodcidos presenta homologia con permeasas de Glu y Asp
dependientes de H'/Na* (Slotboom et al., 1999) de la familia DAACS (véase el apartado 1.2.2 de
Introduccidn). Dado que All0342 podria determinar una proteina de membrana, la topologia de esta
proteina se analizé mediante distintos programas de prediccién de estructuras de proteinas de
membrana. Segun estas predicciones, |la proteina All0342 presentaria 9 segmentos en hélice a, de los
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que 5 corresponderian a hélices a primarias y los 4 restantes a hélices a secundarias, y sus extremos se
dispondrian en el interior celular el amino y en el periplasma el carboxilo (Figura 3.49).

Citoplasma

Periplasma

Figura 3.49. Prediccién de la topologia de la proteina All0342 de Anabaena sp. PCC 7120. En la membrana plasmaética se
representan en azul las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofébicas. Los segmentos
transmembrana se indican en verde oscuro o en verde claro segin constituyan hélices a primarias o secundarias,
respectivamente. En negro se muestran los residuos de aminoécidos hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los
bésicos y en rojo los dcidos.

Para la inactivacién de la ORF all0342 se amplificé mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 596 pb, utilizando para ello DNA gendmico de la estirpe silvestre y los cligonucleétidos all0342-7120-
1 y all0342-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccion BamH |
(véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucleétidos). Este fragmento
de DNA se clond en el vector pGEM-T, generandose el plasmido pCSR1, el cual se digirié con la
endonucleasa BamH | y el fragmento interno de all0342 con los extremos BamH | se cloné en el vector
pRL424 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el pldsmido pCSR13 (Figura
3.50). Este plasmido se transfiri6 a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacion y se seleccionaron
colonias resistentes a Nm, que habrian incorporado el plasmido transferido en el cromosoma mediante
recombinacidn simple.
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all0343
A={_alr0340 _ ><_all034] ~QEEIIEIF I~ —{ _ oir0344___}
all0342-71202  all0342-7120-1
1kb
PGEM-T Clonacién de un fragmento internode all0342

amplificado por PCR en el vector pGEM-T

pRL424 Clonacidn del fragmento BamH | en el vector
pRL424 cortado conBamH |

Figura 3.50. Representacién esquematica de la construccién del pldsmidos pCSR13. Se sefialan las dianas de restriccién
relevantes, los oligonucledtidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’ en rojo para indicar la presencia de una
diana de restriccién BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada plasmido.

La estructura cromosdémica en la regidn alterada se estudid mediante andlisis de Southern en varios
clones resultantes de la conjugacién. EI DNA se digeria con la endonucleasa EcoR V y como sonda se
utilizaba el fragmento interno de all0342, obtenido por restriccién del pldsmido pCSR1 con la diana
BamH 1, que se empled para la generacion del mutante (Figura 3.51A). En este andlisis se esperaba una
banda de 2,8 kb en Ia estirpe siivestre y de 6,0 kb en los clones que tuvieran insertado en el genoma el
plasmido transferido (Figura 3.51B). Este analisis permitié determinar gue la insercién del plasmido
habia tenido lugar correctamente en los clones analizados interrumpiendo dicha ORF y que los
cromosomas mutantes resultantes estaban completamente segregados, no quedando cromosomas
silvestres remanentes. El clon seleccionado para su posterior andlisis se denomind estirpe CSR1.
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PCC 7120

EcoR V

all0343
e alr0344 3

PCC7120 CSR1

<6,0kb

<|2,8kb

Figura 3.51. Estructura cromosémica de la estirpe CSR1 en la regién de la ORF all0342. A, regién cromosdmica que
contiene la ORF all0342 en la estirpe silvestre PCC 7120 y el mutante CSR1. Se indica la posicion de la parte del pldsmido
transferido correspondiente al vector pRL424 en el genoma de la estirpe mutante, la localizacién de la sonda empleada
(barra roja), las dianas de restriccién EcoR V y los tamafios esperados en el analisis de Southern para las bandas de las
estirpes silvestre (barra verde) y CSR1 (barra azul). B, resultado del andlisis de Southern para determinar la estructura
gendmica de la estirpe CSR1. Se indica el tamario de las bandas detectadas en la estirpe silvestre (tridngulo verde) y
mutante (triagngulo azul).

Para determinar el fenotipo de transporte de la estirpe CSR1 (all0342::pRL424) se realizaron una
serie de ensayos de transporte de aminoacidos comparando este mutante con la estirpe silvestre
Anabaena sp. PCC 7120 (Tabla 3.19). Excepto para Lys, Asp y Phe, el mutante CSR1 mostraba un
aumento significativo de la actividad de transporte de los aminoacidos ensayados, siendo ésta en
muchos casos un 50% mayor que en la estirpe silvestre (Figura 3.52). Este fenotipo seria consistente con
que All0342 funcionara como un sistema de exportacidon de aminodcidos, dado que lo que se mide en
los ensayos de transporte es la acumulacién de aminoacidos (retencién de radiactividad) en las células,
que entrarian a través de los sistemas de transporte ya descritos. Los resultados obtenidos sugieren que
esta permeasa podria corresponder con un exportador general de aminoacidos, dado que no se abserva
ninguna preferencia por uno determinado o por un grupo de aminoacidos con caracteristicas quimicas
similares, sino que reconoce tanto aminoacidos neutros, polares e hidrofébicos, como basicos y acidos.

Para investigar si la estirpe mutante CSR1 presentaba alguna deficiencia en el crecimiento, éste se
estudié en medio sélido en ausencia de nitrégeno combinado y en presencia de nitrato. En ninguno de
los medios empleados se observaron diferencias con respecto a la estirpe PCC 7120 (datos no
mostrados).
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Tabla 3.19. Actividades de transporte de aminodcidos de la estirpe mutante CSR1. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de la estirpe mutante CSR1 cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos en el caso del mutante) se
sometieron a ensayos de transporte durante 10 min con los [**Clamino4cidos que se indican, suministrados a
concentracién 10 pM. Las actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chl)™(10 min)”, coma la media * la
desviacién estandar de la media de los datos obtenidos en el nimero de ensayos que se indica entre paréntesis. También
entre paréntesis se indica la ORF inactivada en la estirpe CSR1. Los ensayos de transporte de aminodcidos se llevaron a
cabo como se detalla en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividades de transporte de aminodcidos
(nmoles:[mg Chi]™*[10 min]™)

Aminodcido
CSR1

PCC 7120 (all0342)
Bdsicos
L-Arg 125+ 1,59 (25) 195+ 12,5 (3)
L-Lys 138 £ 1,55 (16) 140 £ 8,40 (2)
L-His 88,0 + 1,10 (16) 132 +5,28 (3)
Acidos
L-Asp 37,3+0,39 (27) 38,8 +2,19 (4)
L-Glu 10,5+0,12 (25) 16,9+ 1,56 (4)
Neutros polares
L-GIn 99,4 + 0,90 (30) 158 + 6,48 (4)
L-Ser 218 +2,50 (10) 239+34,3(3)
Hidrofébicos
Gly 200 % 3,30 (15) 252 +5,50 (3)
L-Ala 192 +1,09 (20) 286 + 6,03 (3)
L-Leu 103 +0,99 (17) 177+12,0(3)
Aromdticos
L-Phe 118 + 1,87 (16) 109 + 8,32 (3)
Unicos
L-Pro 135+ 1,99 (16) 198 + 13,1 (4)
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Figura 3.52. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminodcidos del mutante CSR1. Las
actividades de transporte del mutante se indican como porcentajes respecto de la correspondiente actividad silvestre en
una escala de colores en funcién del grado de actividad. En violeta se indican las actividades de transporte que son
significativamente superiores a la de la estirpe silvestre y en azul el resto de actividades que no difieren de forma
significativa de las correspondientes de la estirpe silvestre.

3.6.2. Sistema de transporte de dcidos carboxilicos.

En el genoma de Anabaena sp. PCC 7120 (Kaneko et al., 2001) se encuentran tres ORFs, alr3026,
alr3027 y all3028, cuyos productos hipotéticos serian homdlogos a las subunidades de los sistemas de
transporte de tipo TRAP-T (Figura 3.53). Como se describié en los apartados 1.1.4 de Introduccién, las
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permeasas de tipo TRAP-T estdn constituidas por dos subunidades transmembrana y una peripldsmica
de union de sustrato y funcionan utilizando un gradiente de iones como fuente de energia. En el caso de
las tres ORFs mencionadas, las proteinas de membrana estarian determinadas por las ORFs alr3026 y
alr3027, mientras que la proteina periplasmica de unién de sustrato seria determinada por la ORF
all3028. Dado que en Synechocystis sp. PCC 6803 se ha descrito un sistema de transporte de Glu de este
tipo, denominado Gtr (Quintero et al., 2001), se decidib inactivar dichas ORFs mediante insercién in vitro
de DNA exégeno.

all3024 asl3030

alr3027 128
asl3025 asl3029

1kb

Figura 3.53. Disposicién de las ORFs alr3026, alr3027 y all3028 en el cromosoma de Anabaena sp. PCC 7120, Se indican
dichas ORF, asi como las que las flanquean. En rojo se indican las ORFs que determinan posibles proteinas transmembrana
y en verde una posible proteina peripldsmica de unién de sustrato.

La ORF alr3026 tiene un tamaiio de 555 pb y determinaria un polipéptico de 184 aminodcidos con un
63% de identidades con la proteina GtrA de la permeasa de tipo TRAP-T de Glu de Synechocystis sp. PCC
6803, que corresponderia con la subunidad transmembrana pequefia de este tipo de permeasas (véase
el apartado 1.1.4 de Introduccidn). Por su parte, la ORF alr3027 presenta un tamafio de 1.338 pb y
determinaria una proteina de 445 aminoacidos con un 77% de identidades con la subunidad GtrB de la
permeasa Gtr de Glu de Synechocystis sp. PCC 6803, que corresponderia en este caso con la subunidad
transmembrana grande. La topologia de las proteinas Alr3026 y Alr3027 se analizé utilizando varios
programas de prediccion de estructuras de proteinas de membrana. Segun el consenso de las
predicciones, la proteina Alr3026 presentaria 4 segmentos en hélice a, de los que 1 corresponderia a
una hélice a primaria y los otros 3 a hélices a secundarias, disponiéndose los dos extremos de la
proteina, amino y carboxilo, en el interior celular (Figura 3.54A), mientras que la proteina Alr3027
presentaria 13 segmentos en hélice a, de los que 8 corresponderian a hélices a primarias y los 5
restantes a hélices a secundarias, disponiéndose los extremos de la proteina en el interior celular el
amino y en el periplasma el carboxilo (Figura 3.54B).

Por ultimo, la ORF all3028 tiene un tamaiio de 1.095 pb y determinaria una proteina periplasmica de
union de sustrato de 364 aminodacidos que presentaria un 22% de identidades con la proteina SiaP del
sistema de transporte TRAP-T de acido sidlico de Haemophilus influenzae, un 47% de identidades con la
proteina RRC01191 de Rhodobacter capsulatus, perteneciente a un sistema de transporte de acidos
monocarboxilicos, un 49% de identidades con la proteina SmoM de Rhodobacter sphaeroides y un 51%
de identidades con la proteina RPA1975 de Rhodopseudomonas palustris, las dos tltimas anotadas
como proteinas peripldsmicas de unidn de manitol. Sin embargo, All3028 no presenta homologia con la
proteina GtrC del sistema de transporte de tipo TRAP-T de Glu de Synechocystis sp. PCC 6803. Dado que
la estrategia de inactivacion mediante insercion de DNA exdgeno no es adecuada para genes de pequefio
tamafo, se descartd la inactivacidn de la ORF alr3026, procediendo a inactivar solo las ORFs alr3027 y
all3028. El agrupamiento génico constituido por estas tres ORFs en el genoma de Anabaena sp. PCC
7120 se mantiene con la misma estructura en otras cianobacterias como Thrichodesmiun eritraeum.
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Periplasma

Citoplasma

Periplasma

Figura 3.54. Prediccién de la topologia de los productos de las ORFs alr3026 y alr3027 de Anabaena sp. PCC 7120. A,
prediccién de la topologia de Alr3026 y, B, de Alr3027. En la membrana plasmadtica se representan en azul las regiones
polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofébicas. Los segmentos transmembrana se indican en verde oscuro o
en verde claro segtin constituyan hélices a primarias o secundarias, respectivamente. En negro se muestran los residuos de
aminodcidos hidrofdbicos, en naranja los polares, en azul los basicos y en rojo los dcidos.

Para la inactivaciéon de la ORF alr3027 (véase el apartado 2.9.1 de Materiales y Métodos), se
amplific6 mediante PCR un fragmento interno de la misma de 565 pb, utilizando como molde DNA
gendmico de Anabaena sp. PCC 7120 y los oligonucleétidos alr3027-7120-1 y alr3027-7120-2, que
portan en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccién BamH | (Figura 3.55; véase la Tabla 2.5
de Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucledtidos). El fragmento de DNA asi obtenido
se clond en el vector pGEM-T, generandose el plasmido pCSR5, el cual se digirid con la endonucleasa
BamH |, y el fragmento interno resultante de a/r3027 con los extremos BamH | se clond en los vectores
pRL424 y pCSV3 previamente digeridos con la misma endonucleasa, obteniéndose los plasmido pCSR18
y pCSR11, respectivamente. Dichos plasmidos se transfirieron a Anabaena sp. PCC 7120 mediante
conjugacion, seleccionandose colonias resistentes a Nm, en el caso del plasmido pCSR18, y a Smy Sp, en
el caso del pldsmido pCSR11, que habrian incorporado el plasmido transferido en el genoma del
receptor.
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Figura 3.55. Representacién esquemdtica de la construccién de los pldsmidos pCSR18 y pCSR11 para la inactivacién de
alr3027. Se sefialan las dianas de restriccion relevantes, los oligonucledtidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’
en rojo para indicar la presencia de una diana de restriccién BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada
plasmido.

La estructura cromosémica en la region de alr3027 se estudié mediante PCR en varios clones
resultantes de la conjugacién con el pldasmido pCSR11, y mediante analisis de Southern en varios de los
clones resultantes de la conjugacion con el plasmido pCSR18. El andlsis por PCR se realizaba utilizando
DNA gendmico de las estirpes analizadas como molde y las parejas de oligonucledtidos alr3027-7120-
3/alr3027-7120-4 y alr2355-7120-1/alr2355-7120-2 (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las
secuencias). La primera pareja de oligonucledtidos produciria una banda de 1.184 pb en la estirpe
silvestre y de 5.231 pb en los clones que tuvieran insertado en alr3027 el plasmido transferido. Dado
que esta ultima seria dificil de amplificar debido a su tamafio, se controlaba la presencia de DNA en las
muestras utilizando la segunda pareja de oligonucleétidos, de la que se esperaba obtener una banda de
557 pb (Figura 3.56). Esta pareja de oligonucledtidos aparearia con la secuencia del gen ald, localizado
en otra region del genoma, que se ha descrito en el apartado 3.5.3. Por otra parte, para el andlisis de
Southern el DNA se digeria con la enzima de restriccion EcoR V y como sonda se utilizaba el fragmento
interno de alr3027, obtenido por restriccion con BamH | del plasmido pCSR5, que se empled para la
generacidn del mutante (Figura 3.57A). En este andlisis se esperaba una banda de 2,4 kb en la estirpe
silvestre y de 5,5 kb en los clones que tuvieran insertado en alr3027 el plasmido transferido (Figura
3.578B). Los dos analisis permitieron comprobar que la insercion de los plasmidos transferidos se habia
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producido correctamente interrumpiendo la ORF alr3027 en los clones seleccionados y que los
cromosomas mutantes resultantes se encontraban completamente segregados en ambos casos. Uno de
los clones de Anabaena sp. con el vector pCSV3 integrado pasé a denominarse estirpe CSR7a, y otro de
los que portaban el vector pRL424 estirpe CSR7b.

A
PCC 7120
as/3025 as/3030
all3024 alr3027-7120.3 @alr3027-71204 asl3029
1.184 pbh
. 1kb
CSR7a

asl3025 as/3030

all3024 asl/3029

alr3027-7120-3 B

E <] 1.184pb

. 557pb

L 1L |
PCC7120 CSR7a

Figura 3.56. Estructura cromosémica de la estirpe CSR7a en la regién de la ORF alr3027. A, region cromosémica que
contiene la ORF alr3027 de las estirpes Anabaena sp. PCC 7120 y CSR7a. Se indican los oligonucledtidos empleados para el
andlisis de la segregacion mediante PCR y los tamafios esperados para las bandas de las estirpes silvestre y CSR7a. B,
resultado del analisis de PCR para determinar la segregacién de la estirpe CSR7a. En la calle 1 se muestra el marcador de
tamafios utilizado, en las 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando los oligonucleétidos alr3027-7120-
3/alr3027-7120-4 para las estirpes silvestre y mutante (tridngulo verde), respectivamente, y en la 4 el correspondiente a la
pareja de oligonucledtidos de control alr2355-7120-1/alr2355-7120-2 para la estirpe mutante (tridngulo rojo).



Resultados

PCC7120

as/3030

asl3029

1kb
CSR7b

asl3029

PCC7120 CSR7b

"

- <24k

o Ty

Figura 3.57. Estructura cromosémica de la estirpe CSR7b en la regién alr3027. A, region cromosémica que contiene la
ORF alr3027 en la estirpe Anabaena sp. PCC 7120 y el mutante CSR7b. Se indica la posicién de la parte del pldsmido
transferido correspondiente al vector pRL424 en el genoma de la estirpe mutante, la localizacidn de la sonda empleada
(barra roja), las dianas de restriccién EcoR V y los tamafios esperados en el andlisis de Southern para las bandas de las
estirpes silvestre (barra verde) y CSR7b (barra azul). B, resultado del andlisis de Southern para determinar la estructura
gendmica de la estirpe CSR7b. Se indica el tamafio de las bandas detectadas en la estirpe silvestre (tridngulo verde) y
mutante (tridngulo azul).

Para la inactivacién de la ORF a//3028 se amplificé mediante PCR un fragmento interno de la misma
de 553 pb, utilizando como molde DNA gendmico de la estirpe silvestre y los oligonucleédtidos all3028-
7120-1y all3028-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana para la enzima de restriccion BamH |
(Figura 3.58; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias de los oligonucledtidos).
Este fragmento de DNA se clond en el vector pGEM-T Easy, generandose e! plasmido pCSR47, el cual se
digirid con la endonucleasa BamH |, y el fragmento interno de a/l2912 con los extremos BamH 1 se cloné
en el vector pCSV3 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el plasmido
pCSR56. Este plasmido se transfirié a Anabaena sp. PCC 7120 mediante conjugacidn y se seleccionaron
colonias resistentes a los antibiéticos Sm y Sp, que habrian incorporado el pldsmido transferido mediante
recombinacion simple.
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Figura 3.58. Representacién esquemdtica de la construccién del plasmido pCSR56 para la inactivacion de all3028. Se
sefialan las dianas de restriccién relevantes, los oligonucleétidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5’ en rojo para
indicar la presencia de una diana de restriccion BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada plasmido.

La estructura cromosdmica en la regidn alterada se analizé mediante PCR en uno de los clones
seleccionados resultantes de la conjugacién, utilizando para ello DNA gendmico de las estirpes analizadas
como molde y las parejas de oligonucledtidos all3028-7120-3/ali3028-7120-4 y alr2355-7120-1/alr2355-
7120-2 (Figura 3.59; véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). La primera pareja
de oligonucleétidos produciria una banda de 900 pb en la estirpe silvestre y de 4.947 pb en los clones
que tuvieran insertado en aff3028 el plasmido transferido. Dado que esta dltima seria dificil de
amplificar debido a su tamafio, se controlaba la presencia de DNA en las muestras utilizando la segunda
pareja de oligonucleétidos, de la que se esperaba obtener una banda de 557 pb (Figura 3.59). Esta
pareja de oligonucledtidos aparearia con la secuencia del gen a/d, localizada en otra regién del genoma.
Estos analisis permitieron comprobar que la insercién del plasmido se habia producido correctamente
interrumpiendo la ORF all3028 y que la mutacidn estaba completamente segregada en el clon
seleccionado (Figura 3.59), que pasé a denominarse estirpe CSR13a.
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Figura 3.59. Estructura cromosémica de la estirpe CSR13a en la regién de la ORF all3028. A, regién cromosdmica que
contiene la ORF all3028 en las estirpes PCC 7120 y CSR13a. Se indican los oligonucledtidos empleados para el andlisis de la
segregacion mediante PCR y los tamafios esperados para las bandas de las estirpes silvestre y CSR13a. B, resultado del
andlisis de PCR para determinar la segregacion de la estirpe CSR13a. En la calle 1 se muestra el marcador de tamaiios
utilizado, en las 2 y 3, el resultado de la amplificacién por PCR utilizando los oligonucleétidos all3028-7120-3/all3028-7120-4
para las estirpes silvestre y mutante (tridngulo verde), respectivamente, y en la 4 el correspondiente a la pareja de
oligonucleétidos de control alr2355-7120-1/alr2355-7120-2 para la estirpe mutante (tridngulo rojo).

Se llevaron a cabo ensayos de transporte de aminodcidos comparando la estirpe mutante CSR7b
(alr3027::pRL424) con la estirpe silvestre (Tabla 3.20). Los resultados obtenidos mostraban deficiencias
menores del 25% en la actividad de transporte de algunos de los aminoacidos ensayados (Figura 3.60),
pero no de Glu. Estos datos no permitian concluir que este transportador estuviera involucrado en el
transporte de aminoacidos pero indicaban que, en particular, no estd implicado en el de Glu.
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Tabla 3,20. Actividades de transporte de aminodcidos de la estirpe mutante CSR7b. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de la estirpe mutante CSR7b cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibidticos en el caso del mutante)
se incubaron durante 10 min con los [**Claminoécidos que se indican, suministrados a concentracién 10 pM. Las
actividades de transporte se presentan, en nmoles-(mg Chl)™(10 min)?, como la media % la desviacién estandar de la
media de los datos obtenidos en el nimero de ensayos que se muestra entre paréntesis. Entre paréntesis se indica la ORF
inactivada en la estirpe mutante. Los ensayos de transporte de aminodcidos se llevaron a cabo como se detalla en el
apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividades de transporte de aminodcidos
(nmoles:[mg ChI]*:[10 min]™)

Aminodcido b 7120 CSR7b
(alr3027)

Bdsicos

L-Arg 125 +1,59 (25) 106 + 13,0 (3)

L-Lys 138 + 1,55 (16} 165+ 6,19 (2)

L-His 88,04 1,10 (16) 77,1+8,73(3)

Acidos

L-Asp 37,3+0,39 (27) 38,5+0,93(3)

L-Glu 10,5+0,12 (25) 11,3 +1,10(5)

Neutros polares

L-GIn 99,4 + 0,90 (30) 76,4 7,52 (3)

L-Ser 218 + 2,50 (10) 202+1,70(2)

Hidrofdbicos

Gly 200 + 3,30 (15) 157 +12,3 (3)

L-Ala 192 +1,09 (20) 165+ 18,0(3)

L-Leu 103+£0,99 (17) 80,4 +10,4 (3)

Aromdticos

L-Phe 118 + 1,87 (16) 119+ 10,5(3)

Unicos

L-Pro 135+ 1,99 (16) 117 £15,8 (3)
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Figura 3.60. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminodcidos de la estirpe mutante CSR7b.
Las actividades de transporte del mutante se indican como porcentajes respecto de la correspondiente actividad silvestre
en la escala de colores que se indica.

Dado que se desconocia qué sustratos podria reconocer esta permeasa y All3028 estaba anotada
como una proteina peripldsmica de unién de manitol, se decidié determinar si este sistema podria estar
implicado en la actividad de transporte de este sustrato. Para ello se ensayd la actividad de transporte
de [**Cmanitol a concentracién 88 uM en las estirpes PCC 7120 y CSR7b, tanto cultivadas en medios con
nitrato como incubadas durante 24 h en ausencia de nitrégeno combinado. Los resultados obtenidos
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permitieron determinar que Anabaena sp. PCC 7120 incorpora este sustrato con una tasa muy baja, no
existiendo diferencias significativas entre las dos estirpes empleadas (datos no mostrados).

Como se menciond antes, entre las proteinas homdlogas a AlI3028 se encontraba la proteina
peripldsmica RRC01191 de R. capsulatus, perteneciente a una permeasa de tipo TRAP-T de 2-oxo-
monocarboxilatos, entre ellos piruvato, 2-oxovalerato, 2-oxoisovalerato, 2-oxobutirato, 2-oxoisocaproato
y 2-oxo-3-metilvalerato (Thomas et al., 2006), por lo que se decidid ensayar la actividad de transporte
de piruvato. La Figura 3.61 muestra las cinéticas de incorporacién de piruvato (suministrado a varias
concentraciones) de Anabaena sp. PCC 7120.
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Figura 3.61. Cinética de transporte de piruvato en Anabaena sp. PCC 7120. Células de la estirpe PCC 7120 cultivadas en
medio con nitrato se sometieron a ensayos de transparte de [*Clpiruvato a las concentraciones que se indican, como se
describe en el apartado 2.2.2 de Materiales y Métodos. A los tiempos indicados se determinaba la cantidad de piruvato
radiactivo incorporado en las células.

Los resultados obtenidos indicaban que Anabaena sp. PCC 7120 presenta una actividad notable de
transporte de piruvato y que a las concentraciones empleadas ésta muestra una dependencia lineal con
respecto al tiempo al menos durante los 10 primeros minutos de ensayo (Figura 3.61). Se abordd
entonces el ensayo de actividad de transporte de piruvato a diferentes concentraciones en la estirpe
mutante CSR7b, tanto en filamentos cultivados con nitrato como durante 24 h en ausencia de nitrégeno
combinado (Tabla 3.21; Figura 3.62), utilizando la estirpe silvestre (PCC 7120) como control.

Tabla 3.21. Actividad de transporte de piruvato de la estirpe mutante CSR7b. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de la estirpe mutante CSR7b cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibidticos en el caso del mutante)
e incubadas o no en medio BG11, durante 24 h se incubaron durante 10 min con ["’C]piruvato a las concentraciones que se
indican. Las actividades de transporte se presentan en nmoles-(mg Chl)™(10 min) ™. Entre paréntesis se indica la ORF
inactivada en la estirpe mutante. Los ensayos de transporte de piruvato se llevaron a cabo como se detalla en el apartado
2.2.2 de Materiales y Métodos.

Actividad de transporte de piruvato (nmoles-[mg Chi]*[10 min]™?)

Concentracién BG11 BG11,

de piruvato CSR7b CSR7b
i (alr3027) BOE 10 (alr3027)

0,44 uM 6,41 5,67 5,46 4,90

4.4 uM 59,9 50,7 51,6 45,9

44 uM 158 117 171 110

85 uM 308 177 299 222
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Figura 3.62. Representacion esquemdtica de la actividad de transporte de piruvato de la estirpe mutante CSR7b en

medio con nitrato. Para cada concentracion de piruvato, la actividad de transporte del mutante CSR7b se indica como
porcentaje respecto de la correspondiente actividad de la estirpe silvestre.

Los resultados obtenidos indicaron que la incubacion sin una fuente de nitrégeno combinado no
afectaba significativamente al transporte de piruvato en Anabaena sp. PCC 7120. Tanto en medios con
nitrato como en aquellos carentes de nitrégeno combinado, la tasa de transporte de piruvato en el
mutante CSR7b era inferior a la de la estirpe silvestre para todas las concentraciones ensayadas, aunque
la deficiencia era mds significativa a altas concentraciones (Tabla 3.21; Figura 3.62). Estos resultados
sugerian que la permeasa inactivada estaba implicada en la incorporacién de piruvato en Anabaena sp.
PCC 7120, siendo una permeasa de baja afinidad para este sustrato.

Para analizar mas detalladamente la posible implicacidon de este sistema en [a incorporacion de
piruvato en Anabaena sp. PCC 7120, se decidié realizar un estudio de la cinética de transporte de este
sustrato en uno de los mutantes afectados en la subunidad transmembrana grande (Alr3027) y en el
mutante de la subunidad periplasmica de unién de sustrato (All3028). Para ello, se llevaron a cabo
ensayos de transporte de piruvato de 10 min de duracién en la estirpe silvestre y en los mutantes CSR7a
(alr3027::pCSV3) y CSR13a (ali3028:pCSV3) utilizando como sustrato diferentes concentraciones de
[**Clpiruvato (Figura 3.63).

La actividad de transporte de piruvato de los mutantes CSR7a y CSR13a era menor que la que
presentaba la estirpe silvestre, aunque la deficiencia no era significativa a concentraciones de sustrato
bajas (Figura 3.63A). Estos resultados sugerian que Alr3027 y All3028 son dos proteinas que pertenecen
al mismo sistema de transporte y apoyan que dicho sistema medie la incorporacién de piruvato a
concentraciones altas. Asimismo, dado que los mutantes CSR7a y CSR13a no estaban afectados en la
actividad de transporte de piruvato a bajas concentraciones, y dado que aun presentaban actividades
altas, un 59% y un 63%, respectivamente, con respecto a la estirpe silvestre a aitas concentraciones,
Anabaena sp. PCC 7120 podria presentar varios sistemas de transporte de piruvato. El andlisis de Eadie-
Hoffstee de la cinética de transporte sugiere la presencia de tres sistemas en la estirpe silvestre: uno de
baja afinidad, con un valor de K; en torno a 40 pM, otro de alta afinidad con una K, de aproximadamente
6,4 UM y un tercero de afinidad intermedia con un valor de K, de alrededor de 15 uM (Figura 3.63B). Por
el contrario, en fos mutantes CSR7a y CSR13a el analisis de Eadie-Hoffstee sugeria la presencia de dos
sistemas, uno con un valor de K; en torno a 34 uM y otro de aproximadamente 3,8 uM en el caso de la
estirpe CSR7a y, en el mutante CSR13a, uno con un valor de K, de aproximadamente 24 uM y otro de
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alrededor de 4,8 puM. Estos resultados parecen indicar que las proteinas Alr3027 y AllI3028 podrian
corresponder al sistema de transporte de piruvato de afinidad intermedia presente en la estirpe silvestre.
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Figura 3.63. Cinética de transporte de piruvato en las estirpes PCC 7120, CSR7a y CSR13a. A, células de la estirpe silvestre
y de los mutantes CSR7a y CSR13a cultivadas en medio con nitrato (en presencia de antibidticos en el caso de los mutantes)
se sometieron a ensayos de transporte con [**Clpiruvato a las concentraciones que s2 indican, como se describe en el
apartado 2.2.2 de Materiales y Métodos. La gréifica muestra la representacién de Michaelis-Menten de los resultados
obtenidos en la cinética, representando en el eje de abscisas la concentracion de sustrato y en el de ordenadas la velocidad
de transporte del sustrato. B, representacion de Eadie-Hoffstee que muestra los componentes cinéticos implicados en el
transporte de piruvato. La actividad de transporte de la estirpe silvestre se muestra en verde, en rojo la de la estirpe CSR7a
y en naranja la de la estirpe CSR13a.

Para analizar la posibilidad de que, ademds de piruvato, este transportador pudiera mediar la
incorporacidn de otros 2-oxo-monocarboxilatos, se llevaron a cabo ensayos de competencia con la
estirpe silvestre y los mutantes CSR7b (alr3027::pRL424) y CSR13a (a//3028::pCSV3). Se realizaron
ensayos de transporte de [**Clpiruvato a concentracién 5 y 50 UM, con objeto de evaluar las actividades
de transporte de piruvato de alta y baja afinidad, respectivamente, que se habian detectado, utilizando
como competidores los 2-oxo-monocarboxilatos indicados no marcados radiactivamente, en cantidades
1 6 10 veces superiores a las de [*Clpiruvato. En todos los casos se observaba inhibicién del transporte
de piruvato, que era mayor en la estirpe silvestre que en los mutantes (Figura 3.64). No obstante, cabe
destacar que la diferencia entre la estirpe silvestre y los mutantes era mas acusada en 105 ensayos con
50 uM de [**C]piruvato (Figura 3.64) que con 5 uM (datos no mostrados). Estos resultados indicaban que
la inhibicién que se produce en la estirpe silvestre se debe en parte a un efecto sobre el sistema de
transporte inactivado y son consistentes con que dicha permeasa sea de baja afinidad. Asi pues, el
sistema mutado constituiria un transportador de piruvato que ademds reconoceria, de menor a mayor
afinidad, 2-oxo-3-metilvalerato, 2-oxoisocaproato, 2-oxoisovalerato, 2-oxovalerato y 2-oxobutirato.
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@ Anabaena sp. PCC 7120 [JCSR7b (JCSR13a

Figura 3.64. Actividad de transporte de piruvato en presencia de competidores en las estirpes PCC 7120, CSR7b y
CSR13a. Células de las estirpes PCC 7120, CSR7b y CSR13a cultivadas con nitrato (en presencia de antibiéticos en el caso de
los mutantes) se sometieron a ensayos de transporte de 10 min de duracién con ["’C]piruvato a concentracion 50 pM en
presencia de los 2-oxo-monocarboxilatos que se indican a concentracién 500 pM, como se describe en el apartado 2.2.2
Materiales y Métados. Los 2-oxo-manocarboxilatos se presentan abreviados como 2-OMV (2-oxo-3-metilvalerato), 2-01C
(2-oxoisocaproato), 2-0IV (2-oxoisovalerato), 2-OV (2-oxovalerato) y 2-OB (2-oxobutirato), y estdn ordenados de menor a
mayor inhibicidn en la estirpe silvestre. La actividad de transporte se presenta como el porcentaje de actividad respecto
del mismo ensayo en ausencia de competidor, que corresponde a 206 nmoles-(mg de Chi)™(10 min)‘1 en la estirpe PCC
7120, 180 nmoles-(mg de Chl)*(10 min)™ en la estirpe CSR7b y 155 nmoles-(mg de Chl)™(10 min)™ en la estirpe CSR13a.

Para investigar si este sistema de transporte estaba implicado en el crecimiento diazotréfico de
Anabaena sp. PCC 7120 se estudid el crecimiento de los mutantes CSR7a y CSR13a en medio sélido con
nitrato y sin nitrogeno combinado, en ninguno de los cuales se observaron diferencias significativas
(datos no mostrados).

3.6.3. Sistema de transporte N-HI.

Utilizando la secuencia de las proteinas de membrana de las permeasas N-1 y N-Il en una busqueda
informatica de posibles homdlogos de las mismas en Anabaena sp. PCC 7120, se encontré un
agrupamiento de genes que podria funcionar, al menos en parte, como un operdn (Kaneko et al., 2001)
formado por siete ORFs: alr2535, alr2536, alr2537, alr2538, alr2539, asl2540y alr2541 (Figura 3.65).

asl2534 asl2540
5 ', alr2539 alr2541

1kb

Figura 3.65. Disposicién de las ORFs alr2535, alr2536, alr2537, alr2538, alr2539, asi2540 y alr2541 en el cromosoma de
Anabaena sp. PCC 7120, Se indican dichas ORFs y las que fas flanquean. En verde se indica la ORF que podria determinar
una proteina peripldsmica de unién de sustrato, en naranja las ORFs que podrian determinar proteinas transmembrana, en
rojo las ORFs que podrian determinar ATPasas, y en gris las ORFs alr2537 y asl2540 cuyos productos hipotéticos no
presentan homologia con ninguna proteina conocida.

De las ORFs que forman parte de este agrupamiento, afr2535 podria determinar una proteina
peripldsmica de unién de sustrato, alr2536 y alr2538 podrian determinar proteinas transmembrana y
alr2539 y alr2541 podrian determinar ATPasas de un sistema de transporte de tipo ABC, mientras que
las ORFs alr2537 y asi2540 determinarian proteinas hipotéticas sin homologia con otras proteinas
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Citoplasma

Periplasma

Periplasma

Figura 3.66. Prediccién de la topologia de los productos de las ORFs air2536 vy alr2538 de Anabaena sp. PCC 7120. A,
topologia de la proteina Alr2536. B, topologia de la proteina Alr2538. En la membrana plasmatica se representan en azul
las regiones polares de los fosfolipidos y en ocre las cadenas hidrofdbicas. Los segmentos transmembrana se indican en
verde oscuro o en verde claro seguin constituyan hélices a primarias o secundarias, respectivamente. En negro se muestran
los residuos de aminodcidos hidrofébicos, en naranja los polares, en azul los basicos y en rojo los acidos.

La inactivacién de este agrupamiento génico se abordd interrumpiendo la primera ORF del mismo,
alr2536, que podria determinar una proteina de membrana. Para ello, se amplific6 mediante PCR un
fragmento interno de la misma de 552 pb, utilizando como molde DNA genémico de Anabaena sp. PCC
7120 y los oligonucledtidos alr2536-7120-1 y alr2536-7120-2, que contienen en el extremo 5’ una diana
para la endonucleasa BamH | (véase la Tabla 2.5 de Materiales y Métodos para las secuencias). El
fragmento de DNA asi obtenido se clond en el vector pGEM-T, generandose el plasmido pCSR4, el cual
se digirid con la enzima de restriccion BamH |, y el fragmento resultante de alr2536 con los extremos
BamH | se cloné en el vector pRL424 previamente digerido con la misma endonucleasa, obteniéndose el
plasmido pCSR17 (Figura 3.67). Dicho pldsmido se transfirié a Anabaena sp. PCC 7120 mediante
conjugacidn, seleccionandose colonias resistentes a Nm, que habrian incorporado el plasmido
transferido mediante recombinacién simple.
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asl2534

alr2536-7120-1 «Jalr2536-7120-2

pGEM-T Clonacién deun fragmento internode alr2536
amplificado por PCR en elvector pGEM-T

BamH | BarmH |
v

pRL424 Clonacidn del fragmento Bam' | en el vector
pRL424 cortado conBamH |

pCSR17
(pRLA24)

Figura 3.67. Representaciéon esquemdtica de la construccién del plismido pCSR17 para la inactivacién de alr2536. Se
sefalan las dianas de restriccidn relevantes, los oligonucledtidos utilizados (tridngulos azules con el extremo 5 en rojo para
indicar la presencia de una diana de restriccién BamH 1) y, entre paréntesis, el vector del que deriva cada pldsmido.

La estructura cromosdmica en la regién alterada se estudié mediante analisis de Southern en varios
clones resultantes de la conjugacion. El DNA se digiria con la enzima de restriccién Dra | y como sonda se
utilizaba el fragmento interno de alr2536, obtenido por restriccion con BamH 1 del pldsmido pCSR4, que
se empled para la generacion del mutante (Figura 3.68A). En el andlisis se esperaba una banda de 1,6 kb
en la estirpe silvestre y de 4,7 kb en los clones que tuvieran insertado en a/r2536 el plasmido transferido
(Figura 3.68B). Este andlisis permitié comprobar que la insercion del plasmido se habia producido
correctamente interrumpiendo la ORF alr2536 y que los cromosomas mutantes resultantes se
encontraban completamente segregados, por lo que selecciond un clon que pasé a denominarse estirpe
CSR6.
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Figura 3.68. Estructura cromosémica de la estirpe CSR6 en Ja regién de la ORF alr2536. A, regién cromosémica que
contiene la ORF alr2536 en Anabaena sp. PCC 7120 y la estirpe mutante CSR6. Se indica la posicién de la parte del
plasmido transferido correspondiente al vector pRL424 en el genoma de la estirpe mutante, la localizacién de la sonda
empleada (barra roja), las dianas de restriccién Dra | y los tamafios esperados en el anlisis de Southern para las bandas de
las estirpes silvestre (barra verde) y CSR6 (barra azul). B, resultado del andlisis de Southern de la estructura genémica del
exconjugante CSR6. Se indica el tamafio de las bandas detectadas en la estirpe silvestre (tridngulo verde) y mutante
(tridngulo azul).

Dado que el posible sistema de transporte inactivado en la estirpe CSR6 presentaba homologia con
la permeasa N-1, podria participar en la incorporacién de aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120. Por
ello, se decidid ensayar la actividad de transporte de algunos aminoécidos representativos, comparando
dicho mutante con [a estirpe silvestre (Tabla 3.22). Los resultados obtenidos mastraban deficiencias en
la actividad de transporte de algunos de los aminoécidos ensayados, especialmente Gly, Pro, Glu y Leu
(Figura 3.69). Por otra parte, en el caso del aminoacido Lys se observaba una tasa de transporte
ligeramente superior a la mostrada por la estirpe silvestre, aunque la diferencia no se considera
significativa. Esta permeasa podria constituir un tercer sistema de transparte de aminoacidos neutros y
Glu en Anabaena sp. PCC 7120, por lo que se decidié denominarlo sistema N-lll. Cabe mencionar que
este resultado fue inesperado dado que la inactivacién simultdnea de fos sistemas de transporte N-1y N-
Il anula practicamente el transporte de aminoacidos neutros y acidos.
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Tabla 3.22. Actividades de transporte de aminodcidos de la estirpe mutante CSR6. Suspensiones celulares de la estirpe
silvestre y de la estirpe mutante CSR6 cultivadas en medio BG11 (suplementado con antibiéticos en el caso del mutante) se
incubaron durante 10 min con los [**C]aminodcidos que se indican, suministrados a concentracién 10 uM. Las actividades
de transporte se presentan, en nmoles-(mg chl)*(10 min)?, como la media * la desviacién estandar de la media de los
datos obtenidos en el nimero de ensayos que se muestra entre paréntesis. También entre paréntesis se indica la ORF
inactivada en la estirpe mutante. Los ensayos de transporte de aminodcidos se llevaron a cabo como se detalla en el
apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos.

Actividades de transporte de aminoécidos
(nmoles-[mg Chl]*-[10 min]™)

Aminodcido
CSR6
pCC71
2 (alr2536)
Badsicos
L-Arg 125+1,59(25) 115+ 16,4 (3)
L-Lys 138 +1,55(16) 151+3,92(2)
L-His 88,0+ 1,10(16) 71,7 +4,80(3)
Acidos
L-Asp 37,310,39(27) 33,5+£2,18(3)
L-Glu 10,5+ 0,12 (25) 6,62 £ 0,70 (3)
Neutros polares
L-GIn 99,4 + 0,90 (30) 77,0+£6,89(3)
L-Ser 218+ 2,50 (10) 195 + 2,05 (2)
Hidrofdbicos
Gly 200+ 3,30 (15) 107 +14,0(3)
L-Ala 192 + 1,09 (20) 139+ 13,4 (3)
L-Leu 103 £0,99 (17) 70,4 £5,34 (3)
Aromdticos
L-Phe 118 + 1,87 (16) 93,1+7,88(3)
Unlcos
L-Pro 135 +1,99 (16) 82,8+14,9(3)
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Figura 3.69. Representaci6n esquemética de las actividades de transporte de aminodcidos del mutante CSR6. Las
actividades de transporte del mutante se representan como porcentajes respecto de la actividad silvestre correspondiente
en la escala de colores indicada.

Dado que el sistema N-lIl podria ser un transportador principalmente de aminoécidos hidrofébicos, y
gue los heteracistos aislados muestran una actividad apreciable de transporte de estos aminoacidos
(véase la Tabla 3.13), se decidié analizar la actividad de transporte de aminodcidos en heterocistos
aislados del mutante CSR6 (Tabla 3.23). Los resultados obtenidos mostraron que los heterocistos
aislados de este mutante tenian una tasa de transporte algo mas elevada de los aminodcidos ensayados
que los de la estirpe silvestre (Figura 3.70), por lo que este nuevo sistema de transporte no parece ser el
responsable de la actividad de transporte de aminodacidos hidrofébicos detectada en los heterocistos
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aislados. Estos resultados serian compatibles con que el sistema inactivado representara un exportador
de aminodcidos en los heterocistos.

Tabla 3.23. Actividad de transporte de aminodcidos en heterocistos aislados del mutante CSR6. Filamentos enteros
cultivados con gaseo de aire:CO; (99:1) en medio BG11,C durante 18 h o heterocistos aislados de filamentos cultivados en
las mismas condiciones se sometieron a ensayos de transporte durante 10 min con los *claminoécidos que se indican
suministrados a concentracién 1 pM (véase el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos). Los resultados se muestran, como
la media * la desviacién estdndar de la media del nimero de ensayos que se indica entre paréntesis, en nmoles'mg de
proteina™-10 min'. Entre paréntesis se indica también el nombre de la ORF inactivada en el mutante.

Actividad de transporte de aminodcidos
(nmoles-mg proteina™.10 min™)

Aminoécido Filamentos Heterocistos
CSR6
PCC 7120 PCC 7120 (alr2536)

Bdsicos
L-Arg 5,73+0,91 (4) 1,59+0,23(3) 3,16 (1)
L-Lys 4,63+0,58 (4) 1,70+ 0,13 (5) 2,71£0,13(3)
Acidos
L-Asp 0,48 £ 0,06 (4) 0,92 £ 0,03 (6) 1,13 +0,05 (3)
L-Glu 0,27 £ 0,02 (4) 0,78 £ 0,04 (6) 0,98 £ 0,05 (3)
Neutros polares
L-Gln 1,65+ 0,11 (4) 0,83 +0,07 (5) 1,33+0,03 (3)
Hidrofébicos
L-Ala 3,02+0,11 (4) 0,74+ 0,02 (5) 1,39+ 0,04 (3)
Aromdaticos
L-Phe 1,11+ 0,07 (4) 0,30+ 0,02 (6) 0,68 £ 0,01 (4)
Unicos
L-Pro 1,96+0,24(4)  0,09+0,01(5) 0,12 40,003 (4)
250 4
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Figura 3.70. Representacién esquemdtica de las actividades de transporte de aminoécidos en heterocistos aislados de la
estirpe CSR6. Las actividades de transporte de los heterocistos del mutante se presentan en violeta como porcentajes
respecto de la actividad correspondiente de los heterocitos de la estirpe silvestre.

Ef crecimiento de la estirpe CSR6 se estudié en medio sélido con nitrato y en ausencia de nitrégeno
combinado, pero no se encontraron diferencias apreciables con la estirpe silvestre (datos no mostrados).
En resumen, estos resultados indican que, ademas de los sistemas de transporte N-1y N-II, en Anabgena
sp. PCC 7120 el sistema N-1Il podria corresponder a una via adicional de incorporacién de aminodcidos
en las células vegetativas, mientras que en los heterocistos podria funcionar como un exportador de
aminoacidos, hipétesis que debera ser analizada en el futuro.
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transporie mas elevads eran principaimente aminciddos neutras, destacand
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con el aminodcido Thr, en ef mulanie CSHEC-R10 en estas condiciones se shservaha unz

ransporie Hgeramente infarior 2 la que se observaba cuande se cultivabe an medio BGE1L
.28; véase o aperiado 3.2.4). Estos resultados sugieren gue los sistemas de transporte
constituir ias vias principsles de incorporacion de Thr er Ancbaeng sp. PCC 7120, No

v exisitlr sistemas adicionales que mediasen la actividad remaneante de fransporte de
ldao, 2l lgual gue pars olros aminoicidos pare los que atn se ohservan peguelias sciividades

e

de transporte en estz estirpe.

le transporte de Giu, Gin, Asp v Asn contrd e interés en determinar

elementos gue podrian formar parte de &L Parz ello, se reallzaron ensayos de transporte
=3 d sayados en iz Tabla 3.25 con filamentos do los mutantes CSRI [o/f0342;
vézse el apartade 3.5.1), CSRYVs (alr3027; véase el apartade 3.6.2) v CSRE (0fr2536; véase =f apartado

5

1) con nitrato v en ausencia de nitrdgenc combinado durante 20 .

2
no se cbluvieron diferencias significativas entre los mutantes v iz estirpe siivestre {datos
aungue pars poder descariar que ninguno de estos ires sistemas de transporie

an el nuevo descublerio serfa necesario nactivarios en un forndo mutante N-T N-1I Bgl.






Discusion

4. DISCUSION.
4.1. Transporte de aminoacidos en Anabaena sp. PCC 7120.

El objetivo que se planted al comienzo de este trabajo fue la caracterizacién de los sistemas de
transporte de aminoacidos en la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120 y la determinacidn de la posible
implicacion de los mismos en la nutricién nitrogenada del filamento en condiciones diazotrdficas.

Como se comenté en el apartado 1.4 de Introduccidn, en Anabaena sp. PCC 7120 se habian identifi-
cado cinco sistemas diferentes de incorporacién de aminoacidos en base a la alteracién observada en
diversos mutantes espontaneos resistentes a analogos toxicos de aminoacidos. De ellos, dos mediarian
el transporte de aminoacidos neutros, siendo ambos transportadores de alta afinidad que se denominan
sistemas N-l y N-II, otros dos estarian implicados en el transporte de aminoacidos basicos, siendo uno de
alta afinidad, denominado sistema Bgt, y otro de baja afinidad, y el ultimo corresponderia a un sistema
pasivo de aminoacidos dcidos (Montesinos et al., 1995; Montesinos, 1997; Picossi, 2003).

En este trabajo se han identificado y caracterizado tres sistemas principales de transporte de
aminoacidos que son responsables de mas del 98% de la actividad de transporte de dichos compuestos
en Anabaena sp. PCC 7120 cuando ésta se cultiva con nitrato o en condiciones diazotrdficas (Figura 4.1).
En la Tabla 4.1 se resumen las ORFs que determinan estos transportadores, el nombre del gen
correspondiente, asi como los aminoacidos que son reconocidos por cada sistema de transporte. En la
misma también se indica la familia a la que pertenece cada uno de estos transportadores en el sistema
de clasificacion TC de Busch y Saier (2002). Los resultados obtenidos han permitido interpretar algunos
mutantes espontdneos resistentes a determinados analogos toxicos de aminoacidos que se habian
aislado con anterioridad (Montesinos et al., 1995; Montesinos, 1997) como mutantes afectados en
alguno de los genes identificados. Asi, la estirpe mutante CS343, que definia el transportador N-I, podria
portar una mutacién en el gen natk, dado que su fenotipo de transporte de aminodacidos es muy
parecido al de la estirpe mutante CSR5, y la estirpe mutante CS327 podria corresponder a un mutante
bgtA, dado que se encuentra afectada de forma caracteristica en el transporte de aminoacidos bdsicos y
aspartato. Asi pues, en la Tabla 4.1 no sdlo se resumen los resultados de este trabajo, sino también los
obtenidos en otros estudios anteriores (Montesinos et al., 1995; Montesinos, 1997; Picossi, 2003).

Periplasma

Citoplasma

Figura 4.1. Sistemas de transporte de aminodcidos N-I, N-Il y Bgt. A, transportador de aminodcidos neutros e hidrofébicos
N-I. B, transportador de aminodcidos acidos y neutros polares N-II. C, transportador de aminoécidos bdasicos y GIn Bgt. Se
indican las subunidades que constituyen cada sistema de transporte y el nombre de lzs mismas. Para el sistema Bgt, se
asume una estructura de homodimeros de BgtA y BgtB.

Con respecto al sistema de transporte N-I, este grupo de investigacion identifico, en trabajos
anteriores, los genes natA, natB y natC que determinan, respectivamente, una proteina de unién de
ATP, una proteina periplasmica de unién de sustrato y una proteina de membrana del mismo
(Montesinos, 1997; Picossi, 2003). En este trabajo se han identificado los genes natD y natE que, segin
la homologia que presentan sus secuencias, determinan otra proteina transmembrana y otra de unién
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de ATP, respectivarmnente, de dicho sistemz c o]
permeasa M-l (vBanse las estirpas CS86, CS¥E2 v TSKHE0 en Iz Fgura 3.3 de Resulftodos) {(Montesines et
af., 1985; Montesinos, 1987; Picoss), ZGG:;;f a3 est%wges de Angboeng sp. CSR11 v TSRS, gue portan ios

genas s“i‘}vm nac"ziwams,

r muy afectadas en g fransporie de Pro,

:

deGino Hisefl

v}, perc pudiendo también
Thr, Cys vy, en menor madida,

stemeas de *T‘a’“ﬁ‘:pﬂﬁ;& de ammaéaieﬂéﬁs ideniificados an Angbueng sp. PCC 7120, Se indica &l nimers de cads
nsportadores (Busch y Saler, 2002, 2004: Szier et al, 2008; Saler et ol
at 1. La Hsta de los amincdcidos reconocidos esid basadz en estudic
competenciz con §cc Zu aminoacidos proteicos, mientra z listz de los amincécidos transporiadeos se base en
amincécidos gue se utllizaron como sustrato en este & aminoédcidos bédsicos: Arg, Lys, Hi sz aminodcides cidos: Asp,

: Pl 5

Glu; amincdcidos neutres pelares: Asn, Gin, Ser, Thy; cidos hidrofdbicos: Gly, Ala, Val, Met, lle, Lay; amincécidos

18

arométicos: Tyr, Phe; v, ademés, Prol vy la crniting, estudi n anterioridad (Montesines et &rf, :995; sternpre utllizands
cultly mA nifratc. Para cads permeass, € crden en el que se presentan los aminocdcidos refieja iz importancla de lz
misma en fa Incorporacidn de dichos amincdcidos. En negrita se indican los amincdcidos que se transporian en més de un
95% a través &ef sistems de transporte indicade.
Transportador  Amincdeldos Aminodcidos . '
F &n Proteing determinads
{Famiita TC) reconocidos ransporados CRF Gen steing aetenminads
Sisterne M-f
minodcidos Pro, lle, ¥ai, Pb afi1o48 notA Subunidad A??asa
z idos Pro, i b o
cos nevtros o i@ e, Th airi834 not8  Subunidad periplésmica
- COS (nNeutr & &1 at o
3A14 \f'e“‘ta* itos) ;\ o ng pas: w1047 natC Subunidad tra swembra;ﬁa
i i i,
res v Gl ’ E:’ Oii"‘l Slu airi284 noth Subunidad trensmembrana
s, ,,,G;; . B
PR R olizg12 ngtE | Subunidad ATPasa
sleng M-I
pyy . b idas aerei e
Amincicidos Acides v fisp, Glu, Gir, Ash, alrd154 potF  Subunidad peripidsmica
o e S S alrd165 nats Sz.%b*- nidad transmembrana
3413 neutros polares, His, Ser, kfet, Als, His, i i
Val, Ala, Gly y Met Gl Th irdi68 aotH  Subunided Uransmembrana
2l 2, Ty ¥ i aiy, Lar . B o
ST e afrd167 bgtA  Subunidad ATPasz
Sistema Bgt . '
tvs. Are. Orn alrd157 bgtd  Subunided ATPasa
3413 Amincécidos bisicos _’“:”_“’ ,_',fg’ e Subunidad transmembranz
His, Gin afr3187 byt8
y peripldsmica fusionadas
Enls ficacion de transportadores de Busch vy

de transporiadores de tipo ABC de aminoicidos hidrof
1.2.3.2 v 1.4 de Infroduccidn}, cue |
famillz redne desde permessss con
ieguminoserum, hasta permessss con
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Anohoeng voriobilis v Nostoc punctiforme, tTambién se han encontrado gerss gue deferminan protelnas

s que constituyen =l sistema N-L

(]

Sistemas de ransporte reconocidss de le familia HAAT. Se ndice el nimero asignedo 2 cada transportador
=ma TC de clasificacidn de los transportadores {Busch y Saier, 2002, 2004; Saler ef of, 2008; Sater ef ol, 2008
ctualizada en fas subunidades que los constituyen v sus tipos, asl como los organi
ancuentran,

B
in
)
o]
»n

TC Subunidades Crgsnisma
Ley, le, Val, Phey Tyr 3AL4L LG L LT MTGFS Escherichio colf
sinodcidos neutros 3.4.1.4.2 Nata“BR DS Synechocystis sp. PCC 8803
aners) Bragy de L- v D-aminocdcidos  2A.L.43 BraCip'EE" Bhizobium leguminosarum
i de yres 3.&1.4@ UrtA e C oS Ancbeena sp. PCC 7120
de ures, tiouraa e hidroxiures 2414 Ures"BTCDE” Corynebacterium glutomizum
i de aminodcides neutros 341 ﬂ, 6 NatA B CDES Anabagena sp. PCC 7120
proteing pert ? mica de unidn de sustrato.

membrana.
mservada o ATPasz.

ermeasas de importacidn de tipo ABC, ef complejo formado gor los dos polip

» tms dos proteings de unidn de ATP puede inleraccionar con una o varlas proteinas

s

de unidn de sustrato diferentes {véanse los apariados 1.0 v 1.2 de [nfroduccidn). Bor

¥

ne se puede descartar gue la diferencia en Is actividad de transporte de His v Gin entre
ngtB v los mutantes afectados en el resio de elemenios del sistemaz NI se

compensatorias en el mulante notB, ¢l hecho de que ésiz fenga una
rie de sstos aminodcides superior 8 Ia de los mutanies netd, notl, nofD v natf }..-Gdf“f“ deberse z
de, al menos, otra protelnz peripldsmica de unidn de susirato 'mplicada en el fransporie de

or la permeasa N-1 gue funcionase més eficlentemente an ausensia de NatB. De este mode, a
ongocerfa Gly, Ley, Phe v Pro vy, con menor afinidad, i
e His se transporiarian por el sistems N+ con el concurss ¢

o no excluye lz posibilidad de gue l2 propla protelng

:

His, aungue con bajs eficiencia. Por olra parte, salve o estirpe C3RS (hots),

de mulantes de este sistema presents actividades de fransporte de aminsdcidos acidos més elevadas

4 I A
mas adelante.

<k

gue ias rmostradas por 2 estirpe silvestre, lo que se discutly

Con respecto &l sistema de trensporte de aite afinldad de aminodcidos bésicos Bgt de Anchoene sn.

o ey pe

7120, en un trabaio anterior se identificd e gen bgiB de dicho sisteme, gue determing

ién endre un componenie de membrana v un components %:efe;,;:ﬁésmir:@ ge un sistema de
2 fipo ABC (Picossi, 2003). En el trabajo agul descrito se ha i

z unz proteine de unidn de ATP. De acuerdo con los sustratos cora

‘;%
o
]
a
A
L]
m
o3
[
i
T3
10y
(S 4
4

ghoene sp. PCC 7120 (Pleoss], 2003), las estirpes €558 v CSRIQ, gue ¢
tvades, respectivamente, resultaron tener uns sciivided de fransporie muy mermads de los
minoacidos bdsicos Arg v Lys, mientras que la actividad de fransporie de His v G Gin resulté estar
mente. Asl pues, en Anoboeng sp. PCC 7120 ¢! sistem: de Ifrensporic Bgt (BglaB)
almente los aminocacidos bésicos Arg v Lys v, en menor madida, His v Gln,

O]

ficacidn de transportadoras de Busch v Saler (2002}, o sistems de transporte Bgt s
2 de trznsportadores de tipo ABC de amincdcidos polares (PAAT; TC 3.A.1.3; véanse los
L2.3.1 v L4 de Infroduccidn), ous engloba 2 dos grupos de sistemas de transporie en funcidn

itz o de bajz especificidad de susirato (Tabla 4.3} la o )
al primer grupo de la Tamilia PAAT, gue incluye ef sittems ARPIOM] de Arg de £,

m
KTI)
(413}
9
o3,
D
b
=
&
&y
72
o
3
5
»

nbach ef gf, 1995), el sistemz HisiOMP de Solmonello ?:Whgmwmm,. especifico de

[y

95}



aminoécidos bisicos [Mis, Arg, Lys y Orn} [Miggins v Ames, 1381; Higgins et of, 1982} v &f sistema BgtAB

de Svnechocystiz sp. PCC 6803 {Quintero ef of., 2001

Tablz 4.2, Slstemas de transporte reconocidos de I famiilz PAAT. Se indics el ndmero asignado a cads transporiador
egn ef sistema TC de clasificacién de los transporifadores {Busch ;S r, 2G02, 2&30& Saier et al., 2008; Saier ef of., 2008

g 2
vz}, las subunidades que ios const ituyen v sus Hipos, zsf como los organismos

us

informacién actualizada en
an fos Gug & encuentran.

e
18]

Transportador Subunidedes Organismo

Sistemas de olia especificidad

Sistemz His de Mis, Arg, Lys v Orn 2ALEL His M ArgTRHIsM PG Selmonella typhimurium
Sistemnz Glnde Gln 3.4.3.3.2 GlaHtPTot Escherichio coli
Sistema Art de Arg 34,133 ArTATRANTOTSY  Escherichia coff

Sltde Glu y Asp 3AL34 GRS Escherichia colf
ma Ccc de octoping 3.4.2.3.5 Ceel MET Agrobacterium tumefaciens
tema Noc de nopalina 2.A.138 NecQ MTPTR Agrobocterivem tumefociens

Sistema Glu de Glu 34538 GluAB DT Corynebecterium glutamicum
Sistema Cys de cisting vy dieminopimelato 3.4.1.3.18 CysifyTz" Lsmem:ha coli
Sistema Aot de Argy Orn 3AL3.11 AeﬂRQTMTpg Pseudomonas ceruginosa
Sistema Bgt de Arg, Lys, Hisy Gln 3.A1.3.32 sea gt Synechocystis cp. PCC 6803

Sistema Yim o Toy de L-Cys v derivados SALBIE c*rJRK LTaaTne Boclius subtilis
Sistema Yok Toy de L-Cys 3480304 T c's;ﬁa Bct Baciius subtilis
Pﬁsmie sistema de transporte de Arg 3.AL3.18 Yoy 7 Bacifius subtilis
Sistamaz PERL de Gluy Asp 341,316 PEBLERE | Campylobacter jefuni
Sistema Bgt de amingécideos bésicos v Gin 3.A1.3.37  BmaAEY Ansbgeno sp. PCC 7120
Sistermna Ast de amingd ’dos dcidos 3AL312  AstTWMTGTPC Pseudomonas putids
Sistama Ehu de ectoina & hidroxiectoing 341320 EuART Sinorhizobium meliloti
Sistemas de baje especificldad
Sistema Bzt de Ghu, Gin, Aspy Asn 3.8.1.3.7 Bzt oot Rhodobacter copsuletus
Sisteme general Aap de Leminodcidos 3.A.138 saplfoi et Rhizobium leguminosarum
Sistema N-ll de amincddidos dddos v neuiros 34308 NatPGH -Bma” Angbaena sp. PCC 7120

R, recepior o proteina peripldsmica de unidn de sustrato.
T, protelng transmembrana.

C, proteina conservade o ATPass

En relacidn ol sistema de transporte

Identificado los genes gue determinan los elementes que o constuyen. Estos genes se disponen en &l
genoma de Angbaeng sp. PCC 7120 formando un agrupamiente con el gen EzgaA ¥ sz han denominado
notF, notG v natlf por anslogla con ios genes del sistems N-l. De los Tre 5 i t

nroteina peripldsmica de unidn de sustrato vy noiG v naetH d ;
iunto con iz ATPasz BgiA, constifuyen el sistemsz ce ira

indican gue ests permeasa (NatFGH-BgtA} reconcce v transg

i

Asp v Gly, siendo Iz via exclusiva de incorporacidn de Asp en asta clano %mc*crfa, ademdés de sminodcidos
]

neutres polares, entre los gue se incluven Gin, Asn, Thr

B

bicos Ala, Gly v Met. Cabe destacar g

0)
£,

raineicidos hidrofé

fas principales de entrada de Gly, Gin v Alz &n est

uitado englobar las actividades de transporte de aml

s
7120 {Montesinos et gl., 1895}, por lo que ssta cianobacteria no parece pr
especificos de aminodcidos &cidos.

Hicaclén de transportadores de Busch v Saler {2002), o sistema de transp
minodcidos polares i%ﬁ&“ TC 2.4.1.3; véanse

£,
m
a3

e el sistema Bgl. Sin embarge, el fransportador N-

5

rupe de sistemas de bajz especificidad de sustrate de g famiila PAAT {Takla £3), gue

-

riador BztABCD de Glu, Gin, Asp v Ash de A, capsuiotus {Zheng v Haselkorn, 1986} v Iz

de amincécides AapJOMP de B legumingsorum, cue reconoce y fransporia
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L-aminoacidos 4cidos, basicos y alifaticos (Walshaw y Poole, 1996). Desde un punto de vista estructural,
un aspecto destacable de los transportadores N-Il y Bgt es que comparten |la subunidad ATPasa, la
proteina BgtA. El hecho de que los sistemas N-[l y Bgt pertenezcan a la misma familia en el sistema TC de
clasificacién de los transportadores refleja que son permeasas relacionadas filogenéticamente vy facilita
explicar que puedan presentar una subunidad ATPasa comun.

La relativa gran abundancia de transportadores de la familia ABC que presentan las cianobacterias en
general se ha descrito con anterioridad (Paulsen et al., 2000), y este hecho probablemente refleje la
importancia que tienen los tilacoides (en los que se [leva a cabo la fotosintesis) en la bioenergética de
estos organismos (Figura 4.2). La fotosintesis es un proceso muy eficiente de produccion de ATP, el cual
puede ser empleado en los procesos celulares que requieren energia como el transporte de metabolitos a
través de la membrana citoplasmatica.

—Til

—~ ME

Figura 4.2. Sintesis de ATP en las cianobacterias. La produccion de ATP es mediada por el complejo ATP sintasa que se
localiza en los tilacoides. El ATP generado es utilizado en muchos procesos fundamentales para la célula, entre ellos, los de
transporte mediado por sistemas de tipo ABC. Til, tilacoides; MP, membrana plasmdtica; ME, membrana externa.

En la Figura 4.3 se representa la actividad de los los tres sistemas orincipales de transporte de
aminodcidos de Anabaena sp. PCC 7120 para cada uno de los 20 aminoacidos proteicos. Cabe destacar
la gradacion de polaridad/hidrofobicidad en el reconocimiento de aminoacidos (sistema Bgt - Sistema
N-1l 2 Sistema N-1), asi como el hecho de que los aminoacidos Gin e His se incorporen a través de los
tres transportadores.

(sistemaN-I @ Sistema N-Il @ Sistema Bgt ([JSistemas N-1 yN-1l @ Sisteras N-I, N-1ly Bgt

Figura 4.3. Vias de entrada de los 20 aminoécidos proteicos en Anabaena sp. PCC 7120. Se indican los aminoécidos que
se incorporan principalmente por el sistema de transporte N-1 (amarillo), los que se transportan sélo a través del sistema
N-II (rojo) y los que lo hacen por el sistema Bgt (azul), asi como los que pueden incorporarse al interior celular por los
sistemas N-1 y N-Il (naranja) y N-I, N-1l y Bgt (violeta). Los aminodcidos estdn ordenados, en el sentido de las agujas del
reloj, de menor a mayor hidrofobicidad desde la Arg hasta la Pro.



162 | Rafael Pernil Garcia

Un fenotipo interesante de los mutantes de algunos de los genes nat y bgt es un aumento en la
actividad de transporte de determinados aminoacidos. Asi, la inactivacién de los genes natf y natH
produce un aumento del transporte de Pro, de aminodcidos hidrofébicos y de algunos aminoacidos
polares como Gin y Ser y, en el caso del mutante natf, también de His, mientras que la inactivacion de
los genes natB y natD da lugar a un aumento en la actividad de transporte de aminodcidos acidos y de
los basicos Arg y Lys y, en el caso del mutante natB, también de His y GIn (Figura 4.4). Asi pues, la
ausencia del sistema N-Il permite que tenga lugar una actividad de transporte mas elevada de los
sustratos del sistema N-l, mientras que la ausencia de la permeasa N-l permite una actividad de
transporte mas elevada de los sustratos del sistema N-1l y de los sustratos del sistema Bgt. Por ultimo, la
inactivacién del gen bgtB también produce un aumento de transporte de Pro, algunos aminodcidos
hidrofébicos y Ser (Figura 4.4), todos ellos transportados en mayor o menor proporcion a través del
sistema N-I. Estas observaciones sugieren algun tipo de interaccién entre los elementos de los tres
sistemas de transporte descritos, N-1, N-1l y Bgt.

Actividad de transporte (%)

L-Arg L-Lys L-His L-Asp L-Glu L-Gin L-Ser Gly L-Ala L-Leu L-Phe L-Pro

@<110% @>110%

Figura 4.4. Representacion esquemdtica de la actividad de transporte de aminodcidos de mutantes de los sistemas N-I,
N-1l o Bgt que presentan actividades de transporte mds elevadas que la estirpe silvestre para algunos aminodcidos. La
actividad de transporte de la estirpe silvestre se indica con una linea verde como el 100%, mientras que las actividades de
transporte de cada estirpe mutante se muestran en azul cuando son iguales o inferiores respecto de la estirpe silvestre, o
en violeta cuando son superiores a las mostradas por la estirpe silvestre. Los mutantes CSR8b y CSR17 estan afectados en
la proteina de membrana NatH y en [a proteina peripldsmica NatF, respectivamente, del sistema de transporte N-ii; el
mutante CSS8 esta afectado en la proteina BgtB del sistema de transporte de aminodcidos basicos y los mutantes CSR11 y
CSS6 estdn afectados en la proteina de membrana NatD y la proteina peripldsmica NatB, respectivamente, del sistema N-I.

El incremento de |a actividad de transporte de determinados aminoacidos al inactivar algunos genes
de permeasas podria explicarse si las proteinas periplasmicas de los sistemas N-| y N-Il pudieran ser
reconocidas por mas de un sistema de transporte. Asi, el aumento en la actividad de transporte de Proy
aminoacidos hidrofdbicos que se observa en los mutantes afectados en el sistema N-Il podria explicarse
si la proteina periplasmica NatB del sistema N-I pudiera funcionar también con la permeasa N-II (Figura
4.5A), por lo que en ausencia del sistema N-Il, NatB podria operar sin restricciones con el sistema N-I,
aumentando, por tanto, la actividad de transporte de los aminoacidos incorporados a través de la
permeasa N-1. Del mismo modo, la actividad de transporte mas elevada de aminoacidos acidos que tiene
lugar en los mutantes del sistema de transporte N-I podria explicarse si la proteina periplasmica NatF del
sistema N-II pudiera ser reconocida por la permeasa N-I (Figura 4.5B), por lo que en ausencia del sistema
N-1 la proteina peripldsmica NatF podria operar con el sistema N-Il de forma mas eficiente. Por dltimo,
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cabe destacar la relacién entre las actividades de transporte de aminoacidos incorporados por los
sistemas N-I y Bgt. Sin embargo, la explicacion del posible funcionamiento de la proteina peripldsmica
NatB con el sistema Bgt (Figura 4.5C), de modo que la ausencia de NatB favoreciera el transporte de
aminoacidos incorporados a través de la permeasa Bgt, como Arg, Lys e His, mientras que la inactivacién
de la proteina BgtB produjera un incremento de la actividad de transporte de los aminodcidos que
transporta el sistema N-I, es menos plausible, dada la estructura de BgtB, que es tanto una proteina de
membrana como una proteina de union de sustrato.

AU -y ¢
N\ N\ | ™

‘ Periplasma

R e
S e

Citoplasma

Sistema N-1 Sistema N-1I Sistema N-II Sistema N-I Sistema N-I Sistema Bgt

Figura 4.5. Representacién esquemadtica de las posibles interacciones entre elementos de los sistemas N-I, N-1l y Bgt. A,
en ausencia del transportador N-II, la proteina peripldsmica NatB (en amarillo) funcionaria exclusivamente con el sistema
N-I, favoreciendo un aumento de la actividad de transporte de los aminodcidos incorporados por dicha permeasa
(NatACDE). B, en ausencia de la permeasa N-I, la proteina peripldsmica NatF (en rojo) interaccionarfa tinicamente con el
sistema N-Il, aumentando la actividad de dicho sistema (NatGH-BgtA). C, en ausencia de la proteina peripldsmica del
sistema N-I, se podria favorecer el funcionamiento de la permeasa Bgt (BgtAB).

La familia ABC de sistemas de transporte reune tanto a sistemas de importacién como de
exportacion, en los que una diferencia es la ausencia de proteinas peripldsmicas de unién de sustrato en
el segundo tipo. En general se consideraba que el movimiento de sustratos a su través tenia lugar de
forma unidireccional e irreversible, siendo la proteina periplasmica de unién de sustrato la que determi-
naba el sentido en el que funcionaba el sistema. Sin embargo, se ha descrito que algunos transportadores
de aminodacidos de tipo ABC dependientes de proteina periplasmica de unién de sustrato, como las
permeasas Aap y Brag de Rhizobium leguminosarum e His de Salmonella typhimurium, pueden mediar
reacciones bidireccionales, habiéndose propuesto que sea una caracteristica general de todos los
sistemas de transporte de tipo ABC (Hosie et al., 2001). La unidireccionalidad generalmente observada
en este tipo de transportadores se debe a que la K; para el sustrato es muy superior en el lado
citopldsmico que en el periplasmico del transportador, debido a la mayor afinidad que presentan las
proteinas peripldsmicas de unién de sustrato con respecto al sitio de unién presente en las subunidades
transmembrana de los complejos de transporte.

Las principales permeasas de aminodcidos de Anabaena sp. PCC 7120 (N-I, N-Il y Bgt) podrian operar
como importadores y exportadores, aunque con preferencia por el componente de incorporacion. Este
comportamiento también permitiria explicar el incremento de la actividad de transporte de
determinados aminodcidos al inactivar algunos genes de dichos sistemas. Asi, el aumento en la actividad
de transporte de Pro y aminodcidos hidrofébicos que se observa en los mutantes afectados en el
sistema N-ll podria explicarse si este sistema pudiera constituir una via de liberacién de dichos
aminoacidos, por lo que en su ausencia se favoreceria la acumulacién de los mismos. Del mismo modo,
la actividad de transporte mas elevada de aminoacidos acidos y neutros polares que tiene lugar en los
mutantes del sistema de transporte N-I podria explicarse si este sistema pudiera permitir la liberacién
de dichos aminoécidos, de modo que al inactivarlo se produjera la acumulacién de los mismos. Por
ultimo, cabe destacar la relacién entre las actividades de transporte de aminoacidos incorporados por
los sistemas N-l y Bgt, de forma que cada uno de estos sistemas podria permitir la liberaciéon de los
aminodcidos transportados por la otra permeasa. Asi pues, en ausencia de una de ellas se favoreceria la
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actividades o permessas de aminodcidos en Ancbaens sp. PCC 7120, Se Indican los aminodcidos
cade xser“reasa v, en Ecs casas cenocaaos- las ORFEs del genome que aodrian estar implicadas an dicha

Sustratos ORF Posibie producio
Gly, Pro, Gly, Ley, airZ535 Subunidsd peripldsmica de unidn de sustrato {7
Alz, Gin, Phe, His, w2535 Subunidad trarsmembrana
Thr, Ser, Tyr, trazas ¢ir2532¢  Subunidad transmembrans
de algunos otros olr253%  Subunidad ATFusa
amincacidos wir2541  Subunidad ATFasa
ie exportacidn de baja Arg, His, Glu, Gin

#0347  Sistema monotamponente de ia famills DAACS

tdad de eminoacides Gly, Alg, Ley, Uro

de transporte de bajs

Arg, Lys, Orn
de aminodcidos bésicos & LS

{ransporie de
s gcidos v neutros

Asp, Glu, Asn, Gin
se induce en célules

ofr2536  Subunidad transmembrana
Phe, Arg, Ala; Lys, olr2538  Subunidad transmembrana
Gin, Pro, Gly, Asp glr2538  Subunidad ATPRusa

girZ847  Subunidad ATPusa

de transporie de
s hidrofdbicos

)
IS
I

I 2sie trabaio también se ha estudizdo una permease {AlI0342) de Angbgeng sp, PCC 7120 de bz

AACS {TC 2.A.23; véase el apartade 1.2 de Infroduccidn} gus parece ser un sistems de
de aminodcidos de baja especificidad, dado que as capar de reconocer aminodcides acides

neuires, estos ditimos tanto polares como hidrefdbicos {Tabd

‘.

como fuente de energla (véanse los apartados 1.1 v 1.2 de Infroduccidn).

o, &n este trabajo no se han podidoe identificar los elementor que pudieran determinar iz

balz afinided de aminodcidos bdsicos de Amabgeng sp. PCC 7120, caracterizads
ad {Herrero v Flores, 1980). $in embarge se han podide detectar, al

dos nuavas actividades de transporte de amincdcidos en Anobaers sp. BCC 7120 (Tablz 4.4). L2

i1

ra ge eilas es un transports de los aminodcidos hidrofdbicos Ala v Phe presente en igs heterocisios

s 8

as células vegetativas. Aungue Iz actividad de transporie de cads uno de estos aminoacideos
& @ permeasas independienies, s probabkle que en la incore
lcade un dnico sistema de transporte, en fanto gue las propledades q;asmzw

Lz segunds actividad detectada es iz incorporacidn de los 2

o5 polares Asn v Gin, 2l igusl gue la del transportador BriABCD
'y Haselkarn, 1996). Bl transporiedor correspondiente se expresar’

s, dado gue en [os heterocistos zislades de los mutanies de
porte de Asp, Glu v Gln. Sin ermbarge, aungue parece expresarse en medios con nitrate, se induce
de forma notzable en condiclones dizzotrdficas

s de Angboeng sp. PCC 7120 fragmentados mecdnicamenis parecen preseniar agujeros

ntura, por donde el espacio periplésmice podris guader expuesto af medio externe.

y permitirfa une actividad de transporte més elevada de algunos aminodcidos pars los gue
constituya una barrera de permeabllidad. Este perece ser el caso d
que los filamentos de ests clancbacteria presentar una afinidad relativamente

i)
sde "“azg"spmi'e de tipe A:ﬁC, esia permeasa es de tips monecomponente v utllizarfa un gradiente -
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Z-oxcisccaprosto, 2-oxolsovalerato, Z-oxovalerato v 2-oxobutirate. Los mutanies ofr3627

n la proteing transmembrane grande v en la proteing er&p%a’sm%ca de unidn de

3, respectivamente, exhiben los otros dos componentes cindticos de fransporie de
: podrian corresponder a ofros transportadores implicados en iz incorporacién de dcides

ue
en Ancboena sp. PCC 7120 {Figura 3.638). Cabe destacar que {ns dcidos carboxllicos 2-OMV,

2O 2-00, 2-0V v 2-0B también podrian ser reconocidos por las sistemas adicionales no

carzoierizades, dade gue inhiben el transporie de piruvaio remenente gus se observe en 't
inas Alr3027 v AlZ0Z8, Pess

Alr3025 v Alr3027, presenian homeologia con las subunidades rensmembrana resps

ue las proteinas de membrana de

¢

e

transportader de glutamato Gtr de Synechocystis sp. PCC 5803, el hecho de que el sistema d

=

sp. POC 7120 medie 2 Incorporacidn de piruvate v posiblemente otros dcicos carboxdlices es consisiente
con gue su protelne periplésmice de unidn de sustrato, AlI3028, presentis hcm@iag;’a con lz protelng

¢z RRCO1191 de R, capsulotus implicada en el transporte de este tipo de susiratos.

ncidn fisioldgica de los tres sistemas de iransporie ma

aminczcidos & las células desde e medic ext

£
£33

uentes de mrégen ara Anchbaenc s
,tg Asn, la Gin {resultados no pu Mcados; v ia
i idn, los sistemas de transporie de amin

1 éz"‘zm de esta clanobacteria

acterias, s un hecho conocide gue los mutantss
aminodcidos neutros liberan, de forms caracterfstica, aminodcidss hidrod

{Labarre et ¢gl, 1987; Montesinos et gl., 1995, 1997, Plcoss], 2003L En i

irpe CSX@E},, iz serie de

e

n este v ofros trabajos antericrss, entre [os Que s& encuentirs 1z &s

s gue se liberan incluye Alg, Phe, Hle, Ley, Val, Pro, Met, Gly v Tyr, amincacides gue, como va
sg Incorporzn principalmente & través de dicha perresss, ademéds de peguefias

&l aminodcido neutro palar “;‘%m, gue se incorpors & través de os sistemas N-Ty N-1
-f’,‘;@é idos gue se liberan 2l medic se encuentran g niveles mas slevados en cultivos en

Hazotréficas que en aouslios gue contienen nitrato [Pleossl, 20403), lo que podria ref?i’ejaf ur
migyar recamibio de proteinas en ausencia de nitrdgeno combinade. Por ¢l conirario, al igual gue ocurre

con iz estirpe silvestre, los mutantes del sistema de transporte N-U, como [a estirpe CSR8b, no Hberan

=

de cultivo en condiciones diazotréficas {Figura 4.8]. For su parte, el mutante dob

en ambas permeasas, si mentiene la fendencia da liberacidn de am%ma’*e?das

fdhicos (Figurs 4.8). De hecho, dade gue el sistemz de fransporte N-U ejerce un papsl
ntaric en fz Incorporacidn a las células vegeietives de Als, aminodcido que se transports

rizmente 3 través del sistems N-I {comparense lzs estirpes CSHB0 v CSHE0-R8b enla Figura 3.3 v

Resultados), el mutante doble CSKGCD-REb acumuls Als [v ofros amincdcidos

e CSX60-R8D, el mutante doble CSXE0-R1Y, alcc’cadc e ios sistemas de transporte M-, M-
aminodcidos en & medic de cultivo & concentracionss mids elevadas que iz estirpe

incluso ligeramente superiores a las producidas per la estirpe CSX50-R8k (Figura 4.5).

H

Dedo gue {2 mayor parte de los amincécidos que se liberan son hidrofdolcos, éstas podrian perderse
de fas células por difusidn, v una funcidn de los sistemas de transporie Nl v N-l podriz ser su
reincorporacidn al clitoplasma {Labarre ef o, 1987; Montesings et gf, 1495, 1997; F?ms&é 20030 Sin

[

sk
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embargo, la reciente identificacion de la proteina All0342 (Figura 3.52) y del sistema N-III (Figura 3.70)
como posibles exportadores sugiere la posibilidad de una exportacién mediada de estos aminodacidos.

M

1., l/
i 1l 1 |
_g 40 : | /

|
£ 20

< . Tk

RKSTGAVMILYFP RKSTGAVMILYFP RKSTGAVMILYFP RKSTGAVMILYFP RKSTGAVMILYFP RKSTGAVMILYFP
PCC7120 CSXe0 (Css18 CSR8b CSX60-R8b CSX60-R10
@ Aminoacidos basicos [ Aminoacidos neutros polares () Aminoacidos hidrofébicos @ Aminodcidos aromdticos W Pro

Figura 4.6. Liberacién de aminodcidos en Anabaena sp. PCC 7120 y algunos mutantes de transporte de aminodcidos. Se
compara la liberacién de aminodcidos de mutantes representativos afectados en los sistemas N-I, N-Il y/o Bgt incubados
en medios carentes de nitrégeno combinado durante 48 h. Para el sistema N-I s2 utiliza el mutante CSX60 (natA), para el
transportador N-1l el mutante CSR8b (natH), para los sistemas N-1 y N-II el mutante CSX60-R8b (natA natH) y para los
sistemas N-I, N-ll y Bgt el mutante CSX60-R10 (natA bgtA) (véase la Tabla 3.16 de Resultados). La estirpe CSS18 estd
afectada en el sistema N-I y ademds es incapaz de desarrollar heterocistos.

La liberacion de Ala se afecta por la presencia de heterocistos, puesto que es menor en un mutante
doble hetR natA (CSS18; Figura 4.6), incapaz de desarrollar heterocistos y afectado en la permeasa N-I,
que en el mutante natA. La liberacién de Ala podria resultar de dos componentes: liberacidn procedente
de las células vegetativas, que se produciria también en células cultivadas en presencia de nitrato, y
liberacién procedente de los heterocistos, que no se observaria en el fondo hetR. En concordancia con
estos resultados, en experimentos de marcaje con ¢ 0 N se ha descrito la produccién intracelular de
Ala en filamentos incubados en condiciones diazotréficas de varias estirpes del género Anabaena
(Lawrie et al., 1976; Wolk et al., 1976; Jiittner, 1983). En cianobacterias, la Ala puede ser el sustrato o el
producto de un importante niumero de enzimas, entre las que destacan la alanina deshidrogenasa y
algunas transaminasas (Flores y Herrero, 1994; Kaneko et al., 2001). En A. cylindrica se ha descrito la
presencia de niveles mas elevados de AlaDH en heterocistos que en células vegetativas (Rowell y
Stewart, 1975), y en este trabajo se han generado mutantes ald carentes de actividad AlaDH que
muestran que esta enzima es necesaria para el crecimiento diazotrdfico éptimo de Anabaena sp. PCC
7120. Estos resultados sugieren que la AlaDH podria contribuir, junto con la glutamina sintetasa, a la
asimilacion del N, fijado en los heterocistos.

En relacién con la capacidad de crecimiento de Anabaena sp. PCC 7120 en condiciones diazotrdficas,
los distintos sistemas de transporte de aminodcidos identificados en este trabajo parecen tener grados
de implicacién diferentes. Por una parte, los mutantes del sistema N-1 estdn afectados especificamente
en el crecimiento en estas condiciones (véanse las estirpes CSS6 y C5X60 en la Figura 4.7), lo que indica
que la capacidad de transportar algun o algunos aminodcidos que son sustratos de esta permeasa seria
necesaria para un crecimiento diazotréfico dptimo. Sin embargo, la inactivacion del gen bgtB, especifico
del sistema de transporte Bgt, no produce un efecto negativo 2n el crecimiento en condiciones
diazotroficas (véase la estirpe CSS8 en la Figura 4.7), lo que indica que este sistema no es necesario para
la diazotrofia. Por otra parte, aunque el efecto es inferior al que se observa al inactivar los genes del
sistema N-I, la inactivacion de los genes del sistema N-1I (bgtA, natF o, en el mutante CSR8a, natH) afecta
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negativamente al crecimiento diazotrofico (Figura 4.7), lo que sugiere que este transportador también
contribuye a la fisiologia del filamento diazotréfico. Ademas, se observan deficiencias mas acusadas en
el crecimiento diazotréfico cuando se combinan mutaciones en genes que determinan elementos de los
dos sistemas, N-l y N-1l, coma en las estirpes CSS6-R17 y CSX60-R8b. La inactivacion de los genes que
determinan dos proteinas de unién de sustrato, como en la estirpe CS56-R17, tiene menos efecto que la
inactivacion de los genes que determinan una ATPasa del sistema N-1 y una proteina transmembrana del
sistema N-Il, como en la estirpe CSX60-R8b. Estos resultados sugieren que con ambos sistemas de
transporte podrian funcionar proteinas de unién de sustrato adicionales. Por ltimo, la inactivacién de
los sistemas de transporte N-I, N-Il y Bgt, como en la estirpe CSX60-R10, tiene un efecto adicional poco
significativo al que resulta de la inactivacién de los sistemas N-1 y N-Il, como en la estirpe CSX60-R8b,
confirmando que la permeasa Bgt no tiene un papel significativo en el crecimiento diazotréfico de
Anabaena sp. PCC 7120.

Constante de crecimiento (%)

L_»
T T

Bgt  N-lI N-1 N-1
Bgt N-1 N-11
Bgt

@rcc7120 (Jcsse @csx60 (Jcsri7 @csreb @csss (Jcsr10 [Jcsse-r17 @csxeo-Rsb @BCSX60-R10

Figura 4.7. Importancia de los sistemas de transporte N-1, N-Il y Bgt en el crecimiento diazotréfico de Anabaena sp. PCC
7120. Se comparan las tasas de crecimiento en medios carentes de nitrégeno combinado de mutantes representativos
afectados en alglin elemento de las permeasas N-I, N-Il y/o Bgt. Para el sistema N-I se utilizan los mutantes CSS6 (natB) y
CSX60 (natA), para el transportador N-1f los mutantes CSR17 (natf) y CSR8b (natH) y para el sistema Bgt el mutante €S58
(bgtB). Se presentan también las tasas de crecimiento de las estirpes CSS6-R17 (natB natf), CSX60-R8b (natA natH) y
CSX60-R10 (natA bgtA), afectadas en varios de estos sistemas de transporte simultdneamente. (Los datos utilizados
corresponden a los presentados en la Tabla 3.14.)

Dada la amplitud de sustratos de los sistemas de transporte de aminoacidos de Anabaena sp. PCC
7120, se hace dificil determinar cudles podrian estar implicados en la deficiencia que se observa en el
crecimiento diazotréfico en los mutantes afectados en dichos sistemas. Para intentar discernir esta
cuestién, se busco una posible correlacién entre las constantes de crecimiento de los mutantes de las
permeasas de aminoacidos y la actividad de transporte para algtn aminoacido, o combinacion de ellos,
en dichos mutantes. La correlacidn que mejor se ajusta (Rz, 0,846) es la que implica conjuntamente a los
aminodcidos Ala y Gln (Figura 4.8), que por separado producen correlaciones con ajustes lineales de R’
algo inferiores, de 0,812 y 0,664, respectivamente. Estos datos apoyan que la falta de actividad de
transporte de Ala y GIn sea responsable de la deficiencia en el crecimiente diazotréfico que se observa
en los mutantes afectados en los sistemas de transporte de aminodcidos. Sin embargo, dado que las
tasas de crecimiento de los mutantes dobles CSS6-R17 (natB natF) y CSX60-R8b (natA natH) son
significativamente diferentes aun presentando una actividad de transporte de Ala y GIn similar, es
probable que, ademds de la de dichos aminodcidos, la falta de transporte de otros pueda estar
relacionada también con el defecto en el crecimiento diazotrdfico.
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Figura 4.8. Correlacién de las actividades de transporte de Ala y GIn con el crecimiento diazotréfico en mutantes de
Anabaena sp. PCC 7120 afectados en sistemas de transporte de aminodcidos. Se muestra la actividad de transporte
conjunta de Ala y GIn de los mutantes de transporte de aminoacidos en porcentaje respecto de la estirpe silvestre, y 1a tasa
de crecimiento () de cada estirpe. Coeficiente de correlacién lineal R%, 0,846.

Cuando se analizé una posible correlacion entre {as constantes de crecimiento de los mutantes de las
permeasas de aminodcidos y la cantidad de alanina que pierden al medio de cultivo en condiciones
diazotrdficas, empledandose los datos mostrados en la Tabla 3.16 (incubaciones durante 48 h), se obtuvo
una correlacion lineal negativa con un valor de R de 0,976 (Figura 4.9). Estos resultados sugieren que la
pérdida de Ala puede ser una de las causas que influyen negativamente en la capacidad de crecimiento
diazotrdfico de los mutantes afectados en el transporte de este aminoacido.
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Figura 4.9. Correlaci6n de la cantidad de Ala liberada al medio con la capacidad de crecimiento diazotréfico en mutantes
de Anabaena sp. PCC 7120 afectados en sistemas de transporte de aminodcidos. Se muestra la concentracion de Ala
presente en los medios de cultivo de los mutantes de transporte de aminodcidos incubados en ausencia de nitrégeno
combinado con aire:CO; (99:1) durante 48 h y la tasa de crecimiento diazotréfico (p) de cada estirpe. Coeficiente de
correlacion lineal R%, 0,976.

Por otra parte, la Gln esta descrita como un vehiculo para la transferencia de nitrégeno desde los
heterocistos hasta las células vegetativas, mientras que el Glu se transfiere desde las segundas a los
primeros (Wolk et al,, 1976; Thomas et al., 1977; Wolk et al., 1994; Martin-Figueroa et al., 2000),
habiéndose demostrado que los heterocistos aislados pueden producir Gln a partir de Glu y amonio
(Thomas et al., 1977). El transporte de GIn esta anulado en los mutantes CSS6-R17, CSX60-R8b y CSX60-
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R10, afectados en el crecimiento en condiciones diazotrdficas, y en este trabajo se ha demostrado que el
sistema N-Il es el responsable del transporte de Glu en heterocistos aislados (véase la Tabla 3.13 de
Resultados). Sin embargo, los mutantes carentes del sistema N-Il, como las estirpes CSR17 (natF), CSR8a
(natH) y CSR10 (bgtA), sdlo estan ligeramente afectados en el crecimiento diazotréfico, lo que sugiere
que otros transportadores o mecanismos podrian participar en la transferencia de Glu desde las células
vegetativas hasta los heterocistos en los filamentos completos. En este contexto, el reciente
descubrimiento de la proteina SepJ (Flores et al., 2007) y su posible mediacién de una transferencia
directa de compuestos entre células (Mullineaux et al., 2008) es de interés (Figura 4.10).

Figura 4.10. Modelo periplasmico de la transferencia de nitrégeno en el filamento diazotréfico de Anabaena sp. PCC 7120.
Se representa un filamento de Anabaena con un heteracisto funcional. La cianoficina presente en el heterocisto se
representa como una zona negra en los polos (granulos polares). GOGAT, glutamato sintasa; AlaDH, alanina
deshidrogenasa; GPT, glutamato-piruvato transaminasa; aas, aminodcidos. Se indican los sistemas de transporte presentes
en las membranas de las células vegetativas y de los heterocistos, que participarian en |a captacién de los aminodcidos del
espacio periplasmico o en la exportacién de aminodcidos al mismo.

Los aminoéacidos producidos por los heterocistos podrian transferirse al resto de las células del
filamento a través de dos vias diferentes, contempladas en dos modelos propuestos que se han
comentado en el apartado 1.3 de Introduccion. Por un lado, la transferencia de compuestos nitrogenados
podria tener lugar directamente célula a célula (Lang y Fay, 1971; Giddings y Staehelin, 1978, 1981). Por
otro lado, se ha propuesto el denominado madelo peripldsmico de transferencia de nitrégeno, que
implica la exportacion de aminoacidos por parte de los heterocistos al espacio periplasmico, que es
fisica y funcionalmente continuo a lo largo del filamento (Ris y Singh, 1961, Hoiczyk y Baumeister, 1995;
Flores et al., 2006; Mariscal et al., 2007), por el que difundirian y desde el que serian recogidos por las
células vegetativas mediante permeasas de aminoacidos con el concurso de proteinas de unién de
sustrato (Figura 4.10) (Montesinos et al., 1995; Montesinos, 1997; Picossi, 2003). En Anabaena sp. PCC
7120, los sistemas de transporte N-1 y N-Il podrian llevar a cabo esta funcién, pudiendo ser relevante
que el sistema N-l s6lo esté presente en las células vegetativas. En este contexto, es de interés el
hallazgo, discutido mas arriba, de que la membrana externa de Anabaena sp. PCC 7120 represente una
barrera de permeabilidad para metabolitos importantes en la fisiologia diazotréfica.

Los dos modelos de transferencia no son necesariamente excluyentes. Asi, es concebible que la via
directa permita la difusién desde las células vegetativas hasta los heterocistos de un aminoécido como
el Glu, que se encuentra a una concentracién alta en el citoplasma de las células vegetativas de las
cianabacterias, mientras que la transferencia de cantidades limitantes de aminodcidos como vehiculos
de nitrégeno desde los heterocistos hasta las células vegetativas podria requerir un mecanismo activo,
como seria el del modelo periplasmico, que implica la participacién de permeasas que median un
transporte dependiente de energia.
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