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1.1 Cianobacterias

1.1.1 Generalidades y aspectos evolutivos

Las cianobacterias constituyen un grupo de procariotas muy diverso
pero bien establecido y filogenéticamente coherente. Tienen una gran
importancia ecologica ya que realizan procesos imprescindibles para el
mantenimiento del equilibrio en la biosfera, como son la produccién de
oxigeno o la fijacién de carbono y de nitrégeno. Por otra parte, tienen una
gran importancia evolutiva ya que organismos filogenéticamente
emparentados con ellas innovaron el proceso de la fotosintesis oxigénica que
transformé la atmédsfera andxica de la Tierra en una atmdsfera aerobia. Su
distribucién en el planeta es tan amplia que estan presentes en practicamente
todos los ambientes naturales.

Las cianobacterias son organismos fotétrofos obligados, cuyo rasgo
metabdlico mas relevante lo constituye su capacidad de realizar la
fotosintesis oxigénica utilizando el agua como agente reductor, al igual que
las plantas. Son autétrofos, obligados o facultativos, usando como fuente
preferente de carbono el CO, atmosférico, que se asimila a través del ciclo de
Calvin. Como fuente de nitrégeno, la mayoria puede asimilar nitrato, nitrito y
amonio. Algunas especies, ademas, son fijadoras de nitrégenoc asimilando asi
el N, atmosférico.

Son de morfologia diversa, existiendo géneros unicelulares y
multicelulares que generalmente forman filamentos que pueden ser
ramificados. Algunas cianobacterias filamentosas sufren, en condiciones de
privacion de nitrégeno, un proceso de diferenciacion que lleva a la formaciéon
de heterocistos, que son células especializadas en fijar N, (Wolk 1996).

La agrupacion y clasificacion inicial de las cianobacterias en diferentes
secciones en base a caracteristicas morfolégicas (Castenholz et al. 1989;
Rippka et al. 1979), ha sido sustituida por una clasificacion filogenética
basada en las secuencias del RNA ribosémico 16S (rRNA 16S) (Honda et al.
1999) en la que las cianobacterias se mantienen como un grupo estable
filogenéticamente diferenciado del resto de bacterias, agrupandose los

diferentes géneros en grupos filogenéticos que no siempre coinciden con la
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clasificacion inicial de Rippka. Por ejemplo, el género Synechococcus queda
clasificado como un grupo polifilético (Robertson et al. 2001).

La aparicion de la fotosintesis oxigénica en la era Precambrica, hace
2.5 millones de afos, se atribuye a organismos filogenéticamente
emparentados con las cianobacterias. El aparato fotosintético cianobacteriano
esta compuesto por dos fotosistemas. En el fotosistema Il tiene lugar la
fotooxidacion del agua que genera O; y poder reductor que se canaliza al
fotosistema | para ser finalmente utilizado en la fijaciébn de CO,. De esta
manera, la fotosintesis oxigénica utiliza agua para fijar CO., liberando O,, lo
que supuso un cambio ecolégico que influyd en la evolucion posterior de la
vida en la tierra (Falkowski et al. 2004). A partir de analisis filogenéticos
basados en el rRNA 16S se ha podido demostrar que las cianobacterias
actuales y los cloroplastos presentes en las plantas y algas eucariotas
comparten un ancestro comun (Giovannoni et al. 1988), lo que constituye un
fuerte apoyo a la hipotesis de la generaciéon de los cloroplastos mediante la
endosimbiosis de un organismo similar a una cianobacteria en una célula
hospedadora. Dicha hipétesis ha sido enunciada en diversas ocasiones,
siendo su versidon mas temprana la de Mereschkowsky, de 1905, sobre el
origen endosimbionte de las células eucariéticas. Actualmente, se reconocen
dos linajes diferenciados de eucariotas fotosintéticos, uno que incluye las
algas verdes y las plantas terrestres y el otro en el que se encuentran las
algas rojas. Ambos linajes forman un grupo monofilético (Moreira et al. 2000),
siendo las algas rojas los primeros eucariotas fotosintéticos que aparecieron
(Stiller et al. 1997), y de los que derivaron las algas verdes, que
posteriormente se diversificaron originando las plantas terrestres. Todas
realizan una fotosintesis oxigénica igual a la de las cianobacterias. La
mayoria de las proteinas del cloroplasto estan codificadas en el nacleo de la
célula eucariota debido a que desde el establecimiento de la endosimbiosis
se ha producido una paulatina reduccion del genoma cloroplastidico,
acompafada de la tranferencia de material genético al nucleo, de modo que
hoy dia los cloroplastos codifican entre 50 y 200 proteinas (Martin 2003). La
relacion filogenética que existe entre cianobacterias y plantas se refleja en
multitud de similitudes a nivel molecular. El ejemplo mas evidente es el

funcionamieto del aparato fotosintético que formado mayoritariamente en los
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eucariotas por proteinas de origen cianobacteriano (Xiong et al. 2002).

1.1.2 Synechococcus sp. PCC 7942 como sistema modelo

La cianobacteria unicelular Synechococcus sp. PCC 7942 es una de
las estirpes modelo en los estudios de biologia molecular de estos
organismos. Su interés en investigacion radica en su tiempo de generacion
relativamente corto (aproximadamente 15 horas) y en su competencia natural
para ser transformada con DNA exdgeno. Fue aislada en 1973 por S. V.
Shestakov y fue la primera cianobacteria en la que se demostré un sistema
de transformacion natural, cuya eficacia ha sido, ademas, optimizada (Golden
et al. 1984; Shestakov et al. 1970). Esta especie, pertenece a la seccion | de
cianobacterias segun la clasificacion morfolégica (Castenholz & Waterbury
1989; Rippka et al. 1979), no es movil, tiene morfologia bacilar y un tamano
entre 1 y 1.2 um. También se le conoce con los nombres de Anacystis
nidulans R2 (ya en desuso) y Synechococcus elongatus. Tiene un
metabolismo fotoautodtrofo obligado. El tamafio de su genoma es de 2.7
Megabases con un porcentaje G+C del 55%. La secuencia del genoma de
Synechococcus se encuentra disponible desde el afio 2004 en

www.jgi.doe.gov.

1.2 Transduccion de senales en bacterias

Las bacterias deben adaptarse a un medio cuyas condiciones
ambientales pueden ser variables. Cambios en la disponibilidad de nutrientes
u otros parametros fisico-quimicos en el medio que rodea al organismo
requieren una modificacion en la fisiologia celular que permita una
homeostasis en el funcionamiento de la célula o la supervivencia de la misma
ante determinadas condiciones.

Esta adaptacidén se lleva a cabo empleando sistemas de transduccion
de sefales o sistemas de sefalizacidn celular cuya funcién consiste en
generar una respuesta adecuada a un estimulo ambiental. En esta funcién
tienen gran importancia las interaccibnes entre proteinas reguladoras. En
bacterias, muchas de las rutas de transduccion de sefiales estan formadas
por los denominados sistemas de dos componentes (Stock et al. 2000),

formados, en su forma mas basica, por una histidina quinasa sensora que se
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autofosforila en un residuo conservado de histidina y un regulador de
respuesta, que puede ser un regulador transcripcional o una enzima. Lg
percepcion del estimulo determina la autofosforilacion de la histidina quinasg
y la transferencia del grupo fosfato a un residuo conservado de aspartico
presente en el regulador de respuesta, modificando su actividad. A pesar de
que este es el esquema basico, se han descrito versiones en las que hay
varios reguladores de respuesta (Li et al. 1995), sistemas de fosforelevo
(Burbulys et al. 1991) y proteinas con caracteristicas hibridas de regulador de
respuesta y de sensor histidina quinasa (Ishige et al. 1994). Aunque los
sistemas de dos componentes son l0s mejor conocidos (por su importancia
histérica), hay muchos otros tipos de proteinas implicadas en la transduccion
de sefiales en bacterianas como son las quinasas de serina/treonina (Zhang
1993), las quinasas de tirosina y las fosfatasas de serina/treonina (Irmler et ai.
2001), asi como otras proteinas reguladoras, como la proteina PIl, que

carecen de capacidad enzimatica (Ninfa et al. 2005).

1.3 Las proteinas PII

1.3.1 Las proteinas Pll en el sistema modelo de
enterobacterias

Las enterobacterias codifican dos paralogos de PIIi: GInK y GinB. E|
gen ginK esta siempre ligado al gen amtB que codifica para el transportador
de amonio AmtB, formando un operon (Thomas et al. 2000). Ambos
paralogos tienen funciones reguladoras diferentes, al menos en E. colj
(Javelle et al. 2004; van Heeswijk et al. 1996) y Klebsiella pneumoniae (He et
al. 1998).

Fue en enterobacterias donde primero se demostré el papel central de
este tipo de proteinas en la regulaciéon del metabolismo del nitrbgeno como
integradora de las sefiales del balance carbono/nitrégeno (C/N).
Posteriormente se ha visto que estan presentes, con un alto grado de
conservacioén, en la mayoria de bacterias, archaeas, plantas y algas
(Arcondeguy et al. 2001; Ninfa & Jiang 2005). Se sabe que en algunos de

estos organismos PIlI estd integrada en sistemas de regulacion del

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006



Identificacién y caracterizacién de componentes celulares implicados en transduccién de sefiales en Synechococcus sp. PCC 7942. Sergio Burillo Sanz

Sergio Burillo Sanz Introduccion

metabolismo del nitrogeno que difieren entre si en el modo de funcionamiento
y en los componentes moleculares implicados. En E. cofi, Pll forma parte del
sistema ntr que regula la asimilacion de compuestos nitrogenados.

Pll es un homotrimero que une ATP y 2-oxoglutarato (Kamberov et al.
1995); puede unir 3 moléculas de ATP y 3 de 2-oxoglutarato por trimero. La
union de ambos efectores es cooperativa entre ellos, de tal manera que la
union de 2-oxoglutarato sélo se da en presencia de ATP y la unién de ATP es
muy baja en ausencia de 2-oxoglutarato. La union de 2-oxoglutarato sucede
con cooperatividad negativa. La actividad de la proteina esta regulada por
uridilacion en funcion del balance C/N celular. Pli es uridilado y desuridilado
por la enzima bifuncional UTase/UR (GInD) en un residuo conservado de
tirosina. La uridilacion es estimulada por 2-oxoglutarato, como consecuencia
de la unidn de este efector a la propia Pll (Kamberov et al. 1995), e inhibida
cuando los niveles de glutamina son altos (Atkinson et al. 1994) siendo Ia
UTase/UR el sensor del nivel de glutamina (Jiang et al. 1998). La reaccién
opuesta, de desuridilacion, es activada por glutamina e inhibida por 2-
oxoglutarato.

En enterobacterias, Pl (GInB) integra las sefiales provenientes de la
concentracion de glutamina y 2-oxoglutarato, canalizandolas al sistema ntr.
En condiciones de baja relacion C/N, donde los niveles de glutamina son
altos con respecto a los de 2-oxoglutarato, la enzima UTase/UR, codificada
por el gen g/inD, une glutamina mientras que Pl, por su parte, no une 2-
oxoglutarato, lo que favorece la reaccion de desuridilacion de Pl catalizada
por la UTase/UR. Pl en estado no modificado se une a la ATase, enzima gue
adenila y desadenila a la glutamina sintetasa (GS) (GInE) estimulando su
actividad adenilil-transferasa sobre la enzima GS, lo que provoca su
inactivacion. Ademas, se une también a la region C-terminal de NirB (Jiang et
al. 2000; Martinez-Argudo et al. 2002) inhibiendo la autofosforilacion de esta
histidina quinasa, estimulando asi su actividad fosfatasa sobre el regulador de
respuesta NirC, que pasa a estar en un estado defosforilado en el que es
incapaz de activar la transcripcién del operén ginALG, que codifica para GS,
NtrB y NtrC (Ninfa et al. 1986). Si por el contrario la relacién C/N es alta, lo
gue se corresponde con altos niveles de 2-oxoglutarato con respecto a los de

glutamina, la enzima UTase/UR no une glutamina mientras que Pl une 2-
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oxoglutarato. Ello favorece la reaccion de uridilacion de PIl por la enzima
UTase/UR. PIl uridilada estimula la actividad adenilasa de la enzima ATasa,
lo que provoca la activacién por desadenilacion de la GS. Por otro lado, PII
modificada no es capaz de inhibir la autofosforilacion de NtrB, que acaba
transfiriendo el fosfato a NtrC, el cual en estado fosforilado activa la

transcripcién del operén glnALG.

/\f‘ PH UTase/UR PIl - UMP

NtrB NtrB-P <+ Gin
aagk@sww
NtrC NtrC-P g
' Ly ATase

N —

~ GS-AMP

Figura 1.1 Papel regulador de la proteina PIl en el sistema ntr de enterobacterias. Las flechas azules indican
regulaciéon positiva, las lineas cerradas azules indican regulaciéon negativa. 2-OG es 2-oxoglutarato, Gln es
glutamina. Adaptado de (Ninfa & Jiang 2005).

La otra proteina PIl de E. coli, GInK, tiene la funcién de unirse, en su
estado desfosforilado al transportador de amonio AmtB provocando su
inactivacion (Javelle et al. 2004). El estado de uridilacion de GInK, al igual
que el de GInB depende de la concentracion intracelular de glutamina.

La primera estructura tridimensional de una proteina PIl que se
determiné fue la de GInB de E. coli (Cheah et al. 1994). La formacion del
trimero es similar en GInB y GInK de E. coli e intervienen fundamentalmente
residuos de hojas B que forman el nucleo central de la proteina, quedando
una estructura cuaternaria con un eje de simetria ternaria y en la que varios
puentes salinos entre distintas subunidades estabilizan el trimero. En cada
mondémero de la proteina se distinguen tres lazos sin estructura secundaria
definida. La superfice accesible esta formada principalmente por el
denominado “T-loop” que no participa en la oligomerizacion. Este lazo se
puede describir como una extensiéon que se proyecta a modo de pata con una
base, que seria el comienzo del mismo, mas proximal al nucleo de la

proteina. La determinacion de la estructura del complejo PII-ATP (Xu et al.
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2001) ha permitido establecer que el ATP se une entre los pliegues formados
por los lazos B y C de diferentes monémeros. Por otra parte, la informacién
disponible sobre las mutaciones que afectan a la unién del 2-oxoglutarato
permite postular que este ligando se une en la base del “T-loop”. (Jiang et al.
1997).

Las regiones mas flexibles serian las principales responsables del
reconocimiento e interaccion con la diversidad de proteinas con que
interacciona Pll, y éstas son el “T-loop” y los ultimos tres residuos de la zona
C-terminal de cada mondomero de la proteina (Xu et al. 2001). La versatilidad
del “T-loop” en la interaccidén con los receptores de Pll ademas se debe a que
contiene el residuo tirosina 51 que se modifica por uridililacién (en
enterobacterias) afectando la conformacion del lazo. Esta importancia del “T-
loop” se ha puesto de manifiesto mediante el analisis del efecto que provocan
mutaciones en esta region. Por ejemplo, cambios en el “T-loop” de GInB de E.
coli afectan a la interaccion con las proteinas ATase, UTase/UR y NtrB (Jiang
et al. 1997; Martinez-Argudo & Contreras 2002). Del mismo maodo,
mutaciones en la Y51 de GInK de E. coli afectan a su uridilacién y como
consecuencia a la interaccion con AmtB (Coutts et al. 2002).

Dentro del “T-loop” existe un motivo de estructura primaria conservado
en bacterias, con la secuencia de aminoacidos: [L/R]YRG[S/AJEY. Tanto en
GInB como en GInK de E. coli la primera posicion variable esta ocupada por
una L, la segunda por una A y la ultima Y (Y51 en E. coli) es el residuo que
se uridila. Las dos proteinas difieren entre si sdlo en 3 posiciones de las 20
gue contiene el “T-loop”, manteniendo ambas una estructura flexible similiar
en este lazo (Xu 1998 JMB), lo que concuerda con la capacidad de GInK de
reconocer los receptores de GInB (Atkinson et al. 1999).

1.3.2 Pll de cianobacterias y eucariotas

En cianobacterias, Pll es un regulador clave en el metabolismo del
nitrégeno. El mutante nulo Pll de Synechococcus muestra menor transporte
de amonio en nitrato, mayor acumulacién de glucdgeno en presencia de
amonio y mayores niveles de actividad nitrato reductasa, nitrito reductasa y
glutamina sintetasa en medio suplementado con nitrato (Forchhammer et al.

1995a). Concretamente el mutante PII" tiene desregulado el transportador de
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alta afinidad de bicarbonato (Hisbergues et al. 1999), el transporte de nitrato
(Lee et al. 1998) y la activacidbn de genes dependientes de NtcA en
condiciones de carencia de nitrogeno (Fadi Aldehni et al. 2003; Paz-Yepes et
al. 2003). Del fenotipo complejo del mutante se deduce que PIl ejerce una
funcién reguladora sobre un cierto numero de funciones celulares, aunque los
mecanismos moleculares implicados estan aun por aclarar.

Pll de Synechococcus comparte con Pll de enterobacterias una gran
similitud a niveles de secuencia y estructural. La estructura tridimensional de
Pll de Synechococcus (Xu et al. 2003) ha revelado que, como en
enterobacterias tanto el “T-loop” como la region C-terminal son las regiones
mas flexibles. Estas regiones también puede presumirse estén implicadas en
el reconocimiento de sus receptores. En la secuencia correspondiente en
Synechococcus al motivo conservado de bacterias [L/R]YRG[S/A]JEY, hay Ry
S, respectivamente, en las posiciones 1y 5 (residuos 45 y 49 de la secuencia
de PIlI Synechococcus), en vez de L y A presentes en enterobacterias; y hay
Y, R e Y en las posiciones 2, 3 y 7, respectivamente, en Synechococcus.
Estas tres ultimas posiciones estan ocupadas por residuos variables en
plantas y algas, manteniéndose conservados los residuos R y S de las
posiciones 1 y 5, como en cianobacterias (Hsieh et al. 1998; Jiang et al.
1997).

La proteina Pll de Synechococcus también esta sometida a regulacion
por modificacién covalente en funcion de la fuente de nitrégeno. Esta ocurre
por fosforilacion en la serina 49 (Forchhammer et al. 1994). En
cianobacterias, el balance C/N es directamente sefalizado por el 2-
oxoglutarato (Muro-Pastor et al. 2001), ya que éste solo se utiliza para la
incorporacién del amonio en esqueletos carbonados, a diferencia de lo que
ocurre en enterobacterias, donde se requiere una sefal adicional, la
glutamina, para “informar” a Pll del exceso o carencia de nitrogeno. La
fosforilaciébn y desfosforilacion de PIl se lleva a cabo por dos proteinas
diferentes (Irmler et al. 1997), una proteina quinasa aun por identificar y la
fosfatasa PphA que se ha identificado en la cianobacteria Synechocystis sp.
PCC 6803 (Irmler & Forchhammer 2001). La unién de 2-oxoglutarato a PIl de
Synechococcus, indica carencia de nitrégeno y permite la fosforilacion de la

proteina (Forchhammer et al. 1995b) por una quinasa de serina de manera

"
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dependiente de NicA (JB Lee 1999).

PphA desfosforila a Pll, actividad que esta inhibida en presencia de 2-
oxoglutarato (Irmler et al. 1997) como consecuencia de la union de éste a Pli
(Ruppert et al. 2002). Esta regulacién por 2-oxoglutarato de las actividades
quinasa y fosfatasa, el hecho de que la abundancia de PphA dependa del
estado nutricional de nitrégeno (Kloft et al. 2005) y una posible regulacion
adicional de la quinasa de PIll, hacen que el nivel de fosforilacion de la
proteina refleje el balance C/N, esto es, el nivel de fosforilacion es maximo
cuanto menor el de nitrégeno (Forchhammer & Tandeau de Marsac 1994).

En eucariotas, la proteina PIl esta presente so6lo en aigas y plantas. En
algunas algas PIl esta codificada en el genoma cloroplastidico, mientas que
en otras algas y en las plantas superiores el gen reside en el nucleo aunque
la proteina ejerce su funcién en el cloroplasto. Este hecho sugiere que la
proteina PIl tiene un origen cianobacteriano. La proteina Pll de eucariotas
conserva el residuo de serina que se fosforila en Synechococcus. La serina
122 de Pll de la planta Arabidopsis thaliana corresponde segun el
alineamiento de secuencias (Hsieh et al. 1998) y segun el modelo de la
estructura 3D (Smith et al. 2003), con la serina 49 de Synechcococcus. En
Arabidopsis no se ha observado ningun tipo de modificacion covalente de la
proteina PII, al igual que en la cianobacteria Prochlorococcus marinus PCC
9511 (Palinska et al. 2002; Smith et al. 2004), aunque si une 2-oxoglutarato
(Smith et al. 2003) y el nivel de éste, al igual que en cianobacterias, refleja el
balance C/N celular (Hodges 2002; Lancien et al. 1999; Oliveira et al. 1999).
Por ultimo, la expresién del gen GLBT de Arabidopsis, que codifica para PlI,

esta inducida en condiciones de alto nivel C/N.

1.3.3 Otras proteinas PIl

Las proteinas Pll son practicamente ubicuas entre las bacterias y las
archaeas, con funciones reguladoras diversas (Arcondeguy et al. 2001).

GInK de Azotobacter vinelandii tiene un importante papel regulador en
el sistema de fijacion de nitrbgeno nif. En condiciones de suficiencia de
compuestos nitrogenados, GInK se encuentra en su estado desuridilado y se
une al dominio C-terminal de NifL, induciendo la formacién de un complejo
inactivo NifL-NifA (Little et al. 2002; Little et al. 2000), e inhibiendo Ila
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transcripcion de los genes de fijacion de nitrogeno regulados por NifA (Austin
et al. 1994). Al contrario que en las interacciones entre GInB desuridilado y
sus receptores en enterobacterias, la union de GInK en su estado
desuridilado a su receptor NifL en A. vinelandii requiere que GInK tenga todos
los sitios de union para 2-oxoglutarato ocupados (Austin et al. 1994).

En bacterias Gram+ como Streptomyces coelicolor y Corynebacterium
glutamicum, la modificacibn de Pll en respuesta al nitrbgeno es por
adenilacién (Hesketh et al. 2002; Strosser et al. 2004).

Mucho menos se sabe sobre las proteinas Pll de archaeas. No
obstante, en Methanococcus maripaludis, se han descrito dos paralogos de
Pll, denominadas Nifly y Nifl,, que estan implicados en la inhibicién a corto
plazo de la fijacion de nitrdgeno en presencia de amonio (Kessler et al. 2001),
mediante la inhibicion de la actividad de la enzima nitrogenasa cuando baja el

nivel de 2-oxoglutarato (Dodsworth et al. 2005).

1.4 Papel de la proteina Pll en la regulacion de la

asimilacién del nitrégeno en Synechococcus

El nitrébgeno es uno de los elementos mas importantes en los
organismos vivos, ya que forma parte de un elevado numero de
biomoléculas, incluyendo los aminoacidos que componen las proteinas y las
bases nitrogenadas de los &cidos nucleicos. Los microorganismos y las
plantas son los principales contribuyentes de la incorporacién de este
elemento en la biosfera. En la naturaleza, el nitrobgeno es un nutriente
limitante en muchos ambientes, y por ello las bacterias han disefiado
complejos sistemas de regulacibn de su asimilacion en funcién de la
disponibilidad de las diferentes fuentes de nitrégeno. Las cianobacterias, en
general, pueden asimilar el nitrogeno de fuentes como el nitrégeno molecular,
nitrato, nitrito, amonio y nitrbgeno combinado en forma de algunos
aminoacidos. Algunas cianobacterias, como las pertenecientes al género
Prochlorococcus, en cambio, no pueden asimilar nitrato o nitrito, lo que
supone que las funciones de los componentes reguladores implicados
difieran también con respecto al resto de cianobacterias (Garcia-Fernandez et
al. 2004).
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Synechococcus puede asimilar el nitrégeno a partir de fuentes como el
nitrato, nitrito, amonio, urea, cianato, y algunos aminoacidos. Con un
metabolismo fotoautétrofo, puede usar el agua como agente reductor para
asimilar los nutrientes inorganicos. Al igual que en el resto de
microorganismos, se observa una jerarquia en la preferencia de uso de las
distintas fuentes de nitrdgeno que se corresponde con el gasto energético
asociado. Por ejemplo, el amonio es la fuente preferida de nitrébgeno frente a
otras. Por ello, existen sistemas de regulacion que reprimen la asimilacion de
fuentes alternativas en presencia de amonio. A las concentraciones en que se
encuentran en la naturaleza, el nitrato y el nitrito entran en la célula
principalmente por transporte activo a través del sistema de transporte de
nitrato Nrt de tipo ABC (ATP-binding cassette) (Luque 1994; Omata 1995).
Este transportador esta compuesto por 4 proteinas: NrtA, NrtB, NrtC y NrtD.
El dominio C-terminal de NrtC regula el transporte de nitrato segun la
disponibilidad de amonio, de manera que este transporte sufre una inhibicién
a corto plazo en presencia de amonio (Kobayashi et al. 1997). Esta inhibicidén
del transporte activo de nitrato requiere de la presencia de la proteina Pll (Lee
et al. 1998). En presencia de amonio, Pll se encuentra defosforilada
(Forchhammer & Tandeau de Marsac 1994), estado en el que induce la
inhibicién a corto plazo del transporte mediante un mecanismo cuyo detalle
se desconoce (Lee et al. 2000). El nitrato y el nitrito son reducidos a amonio
por las enzimas nitrato reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR), codificadas
por los genes narB'y nirA, respectivamente.

Synechococcus incorpora el amonio del medio a través de la
permeasa Amt1 (Vazquez-Bermudez et al. 2002b). Este transporte esta
inhibido por el propio amonio (Boussiba et al. 1984) y aunque en el mutante
PIl aparece alterada la regulacion de este transporte (Forchhammer &
Tandeau de Marsac 1995a), no se sabe si Pll regula la actividad de Amt1. El
amonio incorporado por la reduccién del nitrato y nitrito o a través del
transporte de amonio se incorpora en forma de glutamato y glutamina
mediante el ciclo GS/GOGAT, y estos aminoacidos actian de donadores de
nitrdgeno para el resto del metabolismo celular. En este ciclo participa la
enzima glutamina sintetasa (GS) codificada por el gen g/hA. En

Synechocystis sp. PCC 6803 esta enzima estd sometida a regulaciéon
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posttraduccional por interaccion proteina — proteina. La regulacion es llevada
a cabo por dos péptidos inhibidores, IF7 e IF17 codificados por los genes gifA
y gifB, que se acumulan en presencia de amonio (Garcia-Dominguez et al.
1999). Cada molécula de amonio consume una molécula de 2-oxoglutarato
como esqueleto carbonado, y éste actuia como sefializador del estado
nutricional de nitrégeno (Muro-Pastor et al. 2001). Esto es debido a que el
ciclo de Krebs en las cianobacterias se encuentra incompleto por la ausencia
de la enzima 2-oxoglutarato deshidrogenasa, lo que implica que la unica
funcion del 2-oxoglutarato es la incorporacidon de amonio a través del ciclo
GS/GOGAT.

Nrt

NH,

2-0G

Amt1

¢----

5 i g g

Glutamato

NtcA

NH, GS/GOGAT

Glutamato

Glutamina

T NH,
ED ®

ginB narB nirA ginA gifA gifB

Figura 1.2. Regulacién de la asimilacion de nitrégeno en Synechococcus. La funcion de gifA, gifB, IF7 e IF17 ha sido
demostrada solo en Synechocystis. Las flechas azules representan activacion y las lineas cerradas azules inhibicion.
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En cianobacterias, el control transcripcional de la asimilacién del
nitrégeno se lieva a cabo por la proteina NtcA (Vega-Palas et al. 1992; Vega-
Palas et al. 1990), al contrario que en enterobacterias donde éste es
realizado por el sistema nir. En Synechococcus, los genes nirA, nirB,
nrtABCD, gInA y amt1, reprimibles por amonio, son activados por NtcA
(Luque et al. 1994; Vazquez-Bermudez et al. 2002b). Por el contrario, los
genes gifA y gifB son reprimidos por NfcA en ausencia de amonio (Garcia-
Dominguez et al. 2000). Ademas, NtcA activa la transcripcion del gen g/inB en
ausencia de amonio (Lee et al. 1999), aunque éste se expresa
constitutivamente a partir de un promotor no regulado. Los productos de
todos estos genes estan implicados en la asimilacion de las diferentes
fuentes de nitrégeno, de manera que NtcA actiia como un regulador global
del nitrégeno.

La actividad de NtcA es dependiente de 2-oxogutarato y también de Pli
(Fadi Aldehni et al. 2003; Paz-Yepes et al. 2003). Se ha descrito que la unién
de 2-oxoglutarato a NtcA favorece la unién de éste a los promotores que
regula (Vazquez-Bermudez et al. 2002a) y también la iniciacion de la
transcripcion in vitro (Tanigawa et al. 2002). Se desconoce por el momento el
mecanismo por el cual Pl estimula la actividad de NtcA en condiciones de

deficiencia de nitroégeno.

1.5 Aclimatacion a la ausencia de nitrogeno en

Synechococcus

La energia incorporada mediante la fotosintesis es empleada en la
asimilacion de nutrientes. Con el fin de adecuar la composicion vy
funcionamiento del aparato fotosintético a la carencia nutricional, las
cianobacterias poseen complejos sistemas de regulacién, de los que se
conoce la funcién de algunos de sus componentes (Schwarz et al. 2005).

Mediante la degradacion total o parcial de los ficobilisomas, que son
los centros de almacenamiento de energia luminosa (Grossman et al. 1993b),
las cianobacterias se adaptan a diferentes condiciones de luz y a la carencia
de determinados nutrientes (Grossman et al. 1993a). Un caso extremo de

esta adaptacidn es la clorosis o blanqueamiento por degradacion de los
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ficobilisomas, inducida en organismos no diazotrofos como Synechococcus
ante la carencia de fuente de nitrégeno (Collier et al. 1992). Han sido
identificados varios genes implicados en el proceso de clorosis. Estos genes,
cuya inactivacién provoca un fenotipo de “non-bleaching”, o no clorético, se
han incluido en el sistema de regulacién denominado nbl. El gen nblA codifica
una proteina de 59 aminoacidos, esencial para el proceso de clorosis (Collier
et al. 1994). En respuesta a condiciones de carencia de nitrédgeno, los
activadores transcripcionales NtcA y NbIR inducen rapida y fuertemente la

expresion de nblA (Luque et al. 2001).

NtcA
NblB l
-N \ —» Degradacién PBS
-S NbR ——m» NbIA l l
P
4
HL ' Supervivencia a carencia de
nutrientes y a alta
-N NbIS luminosidad
-S
-P l
-Ci psBAI/II T
RR? hiiA l  »  Modificacién aparato
fotosintético
psBAI
cpcBA

Figura 1.3. Respuesta a diversos factores de stress en Synechococcus. Las proteinas implicadas se indican con un
contorno redondeado y los genes se muestran enmarcados. Las flechas que apuntan hacia los genes indican
regulacion positiva y las lineas cerradas, regulacion negativa. La flecha discontinua indica una posible conexion
directa no demostrada. N, representa nitrégeno, S azufre, P foésforo, Ci carbono inorganico y HL alta luminosidad.
Adaptado a partir de (Grossman et al. 2001) y de (Schwarz & Forchhammer 2005).

Otra proteina esencial de expresion constitutiva, es la codificada por el
gen nblB (Dolganov et al. 1999), y participa junto con NblA en la degradacion
de los ficobilisomas. La funcién probable de esta proteina es eliminar los
cromoéforos permitiendo su degradacion dependiente de NblA (Dolganov &
Grossman 1999). NbIR, es un regulador de respuesta homélogo a OmpR,
implicado en la aparicién de clorosis en respuesta a la carencia de nitrégeno,

azufre y foésforo y a la alta intensidad luminosa (Schwarz et al. 1998). La
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putativa histidina quinasa NbIS (van Waasbergen et al. 2002) es una proteina
de membrana homologa a componentes sensores de sistemas de dos
componentes. Esta implicada en la regulacion del gen nblA, de genes que
codifican para componentes del aparato fotosintético y ficobilisomas, y en la
induccién del gen hliA en respuesta a condiciones de alta luz.

El mutante nuilo nblR (Schwarz & Grossman 1998) y un mutante
puntual de pérdida de funcion nblS (van Waasbergen et al. 2002) tienen
fenotipos similares, pero, aun asi, no se tienen evidencias de que NbIS vy
NbIR formen una pareja histidina quinasa - regulador de respuesta del mismo
sistema de dos componentes. Estas dos proteinas parecen tener una funcion
compleja, percibiendo e integrando sefales de carencia de diferentes
nutrientes e intensidad de luz con el fin de mantener una homeostasis entre la
produccién de energia por el aparato fotosintético y el metabolismo celular.
En la figura 1.3 se esquematizan las interacciones conocidas o propuestas
entre sehales de estrés, reguladores de Synechococcus y funciones

afectadas en el proceso de clorosis.

1.6 Interacciones moleculares entre proteinas

1.6.1 Generalidades

La mayoria de los procesos biolégicos implican interacciones fisicas
entre proteinas. Mediante estas interacciones se forman complejos estables
compuestos de varias subunidades que pueden tener fines estructurales,
metabdlicos o reguladores. Por otra parte, también ocurren interacciones
transitorias que generalmente van asociadas a una funcién reguladora. La
interaccién entre proteinas suele desembocar en la modificaciéon de algunas
propiedades de las proteinas que intervienen, lo que puede tener un efecto
importante en la fisiologia celular. Debido a la informacion que aporta el
conocimiento de las interacciones proteina — proteina sobre la funcion de los
genes y el mecanismo molecular de procesos celulares, se han desarrollado
diversas metodologias para la identificacion de éstas (Golemis 2002; Phizicky
et al. 1995). Entre ellas destacan los sistemas del doble hibrido que son

ensayos genéticos in vivo basados en la transcripcion.
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1.6.2 El sistema del doble hibrido de levaduras

El sistema del doble hibrido de levaduras se fundamenta en la
naturaleza modular de los activadores transcripcionales eucariéticos, que en
su mayoria se pueden separar en dos modulos funcionales. Por ejemplo, la
proteina GAL4 de Saccharomyces cerevisiae (Ma et al. 1988) se compone de
un dominio de unién al DNA, GAL4BD, y otro con funcién activadora de la
transcripcion, GAL4AD. Uno de los modelos de sistema de doble hibrido se
basa en la construccién de proteinas de fusién con los dominios GAL4AD y
GAL4BD. Si en una célula de Saccharomyces estan presentes dos proteinas
fusionadas respectivamente al dominio GAL4BD y al dominio GAL4AD, la
interacciéon entre ambas reconstituira la funcionalidad de GAL4 y se activara
la expresion de los genes regulados por GAL4 (Fields et al. 1989) (figura 1.4).
Se han generado estirpes de Saccharomyces portadoras de genes testigo
regulados por GAL4, en las que se puede ensayar la interaccién entre dos

proteinas mediante la construccion de fusiones a los dominios de GAL4.

Figura 1.4. El sistema del doble hibrido GAL4. X e Y representan las proteinas para las cuales se ensaya la
interaccion. La flecha roja indica activacion de la transcripcion del gen testigo. UAS (upstream activation sequence)
es una secuencia de DNA de unién especifica de GAL4BD.

A partir de este modelo basico se han desarrollado modificaciones,
entre ellas, variaciones en los dominios de unién a DNA, como el uso de la
proteina bacteriana LexA (Brent et al. 1997) y optimizaciones de los sistemas
para deteccion de interacciones particulares y para la estimacién de la

magnitud de la interaccidbn en base a la cuantificacion de la activacion de
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cada uno los genes testigo (Estojak et al. 1995).

Una de las utilidades del doble hibrido es la de identificar proteinas
que interaccionan con una proteina “cebo” de interés. Consiste en un
procedimiento en el que se buscan todas las proteinas expresadas a partir de
una genoteca que interaccionan con la proteina “cebo” mediante el escrutinio
de la genoteca en el doble hibrido (Chien et al. 1991; James et al. 1996;
Salinas et al. 2003). La genoteca est4 formada por fusiones traduccionales al
dominio GAL4AD en los plasmidos adecuados. La proteina cebo o proteina
de fusibn a GAL4BD se expresa junto con cada una de las proteinas de la
genoteca. En los clones que expresen los genes testigo estara presente la
proteina que se denomina “presa”’ que es una proteina de fusion a GAL4AD

que interacciona con la proteina “cebo”.

1.6.3 Aproximaciones para la prediccion de interacciones en
base a la informacion genomica

Las proteinas ortdlogas que interaccionan entre si en diferentes
organismos forman un grupo de interélogos (Walhout et al. 2000). Por io
tanto, conocida una interaccion en un organismo, a partir de los perfiles
filogenéticos, que indican la presencia de ortélogos para una determinada
proteina en distintos organismos (Pellegrini et al. 1999) se puede obtener un
indicio de la conservacion de la interaccion. Ademas, la conservacion del
ligamiento entre parejas de genes ortélogos, especialmente si forman parte
de operones, en diferentes especies puede sugerir interaccion (Huynen et al.
2000).

La conservacion de la interaccibn de dos proteinas restringe su
evolucién ya que bien deben mantenerse invariables los residuos importantes
para la interaccién, o tienen que producirse cambios reciprocos que
contribuyen a mantenerla. Es decir, un cambio en un residuo de una proteina
se corresponde con un determinado cambio en una posicién de la otra (Bickel
et al. 2002; Sprinzak et al. 2001). Este fenédmeno se denomina co-evolucién y
puede manifestarse en que ambas proteinas muestran arboles filogenéticos
similares. La restriccion de las posibilidades de cambio o de mutacion para
ambas proteinas hace que muestren una evolucion similar en el periodo en el

que se da la interaccidn (Goh et al. 2000; Pollock et al. 1999; Ramani et al.
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2003).

Por lo tanto, los perfiles filogenéticos, la estructura o contexto
genomico, la secuencia de aminoacidos y los parametros evolutivos de las
proteinas junto con otra informacién especifica pueden permitir la prediccion
de interacciones. De esta manera, se puede inferir en qué organismos se
conservara una determinada interaccion o predecir nuevas interacciones que
apoyen datos experimentales o que seran verificadas en un contexto

experimental.
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Sergio Burillo Sanz Objetivos

El objetivo fundamental de este frabajo de investigacidn ha sido
contribuir a la comprension de los mecanismos moleculares implicados en
transduccion de sefales de nitrbgeno en cianobacterias. Los objetivos que
nos hemos planteado son los siguientes:

1. Investigar la utilidad del sistema del doble hibrido de levaduras para
poner de manifiesto posibles interacciones fisicas entre proteinas implicadas
en transduccién de sefiales de nitrégeno en cianobacterias.

2. Construir genotecas doble hibrido de Synechococcus sp. PCC 7942
suficientemente complejas de utilidad en este trabajo.

3. ldentificar clones (presas) que interaccionan con la proteina Pll (cebo).

4. Validar las interacciones identificadas en los escrutinios mediante analisis
doble hibrido adicionales.

5. Caracterizar las interacciones validadas: interacciones de Pll con NAGK
y PipX.

6. Explorar la conservacion evolutiva de interacciones noveles identificadas
a partir de las genotecas construidas en este trabajo: PII-NAGK, PH-PipX y
NbIS-SipA.

7. Contribuir a la construccion de un interactoma del nitrégeno que conecte

a proteinas de interés en base a su capacidad de interaccionar entre si.

24

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006



Identificacion y caracterizacion de componentes celulares implicados en transduccion de sefiales en Synechococcus sp. PCC 7942. Sergio Burillo Sanz

2. MATERIALES Y
METODOS

25

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006



Identificacién y caracterizacién de componentes celulares implicados en transduccién de sefiales en Synechococcus sp. PCC 7942. Sergio Burillo Sanz

Sergio Burillo Sanz Materiales y Métodos

3.1 Organismos y condiciones de cultivo

3.1.1 Escherichia coli

3.1.1.1 ESTIRPES

Estirpe Genotipo Referencia
supE44 hsdRAT (r«mg’) recA1 gyrA96 endA1 thi-

DHSa 1 relA1 A(lacZYA-argF)U169 (80/acZ AM 15) (Hanahan 1985)
F~ thi-1 hsdS20 (rg’,mg") recA13 ara-14 leuB6

HB101 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 (str') xyl-5 mtl-1 (Raleigh et al. 1986)
supE44

GM119 F" dam-3 dcm-6 metB1 lacY1 galK2 galT22 (Marinus 1973)

tonA31 tsx-78 supE44 mti-1 thi-1

Tabla 3.1. Estirpes de E. coli érﬁpiéadés en este trabajo

Para propésitos generales de clonacion y manipulacion del DNA y para
sobreexpresion de proteinas se empleaba la estirpe DH5a. HB101 posee la
mutacion leuB6 que le confiere auxotrofia a leucina y se empleaba para aislar el
plasmido pGAD424 el cual posee el gen LEU2 que complementa dicha
mutacion. La estirpe GM119 se empleaba para obtener DNA plasmidico no

metilado, ya que carece de las metilasas Dam y Dcm.

3.1.1.2 CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Para la preparacion de medios selectivos para el crecimiento de
determinadas estirpes de E. coli se usaban los antibiéticos ampicilina a
concentracion 75 pg/ml y kanamicina a 40 pg/ml.
Cultivo en medio Luria — Bertani (LB)

El medio LB se preparaba con la siguiente composicion:

v' Triptona 549l
v NaCl 5 g/l
v Extracto de levadura 10 g/l

En el caso del medio solido, se le anadia agar bacteriologico a una

concentracion de 10 g/l.
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Cultivo en Medio Minimo solido en ausencia de leucina
Se empleaba este medio (Maloy 1990) para la seleccién de clones de

HB101 que contienen el plasmido pGAD424 y sus derivados.

___ Compuesto Concentracion Final
B Prolina 0.23 g/l
Tiamina 0.018 g/l
Solucion E (50X) 1x
Glucosa 24/
Agar ‘ - 754/

Tabla 3.2. Composicién del Medio minimo sélido empleado

Solucion Stock E 50X (500 ml):

v MgSO47H;0 109

v Acido citrico-H.0 100 g
v K;HPO4:3H0 655¢
v NaNH4HPO44H,0 175¢

3.1.2 Saccharomyces cerevisiae

3.1.2.1 ESTIRPES

Estirpe Genotipo Referencia
MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52
his3-200 gal4 gal80 CYH2R CAN1R
GAL2-ADE2 LYS2::UASGAL1-HIS3
met2:UASGAL7-lacZ
MATa ura3-52 his3-200 ade2-101
Y187 trp1-901 leu2-3, 112 gal4A met gal80A4 (Harper et al. 1993)

URA..UASGAL1-TATAGAL1-lacz

Tabla 3.3. Estirpes de S. ‘c”é{févisiae empleadas

PJ696 (James et al. 1996)

3.1.2.2 CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Las levaduras se cultivaban en los medios YPD e YNB.
Cultivo en medio YPD
YPD es un medio rico para el crecimiento de S. cerevisiae. La
composicidén del medio es la siguiente:
v 20 g/l Triptona
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v 10 g/l Extracto de levadura
v 20 g/t Agar (solo para el medio sélido)
Cultivo en medio YNB
YNB (Yeast Nitrogen Base) es un medio SD (Synthetic Dropout) o medio
minimo suplementado con todos los aminoéacidos excepto para el o los que se
selecciona la prototrofia.
El suplemento Dropout contenia los aminoacidos: isoleucina, valina,
arginina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, tirosina y acido aspartico, y el
nucledtido uracilo. Los aminoacidos leucina, triptdéfano e histidina y la adenina se

afiadian, en los casos necesarios, a partir de soluciones stock.

Medio YNB

v 1.7 g/l Yeast Nitrogen Base

v 54l Sulfato amaénico

v 20 g/l D(+) Glucosa

v 0.62 g/l Suplemento DO

v 2049/ Agar (s6lo para medio sélido)
Suplementos

Concentraciones finales en el medio:

v Leucina 0.1g/

v Triptofano 0.02 g/l
v Adenina 0.02 g/l
v’ Histidina 0.02 g/l
v lIsoleucina 0.03 g/l
v' Valina 0.15 g/l
v Arginina 0.02 g/l
v Lisina 0.03 g/
v' Metionina 0.02 g/l
v Fenilalanina 0.05 g/l
v' Treonina 0.2 g/l

v Tirosina 0.03 g/l
v' Uracilo 0.02 g/
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v Acido aspartico 0.05 g/l

Medios selectivos para la expresion de los genes LEU2 y/o TRP1

Para el crecimiento de clones portadores del plasmido pGAD424 se
empleaban medios carentes de leucina. Para el crecimiento de clones
portadores del plasmido pGBT9, se empleaban medios carentes de triptéfano.
Se usaban medios carentes de ambos aminoacidos en el caso del crecimiento
selectivo de clones portadores de los dos plasmidos.
Medios selectivos para la expresion de los genes HIS3 y/lo ADE2

Para el crecimiento de estirpes en las que se expresa el gen testigo HIS3
en clones transconjugantes se empleaba el medio YNB sin Histidina, y con 3-AT
en un rango de concentracién de 50uM a 5mM en clones transformantes. Para el
crecimiento de estirpes en las que se expresa el gen testigo ADE?2, se usaba el

medio YNB sin adenina.
3.1.3 Synechococcus sp. PCC 7942

3.1.3.1 ESTIRPES

~Estirpe Caracteristicas Fuente o Referencia(s)
(Kuhlemeier et al. 1983)
Synechococcus sp. PCC 7942 Coleccion de Cultivos del
» Instituto Pasteur
MP?2 Derivado de Synechococcus (Forchhammer et al. 1995;
sp. PCC 7942. ginB::Km Lee et al. 2000)
MP2A Dorheas de MP2. Km'Sm. (Lee et al. 2000)

Ccs37 ntcAzCm _ (Vega-Palas etal. 1992)

Tabla 3.4. Estirpes de Synechococcus empleadas

3.1.3.2 CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Las estirpes de Synechococcus se cultivaban en medio BG11 (Rippka
1988), BG11y (de igual composicidén que el medio BG11 pero sin afiadir nitrato,
carece de fuente de nitrégeno), o BG114 (BG115 con NH4Cl a una concentracion
final de 5mM). Se usaban los antibiéticos a las concentraciones indicadas para

el cultivo selectivo de las correspondientes estirpes resistentes.
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Antibiético Concentracion en el medio
Ampicilina (Ap) 50 - 75 pg/mi
Kanamicina (Km) 10 pg/mi
Streptomicina (Sm) 2 pg/mi
Cloramfenicol (Cm) 7 pg/mi

Tabla 3.5. Antibidticos émbleados en los cultivos de Synechococcus

Para preparar 11 de medio BG11, se afiadian 10 ml del concentrado de
sales 100x, 1 ml del concentrado de metales traza 1000x y 1 ml de K;HPO,
0.2M. El medio BG11 se preparaba como el BG11y, afiadiendo NaNO; a una
concentracion final de 7.5mM y el BG11,, afadiendo, tras ser autoclavado,
NH4Cl y HEPES estériles a unas concentracidnes finales de 5mM y 2.5mM,
respectivamente.

Cuando se iban a gasear los cultivos con CO,, se afiadia NaHCO; a una
concentracion final de 12mM.

Composicion de las soluciones

Concentrado de sales 100X

v Na;COs3 3.92 g/l
v’ MgSO4 7.4 gll

v' CaCl,:2H,0 3.53 g/l
v" Acido Citrico 0.83 g/l
v’ Citrato Férrico Amonico 0.6 g/l

v Na; EDTA 0.09 g/i
Concentrado de metales traza 1000x

v H3BO4 2.86 g/l
v MnCly'4H,0 1.81 g/l
v' ZnS047H0 0.22 g/i
v" NazMo0O4-2H,0 0.39 g/l
v' CuSO04-5H,0 0.079 g/l
v' CoCl, 0.047 g/l

Los cultivos se incubaban en un bafio de agua termostatizado a 30°C, con
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iluminaciéon por luz blanca fluorescente. Se empleaban tubos con un volumen
entre 20 y 80 ml de cultivo que se gaseaban con aire estéril sélo o suplementado
con CO; al 1%.

Para el mantenimiento de las estirpes en medio liquido se cultivaban en
matraces en un incubador termostatizado a 30°C, con iluminacién por luz blanca

fluorescente y agitaciéon orbital a una velocidad de alrededor de 150 r.p.m.

3.1.3.3 ESTIMACION DEL CRECIMIENTO DE CULTIVOS DE Synechococcus

Se utilizaban dos métodos para la estimacion del crecimiento de un
cultivo, la cuantificacion de la clorofila y la medida de absorbancia a 750 nm.
Cuantificacion de la concentracion de clorofila en los cultivos

Se tomaban 100 pi de cultivo en un tubo eppendorf a los que se afadia 1
ml de metanol. Tras ello, se agitaba en vortex durante aproximadamente un
minuto y se centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 4 minutos a temperatura
ambiente. Se tomaba el sobrenadante y se pasaba a una cubeta de
espectofotdmetro donde se media la Agss. La concentracion de clorofila del
cultivo se calculaba empleando la siguiente férmula: [Clorofila] (ug/ml) = Agess X
13.43 x 11.

3.2 Aislamiento y analisis de acidos nucleicos

3.2.1 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli
Para la obtencién de pequenas cantidades de plasmidos se realizaban
minipreparaciones y para mayores cantidades midipreparaciones, segun el

procedimiento que se describe a continuacion.

3.2.1.1 PREPARACIONES “MINI"

Se cultivaba el clon de E. coli portador del plasmido a extraer en un
volumen entre 1.5 y 5 ml de medio LB suplementado con el antibibtico
correspondiente, a 37°C en agitacion orbital a 220 r.p.m. durante toda la noche.
Se recogian las células del cultivo mediante centrifugacién a temperatura

ambiente durante 1 minuto a 13000 r.p.m. y se eliminaba el sobrenadante. El
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precipitado celular se resuspendia en 200 ul de TGE, tras lo que se dejaba
incubando 1 minuto en hielo. Se le afadian 400 ul de SDS 1% / NaOH 0.1M y
300 pl de acetato potasico 3M, mezclando suavemente tras afiadir cada solucion
e incubando durante 1 minuto en hielo. Tras la incubacién, se centrifugaba
durante 10 minutos a 13000 r.p.m. a temperatura ambiente. Se tomaba el
sobrenadante y se le afiadia fenol:CH3;CI:IAA (25:24:1) en una proporcion 1:1 y
se mezclaba bien mediante agitacidon en vortex. Se tomaba la fase acuosa
superior a la que se le anadia CH;CI:IAA (24:1) y se centrifugaba durante 5
minutos a 6000 r.p.m. a temperatura ambiente. Se tomaba la fase acuosa
superior a la que se le afadian 5 ul de glucéogeno 20 mg/mi tras lo que se
mezclaba en voértex. Se afadia etanol absoluto frio en una proporcion 2:1 en
volumen y se centrifugaba durante 10 minutos a 13000 r.p.m. a temperatura
ambiente. Tras eliminar el sobrenadante, se le afadia al precipitado 1 mi de
etanol al 70% y se centrifugaba la mezcla durante 1 minuto a 13000 r.p.m.
Finalmente, se eliminaba el sobrenadante, se secaba el pellet y se resuspendia

este a 37°C durante 30 minutos en 50 ul de H,0 y 1 pl de RNasa (10 mg/ml).

3.2.1.2 PREPARACIONES “MiDI”

Se cultivaba el clon de E. coli portador del plasmido a extraer en un
volumen de 100 ml de medio LB suplementado con el antibidtico
correspondiente, a 37°C C en agitacion orbital a 220 r.p.m. durante toda la
noche. Se recogian las células del cultivo mediante centrifugacion a 4°C durante
5 minutos a 7300 x g y se eliminaba el sobrenadante. El precipitado celular de
células se resuspendia en 10 ml de TE y se centrifugaba a 7300 x g durante 5
minutos a 4°C. Se resuspendia de nuevo el pellet en 1.5 ml de TGE, tras lo que
se dejaba incubando 1 minuto en hielo. Se le afadian 3 mi de SDS 1% / NaOH
0.1M y 2.3 ml de acetato potasico 3M, mezclando suavemente tras afiadir cada
solucién e incubando durante 1 minuto en hielo. Tras la incubacion, se
centrifugaba durante 10 minutos a 7300 x g a 4°C. Se tomaba el sobrenadante,
se le afnadia fenol:CH3;CLIAA (25:24:1) en una proporcién 1:1 y se mezclaba bien
mediante agitacion en vortex. Se tomaba la fase acuosa superior, se afiadia

CHsCl:1AA (24:1) y se centrifugaba durante 5 minutos a 3000 x g y a temperatura
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ambiente. Se tomaba de nuevo la fase acuosa superior a la que se le anadia
isopropanol 100% en una proporcion en volumen 1:1, mezclando en vortex, tras
lo que se incubaba en hielo durante 10 minutos. Se centrifugaba a 8000 r.p.m.
durante otros 10 minutos a 4°C, se eliminaba el sobrenadante y se dejaba secar
el pellet al que se le afiadia 1 ml de etanol absoluto frio y se centrifugaba a 8000
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Tras eliminar el sobrenadante, se dejaba secar
el pellet que se resuspendia en 500 ul de TE y 1 ul de RNAsa (10 mg/ml) a 37°C
durante 30 minutos. A esta mezcla de DNA se le afiadian 500 ul de PEG
13%/NaCl 0.8M y se incubaba en agua-hielo durante aproximadamente 30
minutos o a 4°C durante toda la noche. Se centrifugaba durante 30 minutos a
11000 r.p.m. a 4°C. Se anadian 200 ul de etanol absoluto al pellet, se
centrifugaba a 13000 r.p.m. a temperatura ambiente durante 1 minuto, se
eliminaba el sobrenadante y se afiadian 200 pl de etanol al 70%. Finalmente,
tras descartar el sobrenadante se dejaba secar el pellet y se resuspendia en 200
ul (o un volumen menor si el plasmido es de bajo numero de copias) de TE
durante 30 minutos a 37°C.
Soluciones empleadas

PEG 8000 13% / NaCl 0.8M

SDS1% / NaOH 0.1M

TGE (Tris - Glucosa - EDTA)

v" Tris:HCI pH 8 25mM
v" Glucosa 5mM
v EDTApH S8 10mM
Acetato potasico 3M pH 5.6.

TE

v" Tris:HCI pH 8 10mM
v  EDTApH 8 1mM

3.2.2 Recuperacion de plasmidos de la genoteca a partir de DNA

de levaduras

Para aislar el DNA del plasmido pGAD424 o derivados de preparaciones
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de DNA plasmidico de levaduras, se transformaba la estirpe HB101 con 1 ul de
DNA extraido de un clon de la estirpe PJ696 y se replicaban varias colonias
transformantes a medio LB con ampicilina y a medio minimo sin leucina. De
cada transformacion, se aislaban a una placa de LB con ampicilina uno o mas
clones que crecieran en ambos medios selectivos y se extraia DNA plasmidico

de ellos.

3.2.3 Aislamiento de DNA total de Synechococcus

Se tomaban 50 ml de un cultivo crecido a un minimo de 5 ug de clorofila
por ml y se recogian las células por centrifugacion a 8000 r.p.m. durante 10
minutos. Este pellet se resuspendia en 400 ul de TE y se afiadian 200 ul de
perlas de vidrio (se usaron de un didmetro aproximado de 0.1 mm) lavadas con
HCI diluido y bien enjuagadas con H,O destilada. Tras ello, se afiadian 20 ul de
SDS 10% y 450 pl de fenol:CH3CI (1:1). Posteriormente, se hacian 10 tandas de
agitacion en vortex durante 2 minutos con incubaciones intermedias en hielo
durante 1 minuto. Se centrifugaba a 11000 r.p.m durante 15 minutos a 4°C y se
tomaba el sobrenadante al que se le afadia fenol:CH3;Cl (25:24:1) en una
proporcion 1:1. Se centrifugaba a 5000 r.p.m durante 4 minutos y se tomaba la
fase acuosa superior a la que se le afiadia CH3;CLIAA (24:1) en una proporcion
1:1. Se centrifugaba a 5000 r.p.m. durante 4 minutos y se tomaba la fase acuosa
superior a la que se le afadian 0.1 volumenes de acetato sodico 3M pH 5.2y 2
volimenes de etanol absoluto. Tras centrifugar a 11000 r.p.m durante 15
minutos a 4°C se eliminaba el sobrenadante y se afadia 1ml de metanol al
pellet. Se centrifugaba para eliminar la clorofila presente en el pellet de DNA, se
descartaba el sobrenadante y se afadia 1 ml de etanol absoluto. Se
centrifugaba nuevamente a 13000 r.p.m. durante 1 minuto, se descartaba el
sobrenadante y se anadia 1 ml de etanol al 70%. Finalmente, tras centrifugar a
13000 r.p.m durante 1 minuto y eliminar el sobrenadante, se dejaba secar el
pellet que se resuspendia, posteriormente, en 50 ul de TE, incubandolo a 37°C

durante aproximadamente 30 minutos.
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3.2.4 Aislamiento de DNA plasmidico de S. cerevisiae

En este trabajo se empleaba el siguiente procedimiento, en el que se
extrae DNA total, para la obtencion del DNA plasmidico de clones de S.
cerevisiae.

Se inoculaba el clon portador del plasmido en 5 ml de medio YNB sin
leucina o sin triptéfano, segun la resistencia codificada en el plasmido, y se
incubaba durante 20 horas a 30°C en agitacion orbital. Se tomaban 1.5 ml de
cultivo y se centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 30 segundos para recoger las
células. Tras eliminar el sobrenadante, el pellet se resuspendia en 200 pul de YLS
y se afiadian 200 pul de perlas de vidrio de un diametro aproximado de 0.1 mm y
200 pl de fenol:CHsCl (1:1). Esta mezcla se agitaba en un Mini Beadbeater™
(Biospec products) en los tubos apropiados, durante 30 segundos. Se
centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 30 segundos a temperatura ambiente y se
tomaba la fase acuosa superior a la que se le afiadian 3 ul de glucdégeno (20
mg/ml) y 2 volumenes de etanol absoluto, agitando en vértex tras anadir cada
uno de ellos. Se congelaba en nitroégeno liquido, se centrifugaba a 13000 r.p.m.
durante 20 minutos a temperatura ambiente vy, tras eliminar el sobrenadante, se
lavaba el pellet con etanol al 70%. Finalmente, tras secar el pellet a temperatura
ambiente, éste se resuspendia en 20 pl de H,O durante 30 minutos a 37°C.
Soluciones empleadas

YLS (Yeast Lysis Solution)

v 300mM NaCl

v 10mM Tris

v 1imM EDTA
Ajustar el pH a 8 y autoclavar.

Después de autoclavar afadir SDS a una concentracion final del 0.1%.

3.2.5 Digestiones con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccion, en la mayoria de los casos,
se llevaban a cabo segun las recomendaciones del fabricante. El volumen de

reaccion y la cantidad de DNA a digerir variaba segun el propésito de la misma.
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En los casos en los que se afiadia BSA, se hacia a una concentracion final de

0.1% y en los que se afadia espermidina, era a una concentracion final de 2mM.

3.2.6 Digestiones parciales de DNA gendémico de

Synechococcus

Se realizaron digestiones parciales con la enzima Sau3Al de Amersham
Biosciences y con la enzima Tsp509! de New Engand Biolabs. Las digestiones
parciales con la enzima Sau3Al se llevaban a cabo en un volumen tfotal de 500
ul con 50 pg de DNA, 15 U de Sau3Al y el tampdn suministrado por el
fabricante. Se incubaba durante 1 hora a 37°C tras lo cual se inactivaba la
enzima a 65°C durante 20 minutos. En el caso de la digestion parcial con la
enzima Tsp509l, la reaccién se llevaba a cabo en 500 ul de volumen total con 50
ug de DNA gendémico, 10 U de enzima y el tampdédn suministrado por el
fabricante. Se incubaba a 65°C durante 20 minutos. Ya que esta enzima no
puede ser inactivada por calor, inmediatamente tras la digestion, se cargaba en

un gel y se extraia el DNA digerido.

3.2.7 Desfosforilacion de extremos 5’ de moléculas de DNA

Se desfosforilaban los plasmidos cortados con una sola enzima, excepto
cuando el inserto a clonar era un producto de PCR intacto, con el fin de evitar su
recircularizacion durante las reacciones de ligacion.

Un volumen de aproximadamente 50 ul de DNA digerido se incubaba con
1U de SAP (shrimp alkaline phosphatase) y el tampon suministrado por el
fabricante en un volumen total de 150 pl durante 30 minutos a 37°C. Tras este
tiempo de incubacion, se afadia a la mezcla 1 U de SAP y se incubaba otros 30
minutos a 37°C. La enzima se inactivaba mediante incubaciéon a una temperatura
de 60°C durante 20 minutos si €s que no se iba a extraer inmediatamente el
DNA a partir de gel.

3.2.8 Rellenado de extremos 5’ protuberantes con Klenow
Esta reaccién se empleaba para convertir extremos protuberantes de

moléculas de DNA en extremos romos. Se llevaba a cabo en 20 pl de volumen
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total, usando entre 1 y 5 ng de DNA, a los que se le afiadia ANTP a una
concentraciéon final de 0.13mM, 0.3 U de Klenow y el tampdn de reaccion
empleado segun las recomendaciones del fabricante. Las reacciones se
incubaban durante 30 minutos a 37°C y posteriormente se inactivaba la enzima

durante 10 minutos a 75°C.

3.2.9 Ligaciones

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pl
empleando la enzima ligasa de T4 del fabricante New England Biolabs (NEB)
segun las recomendaciones de este fabricante. La relacién inserto:vector,
empleada para la mayoria de los casos era de 5:1, usando 100 ng de vector.
Cuando la incubacién se realizaba a 16°C se empleaban 2 U weiss de ligasa
durante mas de 12 horas y, cuando era a temperatura ambiente 6 U weiss de
ligasa y un tiempo de 30 minutos a varias horas.

Se incluian dos controles en la ligacién, una reaccion sin inserto y una
reaccion sin ligasa ni inserto.

En las ligaciones de productos de digestiones parciales al plasmido
pAGAD424 para la construccion de genotecas, se emplearon las relaciones
vector:inserto, 4:1 en el caso de “fragmentos Sau3Al” y 5:1 en el caso de
“fragmentos Tsp5091”. Para calcular los nanogramos de inserto en la reaccion se

tomo el tamafio medio del rango de tamarios de los fragmentos empleados.

3.2.9.1 PRECIPITACION DE LIGACIONES

Antes de transformar con el producto de la ligacion, se precipitaba el DNA
anadiendo 1 ml de 1-butanol a los 20 pl de la ligacidén y se centrifugaba durante
5 minutos a 13000 r.p.m. El pellet de DNA se lavaba con etanol absoluto y
posteriormente con etanol al 70% y se resuspendia en 5 ul de H»O ultrapura
(calidad mili-Q), o 10 ul en el caso de las digestiones de las ligaciones de

fragmentos obtenidos por digestion parcial de DNA genémico.

3.2.10 Amplificacion de DNA mediante PCR

La reaccién se preparaba en un volumen total de 50 o0 100 ul con dNTP a

una concentracion final de 0.2mM, cada uno de los cebadores a 0.4uM, 1 U de
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DNA polimerasa y una cantidad variable de DNA segun sea plasmido
(aproximadamente 10 ng) o DNA genomico (entre 100 ng y 1 pg). El tampén de
reaccion se empleaba segun las recomendaciones del fabricante. La
temperatura de alineamiento dptima de la reaccién se calculaba con el programa
Olicalc (www.acaclone.com) y el tiempo de elongacion variaba en funciéon del
producto que se iba a obtener. En general, se empleaba un minuto de
elongacion por cada kilobase de producto de PCR. La enzima empleada para
propositos de clonacidon era Expand High-fidelity PCR system, del fabricante
Roche y para procedimientos rutinarios de andlisis la enzima Netzyme del
fabricante Molecular Netline Bioproducts.

3.2.11 PCR walking

Esta técnica se emplea para la clonacion de fragmentos genémicos
flanqueantes a una secuencia conocida.
Preparacion del linker

En un volumen total de 100 ul se preparaba la mezcla de los
oligonucleétidos TRANS P-01 y TRANS P-02 a una concentracion final de 10uM
cada uno. Se incubaba en un bafio a 68°C durante 15 minutos y se dejaba
enfriar a temperatura ambiente.
Digestiones en romo del DNA gendmico

Se llevan a cabo con 5 ug de DNA gendmico en presencia de espermidina
2mM y BSA al 0.1% en un volumen total de 50 pl.
Purificacion de las digestiones en romo

Se afadia a la digestion, 50 ul de fenol:CH3;CLIAA (25:24:1) y se
centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
tomaba la fase acuosa superior a la que se le afiadian 30 ul de H,0, 3 ul de
glucégeno (20 mg/ml) y 280 ul de etanol absoluto. Tras ello, se congelaba en
nitrogeno liquido y se centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se eliminaba el sobrenadante y se afiadia 1 mi de etanol
al 70% frio. Se centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 20 minutos a temperatura

ambiente, se eliminaba el sobrenadante y se dejaba secar el pellet de DNA, que
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posteriormente se resuspendia en 10 ul de H,O a 37°C.

Ligaciones con el acoplador

Las reacciones de ligacion se realizaban en un volumen total de 15 pl
empleando 5 ul de DNA gendmico digerido y purificado, 2.5 ul de acoplador
(10uM), 1.5 ul de buffer de ligasa 10X NEB, 1 pl de ligasa NEB (2 U weiss/ul) y 5
ul de agua. La reaccion se incubaba durante toda una noche a 16°C.
PCR

Los productos de la ligacion purificados se usaban como molde para la
reaccion de PCR con los cebadores TRANS P-01 y un oligonucleotido especifico
que hibrida cerca del extremo de la secuencia conocida. Se empleaba la enzima
Expand High Fidelity del fabricante Roche.

Las secuencias obtenidas se ensamblaban utilizando el programa CAP
(Contig assembly program). Esta secuencia era recomprobada mediante la
secuenciacion del producto de una PCR, a partir de DNA genémico, con

oligonucleotidos que hibridan en los extremos de toda la region ensamblada.

3.2.12 Electroforesis de DNA

Se realizaban electroforesis horizontales en geles de agarosa para
separar y visualizar moléculas de DNA. Segun el tamafio de los fragmentos y el
proposito de la electroforesis se utilizaban geles de entre 0.8% y 1% de agarosa
con bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 ug/ml y se sometian a
electroforesis en tampén TBE 0.5X (Tris — Borato - EDTA) a un voltaje entre 70V
y 100V. Las muestras se cargaban con tampo6n de carga con azul de bromofenol
y/o xilen cianol.

Soluciones empleadas
TBE 5X (Tris Borato EDTA)

v Tris 54 g
v Acido bérico 275g
v' EDTA 0.5M pH 8.8 20 mi
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Tampén de carga

v Azul de bromofenol 0.25%
v" Xilen cianol 0.25%
v" Ficoll 15%

3.2.13 Extraccién de DNA de geles de agarosa

La extraccion de DNA de geles de agarosa se realizaba mediante |g
utilizacion de un juego de reactivos de los fabricantes Amersham Biosciences o
Quiagen, o mediante |a congelacion de la banda y su extraccion mediante el uso
de una jeringa.

Para la extraccion con juegos de reactivos comerciales se seguian las
instrucciones del fabricante. Para la extraccion del DNA por congelacion y
filtracion con jeringa se recortaba la banda de DNA de un gel de agarosa y se
colocaba en el interior de una jeringa de 10 ml. Tras ello, se congelaba la banda,
introduciendo la jeringa en nitrégeno liquido. Se esperaba a que comenzara a
descongelarse y se aplicaba presion recogiendo el liquido en un tubo eppendorf.
A la muestra recogida se afiadia un volumen de fenol:CH,CIIAA (25:24:1) y se
centrifugaba. Tras la Separacion en dos fases, se recogia la fase superior
acuosa y se afiadia un volumen de CHsCl:lAA (24:1). Se separaban de nuevo
las fases por centrifugacion y se tomaba la fase superior acuosa a Ia que se
afadian 3 ul de glucogeno (20 mg/ml) y dos volimenes de etanol absoluto. Se
precipitaba mediante congelacion en nitrogeno liquido y centrifugacion a 13000
r.p.m. durante mas de 15 minutos a temperatura ambiente. Tras eliminar el
sobrenadante y lavar e pellet con etanol al 70% se secaba éste y se
resuspendia en H,O ultrapura incubando a 37°C durante aproximadamente 30

minutos.

3.2.14 Cuantificacién de DNA

El DNA se cuantificaba en un fluorimetro Hoefer DyNA Quant del

fabricante Hoefer Pharmacia Biotech, segun las recomendaciones del fabricante.
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3.2.15 Construcciones de plasmidos

Para la construccion del plasmido pUAGC1 se cloné en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGBT9 (+1) nbIR obtenido por PCR de DNA gendémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NBLR-1F y NBLR-
3.

Para la construccion del plasmido pUAGC3 se cloné en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGBT9 (+1) nblR obtenido por PCR de DNA genémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NBLR-1F y NBLR-
3.

Para la construccion del plasmido pUAGCS se clon6 en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGAD424 (+2), ntcA obtenido por PCR de DNA gendmico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucle6tidos NTCA-1F y NTCA-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC7 se clon6 en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGBT9 (+2), ntcA obtenido por PCR de DNA gendmico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NTCA-1F y NTCA-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC11 se clon6 en los sitios EcoRl -
Pstl del vector pGAD424 (+1), g/nB obtenido por PCR de DNA genémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos GLNB-1F y GLNB-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC31 se clono en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGAD424, NrtC*'2"? obtenido por PCR de DNA gendémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NRTC-2F y NRTC-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC32 se cloné en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGBT9, NrtC*"?’? obtenido por PCR de DNA genémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucle6tidos NRTC-2F y NRTC-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC51 se cloné en los sitios EcoRI -
Sall del vector pGAD424, NbIS*"?"") obtenido por PCR de DNA genémico de
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Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NBLS-2F y NBLS-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGCS52 se cloné en los sitios EcoRl -
Sall del vector pGBT9, NbiS*?"") obtenido por PCR de DNA genémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NBLS-2F y NBLS-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGCS3 se clond en los sitios EcoRl -
Sall del vector pGAD424 (+2), nblS obtenido por PCR de DNA gendémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleédtidos NBLS-1F y NBLS-
1R.

Para la construccion del plasmido pUAGC54 se clono en los sitios EcoRl -
Sall del vector pGBT9 (+2), nblS obtenido por PCR de DNA gendémico de
Synechococcus sp. PCC 7942 mediante los oligonucleétidos NBLS-1F y NBLS-
1R.

El plasmido pUAGC62 se construyé mediante gap-repair a partir del
plasmido pUAGC61.

El plasmido pUAGC72 se construyd mediante gap-repair a partir del
plasmido pUAGC71.

Para la construccion del plasmido pUAGC59 se amplificd mediante PCR
de DNA gendmico de Synechococcus sp. PCC 7942 un fragmento de 2.1 Kb,
que contenia al gen pipX mediante los oligonucleétidos LCY-PIPX-1F y PIPX-
5R. Se digirio este fragmento con las enzimas Xhol y Hindlll, y este producto de
1824 pb se clon6 en estos mismos sitios del plasmido pBluescript SK(+).

Para la construccion del plasmido pUAGC59.1 se eliminé el fragmento de
196 pb Clal-Sall del inserto del pUAGC59 obtenido de la estirpe de E. coli
GM119 para evitar la metilacion de la diana Clal, eliminando asi los primeros
181 nucledtidos de la ORF de pipX. Se rellenaron los extremos 3’ mediante el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli, y se desfosforilaron los
extremos 5’, quedando el plasmido abierto en romo. Paralelamente, se extrajo la
cassette CK1 del vector pRL161 mediante digestidn con Hincll que se clon6 en

romo en orienacion opuesta al gen pipX.
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Para la construccion del plasmido pUAGC99 se cloné en el sitio EcoRI del
vector pGEX-3X, pipX obtenido por PCR de DNA gendmico de Synechococcus
sp. PCC 7942 mediante los oligonucledtidos PIPX-OV-2F y PIPX-3X-1R.

3.3 Métodos Genéticos

3.3.1 Transformacion de E. coli

3.3.1.1 TRANSFORMACION QUIMICA DE E. coLi: METODO DEL TSS
Preparacion de las células competentes

Se partia de un preindculo de la estirpe a transformar en 5 ml de medio
LB (o LB suplementado con antibiético) que se incubaba toda la noche a 37°C
en agitacion orbital a 220 r.p.m. Se tomaban 300 ul del cultivo se diluia en 30 mi
del medio LB empleado. Se incubaba a 37°C en agitacion orbital a 220 r.p.m.
hasta que alcanzara una DOgy entre 0.4 y 0.6, lo que suponia aproximadamente
3 horas. Se recogian las células por centrifugacion a 6000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C, tras eliminar el sobrenadante, se resuspendian en 750 ul de LB a
4°C por cada 10 ml de cultivo recogido y se incubaban en hielo durante 5
minutos. Tras ello, se afiadian otros 750 pul de medio LB a 4°C y se incubaba de
nuevo en hielo durante 5 minutos. La suspension de células se repartia en
alicuotas de 150 pl en tubos eppendorf. Si se iban a congelar se les afadia 3 pl
de DMSO y se mezclaba bien.
Transformacién por choque térmico

Para cada transformaciéon se tomaba una alicuota de 150 pl de células
competentes y se afadian aproximadamente 50 ng de DNA. También se
preparaba un control positivo con DNA del plasmido pUC18 y un control negativo
sin DNA. Se incubaba durante 90 segundos a 42°C y, posteriormente, durante 2
minutos en hielo. Se afiadia 1 ml de LB y se incubaba a 37°C durante 1 hora a
220 r.p.m. Esta mezcla de transformacion se sembraba en placas de LB
suplementadas con el correspondiente antibidtico y se incubaba durante una
noche a 37°C.
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3.3.1.2 TRANSFORMACION DE E. COLI MEDIANTE ELECTROPORACION
Preparacion de las células electrocompetentes

Se partia de un preindculo de la estirpe adecuada en 5 ml de LB que se
crecia durante toda la noche a 37°C en agitacion orbital a 220 r.p.m. Este cultivo
se diluia 1:100 en un volumen total de 250 ml de medio LB y se cultivaba hasta
que aicanzase una DOgg = 0.4 — 0.7, momento en el cual se ponia el matraz con
el cultivo en agua-hielo durante 15 minutos. Se centrifugaba a 3000 x g durante
10 minutos a 4°C y se eliminaba el sobrenadante. El pellet de células se
resuspendia lentamente en poco volumen de H,O ultrapura y posteriormente se
rellenaba hasta un volumen de 250 ml. Este lavado se repetia hasta un total de
tres veces. Se resuspendian las células provenientes de 250 mi de cultivo inicial
en 1 ml de agua ultrapura. La suspension de células se repartia en alicuotas de
200 pl. A las alicuotas que se iban a congelar se les afiadia glicerol a una
concentracion final del 10%, se congelaban en nitrégeno liquido vy
posteriormente se almacenaban a -80°C.
Electroporacién de las células electrocompetentes

Se empleaba el electroporador: BioRad GENEPULSERPIl. Se usaban
cubetas de electroporacion de 0.2 cm de separacion entre los electrodos y las
condiciones del pulso de electroporacién eran las siguientes: Voltaje de 2.5V,
capacitancia de 25 pF vy resistencia de 400 Q para volumenes de 200 ul, o de
200 Q para volumenes de 50 ul. En todas las transformaciones se empleaba un
control positivo usando como DNA el plasmido pUC18 para calcular la eficacia

de transformacioén y un control negativo sin DNA.

3.3.2 Transformacion de S. cerevisiae. Transformacion quimica:
Método del Acetato de Litio

Se realizaba la transformacion de S. cerevisiae por tratamiento con
acetato de litio, segun el siguiente procedimiento.
Preparacion de células competentes

Se inoculaban 50 mi del medio adecuado, medio YPD para estirpes no

portadoras de plasmido o YNB con histidina, adenina y leucina o triptéfano para
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estirpes portadoras de plasmido, con la estirpe adecuada y se incubaba durante
aproximadamente 16 horas a 30°C en agitaciéon orbital a 225 r.p.m. Este cultivo
crecido se diluia hasta un volumen final de 300 ml a una DOggo de entre 0.2 y 0.3
y se incubaba en las mismas condiciones hasta una DQOggo igual al doble de la
inicial, es decir, aproximadamente 0.5. Las células se recogian centrifugando el
cultivo a 3000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente y el pellet de
células se resuspedia en 50 ml de TE. Se centrifugaba a 3000 x g durante 5
minutos a temperatura ambiente y se resuspendia el pellet en 1 ml de acetato de
litio/TE por cada 200 ml de cultivo de partida.

Para la transformacion de genotecas en PJ696 se partia de un cultivo
diluido hasta 300 ml y las células competentes finalmente se resuspendian en
1.5 ml de acetato de litio/TE.

Transformacion

Para preparar la mezcla de transformacion se afiadian 10 ug de DNA de
esperma de salmén desnaturalizado durante 20 minutos a 100°C, de 1 a 10 ug
de DNA plasmidico, o de cada uno de los DNAs en el caso de cotransformacion,
a 100 pl de células competentes y se mezclaba en vortex. Posteriormente, se
anadian 600 ul de solucion PEG/acetato de litio y se mezclaba de nuevo en
vortex. Se incubaban los tubos con la mezcla de transformacion a 30°C en
agitacién orbital a 225 r.p.m. durante 30 minutos. Posteriormente se afiadian 70
ul de DMSO y se incubaba durante 15 minutos a 42°C y durante 2 minutos en
hielo. Se recogian las células por centrifugacion a 1000 x g durante 5 minutos y
se resuspendian en 300 pul de TE. La transformacion se sembraba en placas de
medio selectivo YNB.

En el caso de la transformacién empleando genotecas, los volimenes se
incrementaban adecuadamente escalados de manera que la mezcla de
transformacion consistia en 1 ml de células competentes, 2 mg de DNA de
esperma de salmoén, 50 pg de DNA de genoteca y 6 ml de PEG/Acetato de litio a
la que posteriormente se le afadian 700 pl de DMSO vy finalmente se

resuspendia en 4 ml de TE.
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Soluciones para la transformacion de levaduras

TE 10X:
v Tris-HCI 0.1M
v EDTA 10mM
pH7.5
Acetato de litio 1M:
pH 7.5
PEG/Acetato de litio:
v PEG 3350 50% 8 ml
v LiAc 1M 1mi
v TE 10x 1 ml
v" Agua hasta un volumen de 10 ml
TE/Acetato de litio:
v TE 10x 0.5 ml
v LiAc 1M 0.5 ml
v Agua 4 ml

3.3.3 Transformacion de Synechococcus

Se tomaba un volumen de cultivo suficiente para disponer de 10 ug de
clorofila por cada transformacién que se fuera a realizar y se centrifugaba a 8000
r.p.m. durante 8 minutos para recoger las células, que se resuspendian en una
cantidad variable de BG11,. Este lavado con BG11; se repetia una vez mas, con
el fin de eliminar los restos del medio anterior. Se centrifugaba de nuevo a 8000
rp.m. a 4°C y se resuspendia el pellet de células en BG11 hasta una
concentracion final de 100 ug/mi. Se tomaban 100 pl de células para cada
transformacion a las que se les anadia aproximadamente 600 ng de DNA (en un
volumen menor de 10 ul). Estos tubos se incubaban a temperatura ambiente sin
luz durante 5 horas sin agitacion o durante toda la noche en agitacién orbital a
200 r.p.m. Las mezclas de transformaciéon se sembraban en placas de medio
BG11 sélido sobre un filtro milipore de 0.45 pm de tamafioc de poro y se

incubaban a temperatura ambiente con iluminacioén por luz blanca durante 48
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horas, tras lo cual se pasaba el filtro a una placa del medio selectivo adecuado.
Estas placas se incubaban a temperatura ambiente con iluminacion por luz
blanca durante aproximadamente un mes, hasta que aparecieran colonias.
Paralelamente, se ponian dos controles, una mezcla de transformacién
sin DNA en medio solido BG11 y una mezcla de transformacion sin DNA

incubada en los mismos medios sélidos y condiciones que las transformaciones.

3.3.4 Mutagénesis por sustitucion génica en Synechococcus
Para realizar mutaciones por insercion mediante sustitucion génica en
Synechococcus se amplificaba mediante PCR de DNA genémico, un fragmento
conteniendo el gen a inactivar. La regién amplificada se escogia de tal manera
que a los dos lados del sitio de mutacion hubiese como minimo 400 pb de
secuencia original. Este producto amplificado se clonaba en el plasmido
pBluescriptSK(+). Una vez obtenido el plasmido recombinante, se introducia la
cassette CK1, que confiere resistencia a kanamicina, en orientacion contraria al
gen inactivado. Este plasmido se empleaba para transformar Synechococcus. La
transformacion se sembraba en el medio sélido adecuado con kanamicina hasta
que aparecian clones resistentes. La presencia de la mutacién y la segregacion
completa o incompleta se comprobaba mediante PCR a partir de biomasa en
cultivo liquido, biomasa en medio sélido o DNA genémico purificado vy
empleando oligonucleétidos que hibridaban especificamente flanqueando la

zona de insercion de la cassette.

3.3.5 Clonaciéon mediante gap-repair en levaduras.

Mediante esta técnica (Cagney et al. 2000; Kolonin et al. 2000) se
clonaban los insertos del vector pGAD424, en el plasmido pGBT9.

Para ello, se disefaron los oligonucle6tidos TRANSGADGBT-1F vy
TRANSGADGBT-1R. Estos oligonucleétidos hibridan unas 60 bases con las
regiones de pGBT9 que flanquean el polylinker, permitendo la recombinaciéon en
la levadura entre el producto de PCR y el plasmido. Ademas contienen alrededor
de 20 pares de bases en la regién 3’ que hibridan con el plasmido pGAD424 y
actuan de cebador en la reaccion de PCR.
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Se llevaba a cabo una reaccibn de PCR con estos oligonucleotidos y
como molde el plasmido derivado de pGAD424. Se co-transformaba en PJ696
100 ng del vector pGBT9 abierto con una enzima cuya diana esté presente en el
polylinker junto con el producto de PCR en exceso (aproximadamente 0.5 ug) y
se aislaba DNA plasmidico de clones transformantes de levaduras capaces de

crecer en medio YNB sin triptéfano.

3.3.6 Conjugaciéon en liquido de levaduras en placas de 96
pocillos

Se realizaban conjugaciones entre clones de las estirpes de S. cerevisise
Y187 de genotipo MATa o sexo a y PJ696, MATa o sexo a. Adoptamos el
convenio de que la estirpe Y187 fuera la portadora de los plasmidos derivados
del pGBT9 y la estirpe PJ696 la portadora de los plasmidos derivados del
pGAD424.

Se partia de un cultivo de 2 ml de la estirpe en el medio YNB selectivo
adecuado que se incubaba durante 20 horas a 30°C en agitacion orbital. Se
tomaban 1.5 ml de este cultivo, se pasaban a un tubo eppendorf y se
centrifugaba a 13000 r.p.m. El pellet de células se resuspendia en 1 mi de YPD.
En cada una de las columnas de la placa de 96 pocillos se ponian entre 80 y 100
pl de cultivo de cada uno de los clones de Y187 y en cada una de las filas, los de
PJ696 y se incubaba durante una noche a 30°C en agitacion orbital. Empleando
un replicador de colonias de 96 puntas, se transferia biomasa a placas de medio
YNB selectivo para la interaccion, y a dos placas de YNB —leu —trp una como
control de conjugacién y otra para el ensayo de actividad B-galactosidasa en

placa.

3.3.7 Generacién de genotecas genémicas de Synechococcus
Las digestiones parciales de DNA total de Synechococcus se cargaban en
un gel de agarosa y se dividian cada una en dos tipos de tamario de fragmentos.
La digestion parcial de Sau3Al, dié lugar a una fraccién de fragmentos entre 0.8
y aproximadamente 2 Kb, constituyendo los “fragmentos grandes Sau3Al”, y otra

entre 0.35 y 0.8 Kb, constituyendo los “fragmentos pequefios Sau3Al”. Para las
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digestiones Tspb09I, se tomaron los fragmentos entre 0.8 y aproximadamente
2.5 Kb para constituir los “fragmentos grandes Tsp509I” y los fragmentos entre
0.8 y aproximadamente 0.3 Kb para constituir los “fragmentos pequefios
Tsp509I”. Los fragmentos Sau3Al y Tsp509l eran ligados a los plasmidos
pGAD424 y sus versiones (+1) y (+2) abiertos con la enzima BamH|, y EcoRl,
respectivamente, tal como se describe en el apartado 3.2.9. Este DNA se
transferiria a E. coli DH5a mediante transformacion por electroporaciéon. Se
empleaban 2 pi de ligacion (1/5 de la ligacion) en 200 upl de células
electrocompetentes. Este proceso se repiti6 hasta 5 veces para cada ligacion.
Se sembraban 200 pl de transformantes en placas de 13.5 cm con medio LB
ampicilina. Se incubaban durante una noche a 37°C. Al dia siguiente se recogia
la genoteca afiadiendo 3 mi de medio LB liquido a cada placa, recogiendo las
colonias con asa de vidrio. Cada genoteca recogida se titulaba sembrando 50 pl
de diluciones 1:1000 y 1:50000 de la misma en placas de LB ampicilina. Tras
conocer el titulo de la recogida inicial se llevaba hasta un titulo aproximado de 6
x 10" ufc. / ml en medio LB, se usaban 100 ml para extraer DNA de la

genoteca y el resto se congelaba en alicuotas de 1 ml con DMSO al 7%.

3.3.8 Escrutinio de genotecas mediante el sistema del doble
hibrido en S. cerevisiae.

Para la realizacion de los escrutinios de las genotecas empleando como
cebo la proteina GAL4BD:PIll se transformaba un clon de PJ696 portador del
plasmido pUAGC12 con DNA de la genoteca y se sembraban 200 ul de la
transformacion en 20 placas de 13.5 cm de YNB —leu —trp —his suplementado
con 3-AT 1mM. Estas se incubaban a 30°C y las colonias que iban apareciendo
durante 15 dias se aislaban. Tras este periodo, los clones aislados se replicaban
a placas de medio selectivo para la interacciéon YNB —leu —trp y sin histidina con
3-AT 1mM o sin adenina. De los clones que eran capaces de crecer en al menos
uno de estos medios se extraia el DNA plasmidico y se aislaba el plasmido
presa mediante complementacién en la estirpe HB101. Posteriormente, se

cotransformaba la estirpe PJ696 con el plasmido pUAGC12 y con cada uno de
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los plasmidos presa aislados y se recomprobaba el fenotipo de crecimiento en
medio selectivo para la interaccion. Se secuenciaba el inserto de los plasmidos
presa que recomprobaban el fenotipo, los cuales se transferian a DH5q para su

conservacion.

3.4 Actividades enzimaticas

3.4.1 Cuantificacion de la expresion del gen reporter lacZ en S.

cerevisiae mediante ensayo de actividad p-galactosidasa

3.4.1.1 ENSAYO DE ACTIVIDAD [-GALACTOSIDASA EN CULTIVOS LiQUIDOS DE S.
cerevisiae

Mediante este ensayo se cuantifica la expresion del gen testigo lacZ. Se
realizaban medidas de actividad f-galactosidasa con el fin de obtener una
estimacion de la magnitud de interaccion entre dos proteinas de fusién a los
dominios de GAL4 expresadas en PJ696.

Se partia de un cultivo de 5 ml de cada clon de PJ696 a analizar que se
incubaba durante toda la noche a 30°C en agitacién orbital a 220 r.p.m. Se
diluian los cultivos en el mismo medio a una DOgg de 0.2 y se incubaba en las
condiciones anteriores hasta una DOgg de 0.5 a 0.8, lo que suponia de 3 a 5
horas. Se tomaban 1.5 ml del cultivo y se centrifugaba a 13000 r.p.m. durante 30
segundos a temperatura ambiente, se eliminaba el sobrenadante y se
resuspendia en 1.5 ml de buffer Z. La suspension de células se centrifugaba de
nuevo en las mismas condiciones y se resuspendia el pellet en 300 pl de buffer
Z que se repartian en tres muestras de 100 pul. Paralelamente se preparaba un
blanco con 100 pl de buffer Z que se trataba igual que el resto de las muestras.
Las muestiras se sometian a tres ciclos de congelacion en nitrogeno liquido
durante 30 segundos y descongelacion en un bafo a 37°C durante otros 30
segundos. Se afadian 700 pl de solucion de B-mercaptoetanol y 160 ul de
solucion de ONPG y se incubaba a 30°C durante 90 minutos. Transcurrido este

tiempo, se afladia a cada una de las muestras 400 ul de carbonato sédico 1M y
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se mezclaba. Finalmente, se centrifugaban los tubos durante 10 minutos a
13000 r.p.m. a temperatura ambiente y se media la A4y del sobrenadante de
cada muestra. La actividad se expresaba en unidades Miller (UM) calculadas a
partir de la siguiente formula: UM = (1000*A420)/(0.5*DOgpo), donde A4z €s la
Absorbancia a 420 nm medida tras la reaccion y DOgg es la DO a 600 nm
medida en los cultivos de partida.

Soluciones empleadas:

Buffer Z:
v" NaHPO47H,0 16.1 g/L
v" NaH;PO4H,0 5.50 g/L
v KCI 0.75g/L
v MgS0,47H,0 0.246 g/L
v pH7

Solucion de p-mercaptoetanol:

0.27 ml B-mercaptoetanol en 100 ml buffer Z
Solucién de ONPG:

ONPG 4 mg/ml en buffer Z

3.4.1.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA EN BIOMASA DE S. cerevisiae EN
MEDIO SOLIDO

En este ensayo se analiza la expresion del gen reporter /lacZ en PJ696
empleando X-gal como substrato. Permite un analisis cualitativo, simultaneo y
comparativo de la actividad en un gran niumero de clones.

Sobre una placa de medio YNB -leu -trp con biomasa de los clones de
PJ696 se vertian aproximadamente 10 ml de una solucién que contenia 9.3 ml
de tampo6n fosfato potasico 0.5M pH 7, 600 ul de DMF, 100 pl de SDS 10% y 50
mg de agarosa. Esta solucion se calentaba en el microondas hasta que se
hubiera fundido completamente la agarosa y se dejaba enfriar hasta
aproximadamente 60°C. Posteriormente se afiadian 5 ul de B-mercaptoetanol,
250 pl de X-gal (20 mg/ml en DMF) y se incubaba a 30°C de 30 minutos a varias

horas de manera que se detectara la sefial en los controles positivos pero no en
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los controles negativos.

3.4.2 Cuantificacion de actividad NAGK en extractos proteicos
Se tomaba un volumen de un cultivo en medio BG11, de la estirpe
empleada de Synechococcus, correspondiente a 200 pug de clorofila. Con éste se

preparaban dos nuevos cultivos de 20 ml, cada uno con 100 ug de clorofila
totales, a una concentracion de 5 ug de clorofila por mi, uno de ellos con medio
BG11p y otro con BG114 , ambos suplementados con carbonato sodico y se
incubaban en un bafio termostatizado a 30°C con gaseo de aire enriquecido en
CO; e iluminacion por luz blanca durante 5 horas. Se recogian las células por
centrifugacion a 4°C a 8000 r.p.m. durante 8 minutos y se resuspendian en
aproximadamente 10 mi de tampo6n de lavado. Este paso de lavado se repetia
una vez. Se resuspendia el pellet de células en 600 ul de tampén de extractos y
se anadian 1.2 ul de lisozima (100 pg/pl) y 2-oxoglutarato a una concentracion
final de 5mM. Se incubaban durante 30 minutos en hielo y se afiadia PMSF a
una concentracion final de 1mM tras lo que se sonicaba 2 veces durante 5
minutos, se transferian 285 ul a un nuevo tubo y el resto se empleaba para
medir la proteina total presente en la muestra mediante Bradford. La
determinacion de actividad NAGK se hacia esencialmente como se describe en
(Haas et al. 1975). Se anadian 215 pl de tampodn de reaccion completo (TRC)
excepto al blanco al que se le afiadian 190 ul de tampén de reaccién (TR), 20 ul
de ATP 0.5M y 5 ul de DTT 0.1M. Se incubaba durante 60 minutos a 37°C y se
paraba la reaccion afiadiendo 500 ul de solucion de STOP, tras lo cual se
centrifugaban las muestras durante 1 minuto a 13000 r.p.m. y se media la
absorbancia a 540 nm. La actividad se expresaba en miliunidades de NAGK por
mg de proteina, tomando como coeficiente de extincion molar, ¢ = 540M™" y
definiendo una unidad de actividad NAGK como los micromoles de NAG

convertidos a 37°C en un minuto, calculada con la siguiente formula:

NAGK (mU/mg prot) = Asyg I mg _ prot
60*0.000000540
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Soluciones empleadas
Tampén de lavado:
v Tris 1M pH7.2 10mM
v" NaCl 500mM 50mM

Tampon de extractos:

v Tris 1M pH7.2 50mM
v" NaCl 500mM 50mM
v MgCl, 2M 10 mM
Tampoén de reaccion (TR):

v" Hydroxilamina HCI ™

v Tris ™M

v' MgCl, 50mM

Ajustar hasta pH 7.5 con HCI

Tampoén de reaccion completo (TRC):

v TR 2.625 mi
v ATP 0.5M: 300 pl
v" DTT 100mM 75 pl

v NAG-L 57 mg
Solucién de STOP:

v FeCl3-6H,0 ™M

v Acido tricloroacético (TCA) 8%

v HCI 0.3M

3.5 Purificacion y analisis de proteinas

3.5.1 Sobreexpresion y purificacion de proteinas de fusién a la
GST

3.5.1.1 SOBREEXPRESION A PEQUENA ESCALA PARA EL ANALISIS DE CLONES

Se llevaba a cabo para comprobar que la proteina se sobreexpresaba
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correctamente y en la fraccion soluble. Para ello, se inoculaban 5 mi de LB
ampicilina con la estirpe de E. coli que porta el plasmido de sobreexpresion y se
cultivaba durante 16 horas a 30°C en agitacion. Se diluian 300 pi del cultivo en 5
mi del mismo medio, por duplicado, y se cuitivaban a 30°C en agitacion hasta
que el cultivo alcanzara una DOgq entre 0.4 y 0.6. A uno de los dos cuitivos se le
afadia IPTG a una concentracion final de 1mM y se incubaba durante 3 horas a
30°C en agitacion. Tras ello, se centrifugaban los cultivos a 5000 r.p.m. a 4°C
durante 5 minutos, se resuspendia el pellet en 1 ml de Tris-NaCl-Glicerol y se
volvia a centrifugar en las mismas condiciones. El pellet se congelaba en
nitrégeno liquido v, tras ello, se resuspendia en 1 ml de HEPES-NaCl-Glicerol.
Se anadian 10 pl de PMSF 100mM tras lo cual se sonicaba la suspension celular
durante 10 segundos en pulsos el 50% del tiempo, manteniendo el tubo en hielo.
Del extracto total obtenido tras la sonicacion se tomaba una muestra de 50 ul y
el resto se centrifugaba a 11000 r.p.m. a 4°C durante 10 minutos. Se separaba el
sobrenadante o fraccion soluble a un nuevo tubo y el pellet se resuspendia en 1
ml de HEPES-NaCl-Glicerol.

3.5.1.2 SOBREEXPRESION A GRAN ESCALA PARA LA PURIFICACION DE PROTEINAS

Se preparaba un preinoculo de 12 ml de LB ampicilina de la estirpe de E£.
coli que porta el plasmido de sobreexpresion y se incubaba durante toda la
noche a 30°C en agitacén orbital. Se inoculaban 200 ml de LB ampicilina con 12
ml del cultivo anterior y se cultivaba a 30°C en agitacion hasta que el cultivo
alcanzara una DOgpo entre 0.4 y 0.6. Se centrifugaba el cultivo a 5000 r.p.m. a
4°C durante 5 minutos, se resuspendia el pellet en un volumen total de 40 ml de
Tris-NaCli-Glicerol y se volvia a centrifugar en las mismas condiciones. El pellet
se congelaba en nitrégeno liquido vy, tras ello, se resuspendia en 40 ml de
HEPES-NaCl-Glicerol, repartido en dos tubos de 20 ml. Se afadian 200 pl de
PMSF 100mM a cada tubo tras lo cual se sonicaba la suspension celular 2 veces
durante 2 minutos en pulsos el 50% del tiempo, manteniendo el tubo en hielo. El
sonicado de células se centrifugaba a 11000 r.p.m. a 4°C durante 10 minutos. Se
separaba el sobrenadante o fraccidén soluble a un nuevo tubo que se clarificaba

mediante centrifugacion a 20000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. Se pasaba el
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sobrenadante a un nuevo tubo. Esta era la fraccién que se empleaba para la
purificacion de la proteina sobreexpresada.
Composicion de las soluciones empleadas

Tris-NaCl-Glicerol:

v' Tris-HCI pH 7.5 10mM
v' NaCl 50mM
v Glicerol 10%
Usar frio

HEPES-NaCl-Glicerol:

v HEPES pH 7.5 50mM
v" NaCl 50mM
v Glicerol 10%
Usar frio

3.5.1.3 PURIFICACION DE PROTEINAS DE FUSION A GST

La purificacion se llevéd a cabo por cromatografia de afinidad en un equipo
automatizado de cromatografia liquida a baja presion o FPLC, BiologicLP del
fabricante BioRad, usando columnas de 1 ml GSTtrapFF del fabricante
Amersham Biosciences.

El tampon de equilibrado y lavado de la columna era PBS con la siguiente

composicion:
v" NaCl 1.4M
v KCI 27mM
v NaHPO, 101mM
v KH,POq4 18mM

AjustarelpH a 7.3
La composicion del tampdn de elucion era: Glutation reducido 10mM, Tris 50mM
a pH 8.

3.5.2 Electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se realizaron electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida a una
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concentracion del 12%, 15% o 17% de gel separador o running gel y a una
concentracion del 4% en el gel concentrador o stacking gel (Laemmli 1970).

Gel separador (running gel):

v 1.5M Tris pH 8.8 1.25 ml

v 10% SDS 50 w

v 10% APS 25 ul

v TEMED 2.5l

v 40% Acrilamida:Bisacrilamida 37.5:1 Segun el porcentaje del gel
v HO Hasta 5 ml
Gel concentrador (stacking gel):

v' 0.5M Tris pH 6.8 600 pl

v 10% SDS 25 pi

v 10% APS 13 ul

v TEMED 25ul

v 40% Acrilamida:Bisacrilamida 37.5:1 250 pl

v H0 1.6 mi

Las muestras se preparaban con tampén de muestra SDS-B-
mercaptoetanol y se hervian durante 5 minutos. Se usaban minigeles que se
sometian a electroforesis en condiciones desnaturalizantes, en tampoén tris-
glicina con SDS, a un amperaje de 20 mA. Tras ello, y si éstos no se iban a
transferir a membrana, se tefiian con azul Coomassie.

Soluciones empleadas

Tampon de muestra SDS con B-mercaptoetanol:

v Tris:HC! 0.5M pH 6.8 1 ml

v' SDS 10% 1.6 ml

v’ B-mercaptoetanol 0.4 mi

v Glicerol 100% 0.8 ml

v" Azul de bromofenol 0.0001 ¢
v Agua 4 ml

56

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006



Identificacion y caracterizacion de componentes celulares implicados en transduccion de sefiales en Synechococcus sp. PCC 7942. Sergio Burillo Sanz

Sergio Burillo Sanz Materiales y Métodos

SDS-Running buffer (Tampén SDS Tris-Glicina) 5X:

v’ Tris 159
v' Glicina 72 g
v SDS 59
v Agua hasta 1 |

3.5.3 Cambio de tampoén de disoluciones de proteinas mediante

columnas HiTrapDesalting

Para cambiar de tampoén disoluciones de proteina se utilizaban las
columnas HiTrap Desalting de un volumen de 5 ml con matriz de Sephadex G-25
del fabricante Amersham Biosciences. Se empleaban jeringas para inyectar los
tampones y la muestra en la columna. Para pasar la proteina del tampén A al
tampdn B se inyectaban en la columna, en este orden, 25 ml de tampén B, un
maximo de 2 ml de muestra en tampdn A y 2.5 ml de tampén B para la elucion.
La elucion se recogia en fracciones de aproximadamente 0.5 ml. Para su

cuantificacion, se hacia un ensayo de Bradford con las fracciones eluidas.

3.5.4 Cuantificaciéon de proteinas mediante Bradford

Para la cuantificacion de proteinas en una muestra se empleaba el
meétodo de Bradford elaborando una recta de calibrado con concentraciones
conocidas de BSA. Para esto, se preparaban 10 tubos con concentraciones de
0,1,2,5 10, 15y 20 ug de BSA en un volumen total de 200 ul de agua y
paralelamente los tubos con la muestra, también en un volumen total de 200 pl
de agua. A cada una de las muestras le eran afadidos 800 ul de reactivo de
Bradford del fabricante BioRad y se mezclaba, finalmente se media la

absorbancia a 595 nm.
3.5.5 Interaccion entre GST:PipX y Pll mediante GST pulldown

3.5.5.1 PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES DE PROTEINA
Se recogian las células de un volumen de cultivo en BG11

correspondiente a 200 ug de clorofila, mediante centrifugacion durante 8 minutos
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a 8000 r.p.m. a 4°C. Se usaban 100 ug de clorofila de células por cada
experimento que se iba a hacer, en este trabajo se hicieron dos, uno con
GST:PipX y un control con GST. El peliet de células se resuspendia en 600 pl de
tampén de unién por cada 100 pg de clorofila o experimento, se afadian 1.2 pl
de lisozima (100 mg/ml) y se incubaba en hielo durante 30 minutos. Tras ello, se
afiadian 6 pl de PMSF 100mM y se sonicaba en un tubo eppendorf 2 veces

durante 10 segundos el 50% del tiempo, manteniendo el tubo en hielo.

3.5.5.2 INCUBACION Y CO-ELUCION

Para realizar el pulldown, o co-elucién, se incubaban 100 ul del extracto
proteico junto con 100 pg de proteina GST:PipX o GST y 380 ul de tampoén de
unién 5X, en presencia de 1mM de DTT, en un volumen total de 2 ml, durante 2
horas a 4°C en agitacion orbital. Se equilibraba una columna GSTtrapFF del
fabricante Amersham Pharmacia inyectando con una jeringa 5 ml de tampén de
union. Posteriormente se inyectaban los 2 ml de muestra. Tras ello, nuevamente
5 ml de binding buffer y, finalmente, la elucién se hacia con 2.5 ml de tampoén de
elucion y se recogia en dos o tres tubos eppendorf. La columna se reequilibraba
con 5 mil de tampon fosfato (PBS).
Soluciones empleadas

Tampdn de unién 5X:

v HEPES:NaOH pH 7.8 125mM
v KCl 500mM
v MgCl, 25mM
v DTT 5mM

Los tampones de elucion y PBS, tenian la misma composicién que los

descritos anteriormente

3.5.5.3 INMUNODETECCION DE LA INTERACCION CON Pl|

La comprobacion de la interaccion GST:PipX con Pll se basaba en la
inmunodeteccion de Pl en las eluciones de pulldown.

Se hacia SDS-PAGE en un minigel de poliacrilamida (37.5 Acrilamida:1

Bisacilaminda) al 17% de las siguientes muestras: 10 pl de extracto total, 1 ng
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de proteina GST:PipX, 1 ng de proteina GST, aproximadamente 100 ng de
proteina His-Pll, 10 pl de eluido de pulldown con GST:PipX y 10 ul de eluido de
pulldown con GST. Para la electroforesis, el gel se sometia a un amperaje
constante de 20 mA. Tras ello, se equilibraba el gel en tampén Towbin 1X
durante 15 minutos. Se hidrataba una membrana de PVDF de 0.2 mm del
fabricante BioRad pasandola por metanol y agua durante varios segundos y se
equilibraba en tampén Towbin 1X durante 15 minutos. Posteriormente, se
realizaba una electrotransferencia del gel a esta membrana en condiciones
semi-secas por corriente empleando el equipamiento Hoefer SemiPhor™ del
fabricante Amersham Pharmacia. La intensidad de corriente se calculaba
muitiplicando 0.8 por la superficie de la membrana en centimetros.
Posteriormente, se bloqueaba la membrana con 2.5% de BSA en tamp6n TTBS
a 4°C durante toda una noche. Se incubaba, la membrana bloqueada, con anti-
Pll de Synechococcus (cedido por K. Forchhammer) de conejo en una dilucion
1:10000 en tampo6n TTBS con leche en polvo al 0.5%, a 30°C durante 3 horas en
agitacion orbital. Se lavaba, realizando tres enjuagues con TTBS, 15 minutos
con 4 ml de TTBS vy, por ultimo, otros tres enjuagues con TTBS. Se incubaba
con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con POD en una dilucion
1:20000 en TTBS, durante 1 hora a 30°C. La membrana se lavaba en las
mismas condiciones que el caso anterior. El western blot se revelaba empleando
el juego de reactivos ECL plus de Amersham Biosciences, dejando pasar dos
minutos tras la adicion de los reactivos antes de escanear la emision de
fluorescencia con el equipamiento TYPHOON 9410 (Amersham Bibsciences)
empleando el filtro 520BP40Cy2Blue.

Soluciones empleadas

TOWBIN 10X:

v' Tris 250mM
v Glicina 1.92M
TTBS:

v' Tris:HCIpH 7.5 100mM
v NaCl 0.9%
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v Tween-20 0.1%

3.5.6 INMUNODETECCION DE PROTEINAS DE FUSION AL DOMINIO GAL4BD EN
EXTRACTOS TOTALES DE S. cerevisiae

Con el fin de verificar la correcta expresion de las proteinas de fusion al
dominio de unién a DNA de la proteina GAL4 a partir de los plasmidos de doble
hibrido se sometian extractos proteicos de S. cerevisiae a SDS-PAGE y western
blot con anticuerpos anti-GAL4BD.

3.5.6.1 PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS

Se tomaban 2 unidades de DOgy de cultivo de levadura que
sobreexpresa la proteina de fusidn y se recogian las células por centrifugacién a
3000 r.p.m. a 4°C durante 5 minutos. Se eliminaba el sobrenadante, se
resuspendia el pellet en 100 ul de sample buffer/fSDS1X y se ponia rapidamente
en hielo. Tras ello, se hervian las células durante 5 minutos y se volvia a poner
rapidamente en hieio. Se afiadian 200 pi de perlas de circonio de 0.5 mm y se
agitaban las muestras empleando un Mini Bead-Bitter, en los tubos adecuados,
en dos ciclos de agitacién durante 30 segundos e incubacién en hielo durante 30
segundos. Tras ello, se colocaban los tubos a 100°C y se pasaban a hielo
rapidamente tras lo que se centrifugaban durante 1 minuto a 13000 r.p.m. y se
incubaban en hielo. Se sometian las muestras a SDS-PAGE en un minigel en el
que se cargaban 20 pl de la parte superior de éstas. Tras ello, el gel se
equilibraba en tampon Towbin durante 15 minutos y se hidrataba una membrana
de PVDF de 0.2 mm del fabricante BioRad manteniendo la membrana en
metanol varios segundos y posteriormente en agua. La membrana se equilibraba
también en el tampon de transferencia mediante incubacién en el tampdn
Towbin durante 15 minutos y se realizaba la electrotransferencia en condiciones

semi-secas como se ha descrito en el apartado 3.5.5.3.

3.5.6.2 INMUNODETECCION

Se equilibraba la membrana en tampén TBS durante 5 minutos y se
incubaba durante toda la noche a 4°C o durante 1 hora a 37°C con la soluciéon de
bloqueo. Posteriormente, se incubaba durante 15 minutos a 37°C y después,

durante 45 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-GAL4BD a
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una dilucion entre 1:50 y 1:200 en solucién de incubacién. Tras ello, se lavaba 3
veces durante 5 minutos con TBS. Se incubaba con el anticuerpo secundario
conjugado a la POD a una dilucién 1:5000 en un volumen total de 20 ml, durante
1 hora a temperatura ambiente y en agitacion orbital. Posteriormente, se lavaba
la membrana con TBS 4 veces durante 5 minutos y en agua destilada una vez
durante 15 minutos en agitacion. El revelado se hacia cubriendo la superficie de
la membrana que contiene las proteinas con la solucion de revelado, y se
incubaba a 37°C sin agitacion. Finalmente, se lavaba con agua destilada y se
dejaba secar en papel 3M.

Soluciones empleadas

Solucion de bloqueo:

v' Leche en polvo 5%

v NONIDET 0.05%

v EnTBS 1X

Solucién de incubacion:

v' TWEEN-20 0.1%

v Leche en polvo 2%

v En TBS 1X

Solucién de revelado:

v Tris pH 9.5 100mM

v" NaCl 5M 100mM

v MgCl; 2M 5mM ,
v NBT 66 ul (50 mg/ml en DMF)
v BCIP 34 ul (50 mg/ml en DMF)
Agua destilada hasta 10 ml

3.5.7 Tincién de proteinas

3.5.7.1 TINCION DE GELES CON AZUL COOMASSIE
Mediante esta tincién se visualizaban las proteinas en los geles. Se
incubaba al menos durante 45 minutos con la solucién de tincion y se dejaba

destefiir varias horas hasta que se veian correctamente las bandas, renovando
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varias veces la solucidon de destefiido. Ambos procesos se realizaban en

agitacion orbital.

Soluciones empleadas

Solucidén de tincion:

v Azul R-250 0.25% (wlv)
v" Metanol 40%
v Acido Acético 10%

En Agua destilada

Solucidén de desteiiido:

v' Metanol 40%
v Acido Acético 10%
En Agua destilada

3.5.7.2 TINCION DE MEMBRANAS DE PVDF CON FAST GREEN

Mediante esta tincidon se visualizaban las proteinas transferidas a una
membrana de PVDF. Tras ser destefiida la membrana, ésta puede ser utilizada
para inmunodeteccion. Se incubaba la membrana durante 5 minutos con
solucién de tincion y posteriormente se hacian 3 lavados de 5 minutos con la
solucién de desteniido.
Soluciones empleadas

Solucion de tincién:

v' Metanol 50%
v Acido acético 10%
v Fast Green FCF 0.1%
Solucion de destefiido:

v Etanol 20%
v Acido acético 10%
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3.6 Analisis de las secuencias de DNA y proteinas

3.6.1 Identificacion de ORF’s en las bases de datos de
secuencias
Para identificar a que proteina u ORF presente en alguna de las bases de

datos de secuencias correspondia o tenian mayor similitud las secuencias

obtenidas en los escrutinios doble hibrido, se empleaba el programa BLAST.

3.6.2 Alineamiento multiple de secuencias

Los alineamientos multiples de secuencias se realizaban empleando el

programa CLUSTALX y se visualizaban con el programa BioEdit.

3.6.3 Construccion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos se construian empleando el programa MEGAS3.1

o el paquete de programas PHYLIP.

3.6.4 Comprobaciéon de secuencias procedentes de clonaciones
o mutagénesis

Para comprobar la secuencia de los fragmentos de DNA clonados se
realizaban alineamientos globales mediante el programa ALIGN entre la
secuencia obtenida y la secuencia esperada. La secuencia esperada es la
secuencia del fragmento silvestre clonada como se disefié en el plasmido

correcto.
3.6.5 Analisis de co-evolucion

3.6.5.1 OBTENCION DE LAS SECUENCIAS DE DOMINIOS Y PROTEINAS TRUNCADAS

En este trabajo se emplearon las secuencias parciales de proteinas,
correspondientes al dominio de unién a ATP de NbIS, Hsp90, GyrB y SphS.

La regién de unién a ATP de SphS se identificé por alineamiento con la

S460

secuencia NbIS*%%%4 Para la obtencion de los dominios de union a ATP de las
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proteinas GyrB y Hsp90 se identificaron los dominios en la base de datos

SMART vy se recortd la secuencia de la proteina por las posiciones indicadas.

3.6.5.2 CONSTRUCCION DE MATRICES DE DISTANCIAS

Se construian matrices de distancias para su empleo en las estimaciones
de co-evolucion. Para ello, se alineaban las secuencias de las proteinas
homélogas mediante el programa CLUSTALX con los parametros por defecto,
forzando el orden de las secuencias en la salida igual al de entrada, que era el
mismo para todas las proteinas empleadas. A partir de este alineamiento se
obtenia la matriz de distancias empleando el programa PROTDIST, del paquete
PHYLIP v3.6, con matriz JTT.

3.6.5.3 MEDIDA DE LA CORRELACION ENTRE DOS MATRICES DE DISTANCIAS
Para la medida de la correlacion entre dos matrices de distancias se
empled el r.m.s.d. calculado mediante la siguiente férmula:

R 2 Jj=ni=j-1
rmsd = \/ (a, -b,)*

n(n-1) =2 =l

donde n es el nimero de secuencias empleadas, es decir el nimero de
cianobacterias incluidas en el analisis y a;; y b; son valores correspondientes en

las dos matrices.
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3.7 Tabla de oligonucleétidos

Nombre " Secuencia
GLNB7942S49AF 5 CGCTATCGCGGCGCGGAATACACGGTT 3’
GLNB7942S49AR 5 AACCGTGTATTCCGCGCCGCGATAGCG 3
GLNB7942S49DF 5 CGCTATCGCGGCGACGAATACACGGTT 3
GLNB7942S49DR 5 AACCGTGTATTCGTCGCCGCGATAGCG 3’
GLNB7942S49EF 5 CGCTATCGCGGCGAGGAATACACGGTT 3’
GLNB7942S49ER 5 AACCGTGTATTCCTCGCCGCGATAGCG 3’

NBLR-1F 5 GAGTGAGGAAGAATTCTGATCGCGCCAGCCTC 3

NBLR3 5" GGCAGCGCAGTCGACTTTGAAGCCATG 3

NBLS-1F 5 GAGCAGCTGAATTCGCTGGCCCTTTGG 3

NBLS-1R 5 GGTTGAAGCGGGTCGACTAGCCGGTGC 3

NBLS-2F 5 GCCGCCCAGACCATGGATGAATTCACTTCCGAAAAAGC 3’

NRTC-2F 5 GTCGCAGCAGAATTCTGTCCGACTGG 3

NRTC-2R 5 GCAGTCATGGTCGACACCTAGGCAGAG 3

NTCA-1F 5 GCTGGCCAACGAGAATTCTCTGCTG 3’

NTCA-1R 5 CCTCACACCTGTCGACTCCATGATGG 3’

PIP2-2R 5 CGAAGAGTTCTTTGCTGTCCC 3

PIPX-4F 5 CAAATTGCCGAGCGGTTGGC 3

TRANS P01 5 TCTAGATCGATGAATTCGATATC 3’

TRANS P0-2 5 GATATCGAATTCATCGATCTAGAGG 3

PIPX-126-F 5 TAAAAACTAGCCGCCCTTGC 3’

LCY-PIPX-1F 5 CTTGGCCTCGAGCATCTCTTTGG 3

PIPX-5R 5 CAGCCCGCAAATCAGCAG &'

PIPX-3X-1R 5 CTGCCTCTGAATTCCTAGCTGGCTACAG 3

PIPX-OV-2F 5 GAGAATTCGCTTCCGAGAACTACC 3’

T7 UNIVERSAL 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

PGEXSEQ 5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG &

ACT-A 5 GAAGATACCCACCAAACCC 3’

ACT-B 5 CAGTATCTACGATTAATAG 3

GBT-1F 5 GTGGAGACTGATATGCC 3

GBT-1R 5 TAAAACCTAAGAATCAC 3

TRANSGADGBT- 5 CGCACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAA

1F AGACAGTTCACTGTATCGCCGAACCCAAAAAAAGAGATCG 3

TRANSGADGBT- 5 ATAACTTATTTAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATT

1R CGCCCGGAATTAGCTTGGCGTTTTTCAGTATCTACGATTC 3’
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Utilidad principal
Mutacion puntual Pli

“

“

Construcciones NbIR

“

Construcciones NbiS

. 1-272
Construcciones NbIs2"27?

. =271
Construcciones NrtCA" 7"

Construcciones NtcA

PCR-walking

“
“

“

Secuenciar region genomica pipX
Clonar regién gendmica pipX
Clonar regién genoémica pipX

Construccion GST-PipX
Construccion GST-PipX
Secuenciar insertos del pBluescript
Secuenciar insertos del pGEX-3X
Secuenciar insertos del pGAD424

Secuenciar insertos del pGBT9

Clonar insertos del pGAD424 en el
pGBT9

W
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3.8 Tabla de plasmidos

Plasmido Caracterisiticas relevantes Origen o referencia
pBluescript SK(+) Ap®, Jacz Stratagene
pGEX-3X tac::gst, lacl. ApR Amersham Pharmacia Biotech
pGAD424 GAL4(768-882), LEU2, AER (Bartel 1993)
pGBT9 GAL4(1-147), TRP1, Ap !
PGAD424(+1) Derivado de pGAD424 con pauta de lectura +1 (Roder et al. 1996)
PGAD424(+2) Derivado de pGAD424 con pauta de lectura +2 *
pGBT9(+1) Derivado de pGBT9 con pauta de lectura +1 "
pPGBTY(+2) Derivado de pGBT9 con pauta de lectura +2 “
pUAGC211 NtrB (E. coli):GAL4AD (Martinez-Argudo et al. 2001)
pUAGC212 NtrB (E. coli):GAL4BD y
pUAGC11 NtrC (E. coli):GAL4AD “
pUAGC12 NtrC (E. coli):GAL4BD “
pUAGC171 GInB (E. coli):GAL4AD (Martinez-Argudo et al. 2002)
pUAGC172 GInB (E. coli):GAL4BD -
pUAGC181 GInK (E. coli):GAL4AD (Salinas et al. 2003)
pUAGC182 GInK (E. coli):GAL4BD “
pUAGC1 GAL4AD:NbIR Este trabajo
pUAGC3 GAL4BD:NbIR “
pUAGCS5 GAL4AD:NtcA "
pUAGC7 GAL4BD:NtcA “
pUAGC11 GAL4AD:PII “
pUAGC12 GAL4BD:PII
PUAGC31 GAL4AD:NrtCA(+272) .
PUAGC32 GAL4BD:NrtC4+272 ‘
PUAGCS51 GAL4AD:NbigA(279 "
PUAGC52 GAL4BD:NbISA271) .
pUAGC53 GAL4AD:NbIS "
pUAGC54 GAL4BD:NbIS “
pUAGCS81 GAL4AD:PIP1 *
pUAGC91 GAL4AD:PIP3 “
pUAGC61 GAL4AD:NAGK “
pUAGC62 GAL4BD:NAGK “
pPUAGC67 GAL4AD:NAGK 30!
PUAGC69 GAL4AD:NAGK*"
pUAGC71 GAL4AD:PipX “
PUAGC72 GAL4BD:PipX “
pUAGC59 pipX *
PUAGC59.1 PipX::Km “
PUAGC99 GST-PipX ‘
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3. RESULTADOS Y
DISCUSION
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4.1 Interacciones doble hibrido entre componentes
reguladores del metabolismo del nitrogeno en

Synechococcus

4.1.1 Disefo de proteinas de fusiéon y ensayos de doble hibrido
Los sistemas de regulacion del metabolismo del nitrdgeno a nivel
transcripcional y a nivel de su asimilacidon a partir de fuentes sencillas de
nitrégeno en Synechococcus han sido descritos hasta un cierto nivel de detalle
(Herrero et al. 2001), pero aun se desconoce mucho sobre las interacciones
proteina-proteina que subyacen a muchos de estos procesos. Con esta premisa,
en este trabajo se intento inicialmente identificar interacciones entre Pll vy
proteinas reguladoras de Synechococcus implicadas en la regulacion de la
asimilacion del nitrégeno, como NtcA y NriC, y entre Pll y proteinas implicadas
en respuestas a estrés por carencia de nitrégeno como NbIR y NbiS. Para ello,
empleamos el sistema del doble hibrido de levaduras que ha demostrado su
validez en la identificacion de interacciones entre proteinas reguladoras
bacterianas, como por ejemplo miembros de sistemas de dos componentes y
proteinas PIl (Martinez-Argudo et al. 2002a; Martinez-Argudo et al. 2001;
Martinez-Argudo et al. 2002b; Ohta et al. 2003; Salinas et al. 2003). Se
realizaron diferentes construcciones, a partir de las cuales se expresan estas
proteinas fusionadas a los dominios de GAL4, para su empleo en el sistema del
doble hibrido de levaduras. Las estirpes de levaduras empleadas fueron
Saccharomyces cerevisiae Y187 y PJ696 que son auxotrofas de histidina y
adenina y portadoras de fusiones transcripcionales cromosoémicas entre un
promotor controlado por GAL4 y un gen testigo. De forma general, se empleé la
estirpe Y187 como portadora de los plasmidos derivados de pGBT9 (fusiones al
dominio GAL4BD) y la estirpe PJ696 de los plasmidos derivados de pGAD424
(fusiones al dominio GAL4AD). El procedimiento empleado implicaba la
conjugacion en medio liquido de ambas estirpes y el analisis de la expresion de

genes testigo en los diploides resultantes. Si se produce la interaccion entre las
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dos proteinas de fusion que se expresan en el diploide, se reconstituye la
funcion del activador GAL4, expresandose los genes testigo HIS3, ADE2'y lacZ,
de manera que la levadura recupera la prototrofia a histidina y adenina, y
sintetiza la enzima B-galactosidasa. Cada pareja de fusiones proteicas a estudio
se nombraron siempre como GAL4AD:X/GAL4BD:Y, donde X e Y son los
polipéptidos cuya interaccion se esta estudiando. En ninguna de las fusiones
utilizadas en este trabajo se observo autoactivacion, que es la capacidad de una

proteina de fusion de activar por si sola a los genes testigo controlados por
GAL4.

4.1.2 Interacciones entre proteinas PIl

La proteina PIl de Synechococcus es un trimero en estado nativo
(Forchhammer et al. 1994) y puede formar heterotrimeros con sus homdlogas de
E. coli (Forchhammer et al. 1999).

Las interacciones entre GInB y GInK de E. coli son detectables en el
sistema del doble hibrido (Martinez-Argudo et al. 2002b), por lo que fueron
empleadas como controles positivos en los ensayos realizados entre proteinas
Pll. Con el fin de comprobar que la asociacién entre monémeros de PII de
Synechococcus es igualmente detectable mediante este sistema y validar esta
proteina de fusibn como cebo para los escrutinios de genotecas, se
construyeron las proteinas de fusion de PIl a los dominios de GAL4. Los
plasmidos pUAGC11 y pUAGC12, que expresan las proteinas GAL4AD:PIl y
GAL4BD:PII en el diploide, le confirieron la capacidad de crecer en medios sin
histidina y/o sin adenina y de producir la enzima p-galactosidasa, detectable
mediante un ensayo de actividad enzimatica en placa en presencia de X-gal. La
cuantificacion de la expresion del gen testigo lacZ se estimé mediante la
determinacion de la actividad p-galactosidasa en liquido (figura 4.1). Cultivos de
un clon de PJ696 que expresan las dos proteinas de fusion, se incubaron con
ONPG como substrato de la enzima. Ya que el ensayo con el resto de proteinas
empleadas dio resultados negativos, la interaccion detectada de Pl consigo

misma se consider6 especifica (tabla 4.2). EI motivo estructural implicado en la
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interaccién con los receptores de PIl (T-loop) no participa en la oligomerizacion
(Xu ActaCrist 03), por lo tanto, estos resultados no aseguraban que este motivo
estuviera accesible para la interaccion con los blancos de PIl. A pesar de esto, la
deteccion de la interaccion heterdloga con GInB y GInK de E. coli, y la
interaccion de estas dos proteinas con uno de sus blancos, NtrB (tabla 4.2),
apuntaban a un comportamiento adecuado de Pll de Synechococcus en el
sistema del doble hibrido para la busqueda de interacciones mediante el

escrutinio de genotecas.

200 - : e e

Actividad R-Galactosidasa
(um)
>
o

—

PIPII NtrB/NtrB NtrC/NtrC -l

Actividad B-gal (UM)

CPwPn 4175+ 6.312
 NuBINuB  imas2
 NeCNEC 5039
R

Figura 4.1. Cuantificaciéon de la expresion de la fusion transcripcional UASGAL7-lacZ en la estirpe PJ696 mediante un
ensayo de B-galactosidasa. En la tabla se muestra la media y la desviacion tipica de los valores obtenidos para cuatro
clones independientes, excepto para los controles en los que se representa el valor obtenido de un clon representativo. -
/- significa ausencia de proteina fusionada a los dominios GAL4AD/GAL4BD.

Bl

GInK

(&

Figura 4.2. Interacciones entre proteinas PIl. Pll hace referencia a Pll de Synechococcus, GInB, y GInK a las
correspondientes proteinas de E. coli. El sentido de las flechas es desde la proteina de fusién a GAL4BD hasta la
proteina de fusién a GAL4AD. El nimero de puntas de flecha es proporcional a la intensidad de la interaccién, de manera
que cada punta de flecha se corresponde con un signo + en el apartado 4.1.6.
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4.1.3 ;lInteracciona PIl fisicamente con las proteinas NtcA y
NrtC*?2 implicadas en la represion por amonio?

La proteina NtcA de Synechococcus juega un papel central en la
regulacion a nivel transcripcional de la asimilacion de fuentes de nitrégeno en
cianobacterias. Esta implicada en la regulacion de la transcripcion de numerosos
genes entre los que se incluyen genes reprimibles por amonio (Luque et al.
1994; Vega-Palas et al. 1992) y el gen nblA (Luque et al. 2001) que participa en
el proceso de clorosis (Collier et al. 1994). NtcA responde a los niveles de 2-OG
(Omata 1995; Vazquez-Bermudez et al. 2002) y esta sometida a una regulacion
por Pll en condiciones de carencia de nitrogeno (Fadi Aldehni et al. 2003; Paz-
Yepes et al. 2003). Con el fin de investigar si esta relacion entre Pll y NtcA
implicaba una interaccion directa se ensay6 la union PlI-NtcA. Ninguna de las
dos parejas de proteinas de fusién permitioé la activacion de ninguno de los tres
genes testigo en el diploide, no obteniéndose, por tanto, evidencia alguna de
interaccion fisica entre Pll y NtcA. NtcA es un dimero (Luque et al. 1994) en
estado nativo, y esta dimerizacibn no ha podido ser detectada en el doble
hibrido. Puesto que las construcciones de NtcA se expresan adecuadamente ya
que se detecta interaccion con otras proteinas (ver mas adelante), es de
suponer que en la proteina de fusién, los dominios determinantes de Ia
dimerizacion de NtcA no estan accesibles o en la conformacion adecuada.

NrtC es un miembro del transportador de tipo ABC (ATP Binding
Cassette) de nitrato y nitrito, compuesto por las proteinas NrtA, NrtB, NrtC y
NrtD. En Synechococcus, este transportador es inhibido por amonio, fenbmeno
dependiente del dominio C-terminal de NrtC (Kobayashi et al. 1997), que incluye
los aminoacidos desde el 279 hasta el 659, y de la proteina PIl y su estado de
modificacion (Lee et al. 2000; Lee et al. 1998). Se investigd la posible
implicacién de una interaccion fisica entre Pll y la proteina truncada NrtC*('-%72)
gue se corresponde con el dominio C-terminal implicado en la regulacion de la

actividad del transportador. No se detect6 activacion de los genes testigo en los
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clones portadores de las parejas de proteinas de fusion, no obteniéndose asi,
evidencias de unién entre estas dos proteinas.

Ya que la inhibicion del transportador de nitrato Nrt en presencia de
amonio es dependiente de la presencia de PIl pero independiente de su estado
de fosforilacion (Lee et al. 2000), es de suponer que la propia Pl al fosforilarse
no deja de inhibir sino que debe ser otro componente de union a Pll, el que
detecte que esta fosforilado y libere la inhibicion. En este sentido, puede existir
una proteina que se una a Pll como componente adicional en la regulacion
llevada a cabo por NrtC y PIL. El resultado obtenido estaria de acuerdo con una
interaccion indirecta entre las dos proteinas.

Se investigd la expresion de las proteinas GAL4BD:NrtC*'"#? y
GAL4BD:PIl en la levadura mediante Western Blot detectdndose la proteina de
fusion GAL4BD:PIl en PJ696 pero no GAL4BD:NrtC*'??  Se utilizaron
extractos proteicos totales de varios clones de PJ696. En estos extractos, se
analizé la expresion de la proteina de fusion mediante SDS-PAGE y Western
Blotting con anticuerpos anti-GAL4BD. Se emple6 un anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa alcalina y como sistema de deteccion, los substratos
NBT/BCIP. En todos los clones analizados portadores del plasmido pUAGC12
se observo una banda de aproximadamente 30 KDa correspondiente a la suma
de las masas moleculares de GAL4BD (18 KDa) y Pli (12 KDa), y no se observo
una banda de 60 KDa correspondiente a la suma de las masas de GAL4BD y
NrtC*'?72 Este resultado podria implicar que la proteina NrtC*'?? no se
expresa correctamente, a falta de evidencias de interacciéon con ninguna

proteina empleada.
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Figura 4.3. Western Blot para detectar la expresion de proteinas de fusién a GAL4BD. Cada calle contiene el extracto
proteico de la estirpe de levadura que expresa cada una de la/las proteinas(s) de fusion. Se indica con una flecha roja la
posicion de la banda que corresponderia a la proteina de fusion GAL4BD:PIl, y con una flecha negra a una proteina de
52 KDa.

4.1.4 ;lInteracciona PIl con la histidina quinasa NbIS, implicada
en la inducciéon de clorosis en condiciones de carencia de
nitrégeno?

La proteina NbIS es una histidina quinasa implicada en el fenobmeno de
clorosis por estrés provocado por carencia de nutrientes, fundamentalmente de
nitrégeno, y otros factores como la alta luminosidad (van Waasbergen et al.
2002). Se desconoce cual es la seiial molecular que "informa” a NbIS de la
ausencia de fuente de nitrébgeno y nos preguntamos si Pll, que tiene un papel
central en la sefalizacion del nitrogeno en otros sistemas, podria estar implicada
en este proceso mediante interaccién proteina-proteina. Se emple6 una version
truncada de NbIS que carece de los primeros 271 aminoacidos (NbiS*(?""), los
cuales contienen las regiones hidrofébicas transmembrana y un dominio “HAMP
linker”. Esta proteina mantiene el dominio PAS y el dominio histidina quinasa, y
carece de grandes zonas hidrofébicas que pudieran interferir en la funcionalidad
de la proteina en el nicleo (hidréfilo) de la levadura. Las proteinas NbIS y PII,
que interaccionan especificamente con otras proteinas en el doble hibrido

(Burillo et al. 2004; Espinosa et al.), resultaron no interaccionar entre si en este

sistema.
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4.1.5 ;Interaccionan las proteinas NbIR y NbIS, implicadas en la
induccion de la clorosis en condiciones de carencia de
hitrégeno, entre si?

NbIR es un regulador de respuesta implicado en el proceso de clorosis
por estrés o bleaching en Synechococcus, al igual que NbIS (Schwarz et al.
1998; van Waasbergen et al. 2002). Durante afios se consideré que las
interacciones entre sensor y regulador de respuesta de los sistemas de dos
componentes bacterianos eran demasiado débiles como para ser detectadas
mediante el dobie hibrido, aunque posteriormente diversos estudios han
demostrado la utilidad de esta herramienta. Concretamente, la histidina quinasa
NtrB y el regulador de respuesta NirC, interaccionan de forma especifica en el
sistema del doble hibrido de levaduras (Martinez-Argudo et al. 2001; Martinez-
Argudo et al. 2002b).

NbIS y NbIR estan implicadas en el mismo proceso, a pesar de lo cual, no
se tienen evidencias experimentales de que constituyan una pareja Sensor —
Regulador de respuesta. Con la intencion de identificar si constituyen un sistema
de dos componentes se ensayo la interaccion de NbIR con NbIS y con la
proteina NbIS*?"Y empleada anteriormente, no detectandose unién entre estas
tres proteinas.

Aungue no se tienen evidencias de la estructura cuaternaria de la histidina
quinasa NbIS y del regulador de respuesta NbIR, este tipo de proteinas son
dimeros u oligomeros (Stock et al. 2000). En algunos reguladores de respuesta
la activaciéon de la proteina por fosforilacion en un residuo conservado de acido
aspartico provoca un cambio conformacional que permite la dimerizaciéon (Birck
et al. 1999). En otros casos como el de NtrC la proteina dimeriza antes de la
activacion por fosforilacion y su interaccion es detectable en el doble hibrido
(Martinez-Argudo et al. 2001). Por lo tanto, la ausencia de interaccion en el doble
hibrido de levaduras de la pareja NbiR — NbIR, podria ser debida a que no se de,
en este organismo, alguna modificacidn posttraduccional necesaria para la
interaccion. Es esperable, por otro lado, que la proteina NblS dimerice. Puesto

que existe una unién especifica entre NbIS y SipA, una proteina de funciéon
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desconocida conservada en cianobacterias (Espinosa et al.), la ausencia de
interaccion NbIS — NbIS sugiere que los dominios determinantes de la
dimerizacion no estan accesibles o0 en la conformacion adecuada en la proteina

de fusién.

4.1.6 Resumen de interacciones doble hibrido mediadas por
reguladores del nitrégeno

Los resultados obtenidos en los ensayos del doble hibrido con las
proteinas mencionadas en esta seccion se muestran en la tabla 3.2. Ademas, se
incluyen como controles positivos de interaccion las proteinas NirB y GInB de E.
coli (Martinez-Argudo et al. 2001), lo que permite comparar los resultados
obtenidos con proteinas cuya intensidad de interaccién en el sistema empleado
es conocida. La intensidad de interaccién se califico en funcidn del crecimiento
del clon en medios sin adenina y/o sin histidina y de su actividad B-
galactosidasa, como —: no interaccion, +: débil pero significativo, ++: fuerte y

+++: muy fuerte.

GAL4BD
GAL4AD Pl NtcA NbIR NblS NbISA(1-271) NrtCA(1-272) NtrB GinBcoli GInKcoli

Pl ++ - - - - - - + +
NtcA - - - - - - ND ND ND
NbIR - - - - - - - ND ND
NbIS - - - - - - - - ND
NbISA(1-271) - - - - - - ND ND ND
NrtCA(1-272) - - - - - - ND ND ND
NtrB - - - - - - 4+ 4+ ++

GInBcoli + - ND - - ND 4 + +

GinK + ND ND ND ND ND et + +

Tabla 4.2. Interacciones entre las proteinas indicadas de Synechococcus. En la horizontal se representan las fusiones
proteicas al dominio GAL4BD y en |a vertical al GAL4AD. La intensidad de interaccion queda representada por el nimero
de +.

Asi pues, exceptuando la oligomerizacion de PIl, no se detectd ninguna
interacciéon entre las proteinas de fusién construidas. Aunque es necesario ser
cautos con los resultados negativos, estos resultados subrayan la complejidad

de la red de transduccion de sefiales del nitrégeno en la que obviamente faltan

75

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006



Identificacion y caracterizacion de componentes celulares implicados en transduccion de sefiales en Synechococcus sp. PCC 7942. Sergio Burillo Sanz

Sergio Burilio Sanz Resultados y discusion

componentes por identificar. Por otra parte, los resultados obtenidos con PIl,
confirmaron el buen funcionamiento de este tipo de proteinas en el doble hibrido.
Esto, y especialmente el papel como unidad de procesamiento central, sugerido
en enterobacterias (Ninfa et al. 2000), hacian de Pl la proteina ideal para ser
utilizada como cebo a fin de identificar nuevos componentes de la red de

interacciones proteicas del metabolismo del nitrégeno.

4.2 Genotecas de expresion y su escrutinio mediante el

sistema del doble hibrido con la proteina Pll como cebo

Las proteinas PIl caracterizadas en otras bacterias interaccionan con
diferentes proteinas implicadas en la asimilacion de compuestos nitrogenados y
en su regulacibn. En este contexto, la identificacion de proteinas que
interaccionan con Pll de Synehcococcus parecia un objetivo razonable, ain mas
cuando interacciones caracterizadas de enterobacterias se detectan en el doble
hibrido (Martinez-Argudo & Contreras 2002a; Martinez-Argudo et al. 2002b) y las
fusiones proteicas GAL4BD:PIl y GAL4AD:Pll interaccionan entre si
especificamente en este sistema.

El objetivo propuesto implica la construccién de genotecas con DNA
genomico de Synechococcus y su posterior escrutinio en levaduras usando
GAL4BD:Pll como cebo.

4.2.1 Consideraciones generales: Genotecas de expresiéon y
fragmentacion enzimatica

Las genotecas construidas en este trabajo son genotecas de expresion,
por lo tanto para estimar la calidad de las genotecas son necesarias
consideraciones adicionales al hecho de que esté representado todo el genoma
en los clones que las constituyen. Se espera que la genoteca contenga todos los
fragmentos que expresan los dominios de interaccion de todas las proteinas
codificadas, lo cual implica un mayor nimero de clones que los necesarios para
representar todo el genoma ya que no todos los fragmentos que contengan

estos dominios se dispondran en la fase adecuada para que tenga lugar su
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expresion como proteina de fusion. Otros factores pueden influir en que un
dominio en particular no se exprese en este sistema como proteina de fusién
como por ejemplo que vaya precedido de codones de stop en el fragmento que
lo contiene. Por lo tanto, los dominios de interaccién localizados en la region C-
terminal de las proteinas tienen mayor probabilidad de ser expresados a partir
de la genoteca ya que aguas-arriba contienen region codificante, que puede
servir de inicio del fragmento. Por otro lado, la calidad de las genotecas
construidas a partir de digestiones parciales esta limitada por la frecuencia de
corte de la enzima de restriccion y por la presencia de sitios de corte en las
posiciones adecuadas, lo que no sucede en genotecas por fragmentacion
mediante métodos fisicos como la sonicacion o pulverizacion. En cambio, el
empleo de la digestion enzimatica tiene la ventaja de que se pueden controlar
mas facilmente las condiciones de fragmentacion y se obtiene una mayor
eficacia en la clonacion de los fragmentos genomicos obtenidos.

Para compensar el factor no controlable de la falta de sitios de restriccion
en posiciones adecuadas, se realizaron genotecas con dos enzimas de
restriccion, Sau3Al y Tsp509l, estas dos enzimas poseen caracteristicas
diferentes. Al contrario que la diana de Sau3Al (GATC), la de Tsp509i (TTAA)
tiene una secuencia que es 0% G+C, lo que hace que un genoma como el de
Synechococcus (55% G+C) tenga potencialmente un menor nimero de sitios
Tsp509! que Sau3Al, que se localizaran preferentemente en regiones pobres en
pares G-C. Ademas, la diana de restriccion TTAA contiene un coddén de stop
(UAA), por lo tanto, se espera también una disminucion en 1/6 de estos sitios en
regiones codificantes, correspondiente a una de las 6 pautas de lectura. Estos
dos factores hacen que en las genotecas construidas con la enzima Sau3Al
haya una mayor probabilidad de que quede representado un determinado
dominio que interaccione con la proteina empleada como cebo, que en las
construidas con la enzima Tsp509l.
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4.2.2 Construccioén de genotecas de Synechococcus

En la figura 4.4 se esquematiza el proceso seguido para la construccion
de genotecas gendmicas de Synechococcus en E. coli. Se realizaron seis
genotecas que se diferencian entre si en la enzima empleada para la digestion
del DNA gendmico, en el rango de tamafio de los fragmentos empleados y en la

fase de lectura en que se expresan los insertos clonados.

Digestién parcial con

RiAgenomico 9 Sau3Al o Tsp 5091

Synechococcus

Separacioén electroforética

mcs
Ecoll )
Smal
Division de los fragmentos en dos Snsb 1 gm" !
grupos segun su tamario ;ﬂ)lﬂ
9

Aarlt

=) pGAD424
i 66k8 I
Seal 4 Ko v [ EroRY
Bpll: = 8 ¢ X
o Clal
Pwil
Digestion BamHI o EcoRly
Tratamiento con Fosfatasa
Ligacién alcalina de los vectores

1 Transformacién E. coli

Genoteca de
Synechococcus en
E. coli

Figura 4.4. Esquema del procedimiento seguido para la construccion de las genotecas genémicas de Synechococcus en
E. coli.
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Para la construccion de las genotecas se parti6 de DNA gendomico de
Synechococcus digerido parcialmente y de forma independiente con las enzimas
Sau3Al y Tsp509I. Cada digestion fue cargada en un gel y dividida en dos
grupos, fragmentos de tamafio grande con un rango comprendido entre 0.8 y
aproximadamente 2 Kb y fragmentos de tamafio pequefio con un rango
comprendido entre aproximadamente 0.3 y 0.8 Kb. Cada uno de los tipos de
fragmentos se cloné en una version de pGAD424 (+0, +1 y +2), o con una
mezcla equimolar de las tres versiones del vector, en fase con la pauta de
lectura de GAL4AD. Se realizaron ligaciones independientes con cada uno de
los tipos de fragmentos con el fin de evitar una sobrerepresentacion artefactual
de los fragmentos genémicos pequefos. Se clonaron los fragmentos Sau3Al en
vectores cortados con la enzima BamH| y los fragmentos Tsp509I en vectores
cortados con EcoRI, que entre si, tienen extremos compatibles. La mezcla de
cada ligacion se transfirid mediante electroporacion a E. coli DH5a y las colonias
que crecieron en medio selectivo, que constituyen la genoteca, fueron recogidas
en medio liquido LB. En la tabla 4.3 se resumen las caracteristicas de las

genotecas construidas.

. RANGO TAMANO
GENOTECA ENZIMA DIGESTION FRAGMENTOS (Kb) VECTORES N.C.IL.
G3 Sau3Al 0.35-0.8 pGAD424(+0) 5x 108
G4 Sau3Al 0.35-0.8 pGAD424 (+1) 5x 105
G5 Sau3Al 0.35-038 pGAD424 (+2) 5x10°
G6 Sau3Al 08-2 pGAD424 (+0,+1,+2) 3x106
GT1 Tsp509I <08 pGAD424 (+0,+1,+2) 8x108
GT2 Tsp509I >0.8 pGAD424 (+0,+1,+2) 7 x 108

Tabla 4.3. Genotecas construidas. N. C. |. es el nimero de clones independientes que constituyen cada genoteca. La
nomenclatura +0, +1 y +2, hace referencia a cada una de las tres versiones de los vectores empleados.

Las genotecas G3, G4 y G5, provienen de fragmentos pequefios
obtenidos por digestibn gendmica con la enzima Sau3Al, de manera que cada
una de ellas expresara los mismos insertos en una pauta de lectura diferente. La

genoteca G6 contiene los fragmentos de mayor tamafio de la misma digestion.
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En las genotecas G6, GT1 y GT2, la ligacion se hizo con una mezcla en relacién
equimolar de las tres versiones de los vectores, con lo que se quedd una sola
genoteca para cada grupo de tamano de fragmentos.

Con el fin de obtener un rango de fragmentos entre 0.5 Kb y 2 Kb en las
digestiones parciales de DNA gendmico se optimizd la concentracion de enzima
Sau3Al en las reacciones. Para ello, se hicieron varias digestiones preparativas
a pequena escala (con 1 ug de DNA genomico), manteniendo el tiempo vy la
temperatura de incubacion constante y variando la concentracién de enzima. Se
realizaron digestiones empleando 3 U (Unidades), 0.3 U, 0.15 U, 0.06 Uy 0.03 U
de enzima por cada ug de DNA gendmico digerido. Para la construccion de las
genotecas se optd por emplear la concentracion de enzima de 0.3 U por pug de
DNA, ya que generaban fragmentos mayoritariamente de entre 0.6 y 0.9 Kb y
hasta 1.7 Kb. El producto de la digestion de 10 pug de DNA genomico,
posteriormente, se dividid en dos grupos de tamano (figura 4.5). Los fragmentos
pequefios, menores de 0.8 Kb (figura 4.5, calle 1), se emplearon para las
genotecas G3, G4 y G5. Los fragmentos grandes, mayores de 0.8 Kb (figura 4.5,
calle 2) se emplearon para la genoteca G6. Ambos conjuntos de fragmentos
solapan, de manera que entre las dos genotecas, cubren todo el rango de

tamanos deseado.

Kb

Figura 4.5. Gel de agarosa con los fragmentos de DNA de Synechococcus generados por digestion con Sau3Al que se
emplearon en la construccion de las genotecas. Ap, marcador de tamafio, indicado en Kb.
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Las genotecas GT1 y GT2 se construyeron con fragmentos de DNA
generados por digestion con la enzima Tsp509l. Para obtener un rango de
fragmentos aproximadamente igual al que se obtuvo de las digestiones Sau3Al
se optimizd el tiempo de incubacion con la enzima. Para ello, se realizaron
digestiones preparativas, manteniendo constante tanto la concentracion de
enzima por cada pg de DNA como la temperatura de incubacion. Se comprobo
que tras 20 minutos de tiempo de digestion, la mayoria de los fragmentos tenian
un tamafo entre 0.3 Kb y 2.5 Kb. La digestidon asi realizada, se dividié en dos,
una parte conteniendo fragmentos grandes con un tamafio mayor de 0.8 Kb y
otra los fragmentos menores de 0.8 Kb (figura 4.6). Cada uno de los grupos de
fragmentos se empled para construir una genoteca, de manera similar a como
se hizo para la genoteca G6.

A B

kp GT1GT2

Figura 4.6. (A) Gel con la digestion parcial de DNA gendmico de Synechococcus con la enzima Tsp509! (B) Muestra con
los dos tipos de fragmentos genémicos empleados para la construccion de las genotecas GT1 y GT2. Ap, marcador de

tamafio, indicado en Kb.

Con el objetivo de examinar las caracteristicas de las genotecas
construidas, se realizé PCR de diez clones de cada genoteca empleando los
cebadores ACTA y ACTB que flanquean el sitio de clonacion. Los productos se
cargaron en un gel de agarosa para analizar la presencia de DNA amplificado y
su tamafo. En la figura 4.7 se muestra el gel obtenido a partir 9 clones de las
genotecas GT1 y GT2. En las genotecas de fragmentos grandes (G6 y GT2),
80% de los clones proporcionaron productos de PCR de diferente tamaino. En
las genotecas de fragmentos pequefios (G3, G4, G5 y GT1) el porcentaje

ascendi6 al 95%. Este numero es una estimacién de la presencia de diferentes
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fragmentos gendmicos en la genoteca y es una comprobacion de que los
tamafos de los insertos representados son los esperados a partir de los
fragmentos genomicos utilizados. Los resultados obtenidos mostraron que en las
genotecas habia diversidad de fragmentos y que éstos se correspondian con los

tamafos de los fragmentos empleados en la construcciéon de cada genoteca.

marcador
123 bp

GT1 GT2

bp

1200 — &
800 ——

Figura 4.7. Gel de agarosa en el que se observan los productos de la amplificacion por PCR de los insertos de 9 clones
de las genotecas GT1 y GT2. Ap, marcador de tamafio, indicado en bp.

4.2.3 Escrutinio de las genotecas con el cebo PIl

El procedimiento seguido para la identificacion de proteinas de
Synechococcus que interaccionan con Pll se resume esquematicamente en la
figura 4.8.

Tras la transformacion de la estirpe PJ696 portadora del cebo con DNA
plasmidico proveniente de una de las genotecas, se seleccionaron los clones
que crecieron en un medio selectivo para la interaccion. En este trabajo se
emple6 como medio selectivo, el medio YNB sin histidina con 1mM de 3-AT.
Estas condiciones se establecieron especificamente para los escrutinios
realizados empleando la estirpe PJ696 y el plasmido cebo pUAGC12.

Se utilizé la siguiente nomenclatura para los clones y plasmidos que se
fueron obteniendo durante el proceso de escrutinio:

¢ Clones totales: Clones capaces de crecer en medio YNB —leu —
trp, su numero viene determinado por la eficacia de la
transformacion.

e Clones candidatos: Clones obtenidos tras la seleccion inicial en
medio YNB -his + 3-AT 1mM.
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¢ Clones candidatos recomprobados: Clones candidatos que tras
ser aislados de la seleccion inicial, son capaces de crecer en
YNB sin histidina con 3-AT 1mM y/o sin adenina.

e Clones positivos recomprobados o presas: Clones que
contienen el plasmido derivado de pGAD424, procedente de los
clones candidatos recomprobados, y el plasmido pUAGC12 y
que son capaces de crecer en los medios selectivos anteriores.

e Plasmido presa: Es el plasmido derivado de pGAD424 que
portan los clones positivos y a partir del cual se expresa la
proteina de fusion al péptido que interacciona con PII.

¢ Clones hermanos: Son clones candidatos o clones positivos
gue contienen el mismo inserto.

Tras realizar el escrutinio con cada una de las genotecas por separado,
se obtuvieron inicialmente clones candidatos que crecen en medio sin histidina
con 1TmM de 3-AT. Estos clones fueron aislados y se recomprobo6 la capacidad
de crecer en medios sin histidina con diferentes concentraciones de 3-AT y la
capacidad de crecer en medio sin adenina, seleccionando asi los clones
candidatos recomprobados. Para facilitar el aislamiento de los plasmidos de la
genoteca, el DNA proveniente de estos clones se transfirié a E. coli HB101, cuya
auxotrofia para leucina es complementable por el gen marcador LEUZ2 de
pGAD424. Con el fin de verificar que la activaciéon de los genes testigo es debida
a la interaccién entre las dos proteinas de fusidon y excluir el efecto de posibles
mutaciones, se repitié el ensayo de interaccion cotransformando un nuevo clon
de PJ696 con pUAGC12 y el plasmido proveniente de la genoteca. En estos
transformantes, se volvié a analizar la interaccion en medio selectivo sin histidina
con 1mM de 3-AT y/o sin ad/enina, obteniéndose los clones positivos
recomprobados o presas. Se descartaron clones idénticos mediante PCR y
analisis de restriccion. En el caso de los escrutinios con las genotecas G3, G4,
G5 y G6 se descartaron estos clones de entre los clones positivos, en cambio en
las genotecas GT1 y GT2, se hizo antes, analizando los clones candidatos con

el fin de simplificar, ya que se obtuvo un mayor niumero de clones.
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Figura 4.8. Esquema del procedimiento seguido para el escrutinio de genotecas por el sistema del doble hibrido.

4.2.4 Rendimiento de los escrutinios y caracteristicas de los

clones obtenidos

En la tabla 4.4 se muestran las caracteristicas de cada escrutinio y las

presas que se obtuvieron en cada uno de ellos. La eficacia en la transformacion

se calculé como el nimero de clones que crecieron en el medio YNB —trp -leu

por cada ug de DNA empleado en la transformacion. A partir de la eficacia, se
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calcul6 el numero de clones totales.

La secuenciacion de los insertos que mostraron caracteristicas diferentes
permitiod la identificacion de 4 ORF (“open reading frames” o marcos de lectura
abierta) diferentes. De estos 4 ORF solo uno de ellos era el homélogo a una
proteina de funcién conocida en otros organismos: ArgB (NAGK). Las otras tres
eran proteinas de funcion desconocida con diferentes grados de conservacion
en otros organismos y se denominaron Pip1, Pip3 y PipX. También se obtuvo Pl
de Synechococcus como presa. Este era un resultado esperado ya que la
enzima Tsp509l tiene sitios de corte que flanquean pero no interrumpen la ORF
del gen g/nB de Synechococcus muestra que esta enzima genera un fragmento
que contiene toda la ORF de dicho gen.

ESCRUTINIO POR TRANSFORMACION EN S. cerevisiae PJ696

EFICACIA CLONES
GENOTECA (cloneslug e CANDIDATOS ~ RECOMPROBADOS POSITIVOS IDENTIFICADOS
ONA) s
NUMERO )
DE PROTEINA
CLONES  INSERTOKb  FUSIONADA
1 1 GInB Kpn
G3 2% 105 5% 108 14 10
9 0.9 NAGK
G4 2% 105 5, x 108 14 9 9 09 NAGK, ; 51
G5 2% 10° 5x 108 11 7 7 05 PipX
G6 2% 108 5% 106 10 7 7 27 Pipt
8(") 08 GIn 7942
GT1 3x 108 7,5x 105 9(*) * 20(8)
20(8) 038 NAGK,; 291
14 0,8 NAGK 7 35/
GT2 3% 105 7,5x 109 44 3 32 Pip3
17 0.8 GInB 7942

Tabla 4.4. Resultados obtenidos en los escrutinios de doble hibrido. La eficacia de transformacion de levaduras
portadoras del plasmido pUAGC12 con las genotecas esta expresada en nimero de transformantes por microgramo de
DNA. En la genoteca GT1 se indican con un “*" y con “&” los nimeros referentes a cada uno de los dos escrutinios que
se realizaron. De los positivos obtenidos se indica el nimero de clones obtenidos con un mismo inserto, el tamario del
inserto en miles de pares de bases y la proteina fusionada a GAL4AD que se expresa. “GInB Kpn” hace referencia a
GInB de Kiebsiella pneumoniae y GInB 7942 a GInB de Synechococcus sp. PCC 7942.

Por otro lado, se obtuvo un clon portador de un inserto que resulté ser
GInK de Klebsiella pneumoniae. Se comprobd que no correspondia a un inserto
genomico sino a una construccion previamente realizada en el laboratorio y por

lo tanto se trataba de una contaminacion del DNA de la genoteca, por lo que se
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descarté. Este incidente evidencia la importancia de extremar las precauciones
en la manipulacion de genotecas.

Con el sistema empleado y las condiciones de escrutinio utilizadas se
pretendia que la relacion entre las presas recomprobadas finalmente y los
clones de levadura candidatos obtenidos inicialmente fuera maxima.

Del escrutinio de 4 de las 6 genotecas construidas se obtuvieron clones
positivos conteniendo todo o parte del gen argB de Synechococcus sp. PCC
7942, identificado mediante comparaciéon de secuencias. El gen argB de
Synechococcus codifica para la enzima NAGK. Esta enzima, que pertenece a la
familia de las aminoacido quinasas, cataliza la fosforilacion del N-acetil
glutamato (NAG), en un paso comun en la ruta de biosintesis de arginina de
bacterias y plantas (Caldovic et al. 2003). Se obtuvieron 3 plasmidos presa:
pUAGCS61 tiene un inserto que contiene toda la ORF de argB precedida de 24
nucleétidos de regién gendémica con lo que la proteina de fusion incluye la
secuencia de aminoacidos de NAGK completa, pUAGC67 tiene un inserto que
contiene la ORF de argB desde el nucleétido 34 lo que resulta en la fusién a la
proteina NAGK11.301 Y pPUAGC69 desde el nuclebtido 222 a partir del cual se
expresa la fusion a NAGK,7.301 (figura 4.9). La genoteca a partir de la cual se
obtuvo cada uno de ellos se indica en la tabla 4. La secuencia del inserto de

pUAGC61 fue enviada a la base de datos con nimero de acceso AY354518.

222
|

pUAGCB9
34
il pUAGC6E7
-24
[ pUAGC61

argB 903

Figura 4.9: Plasmidos obtenidos en los escrutinios del doble hibrido conteniendo secuencias de argB. Se muestran los
insertos de cada plasmido, la numeracién indica la posicién de los nucledtidos respecto al inicio de la ORF.

En el escrutinio de la genoteca G5 con PIl como cebo se obtuvieron 7
clones con un inserto de 365 bp. Esta secuencia incluia una ORF completa de
89 amino&cidos en fase con el dominio GAL4AD. Al plasmido que contenia este
clon se le denomin6é pUAGC71 y a la ORF identificada, PipX (PIl Interacting
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Protein X). El inserto de este plasmido incluye los 18 bp que preceden al codon
de la metionina inicial de PipX, y que en la proteina de fusiéon expresada
suponen 6 aminoacidos entre el dominio GAL4AD y PipX.

Del escrutinio de la genoteca GT2 se obtuvo un plasmido presa con un
inserto de 3.2 Kb que resultd ser una fusion de fragmentos genémicos. Los 1098
bp iniciales fusionados al dominio GAL4AD correspondian a la proteina que se
denominé Pip3. Esta proteina presenta homologia con fitocromos y una
distribucién de dominios como los de éstos, esquematizada en la figura 4.10.
Posee una region N-terminal con dos dominios GAF que constituye el modulo
sensor del fitocromo seguida de una regién con dominios PAS y PAC o médulo
PAS y un médulo transmisor C-terminal formado por un dominio histidina
quinasa y un dominio ATPasa. La regién de la proteina obtenida en los
escrutinios incluia desde el aminoacido 641 hasta el 1007, lo que supone casi
completamente el denominado modulo PAS.

13 603
J -~ “—-A - W W

PAS domain
PAC domain
GAF domain
21 HiskA domain
HATPase_c

1095 1316

-

Moédulo PAS

Fig 4.10. Esquema de la distribucién en dominios de Pip3 obtenida empleando la base de datos SMART. Se indican
algunas posiciones significativas en la secuencia de aminoéacidos.

La presa Pip1, presente en siete clones obtenidos del escrutinio con la
genoteca G6, es una proteina de 488 aminoacidos que presenta dos dominios
de funcion desconocida conservados en bacterias, el programa COGNITOR
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitor.html) la situa en el COG2308, en

el que se encuentran proteinas de tipo BCR o transportadores de membrana
plasmatica. En este mismo grupo se encuentran otras proteinas
cianobacterianas con las que presenta homologia de secuencia, son: sll0335 de
Synechocystis sp. PCC 6803, gll2069 de Gloeobacter violaceus PCC 7421,
11971 de Thermosynechococcus elongatus BP-1 'y SYNW2456 de
Synechococcus sp. WH8102.
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4.2.5 Analisis doble hibrido de las presas de PIi

Con el objetivo de establecer conexiones entre las proteinas identificadas
en los escrutinios y proteinas de interés en transduccion de sefales del
nitrogeno, y obtener informacion sobre los requerimientos de sus interacciones
con PIlI, se hicieron nuevos ensayos doble hibrido. En ellos se emplearon
proteinas de fusién ya utilizadas y nuevas construcciones con derivados de Pl|
en los que se sustituyd la serina 49 por alanina, acido aspartico y acido
glutamico. Se obtuvieron tres tipos de resultados: se confirmoé la especificidad en
la interaccion con Pll de dos de las presas obtenidas, NAGK y PipX, se identificd
la interaccién PipX-NtcA y se analiz6 la importancia de la serina 49 y el estado

de fosforilacion de PII en el contexto de su interaccion con NAGK y PipX.

4.2.5.1 NAGK Y PIPX INTERACCIONAN ESPECIFICAMENTE CON Pl bE Synechococcus

Con el fin de realizar los ensayos de interaccion en las dos orientaciones,
es decir, fusionando las proteinas a cada uno de los dos dominios de GAL4, los
insertos de los plasmidos presa, derivados del plasmido pGAD424, se clonaron
en el plasmido pGBT9 mediante el procedimiento de gap-repair en levaduras.
Mediante esta técnica, a partir del plasmido presa pUAGC61, se obtuvo el
plasmido pUAGCG62 que expresa la proteina de fusion GAL4BD:NAGK y a partir
del plasmido presa pUAGC71, el pUAGC72 que expresa GAL4BD:PipX. En la
tabla 4.5 se representa un ensayo de interaccion por conjugacion entre las
presas obtenidas que eran capaces de verificar la interaccion, esto es, NAGK y
PipX y las proteinas anteriormente empleadas con las que se detectd
interaccion, es decir, NtcA y PIl. Se incluyeron como controles las proteinas
GInB y GInK de E. coli cuya interaccion mediante un sistema similar ya ha sido
caracterizada (Martinez-Argudo et al. 2002b).

Las interacciones de PIll con las presas identificadas NAGK y PipX
resultaron ser especificas con respecto a otras proteinas empleadas
previamente en este trabajo y a proteinas control. Ademas, su interaccion fue

verificada en ensayos por conjugacion, en lugar de cotransformacion. Por el
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contrario, las interacciones PII-Pip3 y PII-Pip1, no se detectaban en este tipo de
ensayos. Estas dos proteinas interaccionaron en el doble hibrido con PIl usando
la cotransformacion como método para crear la estirpe que expresa las dos
fusiones, que es el método que se emplea en los escrutinios. Asimismo, la
interaccion especifica se recomprobé en varias ocasiones, al volver a ser
cotransformada la estirpe PJ696 con los plasmidos que codifican para ambas
fusiones proteicas. Pero, al contrario que las presas PipX y NAGK, resultaron no
mostrar evidencias de unién cuando se empleaba la conjugacion como método
para crear la estirpe portadora de los dos plasmidos. Este hecho impedia el
trabajo con estas proteinas a nivel de interaccion en el doble hibrido, y, por este

motivo, se eligieron NAGK y PipX para caracterizaciones posteriores.

[ Pipx ] [NAGK]

By

GInB

GInK

(8

Figura 4.11. Interacciones doble hibrido entre proteinas Pil y las presas NAGK y PipX. Las cajas amarillas representan
proteinas de E. coli y las cajas verdes de Synechococcus. Detalles como en figura 3.2.

Synechococcus E. coli
Pll PipX NAGK NtcA GInB GinK NP

Pll ++ ++ + - + +

NtcA - + - . .

PipX ++4+ s R ¥ B

Synechococcus

NAGK ++ # -
PIPI

PiP3

GInB + - - - + +

E. coli

GinK + - - - ¥ +

NP - B - B g

Tabla 4.5. Interacciones de las proteinas identificadas en los escrutinios, NAGK y PipX. Detalles como en tabla 4.2.
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4.2.5.2 PIPX INTERACCIONA CON NTCA

De entre las interacciones ensayadas se detectd union especifica en el
doble hibrido de PipX a NtcA que se recomprobd en los ensayos por
conjugacion (tabla 4.5). La validez de este hallazgo ha sido posteriormente
confirmada mediante diferentes aproximaciones in vitro e in vivo. La interaccion
entre PipX y NtcA, junto con la interaccion ya comentada entre Pll y PipX
conecta a los dos reguladores clave en la asimilacion del nitrogeno. Por otra
parte, también se ha confirmado posteriormente que PipX es un monémero, lo

que se deducia de los estudios doble hibrido presentados.

™

\/

Figura 4.12. Interacciones en el doble hibrido entre PipX, Pll y NtcA. Detalles como en figura 4.2.

4.2.5.3 MUTACIONES EN LA SERINA 49 DE PIl ELIMINAN SU INTERACCION CON NAGK
PERO NO CON PIPX EN EL DOBLE HiBRIDO

La Serina 49 de Pl de Synechococcus es €l sitio de regulacion por
fosforilacion (Forchhammer et al. 1995). Ha sido descrito el efecto de
sustituciones de la serina 49 de Pl por aminoacidos que simulan los estados
fosforilado y desfosforilado de esta proteina sobre la regulacion del transporte de
nitrato (Lee et al. 2000) y nos preguntamos su efecto en las nuevas
interacciones identificadas. Para ello, se construyeron plasmidos en los que se
fusionaron a los dominios de GAL4 versiones de la proteina Pll portadoras de
las mutaciones puntuales S49A, S49E y S49D. La proteina PII>*** tiene una

IS49D y

P115*°€ tienen un 4cido aspartico y un &cido glutamico, respectivamente, en dicha

alanina en la posicién 49 y es incapaz de ser fosforilada. Las proteinas PI

posicion, cuyo tamafio y carga negativa podrian mimetizar al grupo fosfato de la

proteina fosforilada.
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Los resultados obtenidos indicaron que PipX interacciona con los
derivados de Pll de manera similar a como lo hace con la proteina silvestre
(tabla 4.6), aunque se observa una intensidad ligeramente mayor en la
interaccion GAL4AD:PIIS***/GAL4BD:PipX. Este resultado sugiere que la
interaccion no depende del estado de fosforilacion de PII.

Por el contrario, se observé que la interaccion NAGK — Pll se veia abolida
en el doble hibrido con cualquiera de los tres cambios en la S49 (tabla 4.6),
mostrando la importancia de la conservacion de este residuo para la interaccion.
La serina 49 esta conservada en organismos que llevan a cabo fotosintesis
oxigénica, es decir, cianobacterias, algas y plantas. En algunos miembros de
estos tres grupos en los que se ha ensayado la capacidad de las proteinas
correspondientes de interaccionar en el doble hibrido los resultados han sido
positivos (Burillo et al. 2004; Sugiyama et al. 2004).

Debido a que en la levadura no existen la quinasa y fosfatasa de Pll, es
de suponer que la proteina se encuentra desfosforilada vy, por lo tanto, es:n
este estado de PIl, en el que se produce la interaccion. Ya que la proteina Pl o
no se une a NAGK en el doble hibrido, ésta no se comporta, tal como se habia
sugerido previamente (Lee et al. 2000) como una proteina silvestre

constitutivamente desfosforilada en lo que respecta a esta interaccion.

T T e P PIBSE PipX NAGK
GAL4AD 7 - - :

Pll ++ ++ ++

PIIS49A | ++ ++ ++ ++ ++

Pj|S49D ++ ++ ++ ++ ++

PI[S49E ) ++ ++ ++ ++ 4+

PipX x +++ +++ +++ +++ g +

NAGK ++ - s - + &

|
|
|
|
41

Tabla 4.6. Interacciones entre las proteinas NAGK, PipX, Pll'y derivados de ésta. Detalles como en tabla 4
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" NAGK

Figura 4.13. Interacciones entre Pll y derivados de PIl con las presas NAGK y PipX. Detalles como en figura 3.2.

4.3 Caracteristicas de la interaccion Pll - NAGK

4.3.1 Pll estimula la actividad NAGK en Synechococcus

Con la intencion de investigar si la interaccion PII-NAGK tenia algun
efecto sobre la actividad NAGK por parte de PII, se cuantifico la actividad NAGK
en el mutante PIl nulo MP2, en el mutante puntual MP2A portador de la proteina
PII®*A 'y en la estirpe silvestre. Para ello, se obtuvieron extractos proteicos de
cultivos de estas estirpes de Synechococcus en amonio y tras ser cultivados
durante cinco horas sin fuente de nitrogeno. Los extractos se obtuvieron en
presencia de 5mM de 2-oxoglutarato con el fin de compensar su dilucién al
romper las células, y evitar la consiguiente alteracion del estado de fosforilacion
de PIll. Tras ello, se realiz6 la cuantificacion de la actividad enzimatica utilizando
como substratos L-NAG y ATP. Como se puede observar en la figura 4.14, en el
mutante PIl la actividad NAGK es inferior a la del silvestre lo que implica que
esta actividad es estimulada por Pll. Se observo, asi mismo, que la actividad en
el silvestre era 3 veces mayor cuando era cultivado en amonio que en ausencia
de fuente de nitrégeno. Esta diferencia en la actividad NAGK entre las dos
condiciones de nitrégeno esta de acuerdo con los datos obtenidos paralelamente
por otros autores (Heinrich et al. 2004) donde se documenta una induccion de 5
veces en la actividad NAGK, e implica que es en el estado desfosforilado en el
que PIl estimula la actividad NAGK.
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Actividad NAGK

pr—

mU NAGK/mg proteina
N

T

N | NH4 ‘ N \ NH4 N NH4
7942 | MP2 MP2A ‘
Estirpe Medio de cultivo mU NAGK/mg prot
N 2.993
7942
NH, 8.808
N 0.000
MP2
NH, 0.180
N 0.084
MP2A
NH, 0.242

Figura 4.14. Actividad NAGK en extractos proteicos de las estirpes silvestre (7942), mutante nulo Pll (MP2) y mutante
PII™** (MP2A), en presencia de amonio como fuente de nitrogeno (NH,) y tras 5 horas en ausencia de fuente de
nitrébgeno (-N). Los datos indicados en la tabla inferior son el resultado de un experimento representativo y se
corresponden con el diagrama de barras superior.

NAGK ademas de suponer el unico blanco de PIl identificado hasta el
momento en Synechococcus, es la unica funcién para la cual se ha descrito el
mecanismo molecular: Pll en su estado desfosforilado se une a NAGK
induciendo la actividad de la enzima: disminuyendo la Km en un factor de 10 y
amuentando la Vmax en un factor de 4 (Maheswaran et al. 2004). Las funciones
conocidas hasta ahora de PIl en bacterias incluyen modificacién de la actividad
de proteinas reguladoras, de enzimas y de transportadores. Todas las funciones
nombradas estan enmarcadas en el contexto de la asimilacion de fuentes
sencillas de nitrbgeno como nitrato o amonio y la fijacion de nitrégeno. La
regulacion de NAGK extiende el espectro de los procesos regulados por Pli
hacia niveles mas avanzados en el metabolismo de compuestos nitrogenados.

En Synechococcus sp. PCC 7942, al contrario que en otras
cianobacterias, no se acumula como cianoficina. El exceso de arginina no
metabolizado se excreta y es utilizado por la enzima L-AOX para generar

amonio en el espacio periplasmico (Bockholt et al. 1996). Mutaciones en la
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enzima NAGK que provocan la ausencia de inhibicion por arginina de la enzima
dan lugar a una excrecion de este aminoacido al medio extracelular por exceso
de su sintesis en cultivos crecidos con nitrato como fuente de nitrogeno (Wolters
et al. 1991). El efecto de estas mutaciones es parcialmente analogo al de la
proteina PIl, que al unirse a NAGK, ademas de estimular su actividad, disminuye
en gran medida el efecto inhibitorio de la arginina (Maheswaran et al. 2004).
Esto hace suponer que la interaccion Pl - NAGK provocara una mayor sintesis
de arginina y su exceso podra ser reciclado en parte para la sintesis de amonio
por la enzima L-AOX. Posteriores trabajos serian necesarios para entender la
relacion entre la interaccion Pll - NAGK y el resto de interacciones de Pl (fisicas

y genéticas) implicadas en la asimilacion de fuentes sencillas de nitrogeno.

4.3.2 Evolucién de ArgB y PII

Pil de Synechococcus, ademas de presentar a nivel de secuencia
porcentajes de similitud mayores con eucariotas fotosintéticos que con el resto
de bacterias, comparte con los primeros, residuos concretos en el T-loop, como
aquellos de las posiciones 42 y 51 (figura 4.15). El aminoacido de la posicion 51
tiene un claro significado funcional ya que es la tirosina que se uridila en
enterobacterias. Este residuo estéa conservado en cianobacterias, y
concretamente Pll de Synechococcus es uridilable con baja eficacia en esta
posicion (Forchhammer et al. 1999). En plantas, esta posicion esta ocupada por
una fenilalanina. En la posicion 42 todas las cianobacterias y el alga roja P.
purpurea tienen una glutamina y las plantas una serina, mientras que el resto de
las bacterias analizadas que tienen una histidina. Por tanto, el aminoécido que
ocupa esta posicion diferencia entre las proteinas Pll de cianobacterias y
plantas, sin tener en cuenta la secuencia del T-loop en C. caldarium que parece
ser una excepcion (figura 4.15). Los aminoacidos de las posicidones 49 y 45
estan conservados y son los que diferencian mas claramente organismos
fotosintéticos oxigénicos de bacterias no pertenecientes al grupo de las
cianobacterias. En conjunto, parece que existen peculiaridades en la secuecia
del T-loop exclusivas de Pli de organismos fotosintéticos.

Como se ha discutido previamente, la importancia de la serina 49 para la
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interaccion con NAGK y el hecho de que este residuo sea especifico de
cianobacterias, algas y plantas, sugiere la posibilidad de que la interacciéon
suceda en organismos que llevan a cabo fotosintesis oxigénica, y no en
proteobacterias como E. coli en las que esta serina estd ocupada por una

alanina.

37 54

— |

Synechococcus PCC 7942
Anabaena PCC 7120
Nostoc punctiforme
Fremyella diplosiphon
T. elongatus BP-1
Synechocystis PCC 6803
Synechococcus PCC 7002
T. erythraeum IMS101
P. marinus MIT9313
Synechococcus WH8102
Gloeobacter violaceus PCC7401
Porphyra purpurea
Cyanidium caldarium
Medicago sativa
Ricinus communis
Arabidopsis thaliana
|Oryza sativa

GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GROKGQTERYRGSEYT-VE
GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GROKGQTERYRGSEYT-VE
GROKGQTERYRGSEYT-VE
GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GROKGQVERYRGSEFT-VE
GROKGQVERYRGSEFT~-VE
GRQKGQTERYRGSEYT-VE
GRQKGQTERYKGSEYS-ID
GKQIGGIERSKGVEYD-SE
GAQGGSKERQGGSEFSEDN
GAQGGSTERQGGSEFSEDK
GAQGGSTERHGGSEFSEDK
GAQGGSTERHEGSEFAEDT

Escherichia coli
|Salmonella typhymurium
|Agrobacterium tumefaciens
|Rhizobium meliloti

GRQKGHTELYRGAEYM-VD
GRQKGHTELYRGAEYM-VD
GRQKGHTELYRGAEYV-VD
GRQKGHTELYRGAEYV-VD

Mesorhizobium loti
Corynebacterium glutamicum
|Mycobacterium tuberculosis
]Streptomyces coelicolor

GRQKGHTELYRGAEYV-VD
GQOKGHTEVYRGAEYA-VD
GRQKGHTEVYRGAEYS-VD
GRQRGHTEVYRGAEYT-VD
GRQRGHTEVYRGAEYT-VD

Fig 4.15. Alineamiento de las secuencias deducidas del T-loop de proteinas Pll de los organismos indicados. Se han
sombreado en gris residuos relevantes. Los organismos enmarcados en verde incluyen cianobacterias y eucariotas con
cloroplastos y en amarillo otras bacterias.

En este contexto, nos preguntamos si la presencia de serina en esa
posicion se correspondia con algun aspecto evolutivo de la proteina NAGK. Se
hicieron alineamientos y arboles de genes de las proteinas Pll y NAGK. Los
arboles obtenidos usando los modelos de evolucion Neighbour-joining y
Minimum evolution dieron la misma topologia. Se consideraron los arboles
obtenidos mediante el modelo de Minimum evolution, que muestran en comun el
agrupamiento de las cianobacterias y plantas en un cluster diferenciado del resto
de bacterias, para ambas proteinas (figura 4.16). Con el mismo objetivo, se
realizaron alineamientos de las proteinas completas NAGK de cianobacterias,
algas, plantas y dos proteobacterias, observandose que en los 80 aminoacidos

C-terminales de la proteina existia una conservacion de secuencia especifica de
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cianobacterias y eucariotas fotosintéticos no compartida con sus homélogas en
E. coli y P. aeruginosa (fig 4.17). Esta conservacion podria suponer una
especializacion en las secuencias de estos organismos, que se muestran
agrupados en los arboles filogenéticos tanto de PIll como de NAGK (fig 4.16). El
hecho de que la conservacion de esta region también se corresponda con un
perfil en cuanto a interacciones en el doble hibrido (Burillo et al. 2004; Sugiyama
et al. 2004) sugiere que dicha regién podria determinar algunas propiedades

especificas de NAGK en organismos fotosintéticos oxigénicos.

NAGK Pl

100 [— ARGB NOSPU 95 [ GLNB NOSPU

GLNB P7120

GLNB THEEL

GLNB P6803

GLNB P7942

GLNB TRIER

GLNB P9511

GLNB PORPU

- [ GLNB ARATH
41
ARGB ORYSA ) 100 L————— GLNB ORYSA

— ARGB RHILO 100 GLNB ECOLI
%@ AGRTU GLNB SALTY
56L— ARGB RHIME 99 [~ GLNB AGRTU
ARGB STRCO —woiema RHIME
o ARGB BIFLO GLNB RHILO

73 ARGB CORGL

51 ARGB ARATH

7 GLNB CORGL
[~ ARGB ECOLI GLNB BIFLO
29
100 L— ARGB SALTY 88 GLNB STRCO
— —
04
0.05

Figura 4.16. Arboles de genes de las proteinas ArgB y PII, usando el modelo de evolucion Minimum Evolution. Se ha
redondeado en verde el subarbol formado por los organismos pertenecientes al grupo de las cianobacterias y eucariotas
con cloroplastos. En los nodos de cada ramificacién se indican los valores de bootstrap. Los hombres de los organismos
estan abreviados de manera que NOSPU es Nostoc punctiforme, P7120 es Ababaena sp. PCC 7120, TRIER es
Trichodesmium erythraeum, P6803 es Synechosystis sp. PCC 6803, THEEL es Thermosynechococcus elongatus,
PORPU es Porphyra purpurea, P7942 es Synechococcus sp. PCC 7942, MIT93 es Prochlorococcus marinus MIT9313,
ARATH es Arabidopsis thaliana, ORYSA es Oryza sativa, BIFLO es Bifidobacterium longum, CORGL es
Corynebacterium glutamicum, STRCO es Streptomyces coelicolor, AGRTU es Agrobacterium tumefaciens, RHIME es
Rhizobium meliloti, RHILO es Mesorhizobium loti, ECOLI es Escherichia coliy SALTY es Salmonella typhymurium.

Por otro lado, la migracién de los genes argB y g/inB durante la evolucion
de los organismos que realizan fotosintesis oxigénica desde el cloroplasto al
nucleo sucedié aproximadamente en el mismo momento evolutivo (Martin et al.
2002). El hecho de que, las proteinas NAGK y Pll interaccionan en entidades

biolégicas emparentadas como las cianobacterias y los cloroplastos de algas y

plantas sugiere que se trata de una interaccion funcional lo suficientemente
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importante para que se haya conservado en la evolucién desde un organismo

ancestral comuan (Burillo et al. 2004).

10 20 30 40 50 60 70 Ele) 100
[SPIPIN I | L Y N A R N e N O O O o IR e I I R
Synechococcus PCC 7942 MSS EFIEAGARADR VRILSE LOQFAGRTVV VKYGGAAMKQ
Synechocystis PCC 6803 TQ DYIGEEAATR VKILSEALPY IQHFAGRIVV VKYGGAAMKD
Anabaena PCC 7120 ----MMVNDI EYIRQAEATR VQVLSEALPY IQQFAGRTVV VKYGGAAMKD
P. marinus MIT9313 -MESAKSAAA LVEPCQTNSA RRLTEDDSLR VSVLSEALPY IQRFSGRRIV IKYGGAAMAH
P. purpurea ----MLTNTE RVKVLSDVTI LOKFSSRIIV IKYGGAAMKN
A, thaliana -MATVTSNAS PKSFSFTVSN PFKTLIPNKS PSLCYPTRNK NHHRLGFSIK ATVSTPPSIA TGNAPSPDYR VEILSESLPF IQKFRGKTIV VKYGGAAMTS
0. sativa MMLTKPEPSS NLLLPTTTAL PNPSPNPSRV TPLASGRGRR GHHRVCASSV APAQPASVAQ P--TAPALSR VDVLSEALPF IQRFRGKTVV VKYGGAAMKS
C. tepidum --MLVEALPY IRKFEGKTFV IKYGGAAMKD
P. aeruginosa M TLSRDDAAQYV AKVLSEALPY IRRFVGKTLV IKYGGNAMES
E. coli PLI IKLGGVLLDS
* * P A e e T
1190 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e o e T T e O e O I I B Y I I B (|
Synechococcus PCC 7942 EELKEAVMRD IVFLACVGMR P-VVVHGGGP EINAWLGRVG IEPQFHNGLR VIDADTMEVV EMVLVGRVNK DIVSRINTTG GRAVGFCGTD GRLVLARPH-
Synechocystis PCC 6803 SNLKDKVIRD IVFMASVGIR P-VVVHGGGP EINTWLDKVG IEPQFKDGLR VIDAATMDIV EMVLVGRVNK ELVNLINQAG GKAVGLCGKD GQLMTARTM-~
Anabaena PCC 7120 SHLKDQVIRD IVFLSCVGLR P-ILVHGGGP EINSWLDKLG IEAQFKNGLR VIDAPTMDVV EMVLVGRVNK EIVSLINQAG GLAVGLCGKD GNLITARPQ-
P. marinus MIT3313 ANLQEAVFRD LALLVSVGVE P-VVVHGGGP EINQWLERLE IPAQFRDGLR VTDADTMDVV EMVLVGRVNK QIVNGLNQOLG AKAVGLSGSD GNLVEARPW-
P. purpurea QKLKDHVISD LVFLSFIGLR P-ILVHGGGP EINFWLDQLK ILPKFENGVR VTDQPTMDIV EMVLVGRVNK DLVASINKQG GKSVGLSGKD GLLITSRPS-
A. thaliana PELKSSVVSD LVLLACVGLR P-ILVHGGGP DINRYLKQLN IPAEFRDGLR VIDATTMEIV SMVLVGKVNK NLVSLINAAG ATAVGLSGHD GRLLTARPVP
0. sativa PELQSSVIRD LVLLSCVGLR P-VLVHGGGP EINSWLGRVG VEPQFRNGLR VIDALTMEVV EMVLVGKVNK QLVSLISVAG ATAVGLCGKD ARLLTARPSP
C. tepidum EVLKNIFAEN VTLLRKVGIK V-VIVHGGGD ATITKTSAKLG LETTFVHCKR VIDRQTVDVI QMTLAGKVNQ DIVQLINKDG GNAVGVSCLD ADTILAK---
P. aeruginosa EELKAGFARD VVLMKAVGIN P-VVVHGGGP QIGDLLKRLS IESHFIDGMR VIDAATMDVV EMVLGGQVNK DIVNLINRHG GGAIGLTGKD AELIRAKKLT
E. coli EEALERLFSA LVNYRESHQR PLVIVHGGGC VVDELMKGLN LPVKKKNGLR VIPADQIDII TGALAGTANK TLLAWAKKHQ TAAVGLFLGD GDSVKVIQLD
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Synechococcus PCC 7942 -DQEGIGFVG EVNSVNSEVI EPLLERGYIP VISSVAADEN GQSFNINADT VAGEIAAALN AEKLILLTDT RGILEDPKRP ESLIPRLKIP
Synechocystis PCC 6803 ~TNKDVGFVG EVSSVDARVV ETLVKSGYIP VISSVAADEF GQAHNINADT CAGELAAALG AEKLILLTDT RGILRDYKDP STLIHKLDIQ
Anabaena PCC 7120 ~GQEGIGFVG EVSNVKIKIL ETLASNGYIP VVSSVAADDS GQAYNINADT VAGEIAAALG AEKLILLTDT RGILKDYQDP GTLIPKVDIR
P. marinus MIT9313 -GDGSHGFVG DVARVNTDVL EPILAKGYVP VISSVAATVE GCSHNINADT VAGEIAAALE AEKLILLTDT PGILLDRDDP SSLVHQLRLS
P. purpurea -DKPNLGFVG EVONVDTNLL EILINNNYIP VIASVAADKQ GQSYNINADT VAGEIAARLN AEKLILLTDT PGILRNASDA TTLISHLSIQ
A. thaliana -NSAQLGFVG EVARVDPSVL RPLVDYGYIP VIASVAADDS GQAYNINADT VAGELARALG AEKLILLTDV AGILENKEDP SSLIKEIDIK
0. sativa -DAAALGFVG EVTRVNPSVL HPIIESGHIP VIATVAADET GQAYNINADT AAGEIARALG AEKLLLLTDV SGILADRNDP GSLVKEIDIA
C. tepidum PNASTLGLVG EVAEINTRYI DLLCDAGLIP VIAPIGYDME GNIYNINADD AAAAIAVALK REKLIYVSDV EGVRVG-NRI LKTICKADAA
P. aeruginosa PEIIDIGHVG EVTGVNVGLL NMLVKGDFIP VIAPIGVGSN GESYNINADL VAGKVAEALK AEKLMLLTNI AGLMDKQGQV LTGLSTEQVN
E, coli  mmmmmeme—e o EELGHVG LAQPGSPKLI NSLLENGYLP VVSSIGVTDE GQLMNVNADQ AATALAATLG AD-LILLSDV SGILDGKGQOR IAEMTAAKAE
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Synechococcus PCC 7342 QSRELIAQGI VGGGMIPKVD CCIRSLAQGV RAAHIIDGRI PHALLLEIFT DAGIGTMIVG SGYHEAHQPWQ--
Synechocystis PCC 6803 QARELIGSGI VAGGMIPKVT CCVRSLAQGV RAAHILDGRL PHALLLEVFT DLGIGSMIVA
Anabaena PCC 7120 EARELINSGV VSGGMIPKVT CCVRSLAQGYV RAAHIIDGRI PHALLLEIFT DVGIGTMILG
P. marinus MIT9313 EARQLITEGV VAGGMTPKTE CCIRALAQGYV GAAHIIDGRV PHALLLEVFT DAGIGTMVVG
P. purpurea EARDLTKTAV ISGGMIPKVN CCIRSLAQGY ASAHILDGRI DEALLLEILT DQGIGSMLVV
A. thaliana GVKKMIEDGK VAGGMIPKVK CCIRSLAQGV KTASIIDGRR QHSLLHEIMS DEGAGTMITG
0. sativa GVRQMVADGK VGGGMIPKVE CCVRALAQGV HTASIIDGRV PHSLLLEILT DEGTGTMITG
C. tepidum ELIEKG---1 ITGGMIPKVV SAYQTLDGGV GKVHLIDGQI THSLLLEVFT NEGVGTQEVN
P. aeruginosa ELIADG---T IYGGMLPKIR CALEAVQGGV TSAHIIDGRV PNAVLLEIFT DSGVGTLISN
E. coli QLIEQG---I ITDGMIVKVN AALDAARTLG RPVDIASWR- HAEQLPALFN GMPMGTRILA
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Fig 4.17. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoéacidos de las proteinas NAGK de los organismos que se
indican. Se han sombreado las posiciones conservadas en todas las secuencias, los asteriscos indican las posiciones
conservadas en las secuencias pertenecientes a cianobacterias, algas y plantas.

Al igual que la proteina NAGK de Synechococcus, las de Thermotoga
maritima y Pseudomonas aeruginosa tienen una estructura cuaternaria en forma
de hexameros (Fernandez-Murga et al. 2004; Maheswaran et al. 2004), en
contraposicion con la de E. coli que forma dimeros (Ramon-Maiques et al. 2002).
Asimismo, la biosintesis de arginina en organismos con NAGK hexaméricas
inhibibles por este aminoacido, se realiza a traves de la generacion de ornitina
por una ruta ciclica mientras que en E. coli ésta se realiza a través de una ruta
lineal (Caldovic & Tuchman 2003). De este modo, parece que las NAGK'’s que
forman hexameros son las que muestran inhibicién por arginina y es probable

que esta propiedad estructural esté relacionada con este tipo de inhibicidén. En
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plantas, que tienen una ruta de sintesis de arginina como la de Synechococcus
(Slocum 2005), NAGK ha sido poco estudiada y no se ha demostrado la
estructura hexamérica. Los unicos datos disponibles de la proteina de plantas
son los que se refieren a la proteina de Pisum sativum para la que se ha
sugerido una estructura de heterotetramero cuya actividad es inhibida por
arginina (McKay et al. 1981). Dada la conservaciéon de las proteinas de algas y
plantas y su comportamiento muy similar en el doble hibrido a las proteinas de
cianobacterias, parece razonable sugerir la posibilidad de que tengan una
estructura hexamérica, surgiendo asi la cuestion de si esta estructura es
determinante en la regulacién por PIl. Esta cuestién parece resolverse con que
no lo es, ya que en P. aeruginosa la actividad de NAGK no es estimulada por Pil
(V. Rubio, comunicacién personal). Por lo tanto, como se ha propuesto
anteriormente, debe ser la conservacion de residuos especificos tanto en PlI
como en NAGK de organismos fotosintéticos la que determine la conservacion

de la interaccion.

4.4 Caracterizacion preliminar de PipX

4.4.1 Obtencion de secuencias adyacentes al gen pipX

Con el objetivo de obtener la secuencia de las regiones flanqueantes al
gen pipX, que permitiese analizar la presencia y conservacion de genes
contiguos, verificar cual es la metionina inicial y llevar a cabo la inactivacion de
dicho gen, empleamos la técnica PCR-walking. Para obtener la regiéon a 5’ del
gen se realizaron varias digestiones gendmicas independientes con las enzimas
EcoRV, Rsal, Scal y Sspl, que generan extremos romos y no cortan entre la
secuencia correspondiente al oligonucleétido especifico PIP2-2R y la secuencia
conocida aguas-arriba. Cada uno de estos DNA digeridos se ligd en romo con un
acoplador formado por los oligonucle6tidos TRANS P-01 y TRANS P-02. Puesto
gue el acoplador solamente es romo en un extremo, solo se puede ligar en una
determinada orientacién. Los productos de la ligacion se digirieron con Sall, que

corta aguas - abajo del sitio de hibridacion del oligonucleétido PIP2-2R en la
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secuencia de pipX. Tras ello, se realiz6 una reaccion de PCR para cada una de
las digestiones iniciales en romo, empleando los oligonucleétidos TRANS P-01 y
PIP2-2R. Se obtuvieron 2 productos de PCR, que provenian de las digestiones
con las enzimas Sspl y Rsal, el primero de aproximadamente 0.8 Kb y el
segundo de aproximadamente 1.7 Kb (figura 4.18 A).

Los productos obtenidos de estas PCR se secuenciaron con el
oligonucleétido TRANS P-01 y ambos contenian secuencias adyacentes a la que
disponiamos. La secuencia proveniente del producto mayor contenia Ia
secuencia del producto menor, como es esperable. Con el fin de comprobar que
la secuencia obtenida era correcta se amplific6é mediante PCR, a partir de DNA
genomico, con el oligonucleétido PIP2-2R y un oligonucleétido que hibrida en la
secuencia obtenida, PIPX-126-F. Este producto se secuencid6 con el
oligonucledtido PIPX-126-F. La secuencia disponible en este punto se mando6 al
GenBank con numero de acceso AY301618.

A

TRANSP-01
¥ GG\%——> { PipX
|
rRAnsp.0p RS8l  Sspl Pip2-2R Sall
B PIPX-4F
___WS ?‘GG 3
Sall Rsal Hincll

Figura 4.18: Esquema de los productos intermedios de PCR-walking a 5’ (A) y a 3’ (B) a partir de los que se obtuvieron
secuencias adyacentes a pipX (linea negra). La secuencia perteneciente a la ORF de pipX viene representada como una
flecha, la secuencia conocida fuera de pipX como una caja verde. Se indican las posiciones de corte de las enzimas y los
sitios de hibridacién de oligonucleétidos empleados.

Para obtener secuencia adicional a 3’ del gen pipX se utilizé la misma

estrategia. Partiendo de digestiones con las enzimas Rsal, Hincll, Smal, Pvull,
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Sspl y EcoRV, y usando como oligonucleétido especifico PIPX-4F y como
oligonuclettido presente en el acoplador TRANS P-01. Se obtuvieron dos
productos de PCR de aproximadamente 400 bp procedentes de las digestiones
con las enzimas Hincll y Rsal (figura 4.18 B).

La secuencia obtenida en los dos ensayos se comprob6 amplificando por
PCR, a partir de DNA genomico, con los oligonucledtidos LCY-PIPX-1F y PIPX-
5R y secuenciando este producto con LCY-PIPX-1F, el cual hibrida en el gen lcy,
localizado aguas-arriba de pipX. La ORF de este gen, que codifica para la
enzima licopeno ciclasa, termina 144 pares de bases aguas-arriba del codon de
inicio de pipX. A 25 pares de bases del coddn de stop se inicia otra ORF,
selo03001348, que codifica para una proteina de funcibn desconocida
conservada en cianobacterias (figura 4.19).

Para obtener un producto mediante esta técnica se requiere que haya, en
la secuencia que se obtiene, al menos, una diana para una de las enzimas
usadas mas cercana al oligonuclettido especifico que la proxima diana Sall.
También se requiere que la distancia entre ésta y el oligonucledtido especifico
sea del tamano adecuado para que se produzca la amplificacion por PCR. Es
por ello, que solo a partir de algunas de las digestiones genémicas iniciales se
obtienen finalmente productos de PCR.

&
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Figura 4.19: Esquema de la estructura de Ia region genémica que contiene al gen pipX. La ORF del gen lcy, que codifica
para la enzima licopeno ciclasa, termina 144 pares de bases aguas-arriba del codén de inicio de PipX. A 25 pares de
bases del codén de stop de pipX se inicia otra ORF, selo03001348, que codifica para una proteina de funcién
desconocida conservada en cianobacterias. Los numeros indican la posicion relativa en pares de bases. La barra
marcada pUAGC71 se indica la regién presente en el inserto de dicho plasmido. Se indica el lugar de hibridacion de
algunos oligonuclettidos empleados.
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4.4.2 Conservacion de pipX en cianobacterias

Con el fin de obtener informaciéon sobre la presencia de homoélogos de
pipX en otros organismos, se realizaron busquedas en las bases de datos de
secuencias con el programa BLAST. Se observé que el gen que codifica para la
proteina PipX estaba presente inicamente en cianobacterias y que no mostraba
homologia con ninguna otra proteina. El alineamiento de las secuencias
cianobacterianas mostré un alto grado de similitud entre ellas.
R e R e

cc8605 R R B S R s S A MASERYLNHPTFGMLYRVAPAGEG-----RDVYATLYAQRMFFLVTL-QPRGAQFEVIPYGDARHHAEVHLGRCRR-~-DG-SDELEAWSQLFDOTET 88
WH8102 - --MMEAASMAAERYLNHPTFGMLYRVAPAGEG RDIYATLYAQRMFFLVTL-QPRGAQFEVIPYGDARYHADVNLORCQR-~-AG-SEELENWRQLFDQTFI 94

MIT9313 = —---MSAERYLNHPTFGMLYLVAPAGDG-----RDVYATLYAQRMFFLVTL-QPRGAQFEVIPYQDARHYAELHLTHCRR-~~-DR-SPEYESWQQLFAQTFI 88
MED4 e -MSSERYLNHPTFGMLYQVSLGIEG-----KDIYATLYAQKMFFLVEV-KQREVFFEVIPYLDARNQSELNLORARR-~-0QG-SEDFSKWDNLFRQTFL 88
PCC6803 — ~MSNEIYLNHPTFGLLYQICFLDDN-----QEIFTTLYAQRLFFLVKT-TPNNTQFEPITRADAKLLIENRLRFLRR-~~-AGDFKAYDVLAKLHKNTF- 88
PCC7120 - —--MNPENSETYINHPTWGLLYRICMVDES--—-- ODLFTTLYAQRLFFLVGN-DIKAIKFQPIGRTEARMLLENRLRNLRR~~-NGQSQEYDQLQSVFQRTFQ 92
ATCC29133 -- ---MNPENAETYINHPTWGLLYKICMVDET---~-~ ODLFTTLYAQRLFFLVAN-DVKGVKFQPIGRTEARMMLENRLRTLRR---SGHSQEYDQLQSVFORTFQ 92
WHB501 T T e T T T e MSSETYFNHPIFGLLYRVCLLDDN-—-~~ QELFTTLYAQRLFFLVKM-IPDNTVLEPISRSDARLLVEKRLRNLHR-~--LGLIEEYKEFQAMYKQTFA 89
IMS101 S R R SR MTNETYMNHPNFGLLYRVCLIEIENKKNKKELFTTLYAQRLFFLVVTNEIGVIKFEPVSRSDARLMVEIRLRLLRR-~~NRQTDDYOKLQQVHKNTFQ 95
BE=L == —---MKPPITAEQYLNHPTFGLLYGVCPLDEH----- RQLFTTLYAQRLFFIVSH-RPGGMKFESISRTDARMLIEQRLRSLRR---LGKTAEYKALEAIHRQAFL 93
GEE0ATA  EESErescmEmrssE- MLRRMTSEQYLTHPTFGLLFLICPVGEE-—--— SALYSTLYTQQLFFLVT--LIPVLGFEPTGREKARRIVENRIKILRA--~LGENTALDRLQQFQQRHF- 91
gl112393 MVEPMTKPKGCSSVLY ITTWNVMNEQYLOHPHFGLMFLVCSLGPK-~—~~. KGLFATLYAQRMLFVVTETEAETMQFESLSRLOARQLI DDRMRACRRGTLELDHQTLDRMKAFYQHAL- 113
* ok xEk x kA * * % *

Figura 4.20. Comparaciéon de la secuencia deducida de aminoacidos de PipX de cianobacterias. PCC7942 hace
referencia a PipX de Synechococcus sp. PCC 7942, cc9902 de Synechococcus sp. CC9902, cc9605 de Synechococcus
sp. CC9605, WH8102 de Synechococcus sp. WH 8102, MIT9313 de Prochlorococcus marinus MIT9313, MED4 de
Prochlorococcus marinus MED4, PCC6803 de Synechocystis sp. PCC 6803, PCC7120 de Anabaena sp. PCC 7120,
ATCC29133 de Nostoc punctiforme ATCC 29133, WH9501 de Crocosphaera watsonii WH8501, BP-1 de
Thermosynechococcus elongatus BP-1, IMS101 de Trichodesmium erythraeum IMS101, gsr0474 y gli2393 a dos ORF’s
de Gloeobacter violaceus PCC 7421. Estan sombreadas en gris las zonas de mayor similitud en todas las secuencias
comparadas. Con asterisco se indican las posiciones idénticas en todas las secuencias.

4.4.3 Inactivacion del gen pipX en Synechococcus

Con el objetivo de iniciar la caracterizacion funcional del gen pipX se llevo
a cabo la generacion de un mutante nulo del gen pipX. Para ello se sustituty6é
gran parte de la region codificante de pipX por la cassette de resistencia a
kanamicina CK1 (Elhai et al. 1988) (figura 4.21). Esta mutacion se llevo a cabo
mediante sustitucién génica por doble recombinacion.

Se transformé con el plasmido pUAGC59.1, que al ser no replicativo en
Synechococcus permite la seleccion directa de los clones que hayan
incorporado a su cromosoma el gen de resistencia presente en la CK1. La
sustitucién génica por doble recombinacién se comprobd por PCR con las
parejas de oligonucledtidos PIPX-126-F/PIPX-5R y LCY-PIPX-1F/PIPX-6R
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(figura 4.22). Las parejas de oligonuclet6tidos empleadas hibridan flanqueando el
sitio de insercion de la cassette, que tiene 1.3 Kb. El producto de PCR en la
estirpe silvestre para la pareja de oligonucleétidos PIPX-126-F/PIPX-5R era de
800 bp, y en el cromosoma de la estirpe inactivada se observé una banda de 2.1
Kb, que corresponde al tamafio del fragmento que contiene la insercion (figura
4.22). Se pudo comprobar que la segregacion era completa ya que no se
observaba la banda correspondiente a la amplificacion a partir de un cromosoma

silvestre. A esta estirpe de Synechococcus mutante pipX, se le llamé SP591.

g1817

| 1
Bghl| |Hincll
Pstl Xbal
BspMI BspMI

CK1 (1.3 Kb)

Figura 4.21: Esquema de la regién genémica que incluye a pipX y de la cassette CK1 indicando la posicién en la que se
insert6 la cassette y su mapa de restriccion. El gen npt confiere la resistencia a kanamicina.

Ap WT SP591

—— 2.1 Kb

—— 0.8 Kb

Figura 4.22: Comprobacién de la insercién de la cassette CK1 en el gen pipX mediante PCR con los oligonucleétidos
PIPX-126-F y PIPX-5R empleando como molde DNA total de las estirpes silvestre (WT) y SP591. La calle Ap del gel
contiene DNA de lambda digerido con Pstl como marcador de tamafio.

Puesto que PipX intreracciona en el doble hibrido con NtcA, nos

preguntamos si el fenotipo del doble mutante pipX ntcA proporcionaria
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evidencias de interaccion genética. Para ello, se utilizo la estirpe CS37 (Vega-
Palas et al. 1992) portadora de una mutacion nula de nfcA, en la que se inactivo
pipX del mismo modo que se hizo en la estirpe silvestre. Se analiz6 la presencia
de la insercion, de igual modo que en la estirpe SP591, y se observo
segregacion incompleta (figura 4.23), apareciendo una banda procedente de un
cromosoma silvestre y otra banda procedente de un cromosoma con la cassette
insertada. Algunos de los clones resistentes a kanamicina se cultivaron en
BG114 liquido con el doble o triple de la concentracidon de este antibidtico

utilizada inicialmente, pero no se consiguio la segregacion total en ningun caso.

Figura 4.23. Deteccion de la presencia de la mutacién por insercion de la cassette CK1 en el gen pipX en la estirpe
derivada de CS37 mediante PCR a partir de biomasa de nueve clones transformantes (calles 1 a 9) y a partir de DNA
total de la estirpe silvestre (WT). Se indican las posiciones para las bandas de tamafio 0.8 Kb que resulta de la
amplificacion a partir de un cromosoma sin insercion y la de 2Kb con insercion de la cassette CK1. En la calle Ay, se ha
cargado DNA del fago lambda digerido con Hindlll como marcador de tamario.

Debido a que no se conoce hasta el momento ninguna mutacién adicional
viable sobre el mutante nicA de Synechococcus y a que éste se ve afectado en
su crecimiento, no nos sorprendi6 el hecho de que no se consiga la segregacion
completa del mutante pipX en la estirpe con fondo genético nfcA. Esto puede ser
debido a que la estirpe ntcA no admite mas mutaciones porque se esté
afectando la fisiologia de la célula de tal manera que no sea viable. La
caracterizaciéon del mutante pipX ha sido abordada con posterioridad a este
trabajo y ha permitido concluir que PipX y NtcA forman parte de la misma ruta de

transduccion de senfales.

4.4.4 Ensayos de interaccion PipX-Pll mediante GST-pulldown
con extractos proteicos totales

Con el objetivo de purificar la proteina PipX fusionada a la GST se

construyé un plasmido a partir del cual se sobreexpresé la proteina de fusién
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GST:PipX. Se emple6 como sistema de expresion el vector pGEX-3X y la estirpe
de E. coli DH5q.

El gen pipX se clon6 en pGEX-3X eliminandose el codon de la metionina
inicial y dando lugar al vector pUAGC99. En los ensayos de sobreexpresion, los
cultivos se incubaron a 30° y la induccién se hizo mediante Ia adicion de IPTG a
una concentracion final de 1mM. La purificacion se realizd6 mediante el uso de
columnas GSTirapFF, que contienen una resina de sepharosa con glutation
unido, en un FPLC o sistema automatizado de cromatografia liquida a baja
presion. Se obtuvo un rendimiento de 530 pg de proteina por cada 200 mi de
cultivo de partida. Las muestras asi purificadas se sometieron a SDS-PAGE y se
estimo la pureza de la proteina por inspeccion visual de geles tefiidos con azul
coomassie en aproximadamente un 80% - 90%. En la figura 4.24 B se muestra
la proteina purificada sometida a SDS-PAGE, transferida a membrana de PVDF
y tefiida con fast-green. Paralelamente se purifico, mediante el mismo sistema,
la proteina GST a fin de ser utilizada como control.

Con la intencion de aportar nuevas evidencias sobre la interaccion
detectada en el doble hibrido entre Pll y PipX, se llevé a cabo un ensayo de
union PipX- Pl in vitro, empleando la técnica de GST-pulldown.

Se realizé el ensayo de interaccion con GST:PipX silvestre purificada y un
extracto proteico de un cultivo de Synechococcus en BG11. La deteccion de la
interaccidn se hizo mediante SDS-PAGE y Western Blotting con anticuerpos
anti-Pli. Se emplearon cultivos con nitrato como Unica fuente de nitrégeno. En
este medio esta inducida la expresion del gen ginB y la proteina Pl se
encontrara tanto fosforilada como desfosforilada. Los resultados del doble
hibrido no muestran diferencias de interaccion entre PipX y los derivados de Pl
que simulan ambos estados de fosforilacion (tabla 4.6). Por lo tanto, es
esperable que en nitrato haya una mayor cantidad de proteina Pll capaz de

interaccionar con PipX, que en un medio con amonio como fuente de nitrégeno.
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Figura 4.24. (A) Western Blot con anticuerpos anti-Pll de Synechococcus para la deteccion de la interaccion PlI-
GST:PipX mediante GST-pulldown. ET: extracto total, Pll: His-Pll, GSTPxExt: eluido de la mezcla de incubacion entre
GST:PipX y el ET, GSTExt: eluido de la mezcla de incubacion entre GST y el ET, GST: proteina purificada GST y
GST:PipX: proteina purificada GST:PipX, Mw: marcador de tamafio “BioRad SDS-PAGE standards, Broad Range”. (B)
Membrana empleada en el Western Blot, tefiida con fast-green. Las calles se han nombrado como en A. La proteina GST
tiene 26 KDa, la proteina PipX tiene 10.4 KDa tedricos y la proteina de fusion GST:PipX, 36.8 KDa.

En las condiciones utilizadas, detalladas en el apartado 3.5.5 de
materiales y métodos, no se detecté mediante esta técnica la union GST:PipX —
Pll (figura 4.24 A y 4.24 B). El hecho de que no se detectara la union mediante
esta técnica no implica que la interaccion entre las proteinas PipX y Pll no ocurra
in vivo. En el sistema de GST-pulldown puede suceder que la interaccion entre
las dos proteinas no se lleve a cabo bien en los tampones o temperaturas
empleados o que la fusibn GST:PipX se pliegue mal o, de tal modo, que se
impida su interaccién con PIl. También influyen otros factores técnicos que
afectan al estado en el que se encuentra la proteina Pll como la preparacion de
los extractos proteicos y las condiciones fisioldgicas de los cultivos de partida.

Aunque durante la realizacibn de esta tesis no pudimos obtener

evidencias mediante otras aproximaciones experimentales, posteriores estudios
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del grupo de investigacion han confirmado la formacion de complejos PlI-PipX in
vitro, y la interaccion entre ambas proteinas en el sistema del doble hibrido de

bacterias (Karimova et al. 1998).

4.5 Analisis de la co-evolucién en la interaccion NbIS-
SipA

Dos proteinas que interaccionan deben tener una evolucidon
correlacionada durante el periodo en el que se mantiene la interaccion. Esto es
debido a que la conservacion de la interaccion restringe la posibilidad de cambio
en residuos implicados. Una metodologia para el analisis de la co-evolucién de
dos proteinas que interaccionan esta basada en la correlacidon entre sus
matrices de distancias (Goh et al. 2000; Ramani et al. 2003) y es la que se
empled en este trabajo.

La proteina GAL4BD:NbIS*"#") que no interaccioné en el doble hibrido
con ninguna de las proteinas con las que se ensayo, fue posteriormente usada
como cebo en escrutinios de las “genotecas Sau3Al” construidas en este trabajo,
obteniéndose la presa a la que se le dio el nombre de SipA(Espinosa et al.). La
proteina SipA de Synechococcus tiene 78 aminoacidos e interacciona con el
dominio de union a ATP de NbIS Esta proteina esta presente en cianobacterias y
plantas, pero no se han detectado homoélogos en algas. Curiosamente, NbIS,
que esta presente en algas y en cianobacterias, siendo la histidina quinasa mas
conservada en este grupo, no esta presente en plantas. Por lo tanto, solo tiene
sentido hablar de interaccion NbIS — SipA en cianobacterias.

Se estudid la co-evolucién entre NbIS y SipA en el grupo de las
cianobacterias. Para la estimacioén de la co-evolucion se calculd el r.m.s.d. (root
mean square difference) como medida de la correlacién existente entre las
matrices de distancias de ambas proteinas. Se incluyeron en el anélisis las
secuencias de proteinas de las siguientes cianobacterias: Synechococcus sp.
PCC 7942, Nostoc punctiforme PCC 73102, Anabaena variabilis ATCC 29413,
Synechocystis sp. PCC 6803, Anabaena sp. PCC 7120, Thermosynechococcus
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elongatus BP-1, Crocosphaera watsonii WH 8501 y Gloeobacter violaceus PCC
7421. Los controles empleados, que son proteinas para las que no se espera co-
evolucion ni interaccidbn de ningun tipo con SipA, fueron: la histidina quinasa
SphS y los dominios de union a ATP de la misma familia que el presente en
NbIS, de las proteinas Hsp90, GyrB y SphS. Se observaron los valores mas
bajos de rmsd y, por lo tanto, una mayor correlacién, para las parejas formadas
por SipA y el dominio de union a ATP de NbIS (aminoacidos 460 a 664) y NbiS
completo (tabla 4.7). Los resultados muestran co-evolucion entre las proteinas
para las que se ha demostrado interaccién en las ocho cianobacterias incluidas
en el andlisis y, siendo esta una caracteristica de dos proteinas que
interaccionan, sugieren la conservacidén de la interaccion NbIS-SipA en

cianobacterias.

" rm.s.d.
NpisA™™e 0.234
NbIS 0.291
Sphsh't® 0.324
Sphs 0517
GyrB*'™ 0.465
Hsp90™'™® 0.388

Tabla 4.7. Co-evolucién entre SipA y NblS. Se muestran los valores de correlacién, calculada mediante rmsd, entre las
matrices de distancias de SipA y las proteinas indicadas. ATPB indica dominio de unién a ATP.

Este analisis supone un apoyo para la validacion de la interaccion
detectada mediante el sistema del doble hibrido y un método de analisis
evolutivo de la interaccion NblIS-SipA.

A pesar de haber recibido el mismo nombre, esta proteina
cianobacteriana no presenta ningun tipo de similitud con la proteina SipA de
Salmonella implicada en el proceso de invasion llevado a cabo por esta bacteria.

La gran cantidad y creciente informacidn genomica disponible debe
permitir hacer predicciones sobre diversos aspectos de la biologia molecular. A
parte de la identificacion de proteinas homoélogas, dominios proteicos y
funciones de genes, la prediccién de interacciones fisicas entre proteinas parece

ser un objetivo razonable. Es por ello, que en los ultimos afos se han
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desarrollado diversas metodologias y trabajos con este fin (Bickel et al. 2002;
Goh et al. 2000; Huynen et al. 2000; Pellegrini et al. 1999; Phizicky et al. 1995;
Ramani & Marcotte 2003; Sprinzak et al. 2001). En este trabajo se ha obtenido
un mismo resultado mediante una aproximacion bioinformatica que el observado
previamente mediante una aproximacion experimental, lo que incrementa la
validez tanto del resultado obtenido como de los dos métodos empleados,
ademas se ha podido hacer una prediccion, extendiendo a un grupo de

organismos una interaccion a partir de su observacion en uno de ellos.

4.6 Interacciones en la regulacién del metabolismo del

nitrégeno en Synechococcus. Aportaciones de esta

tesis.

La figura 4.25 resume esquematicamente el conocimiento actual sobre
las interacciones reguladoras implicadas en el metabolismo del nitrogeno.

De entre las proteinas modificadoras de PIl, actualmente, solo se ha
identificado la fosfatasa de PIl en Synechocystis, denominada PphA (Irmler et al.
2001). Esta proteina tiene una homologa en Synechococcus que es de esperar
que cumpla una funcién similar. Por el contrario, la quinasa de PIl aun no se ha
identificado. En la regulacion por amonio del transporte de nitrato participan Plly
NrtC (Kobayashi et al. 1997; Lee et al. 1998) pero sigue sin conocerse ninguna
interaccion proteina-proteina involucrada en el proceso. Lo mismo sucede con
los reguladores implicados en las respuestas a estrés, NbIR y NbIS, que parecen
estar implicados en el mismo proceso (Grossman et al. 2001) pero entre los que
no se tienen evidencias de que exista interaccion directa. Por su parte, NbIR
junto con NtcA participa en la activacion del gen nblA (Luque et al. 2001)
implicado en la degradacion de los ficobilisomas del aparato fotosintético
cianobacteriano. NtcA fue identificado al principio de los afios 90 (Vega-Palas et
al. 1992; Vega-Palas et al. 1990) y denominado el regulador global del nitrogeno
por su papel en la represion por amonio de genes implicados en la asimilacion

de fuentes alternativas de nitrégeno. El regulén ntc indicado en la figura 4.25
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estaria compuesto por todos los genes controlados por NtcA.

La primera proteina regulada por Pl identificada en cianobacterias ha
sido la N-acetil glutamato quinasa o NAGK, identificada en las genotecas
construidas en este trabajo y anotada con n° de acceso AY354518 en 2003.
Ademas de averiguar el efecto positivo de PIl para la actividad NAGK, hemos
aportado datos sobre la conservacion evolutiva de la interaccion (Burillo et al.
2004), que estan siendo apoyados por trabajos posteriores (Sugiyama et al.
2004). Las propiedades de los complejos PII-NAGK y de sus consecuencias en
la actividad catalitica de NAGK han sido ya estudiadas en detalle (Heinrich et al.
2004; Maheswaran et al. 2004). El siguiente paso es la obtenciéon de informacion
estructural detallada sobre los complejos NAGK-PIlI en un trabajo que esta en
marcha en colaboracioén con otros grupos.

Una segunda proteina identificada en los escrutinios con PIl fue PipX,
proteina de funcion desconocida, anotada con n° de acceso AY301618 en 2003
y que ademas interacciona con NtcA. Aunque en esta tesis no pudimos
demostrar su relevancia fisiologica, investigaciones posteriores, estan aportando

abundante informacion que esperamos publicar en un futuro préximo.

Regulén ntc

Pll-quinasa

PphA

Figura 4.25. Interacciones relevantes en transduccion de sefiales del nitrégeno. Las proteinas representadas por un
circulo han sido empleadas en este trabajo, al contrario que las representadas por un cuadrado azul. Las flechas azules
indican interacciones funcionales entre genes y proteinas, la flecha azul discontinua representa una posible interaccion
funcional no demostrada, las flechas negras apuntan hacia procesos fisiolégicos en los que estan implicados los genes o
proteinas de las que parten, la flecha negra discontinua apunta a una posible interacciéon funcional y las lineas rojas
indican interacciones fisicas en el sistema del doble hibrido detectadas en este trabajo. La linea gris que conecta NbIS y
SipA indica evidencias de interaccion en el doble hibrido apoyadas mediante aproximaciones bioinforméaticas.
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Mediante el sistema del doble hibrido, a partir de genotecas construidas
en este trabajo, ha sido identificada la proteina SipA (Espinosa et al.). Ademas,
en esta tesis se han aportado evidencias bioinformaticas de la co-evolucion y
conservacion de esta interaccidon en el grupo de las cianobacterias.

Recientemente se ha publicado la identificacion, en Synechocystis de
PamA, proteina que interacciona con PIl (Osanai et al. 2005). Aun asi, no
existen evidencias de que la interaccion PamA-Pll tenga lugar en todas las
cianobacterias en las que esta presente PamA, como Synechococcus.

En resumen, parte de los datos presentados en esta memoria han
contribuido ya a dos publicaciones y confiamos que contribuyan a una tercera en
preparacion. No menos importante, las herramientas genéticas y datos
generados han supuesto una importante contribucion al grupo de investigacion y

han propiciado solidas colaboraciones cientificas con otros grupos.
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En este trabajo:

Se ha utilizado el sistema del doble hibrido en el analisis de proteinas
relacionadas con el metabolismo del nitrégeno. Se ha detectado la interaccion
entre mondmeros de la proteina Pll de Synechococcus pero no entre Pll y
ninguna de las proteinas reguladoras NtcA, NrtC*("*"2 y NbiS.

Se han construido genotecas y se han llevado a cabo escrutinios de éstas
mediante el sistema del doble hibrido usando como cebo Pll que han permitido
identificar interacciones de interés en el contexto de esta tesis, como las
proteinas NAGK y PipX. Ademas estas genotecas contintian siendo utilizadas en
escrutinios con otros cebos.

Se ha obtenido y caracterizado la interaccion NAGK-PIl a diferentes
niveles. Se ha mostrado que la interaccion detectada supone una regulacion de
NAGK por parte de Pll y se han aportado evidencias que sugieren su
conservacidon en organismos pertenecientes al linaje cianobacteria — cloroplasto.

Se han identificado las interacciones PlI-PipX y NtcA-PipX, lo que supone
una conexion fisica entre dos reguladores centrales en transduccion de sefales
del nitr6geno en cianobacterias.

Ya que durante la realizacion de gran parte de este trabajo no se disponia
del genoma completo de Synechococcus sp. PCC 7942, se obtuvo la secuencia
de la region genomica que contiene al gen pipX, que se ha enviado y ha sido
anotada funcionalmente en la base de datos de secuencias. La obtencion de
esta secuencia también permitio la generacion del mutante pipX.

Se ha generado un mutante nulo pipX como un paso inicial para la
caracterizacion funcional del gen.

Se ha puesto de manifiesto mediante la aplicacion de una aproximacion
bioinformatica, la existencia de co-evolucion entre la pareja de proteinas que
interaccionan en el doble hibrido NbIS y SipA. Esto supone un refuerzo al
significado funcional de la interaccion al sugerir su conservacion en el grupo de

las cianobacterias.
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