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RESUMEN

Haloferax mediterranei es un microorganismo halofilo extremo que se incluye
dentro del Dominio Archaea. Es capaz de crecer utilizando carbohidratos, acidos
carboxilicos, alcoholes y aminoacidos como fuentes de carbono y energia. Ademas, puede
crecer en medio definido en presencia de glucosa como Unica fuente de carbono, y con
nitrato o nitrito como unica fuente de nitrégeno a través de la via de asimilacion utilizando
las nitrato y nitrito reductasas asimilativas. El nitrato lo utiliza reduciéndolo a amonio, el
cual es incorporado a esqueletos carbonados via glutamato deshidrogenasa (GDH) en
condiciones de exceso de nitrégeno o mediante la ruta glutamina sintetasa-glutamato

sintasa (GS-GOGAT) bajo condiciones de deficiencia de nitrogeno.

La glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2) se encuentra en todos los Dominios, que
participa en la asimilacion del amonio y en la biosintesis de glutamina, actuando como
donador de nitrégeno para la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos. Esta enzima
cataliza la biosintesis de glutamina mediante la reaccién biosintética dependiente de

magnesio 0 manganeso, a partir de glutamato, ATP y amonio.

En el genoma de Hfx. mediterranei se localizaron tres genes que presentaron
homologia con glutamina sintetasa, en base a la presencia de tres dominios conservados
(COGO0174: transporte y metabolismo de aminoécidos; pfam00120: dominio catalitico y
pfam03951: dominio beta-Grasp) que se utilizan para identificar a las GSs. También se
observO que uno de los genes mantiene conservadas las tres secuencias consenso
caracteristicas de GSs (gInA), mientras que los otros dos genes (gInA-2 y gInA-3) contienen
parcialmente conservada una de ellas. Con el objetivo de conocer qué funciones
desempefian estas tres proteinas en la asimilacion del nitrogeno, y si concretamente glnA-2
y gInA-3 ejercen un papel importante en este proceso, cada una de las tres proteinas
halofilicas se clon0 y expresé heterologamente en la cepa BL21 (DE3) de E. coli,
utilizando el vector de expresion pET3a, obteniéndose las proteinas en forma de cuerpos de
inclusion. Cada una de estas fracciones solidas se solubilizaron utilizando urea 8 M, y
posteriormente se diluyeron en un tampén conteniendo NaCl 2 My DTT 5 mM para
conseguir su renaturalizacion. Posteriormente, se llevé a cabo la purificacion de cada una
por separado mediante una Unica etapa a través de una cromatografia en DEAE-celulosa;
obteniéndose puras cada una de las proteinas y concentradas de forma répida y con un



buen rendimiento. La caracterizacion de la GS (GInA) recombinante indico que se trataba
de una enzima dependiente de metales cationicos divalentes, regulada por los efectores 2-
oxoglutarato y glutamina. La proteina fue activada por 2-oxoglutarato e inhibida por
glutamina. Mediante la técnica de velocidad de sedimentacion se determiné que su
estructura oligomérica consistia en 12 subunidades y se clasific6 como GS tipo I, incluida

en la subdivision a.

Se generaron mutantes de delecion de gInA 'y glnA-3 en Hfx. mediterranei mediante
la técnica pop-in pop-out, que permitid la sustitucion de una secuencia concreta del
genoma por otra modificada in vitro. Para la obtencion de los mutantes se utiliz6 la cepa
HM26 (4pyrE2) de Hfx. mediterranei. Primeramente, se construy6 un cassette de delecion
para la obtencion de un producto de fusién de 1000 pb (version incompleta del gen) que se
clond en el vector pMH101N, conteniendo una copia del gen pyrE2, el cual se utilizo
como marcador genético. Los mutantes pop-in se seleccionaron en un medio carente de
uracilo, ya que solo las células que codificaron el gen pyrE2, presente en el plasmidos
suicida, pudieron sintetizar de novo dicho compuesto y crecer. Posteriormente, el plasmido
suicida se perdid y junto con él una de las copias del gen, delecionada u original (mutante
pop-out). Finalmente se obtuvieron los mutantes de delecién para los genes gInA y glnA-3,
de los cuales gInA resultd ser un gen esencial en la asimilacion de amonio y en la sintesis
de glutamina, puesto que aquellos mutantes que presentaron la delecion de glnA fueron
incapaces de crecer en un medio definido carente de glutamina; se tratd6 por tanto de
mutantes auxotrofos para este aminoacido, que Unicamente crecieron al adicionar

glutamina en el medio de cultivo.

Finalmente, para conocer el efecto que produce la fuente de nitrégeno sobre la
expresion global de los genes en Hfx. mediterranei, se realiz un array de expresion de la
cepa R4 (silvestre) y se determind la expresion global de genes en tres medios de cultivo
con diferentes fuentes de nitrogeno: cultivo con amonio como fuente de nitrogeno en fase
estacionaria y exponencial de crecimiento, cultivo con nitrato en mitad de fase exponencial
de crecimiento y cultivos con carencia de nitrogeno. Las principales diferencias en
expresion de genes se detectaron en los medios de nitrato y carencia de nitrégeno con
respecto a amonio, los resultados sugirieron que la ausencia de amonio fue el factor
responsable para la expresion de genes implicados en la ruta de asimilacion de nitrato.

Concretamente, en carencia de nitrogeno la GS mostré una mayor expresion que en medio



con amonio. Para analizar los cambios de expresion en los genes glnA-2 y gInA-3 se realizo
un nuevo array de expresion de la cepa HM26-A (ApyrE2 AglInA) utilizando como control
la cepa parental HM26 (ApyrE2). Se determind la expresion en dos medios de cultivo, en
medio complejo suplementado con glutamina 40 mM en mitad de fase exponencial de
crecimiento y en medio con carencia en nitrogeno. Tanto en la cepa HM26-A con carencia
en nitrégeno como en la cepa parental HM26 se detectaron cambios de expresion en los
genes relacionados con la via asimilativa del metabolismo del nitrogeno de esta arquea
haldfila. En la cepa HM26 en carencia de nitrogeno con respecto a medio complejo con gin
40 mM se mostré una menor expresion de los genes gInA-2 y gInA-3 y una sobreexpresion
de gInA. Mientras que en la cepa HM26-A en medio complejo con glutamina frente a la
cepa HM26 en medio complejo en carencia de nitrégeno, al delecionar glnA, los genes

gInA-2 y gInA-3 mostraron un incremento de expresion.

En conclusion, la glutamina sintetasa de Hfx. mediterranei es una enzima de tipo
GSl-a, dodecamérica, resultando ser una proteina esencial en la asimilacion de amonio y
en la sintesis de glutamina; siendo activa en condiciones de deficiencia de nitrogeno, a
diferencia de las isoformas GInA-2 y GInA-3 que podrian ejercer un papel regulador de

GInA 'y posiblemente actten en la célula en condiciones de abundancia de nitrgeno.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Filogenia

Los descubrimientos realizados en la primera mitad del siglo XX determinaron que
todos los seres vivos, desde microorganismos hasta organismos superiores, compartian una
bioquimica parecida, indicando por lo tanto, la existencia de un ancestro comin (Pace,
2009).

Desde los tiempos de Linnaeus, quien en 1735 public6 su Systema Naturae
(Sistema natural) y organiz6 a los seres vivos en dos reinos, animal y vegetal, se
propusieron sucesivos sistemas de clasificacién que agrupaban a todos los organismos
vivos dentro de dos grupos: eucariotas (células con nucleo) y procariotas (células sin
nacleo). Posteriormente Woese y Fox en 1977, basandose en la comparacion de
fragmentos de RNA ribosomico (rRNA) 16S o 18S, propusieron que los procariotas no
constituian un grupo homogéneo, sino que existian dos linajes claramente diferenciados,
los cuales se denominaron eubacterias y arqueobacterias. Cada uno de estos dos grupos

poseia tanta entidad como el grupo de los eucariotas.

En 1990 Woese et al. propusieron un nuevo taxén de mayor rango que el Reino, al
que denominaron Dominio (Woese et al., 1990). Los tres Dominios propuestos fueron:
Bacteria, Eukarya y Archaea (Figura 1), que sustituyeron a eubacterias, eucariotas y
arqueobacterias, respectivamente. Aunque esta clasificacion de los tres Dominios es clara,
existe una gran controversia sobre la relacion que hay entre ellos (Forterre, 1997; Gupta,
1998; Cavalier-Smith, 2002). En base a la comparacion de secuencias de rRNA, el
Dominio Archaea parece estar mas estrechamente relacionado con Eukarya que con
Bacteria (Woese, 1996, 2000). De hecho, comparten muchas caracteristicas a nivel
molecular como son los genes eucariotas clave (incluyendo la actina y tubulina), un
sistema de modificacion de proteinas por ubiquitina y genes implicados en la replicacion,
transcripcion y traduccion. Sin embargo, Archaea y Bacteria también son bastante
similares a nivel gendémico, con genomas circulares y con genes relacionados

funcionalmente organizados en operones (Forterre, 2013; Williams et al., 2013).

27
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Figura 1: Arbol filogenético universal basado en la comparacion de secuencias de rRNA, tomado
de Woese, 1996.

Dominio Archaea

Las arqueas son especies ubicuas en el medio ambiente y contribuyen a una
fraccion importante de la biomasa en la tierra. Habitan algunos de los ambientes mas
extremos en el planeta, sobreviviendo a temperaturas de congelacion en el hielo, 0 a mas
de 100 °C en las fumarolas submarinas. Viven en aguas extremadamente alcalinas, acidas
o salinas, lodos andxicos y en depdsitos de petroleo. También, son residentes habituales en
la flora intestinal humana, pero en menor cantidad que las bacterias. En muchos ambientes,
incluyendo el intestino humano, las arqueas viven en sintrofia con las bacterias. Sin
embargo, los organismos del Dominio Archaea no son exclusivos de ambientes extremos,
sino que también se encuentran en ambientes moderados (Huguet et al., 2017; Raymann et
al., 2017). Ademas, desempefian un papel esencial en los ciclos biogeoquimicos,
especialmente en los ciclos del carbono y del nitrégeno, e influyen en las emisiones de
gases de efecto invernadero. También, llevan a cabo dos metabolismos esenciales en el
ciclo global de nutrientes, la metanogénesis y la oxidacion anaerobia del metano
dependiente de sulfato. Ademas, presentan un tercer metabolismo de importancia global, la
oxidacidn aerobica del amonio, llevada a cabo por arqueas y bacterias, ambas oxidantes de
amonio, que oxidan el mismo a nitrito (Offre et al., 2013; Wang et al., 2017).

Las arqueas, miembros del tercer Dominio de la vida, presentan propiedades

fisiolégicas Unicas. En este Dominio se destacan las siguientes caracteristicas: presentan
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membranas lipidicas que contienen cadenas laterales isoprenoide con enlaces éter, en
contraste con los hidrocarburos con enlaces éster de todos los demas sistemas bioldgicos.
Carecen en todos los casos del acido muramico (peptidoglicano) como constituyente de la
pared celular. Poseen una morfologia tipica, como las formas poligonales que tienen
algunas arqueas halofilas o los cocos extremadamente irregulares que presentan algunos
hipertermoéfilos. No catabolizan la glucosa mediante glucdlisis, sino que emplean una via
metabolica de oxidacién simple y por Gltimo, su maquinaria fundamental de transcripcion
es muy similar a la que poseen los organismos pertenecientes al Dominio Eukarya
(Bullock, 2000; Forterre et al., 2002).

Por otro lado, las proteinas de arqueas y un amplio rango de enzimas se utilizan en
procesos biotecnoldgicos debido a su estabilidad y capacidad de funcionar en condiciones
extremas en las que otras proteinas se degradarian. Ademas, las arqueas pueden producir
una amplia gama de pequefios péptidos (como las arqueocinas) y nuevos metabolitos
secundarios, como los supuestamente implicados en la comunicacion celular (acil
homoserina lactonas), que podrian ser de considerable interés en biotecnologia. Debido a la
amplia gama de metabolitos producidos por las arqueas, hay un gran potencial
biotecnoldgico de antimicrobianos, como las dicetopiperazinas y arqueocinas, nombradas
anteriormente, y también presentan funciones en la industria cosmética y alimentaria
(Charlesworth y Burns, 2015).

Conforme a las comparaciones de rRNA 16S el Dominio Archaea se divide
principalmente en dos phyla (Woese et al.,1990):

- Phylum Crenarchaeota: comprende a los microorganismos que se han denominado
hipertermoéfilos y  termoacidofilos.  Algunos  géneros  son  Sulfolobus,
Desulfurococcus, Pyrodictium, Thermoproteus y Thermofilum. También se
incluyen en este phylum varios grupos de microorganismos mesofilicos, y
probablemente, psicrofilos que se han detectado mediante PCR en diversos
ambientes, (Forterre et al., 2002). En este phylum se supone que se encuentra el

fenotipo del ancestro del Dominio Archaea (Cavalier-Smith, 2002).

- Phylum Euryarchaeota: abarca un amplio rango ecoldgico, comprendiendo

microorganismos hipertermofilos, como por ejemplo los géneros Pyrococcus y
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Thermococcus, metandgenos como el género Methanosarcina, halofilos como por
ejemplo los géneros Haloferax, Halobacterium y Halococcus e incluso
metandgenos termofilicos como los géneros Methanococcus, Methanothermus y
Methanobacterium (Brown y Doolittle, 1997).

Gracias a la amplificacion por PCR de secuencias de rRNA 16S procedentes de
organismos no aislados, se han detectado nuevas especies de arqueas que no se encuadran
dentro de los dos phyla propuestos, y que parecen estar mas cercanas al Dominio Eukarya.
Estas secuencias se clasifican provisionalmente en otro phylum dentro del Dominio
Archaea denominado Korarchaeota. De hecho, pueden haber divergido antes que los
phyla Crenarchaeota y Euryarchaeota (Barns et al., 1996; Elkins et al., 2008)

Después se propuso un cuarto phylum, Nanoarchaeota, representado Unicamente
por la especie Nanoarchaeum equitans, un microorganismo simbionte hipertermofilo que

se ha encontrado en chimeneas submarinas (Huber et al., 2002).

También se propusieron dos phyla: Micrarchaeota que engloba arqueas acidofilas
(pH 0.5-1.5) de pequefio tamafio (< 0.45 um de didmetro) con morfologia celular
pleomorfica asociadas a biofilms (Baker et al., 2006). Y el phylum Parvarchaeota, el cual
incluye microorganismos de pequefio tamafio (< 500 nm de didmetro) encontrados en

diversos ecosistemas acidos (Baker et al., 2010).

En el afio 2008 se propuso un nuevo phylum denominado Thaumarchaeota, que
comprende a Cenarchaeum symbiosum y otras arqueas mesofilicas relacionadas con esta
especie que hasta el momento se incluian en el phylum Crenarchaeota (Brochier-Armanet
et al., 2008a). Esta nueva clasificacion se realizo en base a la presencia de la topoisomerasa
IB (Topo IB), especifica hasta la fecha de eucariotas, y a la ausencia de la topoisomerasa
IA (Topo IA) (Brochier-Armanet et al.,, 2008b). En el genoma de la especie
Nitrosopumilus maritimus se encontrd esta Topo IB, pudiéndose clasificar también en este
phylum. Los anélisis filogenéticos sugieren que la Topo IB estuvo presente en el ancestro

comun de los Dominios Archaea y Eukarya.

En el afio 2011 mediante avances de la metagendmica, se propone otro phylum
denominado Aigarchaeota al encontrar la especie Caldiarchaeum subterraneum, una

Crenarchaeota con caracteristicas gendmicas Unicas. Contiene una ruta de degradacion de
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proteinas utilizando un sistema conjugado de ubiquitina (rasgo que se creia que era
inherente a Eucarya), pequefias proteinas con dedos de zinc que presenta motivos
estructurales especificos del sistema eucariota y ademas contiene la Topo IB (Nunoura et
al., 2011).

En el afo 2012 se propuso el phylum Nanohaloarchaeota, que incluye
microorganismos de ambientes hipersalinos con caracteristicas distintivas a otras arqueas
hal6filas en cuanto a la composicion de aminoacidos, vias metabdlicas y un menor tamafio

celular (Narasingarao et al., 2012).

El phylum Aenigmarchaeota se sugirié en 2013, y esta representado por secuencias
de arqueas no cultivadas procedentes de aguas de ambientes geotermales (Takai et al.,
2001; Rinke et al., 2013). También se propuso el phylum Diapherotrites, que incluye
genomas recuperados de aguas subterrdneas en una mina de oro abandonada, donde
lainarchaeum andersonii es su Unico representante (Youssef et al., 2015).

Ademas, se propuso otro nuevo phylum, Geoarchaeota, que incluye a arqueas
termofilas procedentes de ambientes geotermales localizadas en matrices de 6xido de
hierro (Kozubal et al., 2012, 2013).

De acuerdo a analisis filogenéticos del rRNA, proteinas ribosomicas y genes Topo
IB, en el afio 2014 se propuso un nuevo phylum, Bathyarchaeota, que abarca un grupo de
diversos microrganismos procedentes de sedimentos marinos y de agua dulce, que permite
analizar los eventos de diversificacion para la transicion entre estos ambientes. Este grupo
de microorganismos estd implicado en la degradacion de compuestos aromaticos y en la

remineralizacion de sedimentos marinos andxicos (Meng et al., 2014; Fillol et al., 2016).

En 2015 se propusieron dos nuevos phyla: Woesearchaeota y Pacearchaeota, que
incluyen arqueas no cultivadas procedentes de sedimentos de acuifero y hébitats salinos,
probablemente simbioticas (Castelle et al., 2015). Ambos phyla presentan una gran
abundancia en aguas superficiales de lagos oligotroficos a altitudes elevadas (Ortiz-

Alvarez y Casamayor, 2016).

Entre el afio 2015 y 2016 se descubrieron otros dos nuevos phyla; por un lado,

Lokiarchaeota, del cual se ha identificado y caracterizado su genoma procedente de
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fuentes hidrotermales a 3283 metros de profundidad, que forma un grupo monofilético con
el Dominio Eukarya (Spang et al., 2015). Por otro lado, Thorarchaeota, que incluye a
arqueas no cultivadas de sedimentos de estuarios, las cuales parecen desempefiar un papel
fundamental en el ciclo anaerébico del nitrégeno y del azufre (Seitz et al., 2016).

Por tanto, en la actualidad, el namero de phyla de este Dominio se resume en la
Figura 2 (Castelle et al., 2015).

DPANN

Woesearchacota

| K°’~"Clum

[N —

Figura 2: Arbol filogenético de los phyla del Dominio Archaea, tomado de Castelle et al., 2015.
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1.2. Familia Haloferacaceae

Esta familia se clasifica filogenéticamente dentro del phylum Euryarchaeota. Los
microorganismos que la comprenden presentan una estricta dependencia por elevadas
concentraciones de sal para su crecimiento y estabilidad estructural, por esta razén se
consideran halofilos (Oren, 2002). Dichos haléfilos se encuentran en los tres Dominios de
vida: Archaea, Bacteria y Eukarya. Ademas, la familia Haloferacaceae pertenece, junto
con Halorubraceae, al orden Haloferacales (Gupta et al., 2016). Segun las bases de datos,
la familia Haloferacaceae comprende en la actualidad (abril 2017) ocho géneros, entre los
que se encuentra el género Haloprofundus recientemente descrito (Zhang et al., 2017).

Los microorganismos que se incluyen en esta familia habitan en ambientes de
elevada salinidad, concretamente en salinas y lagos hipersalinos, como por ejemplo en el
Mar Muerto y Gran Lago Salado. Ademaés, existen morfologias diversas como cocos,
bacilos, formas cuadradas o rectangulares. Presentan pH 6ptimo en un rango neutro y
muestran un crecimiento heterotrofico y quimioorganotréfico. Algunos miembros de esta
familia presentan motilidad y contienen vesiculas de gas (Gupta et al., 2015). Los
representantes de esta familia son haléfilos obligados y la concentracion de NaCl media
Optima de crecimiento se sitla entre 2 y 4.5 M segun las especies. Su temperatura optima
de crecimiento es en torno a 40-45 °C, pero pueden crecer a 60 °C (Haloterrigena

thermotolerans) (Montalvo-Rodriguez et al., 2000).

Las arqueas halo6filas son esencialmente heterotrofas aerobias. Realizan la
degradacién de los compuestos carbonados mediante el ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(CAT) y la cadena transportadora de electrones, en combinacion con el ciclo del glioxilato
(Serrano et al., 1998), reacciones de la via Embdem-Meyerhof y de la via modificada de
Entner-Doudoroff (Danson, 1989; Bonete et al., 1996; Oren, 2002). Muchas de estas
especies crecen en medio definido con un s6lo compuesto organico como fuente de
carbono, como es el caso de Hfx. mediterranei que crece en medio definido suplementado
con glucosa (Rodriguez-Valera et al., 1980a). Como estas especies habitan en medios
hipersalinos con altas temperaturas, la solubilidad del oxigeno es muy baja
transformandose en un factor limitante. Para soportar estas condiciones, algunas especies
presentan diferentes estrategias para sobrevivir. Por ejemplo, Haloferax mediterranei y

Halobacterium salinarum (H. salinarum) producen vesiculas de gas que les permiten flotar
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en la columna de agua salada y desplazarse hasta la superficie de la salmuera. Esta
estrategia estd controlada por las proteinas reguladoras GvpE y GvpD, y ademas esta
influenciada por factores medioambientales en el caso de Hfx. mediterranei (Scheuch et
al., 2008).

Las arqueas halofilas y los organismos de este Dominio, a semejanza con el
Dominio Bacteria, contienen un cromosoma circular con un tamafio de 2000 a 3000
kilobases (kb). Ademas, poseen varios plasmidos denominados megaplasmidos o
minicromosomas (Ng et al., 1998). Dichos plasmidos contienen abundantes secuencias de
insercion, que son secuencias de DNA que contienen informacion Unicamente para
promover su propia insercion en otros lugares del genoma. En haléfilos se han secuenciado
varios de estos elementos, generalmente son secuencias ricas en pares de nucleétidos AT, y
presentan un tamafio entre 0.5 y 2 kb (Brlgger et al., 2002). Debido a que existe un
nimero alto de secuencias de insercion en el genoma de estos microorganismos, éstos
muestran tasas de mutacion espontanea muy elevadas, pudiendo alcanzar valores entre
1010,

Respecto a la organizacion del genoma, los haldfilos contienen genes agrupados en
operones que se transcriben en mMRNA policistronicos. EI mecanismo basico de
transcripcion muestra una gran similitud con el de Eukarya, pero mas sencillo, ya que

intervienen menos factores de transcripcién (Bell y Jackson, 1998).

Adaptaciones halofilicas al medio

Los halofilos, para combatir las altas concentraciones de sal, han desarrollado dos
estrategias metabolicas con el fin de mantener fuera de las células el NaCl: la primera la
utilizan principalmente arqueas haléfilas extremas, y consiste en acumular KCI a
concentraciones equivalentes a las de cloruro sédico en el medio extracelular. La segunda
estrategia la emplean la mayoria de bacterias halofilas y Eukarya, y consiste en mantener
bajas concentraciones de sal intracelulares mediante la acumulacion de compuestos
organicos de bajo peso molecular, también conocidos como osmolitos o solutos
compatibles (Quillaguamén et al., 2010). Los osmolitos pueden ser: aminoacidos,
derivados de aminoacidos, azlcares, derivados de azlcar (sacarosa, trehalosa,
glucosilglicerol), polioles como el glicerol y arabitol, y aminas cuaternarias como la glicina

betaina, que no interfieran significativamente con el metabolismo normal de las células
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(Oren, 1999). Ademas, ayudan a mantener la presion de turgencia, el volumen celular y la

concentracién de electrolitos en las mismas.

Respecto a las proteinas, la presencia de elevadas concentraciones de sal favorece
la formacion de interacciones hidrofébicas, causando la agregacion de aquellas y otras
macromoléculas. En las arqueas hal6filas extremas todas las enzimas y componentes
celulares estructurales tienen que adaptarse a la presencia de altas concentraciones de sal
para asegurar el funcionamiento adecuado de la maquinaria enzimatica intracelular (Oren,
1999). Tales adaptaciones hacen que estos microorganismos muestren una estricta
dependencia por la presencia de elevadas concentraciones de sal con el fin de mantener su
integridad estructural y viabilidad (Lanyi, 1974; Eisenberg, 1995).

La inmensa mayoria de las enzimas de los hal6filos extremos requieren entre 2 y 4
M de cloruro sédico para alcanzar su maxima actividad, desnaturalizandose a
concentraciones de sal inferiores a 1 M (Lanyi, 1974). Las proteinas halofilicas presentan
una superficie muy 4&cida y una reduccion del ndmero de residuos hidrofébicos,
particularmente, los aromaticos (Zhang et al., 2013). Contienen un aumento de residuos
acidos (Asp y Glu), un bajo contenido de residuos basicos (Lys y Arg), un incremento de
los residuos hidrofébicos (Gly, Ala 'y Val) y una disminucién de los residuos alifaticos (lle,
Leu) (Lanyi, 1974; Madern et al., 1995). Se conocen ejemplos de proteinas en diferentes
especies que presentan un numero relativamente elevado de aminoacidos negativamente
cargados en sus proteinas, como NADP-isocitrato deshidrogenasa de Haloferax volcanii
(Hfx. volcanii) (Camacho et al., 1995), NADP-glutamato deshidrogenasa (Ferrer et al.,
1996), nitrito reductasa asimilativa (Martinez-Espinosa et al., 200la) glucosa
deshidrogenasa (Pire et al., 2001), y ciclodextrin glucanotransferasa (Bautista, 2010) todas
ellas de Hfx. mediterranei. También, las a-amilasas de Haloarcula marismortui (Zorgani
et al., 2014), la xilanasa de Planococcus sp. SL4 (Huang et al., 2015), la proteasa de
Halobacterium sp. cepa LBU5030 (Chuprom et al., 2016). Una posible explicacion de
esta abundancia de aminoacidos acidicos puede ser que una superficie de proteina cargada
negativamente mejora su capacidad para competir con iones por las moléculas de agua vy,
por lo tanto, solubiliza preferentemente la proteina. Esta hipotesis se apoya por las
observaciones de estructuras cristalinas de las proteinas haldfilas que incluyen moléculas
de agua unidas a la superficie de residuos acidos (Edbeib et al., 2016). Ademas, analisis

bioinforméticos de secuencias de proteinas haléfilas revelan que las proteinas contienen
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considerablemente menos residuos polares, por ejemplo serinas, debido a que tales
residuos no proporcionan proteccion contra la deshidratacion en entornos de alta salinidad
(Zhang y Ge, 2013).

1.3. Haloferax mediterranei

Haloferax mediterranei se aislé por primera vez en las aguas de las salinas de Santa
Pola (Alicante, Espafia). En 1983, Rodriguez-Valera la describi6é inicialmente como
Halobacterium mediterranei. Posteriormente se propuso una clasificacion nueva de este
microorganismo junto con Halobacterium volcanii y Halobacterium denitrificans para

formar el nuevo género Haloferax (Torreblanca et al., 1986).

Dicho microorganismo pertenece al Dominio Archaea, clasificado dentro del
phylum Euryarchaeota. Se sitGa en la clase Halobacteria, que representa uno de los grupos
mas grandes dentro del Dominio, y se incluye dentro de la familia Haloferacaceae,
perteneciendo al orden Haloferacales (Gupta et al., 2015, 2016).

Hfx. mediterranei muestra una amplia variedad morfolégica, siendo el bacilo la
forma predominante, y su tincién es Gram (-). Presenta un tamafio entre 0.5 y 2 um y una
débil movilidad durante la fase exponencial de crecimiento, y son capaces de formar
vacuolas de gas (Pfeifer et al., 1997). Muestra un crecimiento 6ptimo a concentraciones de
NaCl entre un 20-25 % vy tiene una elevada dependencia de Mg** (0.5-1.5 M) para su
crecimiento. Comparada con otras arqueas halofilas, como las especies del género
Halobacterium y Halococcus, la concentracion de sal 6ptima y minima que requiere para
crecer es menor, por esta razon se dice que es una arquea haléfila (Martinez-Espinosa et
al., 2003; Bautista, 2010). El pH éptimo de crecimiento de esta arques es de 6.5 y presenta
un cierto caracter termofilico con una temperatura optima de 51 °C (Bowers y Wiegel,
2011).

Su metabolismo es quimioheterotrofo, utilizando carbohidratos, &cidos
carboxilicos, alcoholes y aminoacidos como fuentes de carbono y energia. Ademas, puede
crecer en medio definido en presencia de glucosa como Unica fuente de carbono, mediante
la via modificada de Entner-Doudoroff (Danson, 1989; Bonete et al., 1996); y con nitrato o

nitrito como Unica fuente de nitrégeno a través de la via de asimilacion utilizando las
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nitrato y nitrito reductasas asimilativas (Martinez-Espinosa et al., 2001a, 2001b). También
es capaz de crecer en condiciones microaerofilas empleando el nitrato como aceptor final

de la cadena de transporte de electrones (Alvarez-Ossorio et al., 1992).

Hfx. mediterranei produce carotenoides a elevadas concentraciones, pudiéndose
utilizar como fuente natural aprovechable en procesos de bioingenieria en biorreactores
(Rodrigo-Bafios et al., 2015). Ademas, esta especie sobrevive a concentraciones de sal
menores del 5 %, produciéendose un aumento en la sintesis de bacteriorruberinas a medida

que disminuye la concentracion de sal en el medio (D’Souza et al., 1997).

La organizacion de su genoma se determind mediante el uso de electroforesis de
campo pulsado (PFGE) y el anélisis de patrones de restriccién obtenidos con varias
endonucleasas. Estas técnicas revelaron la presencia de un cromosoma circular de 2.9 Mpb
y tres plasmidos de 490, 320 y 130 kb (Lopez-Garcia et al., 1992). La secuencia del
genoma completo se incluyé en GenBank en Mayo de 2012: CP001868.1 (cromosoma),
NC_017942.1 (pHM100), NC_017943.1 (pHM300) y NC_017944.1 (pHM500) (Han et
al., 2012).

Esta arquea es poliploide conteniendo mas de 10 copias de su genoma. La
regulacion del numero de copias del genoma depende de la fase de crecimiento, mostrando
un menor nimero de copias en la fase estacionaria (Soppa, 2013). La poliploidia supone
una serie de ventajas en haloarqueas, entre las que destacan: la redundancia génica, menor
tasa de mutacion, resistencia a la radiacion y desecacion, supervivencia a largo plazo,
conversion génica y DNA como polimero de almacenamiento de fosfato (Soppa, 2011,
2013).

Esta arquea haldfila es interesante para el campo de la biotecnologia ya que, por un
lado, acumula grandes cantidades de polihidroxialcanoato (PHA), un copolimero de -
hidroxibutirato y [B-hidroxivalerato, que se emplea para la produccion de plasticos
biodegradables y biocompatibles. Por otro lado, produce exopolisacaridos (Anton et al.,
1988) que pueden emplearse como agentes gelatinizantes, emulsionantes o espesantes
(Oren, 2002). Ademas, la produccién de compuestos quimicos como pesticidas, herbicidas,
y tintes generan mezclas complejas de sales y nitratos (Bonete et al., 2008), por lo que es
posible emplear la capacidad metabdlica de Hfx. mediterranei en procesos biotecnol6gicos
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como, por ejemplo, biorremediacion y tratamiento de aguas residuales (Najera-Fernandez
etal., 2012).

1.4. Ciclo del nitrogeno

El ciclo del nitrégeno representa uno de los ciclos de nutrientes mas importantes
que se encuentran en los ecosistemas terrestres. El nitrégeno es un elemento principal en
todos los organismos vivos. Este elemento puede encontrarse en la naturaleza en diferentes
estados de oxidacion, desde +5 (nitrato) hasta -3 (amonio). Es un componente de las
proteinas y los &cidos nucleicos en donde se encuentra en la forma méas reducida. Las
reacciones del ciclo del nitrégeno (Figura 3) posibilitan las interconversiones de los
compuestos de nitrogeno mediante procesos de oxidacion y reduccién, en los que los
procariotas juegan un papel fundamental fundamental (Richardson y Watmough, 1999;
Bonete et al., 2008).

it Assimilatory nitrate reduction
Nitrification Dissimilation
Detoxification

Nitrification
Anammox

Nitrogen >
fixation o % Prokaryotes and plants

Prokaryotes

Biomass

Figura 3: Reacciones redox del ciclo del nitrdgeno. Tomado de (Bonete et al., 2008).
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La reduccion del nitrato se puede realizar con tres propdsitos diferentes (Moreno-
Viviéan et al., 1999):

- Asimilacion del nitrato: esta ruta la realizan procariotas y
eucariotas. EI NO3™ se utiliza como fuente de nitrégeno para el crecimiento celular.
En esta via, el NOs se reduce a NOy, y éste es reducido a NH;" (Guerrero et al.,
1981).

- Respiracion del nitrato: esta via se lleva a cabo en anaerobiosis. El
NOs es el aceptor terminal de electrones reduciéndose a NO, y Oxidos de
nitrégeno (NO y N,O) para generar energia metabdlica (Moura et al., 1997).

- Disimilacion del nitrato: el NOs; se utiliza como aceptor de
electrones para disipar el exceso de poder reductor (Moreno-Vivian et al., 1999).

Las reacciones asimilativas del ciclo del nitrégeno incluyen: la fijacion de
nitrégeno (conversion de N, en amonio por bacterias simbidticas o de vida libre) (Newton,
2007) y la reduccion asimilativa de nitrato (la reduccion de nitrato a amonio). Ambas
vias producen amonio que se incorpora a los esqueletos de carbono para producir
aminoéacidos para el crecimiento. Aparte de la reduccion respiratoria del nitrato al amonio,
realizado por bacterias anaerdbicas fermentativas, existen dos procesos principales de
generacion de energia: la nitrificacion (desempefiada por bacterias que viven en el suelo y
otras bacterias nitrificantes que oxidan el amonio a nitrato) (Ferguson et al., 2007); y la
desnitrificacion (realizada por microorganismos anaerobios o anaerobios facultativos que
reducen el nitrato a N, u otros gases nitrogenados en condiciones anaerébicas) (van

Spanning et al., 2007).

Para completar el ciclo global del nitrégeno, se llevan a cabo dos vias mas:
amonificacion (diversas bacterias y hongos degradan la materia orgéanica, liberando el
nitrégeno fijado para su reutilizacion por otros organismos, por ejemplo, en algunas
enterobacterias el nitrito se reduce a amonio para excretarse posteriormente), y anammox
(oxidacion anaerobica del amonio que produce N, mediante la reduccién de nitrito y
oxidando al amonio; este proceso se realiza por comunidades bacterianas de
planctomicetos con importancia bioldgica en ambientes marinos (Cabello et al., 2004;
Jetten et al., 2009; Martinez-Espinosa et al., 2011).
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1.4.1. Asimilacién de nitrato

La asimilacion de nitrato es uno de los principales procesos del ciclo del nitrégeno
que permite el uso de NO3z" como fuente de nitrégeno para el crecimiento (Cabello et al.,
2004; Tischner y Kaiser 2007). En Hfx. mediterranei, en la reduccion asimilativa del
nitrato, en primer lugar éste se incorpora a las células mediante transportadores de alta
afinidad (NasB) (Figura 4) y después, se reduce a amonio mediante dos reacciones de
reduccion secuenciales catalizadas por la nitrato reductasa asimilativa (Nas) y la nitrito
reductasa asimilativa (NiR), ambas dependientes de ferredoxina (Bonete et al., 2008). A
continuacion, el amonio producido se incorpora a esqueletos carbonados por la ruta
glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS-GOGAT) o via glutamato deshidrogenasa
(GDH). Si el amonio esté disponible para la célula en grandes cantidades, es asimilado via
GDH, mientras que la via GS-GOGAT es operativa cuando la concentracién intracelular
de amonio es baja (Hochman et al., 1988). La ruta GS-GOGAT es importante porque
permite la asimilacion de amonio en L-glutamato a bajas concentraciones de amonio
intracelulares, sustituyendo eficazmente la reaccion biosintética de glutamato (via GDH)

en estas condiciones.
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Figura 4: Metabolismo del nitrogeno en Hfx. mediterranei. Se muestra la reduccion asimilativa y
la respiracion anaerdbica ambas de nitrato en la que intervienen las siguientes proteinas: NasB:
transportador de nitrato; Amt: transportador de amonio; GS: glutamina sintetasa; GOGAT-fd:
glutamato sintasa dependiente de ferredoxina; NAD(P)-GDH: NAD(P)-glutamato deshidrogenasa
dependiente de NAD(P); Nas-fd: nitrato reductasa asimilativa dependiente de ferredoxina; NiR:
nitrito reductasa asimilativa dependiente de ferredoxina; NarGH: nitrato reductasa respiratoria;
NirK: nitrito reductasa respiratoria. Nor: 6xido nitrico reductasa; Nos: éxido nitroso reductasa.

Linea discontinua: capa S. Modificada de Bonete et al., 2008.

El amonio ejerce un efecto inhibidor en la asimilacion de nitrato de las actividades
de las enzimas asimilativas Nas y NiR. Este efecto del amonio se describié muchos afios
antes en bacterias y cianobacterias (Flores et al., 1983). En Hfx. mediterranei el amonio
reprime la expresion del operon nas e inhibe la ruta de asimilacion de nitrato, mientras que
el nitrato es un inductor de la expresion de los mismos. Por esta razon, en presencia de las
sales nitrato de amonio o nitrito de amonio, preferiblemente se consumiria el amonio
(Bonete et al., 2008).
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1.4.2. Asimilacion de amonio

Cuando el amonio es la fuente de nitr6geno para el crecimiento, primeramente, éste
atraviesa las membranas celulares mediante transportadores de amonio (Amt), que son
proteinas integrales de membrana que permiten la captacion de amonio y metilamonio en
las células. La GS-GOGAT y la GDH (Figura 4) son las principales rutas de asimilacién de
amonio en diversos microorganismos incluyendo Hfx. mediterranei. La via GS-GOGAT
requiere ATP, pero tiene una alta afinidad por el amonio, mientras que la GDH no
consume ATP pero es menos efectiva en condiciones con déficit de nitrdgeno. Estas
enzimas se encuentran en los tres Dominios de vida (Bonete et al.,, 2008). La GS
desempefia un doble papel proporcionando glutamina para la biosintesis de aminoacidos y
asimilando amonio en colaboracion con la glutamato sintasa. En Hfx. mediterranei la GS
permite la asimilacion del amonio producido por la nitrito reductasa asimilativa a bajas
concentraciones de amonio intracelular, mientras que la proteina GDH se encarga de
asimilar el amonio en presencia de altas concentraciones del mismo. Por otro lado, la GDH
juega un papel clave, ya que transforma el 2-oxoglutarato en L-glutamato de manera
reversible actuando como nexo de unioén entre el ciclo del carbono y el metabolismo del
nitrégeno. En condiciones de carencia de nitrogeno, la GS produce glutamina a partir de
glutamato y amonio, y la glutamina se transforma a glutamato mediante la proteina
GOGAT. Por tanto, en condiciones de bajas concentraciones de amonio, la ruta GS-
GOGAT es la utilizada para la asimilacion de dicho amonio (Hochman et al., 1988). Esto
se debe a que la GS presenta una K, para el sustrato amonio mucho mas pequefia que la
GDH (Bonete et al., 2008). Tras la secuenciacion del genoma de Hfx. mediterranei se han
identificado al menos cuatro genes (tres gendmicos y uno insertado en uno de los
megaplasmidos) con una alta homologia para las NAD(P)-GDHs. Se han aislado y
caracterizado dos de las cuatro posibles enzimas. Una de ellas es NADPH dependiente, con
una Ky, de 4.2 mM para NH4" (Ferrer et al., 1996). La otra enzima caracterizada mostrd
una clara dependencia por NADH, y tras expresarla heter6logamente se observé que la
reaccion que cataliza esta completamente desplazada hacia la aminacion reductiva con una
Km para NH4" proxima a 50 mM (Diaz et al., 2006).
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1.4.3. Desnitrificacién o respiracion del nitrato

La desnitrificacion se produce en muchos ambientes, incluyendo suelos, océanos y
aguas dulces, y generalmente se realiza por microorganismos anaerobios facultativos que
crecen bajo condiciones microaerofilicas o andxicas (Zumft, 1997). En esta ruta, el NO3 se
utiliza como aceptor terminal de electrones de una cadena respiratoria con el fin de obtener
energia (Jormakka et al., 2004). La desnitrificacidn o respiracién de nitrato consiste en la
produccion biolégica de los gases NO (6xido nitrico), N,O (6xido nitroso) y N, a partir de
nitrato en condiciones anaerébicas o de microaerofilia. En este proceso, el nitrato se reduce
a N, mediante las reacciones catalizadas por la nitrato reductasa respiratoria (NarGH),
nitrito reductasa respiratoria (NirK), 6xido nitrico reductasa (Nor) y éxido nitroso
reductasa (Nos). En general, los organismos capaces de realizar la desnitrificacion se
clasifican como desnitrificantes completos o incompletos: en los primeros, el nitrato se
reduce completamente a nitrégeno molecular, mientras que en los segundos, el nitrato se

reduce parcialmente a NO o N,O (Torregrosa-Crespo et al., 2016).

Los gases producidos en estas reacciones, concretamente el N,O y NO, causan un
gran impacto en la atmdsfera, destruyen la capa de ozono y ademas, el 6xido nitroso es un
gas de efecto invernadero mas potente que el CO,, contribuyendo al calentamiento global
del planeta (Ravishankara et al., 2009; Thomson et al., 2012). En Hfx. mediterranei,
estudios de RT-PCR también han demostrado que la presencia de NOj3 incrementa los
niveles de transcripcion del operén que contiene la NarGH aunque parece que son las
condiciones anoxicas o de microaerofilia las que desencadenan totalmente la via

respiratoria (Lledo et al., 2004).

1.5. Glutamina sintetasa

La glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2) es una enzima esencial en la asimilacién
del amonio y en la biosintesis de glutamina. Dicho aminoacido actia como donador de
nitrdgeno para la biosintesis de aminoacidos, purinas, pirimidinas y aminoazlcares
(Robinson et al., 2001). Presenta una alta afinidad por el amonio y es capaz de incorporarlo
a compuestos organicos. Esta enzima cataliza la biosintesis de glutamina mediante la

reaccion biosintética (1) en la que el metal (Me?*) puede ser magnesio 0 manganeso.
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Esta reaccion que cataliza la GS se considera la mas relevante fisiologicamente (Eisenberg
et al., 2000).

2+

Me
L- Glutamato + NH, +ATP —> L - Glutamina + ADP + Pi + H_ (1)

Como se muestra en la Figura 5, la biosintesis de glutamina implica la formacion
inicial de y-glutamil fosfato a partir de ATP y glutamato. El segundo paso consiste en la
formacion del estado de transicion a partir de un ataque nucleofilico producido por el
amonio sobre y-glutamil fosfato. Finalmente, la posterior liberacion del fosfato conlleva la

formacion de L-glutamina.

RASE LS

L-glutamato v-glutamil fosfato  complejo del estado L-glutamina
de transicion

Figura 5: Mecanismo de reaccion de la enzima glutamina sintetasa, tomado de (Wray y Fisher,
2010).

Ademas, si la hidroxilamina (NH,OH) se sustituye por el amonio en la reaccion (1),
el producto L-glutamina se sustituye por y-glutamil hidroxamato (Eisenberg et al., 2000).
La GS también cataliza la reaccion transferasa (2) con la produccion de y-glutamil

hidroxamato y amonio libre (Shapiro y Stadtman, 1970):

ADP, arseniato, Me

L-Glutamina + hidroxilamina —————> y-glutamil hidroxamato + NH (2)

En esta reaccion la hidroxilamina y la glutamina, en presencia de un nucle6tido
(ADP o ATP), arseniato y un ion metalico (Me?*), dan lugar a la formacion de y-glutamil
hidroxamato y amonio libre. En este caso, el complejo intermedio es y-glutamil arseniato
(Eisenberg et al., 2000).
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La GS actla conjuntamente con la glutamato sintasa (GOGAT; EC 1.4.7.1), que
cataliza la transferencia reductiva del grupo amida de la L-glutamina al 2-oxoglutarato,
empleando un equivalente de poder reductor y generando dos moléculas de L-glutamato;
de las cuales, una molécula se recicla de nuevo como sustrato para la reaccion de GS, y la

otra se exporta o se utiliza para producir otros aminoacidos (Bao et al., 2014).

La glutamina sintetasa se encuentra en todos los organismos, ya que es una enzima
clave tanto en la asimilacion de amonio como en proporcionar nitrégeno para la sintesis de
proteinas y &cidos nucleicos. Los genes que codifican GS muestran homologia en
diferentes organismos, incluso en especies evolutivas distantes, por lo que la enzima se ha
considerado como un buen reloj molecular en la evolucion génica (Pesole et al., 1991;
Kumada et al., 1993).

Las glutaminas sintetasas son una familia de enzimas oligoméricas que se dividen
en tres clases, GSI, GSIl y GSIllII, en funcion de diferencias en su masa molecular, su
secuencia y estructura cuaternaria (Woods y Reid, 1993). Para estos tres tipos de GS existe
una controversia en cuanto a su clasificacién, puesto que diferentes estudios realizados con
las estructuras tridimensionales de cada uno de los tipos, los autores llegan a diferentes

conclusiones en cada caso que se exponen a continuacion.

La glutamina sintetasa de tipo | (GSI) esta presente en bacterias y arqueas (Brown
et al., 1994), en mamiferos y plantas (Mathis et al., 2000; Wyatt et al., 2006) y en
cianobacterias; estd codificada por el gen gInA (Dominguez-Martin et al., 2016). Se
dispone en 12 subunidades idénticas, con una longitud de sus cadenas polipeptidicas entre

450 y 470 aminoacidos, con una masa molecular de subunidad entre 44-60 kDa (Robertson
y Alberte, 1996); y la actividad de GSI esta controlada por la adenililacién de un residuo

de tirosina.

En cuanto a la GS tipo Il (GSIl), presenta una longitud de sus cadenas
polipeptidicas entre 350-420 aminoacidos, con una masa molecular de 35-50 kDa por
subunidad (Kumada et al., 1993). Se encuentra en eucariotas y algunas bacterias de las

familias Rhizobiaceae y Streptomycetaceae.

45



Introduccion

Existe una controversia en cuanto a su estructura, ya que algunos autores sefialan
que se dispone en decdmeros de subunidades idénticas organizadas en dos anillos
pentaméricos (Murray et al., 2013; Torreira et al., 2014), como la enzima GSII del maiz
(Unno et al., 2006), la de mamiferos (Krajewski et al., 2008) y la de levadura (He et al.,
2009). Sin embargo, la base de datos PROSITE y otros autores apuntan que la GSII se
organiza en un octamero de subunidades idénticas (Shatters y Kahn, 1989; Tiboni et al.,
1993; Woods y Reid, 1993).

La glutamina sintetasa tipo 111 (GSIII) esta presente en bacterias anaerdbicas y en
cianobacterias (en estas Ultimas codificada por gInN), con una masa molecular de
subunidad entre 75-83 kDa; presenta cadenas polipeptidicas con aproximadamente 700
aminoacidos. Existe una controversia en cuanto a su estructura puesto que algunos autores
junto con la base de datos PROSITE sefialan que se organiza en 6 subunidades idénticas
(Tiboni et al., 1993; Woods y Reid, 1993), como por ejemplo la GS (GInN) de
Synechocystis sp. cepa PCC 6803 (Reyes y Florencio, 1994). Otros autores apuntan que la
GSIII es dodecameérica pero sus interacciones hexamero-hexamero son diferentes a la GSI
(Murray et al., 2013; Kumar et al., 2017), como por ejemplo la GSIIl de Bacteroides
fragilis (van Rooyen et al., 2011).

En funcion de andlisis filogenéticos, la GSI procarittica se divide en dos grupos:
GSl-a y GSI-B, que se diferencian en tres criterios: (1) diferencias a nivel de secuencia, (2)
presencia 0 ausencia de una insercion de 25 aminoacidos especificos y (3) presencia o
ausencia de regulacion de la GS mediante adenililacion (Brown et al., 1994). Las enzimas
GSl-a se encuentran en Euryarchaeota (Pyrococcus furiosus, Hfx. volcanii vy
Methanococcus voltae); en bacterias Gram positivas con bajo contenido en G+C como
Lactobacillus delbrueckii, Clostridium acetobutylicum y Bacillus sp.; en algunas bacterias
termofilicas como por ejemplo, Thermotoga maritima; y la mejor estudiada es la enzima de
Bacillus subtilis (Murray et al., 2013). Las GSI-B contienen una insercion de 25
aminoacidos especificos y estan presentes en bacterias Gram positivas con alto contenido
en G+C, como Streptomyces sp., Mycobacterium tuberculosis y Frankia sp., en
cianobacterias, como Synechococcus sp. y Anabaena sp. y en otras especies de bacterias

como E. coli y Salmonella typhimurium.
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Aunque la GSl-a y GSI-f comparten una identidad de secuencia entre 35-41 %,
presentan mecanismos de regulacion diferentes. Concretamente, las enzimas GSl-o estan
sujetas a inhibicion feedback por el producto glutamina, y en menor grado por el AMP.
Mientras que la actividad de las GSI-B esta regulada por adenililacion de una tirosina del
sitio activo de la proteina (Murray et al., 2013), a excepcion de la GS de cianobacterias que
se regula por otros mecanismos (Fisher et al., 1981), como por ejemplo, por modificacién
oxidativa en condiciones de carencia de nitrogeno en el caso de Prochlorococcus marinus
cepa PCC 9511 (GOomez-Baena et al., 2015); o por interaccion directa con los factores
inactivantes en Synechocystis sp. PCC 6803 (Saelices et al., 2011). La adenililacion de la
enzima GSI-f se encuentra tanto en las proteinas nativas como sobreexpresadas en E. coli
de especies como Azospirillum brasilense (Bozouklian y Elmerich, 1986), Rhizobium sp.
(Darrow y Knotts, 1977; Rossi et al., 1989), Streptomyces sp. (Streicher y Tyler, 1981,
Wray y Fisher, 1988) y Frankia sp. (Edmands et al., 1987). Hay disponibles estructuras
proteicas de GSI-f como, la de E. coli, Micobacterium tuberculosis, y Salmonella
typhimurium; y un ejemplo de estructura proteica de GSl-a es la de Bacillus subtilis
(Figura 6) (Murray et al., 2013).

GSl-a de Bacillus subtilis GSI-B de Salmonella typhimurium

Figura 6: Estructuras de las enzimas glutamina sintetasas dodecamericas GSI-a de Bacillus subtilis

y GSI-B de Salmonella typhimurium, modificado de Murray et al., 2013.
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1.5.1. Estructura de las glutamina sintetasas

Mediante estudios bioquimicos y estructurales se ha demostrado que las GSI y GSl|I
se ensamblan mediante dos estructuras de anillos cerrados (con sitios activos formados
entre los protébmeros) que se asocian a través de un punto de contacto, disponiéndose en

simetria dihédrica (van Rooyen et al., 2011).

Glutamina sintetasa tipo | (GSI)

La GS de tipo | es principalmente procariota. Se trata de una proteina grande con
una masa molecular de 600 kDa y un tamafio de 50 kDa por subunidad. Depende de Mg
(I o Mn (I) para su actividad catalitica (Woolfolk et al., 1966; Stadtman y Ginsburg,
1974). La estructura de GS se determind mediante cristalografia y difraccion de rayos X
con una resolucion de 3.5 A (Almassy et al., 1986), después se mejoré mediante
recoleccion de datos y refinamiento a 2.5 A (Eisenberg et al., 2000). Los estudios
estructurales mediante difraccion de rayos X se realizaron en muestras de GS purificadas a
partir de una cepa mutante de Salmonella typhimurium incapaz de adenililar a la GS, para

evitar la heterogeneidad de la modificacion covalente.

La GS de bacterias son dodecameros constituidos por dos anillos hexaméricos
superpuestos, con doce sitios activos formados entre monémeros de un mismo anillo. Cada
sitio activo se ha descrito como un bifunnel o doble embudo en donde el ATP vy el
glutamato se unen por extremos opuestos (Figura 7). EI ATP se une al sitio activo por la
parte superior del doble embudo, que corresponde al extremo abierto hacia la parte externa
de la superficie de la GS. La parte central del doble embudo corresponde a sitios de union
de dos cationes divalentes (n1y n2) separados por 6 A, donde se unen el manganeso o el
magnesio para la catalisis. El ion situado en n2 esta implicado en la transferencia del grupo
fosforilo (Hunt et al., 1975), mientras que el ion del sitio nl estabiliza la GS en estado
activo (Shapiro y Ginsburg, 1968) y desempefia un papel en la union del glutamato (Hunt y
Ginsburg, 1980).

La afinidad por metales ionicos en el sitio n1 es 50 veces mayor que la del sitio n2
y esto se debe a una mayor carga negativa hacia la mitad inferior del doble embudo cerca
de nl.
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Figura 7: Estructura de glutamina sintetasa bacteriana. En azul se muestra uno de los dos anillos
hexaméricos. El dodecamero tiene 12 sitios activos, el circulo en rojo muestra un sitio activo entre
las dos subunidades vecinas; cada uno de ellos es un doble embudo con una entrada superior y otra
inferior para los sustratos ATP y glutamato, respectivamente. A la izquierda se muestra una
subunidad. Los sitios de union para los iones metalicos (n1 y n2) estan separados por 6 A de
longitud, y se localizan en el cuello del doble embudo. La localizacién del sustrato amonio en el
sitio activo se ha determinado utilizando el andlogo Talio por estos autores. La distancia entre nl1y
el sitio de TI" es de 4 A, mientras que entre n2 'y TI" es de 7 A. Para una mejor visualizacion del
sitio de union a glutamato, el lazo del Glu-327 no se ha incluido en la figura (Tomado de Eisenberg
et al., 2000).

El dodecamero de GS se mantiene unido principalmente por interacciones
hidrofobicas y enlaces de hidrogeno entre los dos anillos hexaméricos. La hélice situada en
el extremo N-terminal se encuentra por encima del anillo hexamérico y se expone al
solvente. Mientras que la hélice C-terminal se inserta en un bolsillo hidrofobico localizado

en la subunidad adyacente del anillo hexamérico opuesto.

Ademas, el canal central del dodecamero esta revestido por seis cadenas B que
entrelazan los dos anillos de la enzima. La estructura del dodecamero expone varios lazos

que presentan una funcion determinada.

Un lazo esta formado por los residuos 156-173 (la numeracion corresponde a GS de
E. coli), sobresale en el canal central del dodecamero y es un sitio de protedlisis (Lei et al.

1979) y ADP-ribosilaciéon (Moss et al. 1990); otro, llamado lazo de adenililacion, contiene
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el residuo Tyr397, que es modificado covalentemente por adicion de AMP (Shapiro y

Stadtman, 1968) y se sitla en la entrada inferior del doble embudo.

Glutamina sintetasa tipo 11 (GSII)

La glutamina sintetasa de tipo Il se encuentra principalmente en eucariotas y se
compone de 10 subunidades aproximadamente de 40 kDa que se disponen en dos anillos

pentaméricos superpuestos (Unno et al., 2006; Krajewski et al., 2008).

La primera estructura tridimensional de GSII determinada fue a partir de la enzima
del maiz. Concretamente, las plantas contienen dos tipos de GS que se localizan en sitios
diferentes de la célula, denominadas como GS1 (situadas en el citosol) y GS2 que se
encuentran en los cloroplastos. GS1 esta codificada por una familia multigénica pequefia, y
sus miembros se clasifican en funcion del perfil de expresion en respuesta al estado de
nitrégeno externo, a las propiedades enzimaticas y a la estabilidad fisicoquimica. EI maiz
presenta cinco GS1s (GSla—-GSle), de las que las mejor caracterizadas son la GSla y
GS1d, presentando una alta identidad de secuencia (86 %) y diferencias notables en su
estabilidad. Mediante cristalografia se ha comprobado que la estructura de GS del maiz
(Figura 8) se dispone en dos anillos pentaméricos con subunidades idénticas con un total

de diez sitios activos (Unno et al., 2006).
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Figura 8: Estructura de glutamina sintetasa del maiz (GSal). (A) Estructura vista desde arriba,
cada subunidad se muestra en un color diferente. (B) Vista lateral de la estructura de la GS del

maiz. (Tomado de Unno et al., 2006).

En cuanto a la GS de tipo 1l en mamiferos, las primeras estructuras tridimensionales
de este tipo de GS determinadas fueron la GS canina y humana tanto en ausencia como en
presencia de metales, nucleétidos y un inhibidor; ambas se disponen en dos anillos

pentaméricos (Krajewski et al., 2008).

La estructura cristalografica de la GS canina (Canis familiaris) (Figura 9) se realizo
mediante reemplazamiento molecular empleando la estructura ya resuelta de un pentdmero
de la GS de maiz, y se refind a una resolucion de 3 A. Por otro lado, la GS humana se
determind en dos estructuras: en presencia de manganeso, ADP y fosfato inorganico (1) y
con L-metionina-S-sulfoximina fosfato (MSX-P) (inhibidor de GS), ADP y manganeso (2),

a una resolucion de 2.05 A 'y 2.6 A, respectivamente.
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Figura 9: Estructura tridimensional decamérica de glutamina sintetasa canina, en la que cada

subunidad muestra un color diferente (Tomado de Krajewski et al., 2008).

Glutamina sintetasa tipo 111 (GSIII)

La GS tipo Il se encuentra en bacterias anaerobicas y cianobacterias. Su estructura
se determind mediante la técnica de tincion negativa en microscopia electrénica con la GS
del patégeno anaerdbico oportunista Bacteroides fragilis. Esta glutamina sintetasa se
disponia en dos anillos hexaméricos formando un dodecdmero con subunidades con masas
moleculares de 82.7 kDa (van Rooyen et al., 2006). Posteriormente, la primera estructura
cristalina de una enzima GSIII en Bacteroides fragilis (Figura 10), mostré que existe una
conservacion del plegamiento catalitico con respecto a las GSs tipo | y I, pero existen
diferencias sutiles en las interacciones proteina-ligando que sugieren posibles vias para el
disefio de inhibidores de GSIII. A pesar de las similitudes, la divergencia de GS tipo Il
con respecto a las otras GSs puede explicarse por su estructura cuaternaria ya que mejoran
su estabilidad, contienen geometrias de sitio activo méas rigidas, y minimizan las

superficies expuestas pudiendo aportar ventajas selectivas (van Rooyen et al., 2011).
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Figura 10: Estructura cristalina tridimensional de GSIII de Bacteroides fragilis. Estructura
dodecamérica coloreada segun la posicion de los residuos. A la derecha se muestra Gnicamente un

solo monémero (Tomado de van Rooyen et al., 2011).

1.5.2. Regulacion de la glutamina sintetasa

La enzima GS se encuentra sujeta a una compleja regulacion tanto a nivel de
sintesis proteica como a nivel de su actividad. En la mayoria de sistemas estudiados, el
control de la actividad de la GS responde a sefiales de carbono y nitrégeno. En presencia
de abundantes fuentes de carbono y en deficiencia de nitrégeno, se produce un aumento de
la actividad de GS. Mientras que, cuando existe una fuente abundante de nitrégeno y en
deficiencia de carbono, la actividad glutamina sintetasa se ve disminuida. Por tanto, esta
regulacion, dependiendo del organismo, se produce mediante diferentes mecanismos

(Saelices et al., 2011) que se exponen a continuacion.
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1.5.2.1. Regulacion de la glutamina sintetasa en bacterias

En bacterias, la actividad catalitica de la GS puede regularse mediante adenililacion
0 desadenililacion de un residuo especifico de tirosina y también por modificacion
oxidativa (Ginsburg et al., 1970; Liaw et al., 1993).

La enzima GS de E. coli, se regula mediante inhibicion feedback acumulativa por
nueve productos finales del metabolismo de glutamina, que son: serina, alanina, glicina,
AMP, CTP, triptéfano, histidina, carbamil fosfato y glucosamina-6-fosfato. Cada uno de
los inhibidores se une a la enzima en su propio centro regulador, que es diferente del centro
activo en cada caso, y disminuye la actividad de GS parcialmente (Eisenberg et al., 2000).
Sin embargo, los efectos de los distintos inhibidores, cuando actian de manera conjunta,
inactivan a la enzima. A partir de estudios cristalograficos se determino que los inhibidores
serina, alanina y glicina se unen a la GS en el mismo centro activo que el sustrato
glutamato, presentando un comportamiento competitivo (Liaw et al., 1993). Ademas, los
nucleétidos GDP, ADP y AMP se unen al sitio de unién del cofactor ATP de la GS sin
modificar (desadenililada) y unida a manganeso (Liaw et al., 1994). Por otro lado, en E.
coli también se produce regulacion por modificacion covalente reversible de cada
subunidad, mediante la adenililacion/desadenililacion de la Tyr397 que conlleva la
alteracion de propiedades cataliticas, incluyendo la inactivacion de la actividad biosintética
en presencia de magnesio. El grado de adenililacion depende de los niveles de glutamina y

2-oxoglutarato (Shapiro et al., 1967; Saelices et al., 2015).

Como se muestra en la Figura 11 la adenililacion de la GS en E. coli implica a tres
proteinas. La primera es la adenililtransferasa (ATasa) codificada por gInE, la cual
transfiere el AMP a partir del ATP a un residuo de tirosina especifico de la GS, y también
elimina el AMP mediante escision fosforolitica. La segunda proteina es la Pll (codificada
por el gen gInB) y existe en dos formas: desuridililada, GInB (estimula la adenililacién de
GS, inactivandola) y uridililada, GInB-UMP (estimula la desadenililacién, activando a la
glutamina sintetasa). La tercera es la uridililtransferasa (UTasa/UR) codificada por el gen
gInD, que uridilila un residuo de tirosina especifico de GInB mediante la transferencia de
UMP a partir de UTP, eliminando también UMP por hidrélisis (Leigh y Dodsworth, 2007).
Por tanto, cuando la relacion GIn/2-oxoglutarato celular es elevada, (condiciones de exceso
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de nitrégeno) la UTasa/UR desuridilila a la proteina GInB, la cual actia sobre la ATasa

induciendo la adenililacién de la GS, GS-AMP (forma menos activa).

Mientras que, en condiciones de deficiencia de nitrogeno (relacion Gin/2-
oxoglutarato baja), GInB se uridilila induciendo a la ATasa a desadenililar a la GS,

produciendo su forma mas activa.

Exceso de
nitrégeno

GS-AMP NtrC

.NtrB
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GIn---i{ UTase/UR | <--GIn
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20G - > Alase
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Figura 11: Regulacion de la actividad glutamina sintetasa y de la expresion de gInA en E. coli. El
color azul indica exceso de nitrégeno y el color rojo deficiencia de nitrégeno. Las modificaciones o
no modificaciones estan representadas por lineas sélidas, y la funcién de las proteinas reguladoras
y los efectores se representan con lineas discontinuas. Las flechas indican efectos positivos y lineas

romas efectos negativos. Modificado de Leigh y Dodsworth, 2007.

En cuanto a la regulacién de la expresion de gInA en E. coli a nivel transcripcional,
el sistema Ntr (sistema de regulacion global del nitr6geno) esta formado por dos
componentes que son una proteina sensora histidina quinasa (NtrB) y el regulador de
respuesta (NtrC). NtrB fosforila al regulador de respuesta NtrC. NtrB tambien presenta una
actividad fosfatasa que produce la desfosforilacion de NtrC. Por tanto, la proteina NtrC
fosforilada, NtrC-P, activa la transcripcién de genes entre los que se encuentra ginA.
Cuando se produce un exceso de nitrogeno en la célula, la GS esté adenililada, de manera
que gInA se expresa a nivel basal y los otros genes ntr no son expresados (Reitzer, 2003).
Como GInB no esté uridililada, se asocia directamente con NtrB estimulando la actividad

fosfatasa e inhibiendo la actividad quinasa, lo que conlleva a que NtrC no pueda
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fosforilarse y no active la transcripcion de gInA (Leigh y Dodsworth, 2007). En
condiciones de deficiencia de nitrégeno, GInB-UMP no tiene ningun efecto sobre NtrB, y

NtrC se fosforila por NtrB activando la transcripcion de gInA y otros genes ntr.

La proteina Pl pertenece a una superfamilia que se divide en tres familias que estan
codificadas por: 1. gInB; 2. gInK, genes que estan genéticamente ligados al gen
transportador de amonio (amtB); 3. nifl, genes que se encuentran en Euryarchaeota y
algunas bacterias, regulando a la enzima nitrogenasa. GInB y GInK se encuentran en la
mayoria de las bacterias y presentan una estructura homotrimérica, mientras que las

proteinas Nifl son heteromultiméricas (Forchhammer, 2007; Leigh and Dodsworth, 2007).

En GS de Bacillus subtilis, la expresion de genes regulados por nitrégeno esta
controlada por dos proteinas, GInR y TnrA (ambas son miembros de la familia de factores
de transcripcion MerR). La glutamina sintetasa inhibida por feedback (IFB-GS) modula las
actividades de union al DNA de los factores de transcripcion mediante una interaccion
directa con los mismos en cantidades abundantes de nitrégeno. IFB-GS forma complejos
con TnrA y bloquea su capacidad para unirse al DNA. En condiciones de exceso de
nitrogeno, IFB-GS actla como una chaperona que activa a GInR y estabiliza el complejo
GInR-DNA, de manera que GInR reprime la sintesis de glutamina sintetasa, ureasa 'y TnrA.
Mientras que en condiciones de deficiencia de nitrégeno, TnrA puede ser activador o
represor de la transcripcion de genes. Esta proteina activa la expresion de los genes
implicados en el transporte de amonio (amtB-gInK), la degradacion de asparagina (ansZz),
el transporte de a-aminobutirato (gabP), en la asimilacion de nitrato (nasA) y nitrito
(nasDEF), de la ureasa (ureABC), y de su propio gen; mientras que reprime la sintesis de
GS 'y de GOGAT (Wray et al., 2001; Wray y Fisher, 2010).

Los autores (Fedorova et al., 2013) indican que la proteina TnrA inhibe
parcialmente la actividad biosintética glutamina sintetasa in vivo e in vitro. Sin embrago,
GInK previene la interaccion de GS en estado activo (no inhibida mediante feedback) con
TnrA. Es decir, en condiciones de deficiencia de nitrégeno, TnrA se une a GInK evitando

que se forme el complejo TnrA-GS, lo que permite que la enzima GS presente actividad.
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1.5.2.2. Regulacion de la glutamina sintetasa en cianobacterias

En cianobacterias no existe un sistema de regulacion transcripcional NtrBC como
ocurre en bacterias. Por tanto, la asimilacion de amonio est4 controlada mediante el factor
transcripcional NtcA, que pertenece a la familia de reguladores transcripcionales
CRP/CAP. Esta proteina es la principal responsable del control del nitrogeno en
cianobacterias, la cual actuando como activadora o represora, regula la expresion de

diferentes genes regulados por nitrégeno (Muro-Pastor et al., 2005).

La proteina reguladora PIl en cianobacterias, codificada por el gen gInB, se
modifica por fosforilacion en un residuo de serina situado en el T-loop (Forchhammer y De
Marsac, 1995). Concretamente, las proteinas reguladoras PIlI son homotrimeros con tres
loops por subunidad (T-loop, B-loop y C-loop), de los cuales es especialmente importante
el T-loop, puesto que presenta una secuencia conservada que contiene el sitio para una
modificacion reversible y ademas es estructuralmente muy flexible, de manera que permite
adoptar varias conformaciones que son fundamentales para la interaccion de esta proteina
reguladora con otras proteinas (Forchhammer, 2004). Al igual que en las enterobacterias,
su actividad depende de la unién sinérgica de ATP y 2-oxoglutarato. Como se muestra en
la Figura 12, en condiciones de deficiencia de nitrogeno, las elevadas concentraciones
intracelulares de 2-oxoglutarato y ATP impiden la interaccion de PIl con PipX (proteina
activadora de NtcA) y de PIl con NAGK (N-acetil-L-glutamato quinasa) (Espinosa et al.,
2009). Cantidades de 2-oxoglutarato elevadas estimulan la interaccién de NtcA con PipX
activando los genes dependientes de NtcA. Cuando existen cantidades abundantes de
nitrogeno, los niveles de 2-oxoglutarato intracelular son bajos, de manera que la
interaccion de PII con PipX disminuye la formacion del complejo NtcA-PipX, induciendo
la biosintesis de arginina. Es decir, la PIl desfosforilada interacciona con la enzima NAGK

aumentando su actividad.
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Figura 12: Regulacion de la transcripcion de genes de asimilacion de nitrégeno y de la actividad
NAGK en cianobacterias unicelulares. El color azul indica exceso de nitrégeno y el color rojo
deficiencia de nitrogeno. Las flechas indican efectos positivos y lineas romas efectos negativos.
Modificado de Leigh y Dosdsworth, 2007.

En las cianobacterias, la expresion y actividad de la GSI se modula a nivel
transcripcional y post-traduccional. Existen cianobacterias que tienen una Unica GS (GSlI,
codificada por el gen gInA) mientras que otras, ademas de la GSI poseen la GSIlII,
codificada por el gen gInN. En ausencia de amonio, el factor NtcA activa la transcripcion
de genes relacionados con el nitrdgeno uniéndose a sus correspondientes promotores. El
mecanismo de regulacion post-traduccional en Synechocystis y otras cianobacterias
consiste en la interaccidn proteina-proteina de la GSI con los factores inactivantes IF7 e
IF17, dos polipéptidos inhibidores de la GS codificados por los genes gifA y gifB,
respectivamente, y ambos se requieren in vivo para su completa inactivacion, aunque la
presencia de cualquiera de las dos proteinas es suficiente para producir algin grado de
inactivacién de GS (Garcia-Dominguez et al., 1999; Saelices et al., 2015). Sin embargo, en
cepas del género Prochlorococcus no existen los genes gifA y gifB, por lo que la GS se
regula mediante modificacion oxidativa en condiciones de carencia de nitrogeno (Gomez-
Baena et al., 2015). Es decir, la inactivacion de la GS ocurre mediante sistemas de
oxidacion catalizada por metales tanto enzimaticos como: NAD(P)H + NAD(P)H-oxidasa
+ Fe** + O, como no enziméticos, como: ascorbato+ Fe** + O, Este proceso requiere la

presencia de oxigeno y un metal cationico (Gémez-Baena et al., 2001).
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1.5.2.3. Regulacion de la glutamina sintetasa en arqueas

La arquea metandgena Methanosarcina mazei, que pertenece al phylum
Euryarchaeota, asimila el amonio mediante la ruta GS-GOGAT. Ademas, contiene los
genes gInK; y gInK;, ambos unidos a los genes amtB. En esta especie existe una
interaccion directa entre la Pl y la GS (GInA;), de manera que, en condiciones de exceso
de nitrogeno, la proteina GInK; inhibe a GInA; (Figura 13). Los altos niveles intracelulares
de 2-oxoglutarato impiden el efecto inhibidor de GInKj, produciendo un aumento de
actividad de la GS, pero no dificultan la formacion del complejo GInK3-GS (Ehlers et al.,
2005).

Exceso de
nitrogeno

GInK
Ii 2- oxoglutarato
2- oxoglutarat0 —,,. GS§
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Figura 13: Regulacidon de la GS en Methanosarcina mazei mediante interaccién directa de GInK y
2-oxoglutarato sobre la enzima glutamina sintetasa. La flecha indica efecto positivo y las lineas

romas indican efectos negativos. Modificado de Leigh y Dosdsworth, 2007.

En algunas arqueas la transcripcion de los genes de asimilacion de nitrégeno esta
regulada por el represor NrpR (Figura 14), que se descubrido por primera vez en
Methanococcus maripaludis (Leigh y Dodsworth, 2007). En esta arquea metandgena,
dicho represor se une a los operadores en las regiones promotoras de los genes nif y ginA.
En condiciones de carencia de nitrogeno, el 2-oxoglutarato actia como molécula inductora
impidiendo la unién del represor NrpR, por lo que se induce la transcripcion de los genes

nif y gInA.
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Figura 14: Regulacion de gInA mediante interaccion directa con el represor NrpR en
Methanococcus maripaludis. Modificado de Leigh y Dosdsworth, 2007. Lineas romas indican

efectos negativos.

En la haloarquea Haloferax mediterranei existen dos genes que codifican GInK
(proteina PI1), denominados gInK; y ginK, ambos unidos a los genes de transportadores de
amonio (amt). Estas proteinas reguladoras son casi idénticas con una similitud del 84 %, y
mediante su expresion heterologa en E. coli se obtuvo que se modifican post-
traduccionalmente mediante uridililacion, que ocurre en la Tyr60 para GInK; y en la Tyr61
para GInK; (Pedro-Roig et al., 2013a).

Tanto las formas uridililadas como desuridililadas se obtuvieron en condiciones de
carencia de nitrégeno. Sin embargo en el genoma de esta arquea no se ha encontrado una
enzima homologa a la uridililtransferasa (UTasa/UR) codificada por el gen ginD, lo que
implica que debe de existir otra proteina diferente que ejerza esta funcién. Las proteinas
GInK se expresan Unicamente en la célula cuando se utiliza el nitrato como fuente de
nitrogeno o en carencia de nitrogeno, mientras que en presencia de amonio o medio
complejo no se produce su expresion (Pedro-Roig et al., 2011). En presencia de 2-
oxoglutarato, mediante interaccion directa de la PIl con la GS (gInA), se produce la
activacion de la glutamina sintetasa al formarse el complejo PII-GS (Pedro-Roig et al.,
2013b).
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Objetivos

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo consiste en:
Profundizar en el entendimiento de las funciones especificas de las diferentes glutamina

sintetasas dentro del metabolismo del nitrégeno de Haloferax mediterranei.
Este prop6sito comprende los siguientes objetivos especificos:
1. Clonar y expresar los genes que codifican glutamina sintetasa.
2. Caracterizar la proteina glutamina sintetasa recombinante (GInA).
3. Obtener una cepa mutante del gen ginA.
4. Caracterizar la cepa mutante.

5. Determinar el posible papel fisiologico de las isoformas GInA-2 y GInA-3.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Microorganismos y plasmidos empleados

En el presente trabajo se ha utilizado como organismo modelo Hfx. mediterranei
cepa R4 (ATCC 33500) y HM26 (ApyrE2) en la que el gen pyrE2 de la cepa salvaje R4 se
sustituy0 por una version delecionada del mismo (Pedro-Roig, 2012). El gen pyrE2
codifica a la enzima orotato fosforribosil transferasa, que estad implicada en la biosintesis
de pirimidinas. Esta mutacion produce la incapacidad de crecer en medio minimo,
permitiendo utilizar el gen pyrE2 como un marcador genético de seleccion y contra-
seleccidn para la generacion de mutantes knockout (Bitan-Banin et al., 2003). En concreto,
la cepa HM26 se utilizo como cepa parental para la construccion de otros mutantes en Hfx.
mediterranei.

En la Tabla 1 se resumen las diferentes cepas empleadas en este estudio, tanto las
bacterianas utilizadas para clonar y expresar las proteinas de interés, asi como las cepas de

Hfx. mediterranei.
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Tabla 1: Genotipo y funcion de las cepas microbianas.

Especie Cepa Genotipo Funcion
IM 109 end Al, rec Al, gyr A96, thil, hsd
(Promega) R17(r, mi)), relAl, sup E44, A(lac-proAB), Clonaje
9 [F'traD36, proA'B", lagl'ZAM15]
Escherichia coli
BL21 (DE3) F ompT, hsdSs(rs” mg), gal, dcm, (DE3) Expresién
(Novagen)
Estudios de
R salvaje fisiologia y
ATCC33500 estimacion del
peso molecular
Construccion de
Haloferax HM26 ApyrE2 e
mediterranei
HM26-A AginA ES.'[L.JdIOS,de
fisiologia
HM26-A3 AgInA-3 Estudios de

funcion de GInA-3

El significado de los marcadores genéticos se explica en el Anexo I.

Los plasmidos utilizados en este estudio fueron: pPGEM®-T Easy (Promega) para la
realizacion del clonaje de los genes, y pET-3a (Novagen) para la posterior expresion.
También se ha empleado el vector pMH101 (proporcionado por el Dr. Soppa), con el que
se cre0 el plasmido pMH101N con resistencia a novobiocina para la generacion de

mutantes knockout en Hfx. mediterranei (Pedro-Roig, 2012).
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3.2. Purificacion de glutamina sintetasa de Haloferax mediterranei

3.2.1. Condiciones de cultivo de Hfx. mediterranei

Haloferax mediterranei se cultivd en medio definido con agua de sales al 25 %
(p/v) (Anexo Il) (Rodriguez-Valera et al., 1980b). Ademas, el medio contenia FeCl3 0.005
g/L, KH,PO, 0.5 g/L, CaCl, 0.9 g/L suplementado con glucosa 10 g/L (como Unica fuente
de carbono) y KNO3z; 40 mM (como fuente de nitrégeno). EI pH se ajusté a 7.3 con NaOH.
Se creci6 en condiciones aerobias a 42 °C con agitacion a 200 rpm. El crecimiento del

cultivo se siguié mediante la medida de la densidad dptica a 600 nm en un biofotometro
(Eppendorf).

Para la construcciéon de los mutantes de los genes gInA y gInA-3, tanto la cepa
parental HM26 como la mutante se crecieron en diferentes medios de cultivo. Para la
obtencion de mutantes pop-in de GS y de GInA-3, los cultivos se crecieron en medio
definido para Hfx. mediterranei (Anexo Il). Posteriormente, para conseguir los mutantes
pop-out de ambas proteinas, los cultivos se crecieron en medio complejo para Hfx.
mediterranei (Anexo Il). En todos los medios se ajustd el pH entre 7.2-7.4. Para el

crecimiento de los mutantes en medio solido se afiadié agar al 1.8 %.

3.2.2. Obtencion del extracto enzimético de la glutamina sintetasa

Cuando el cultivo alcanzd la fase estacionaria, las células se cosecharon por
centrifugacion a 8500 rpm durante 45 minutos a 4 °C en una centrifuga “Beckman Coulter
Avanti™ J-20XP” con un rotor angular JLA 9100. A continuacion, se desechd el
sobrenadante y las células se resuspendieron (40 % p/v) en tampon Tris-HCI 20 mM pH
7.5 conteniendo NaCl 2M ADP 0.1 mM y 10 mM MgCl,. Posteriormente, se procedio a la
ruptura de las células en frio con un sonicador de la casa VirTis, VirSonic 475 a 300 W
durante ocho periodos de 40 segundos con descansos de 40 segundos entre cada uno de los
pulsos. La suspension sonicada se centrifugo en una ultracentrifuga Beckman modelo L5-
65B con rotor de angulo fijo tipo 35 Ti a 30000 rpm durante 1.5 horas. Finalmente, el

sobrenadante obtenido se utiliz6 como extracto enzimatico.
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3.2.3. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el método Bradford
(Bradford, 1976) que se basa en el principio de union proteina-colorante, utilizando
albumina de suero bovino (BSA) como patrén para realizar la correspondiente curva de
calibrado. Para ello, se utilizd el microensayo empleando 100 pL de la disolucion de
proteina y 1mL del reactivo de Bradford. Después, se midieron las absorbancias a 595 nm.

3.2.4. Medicion de la actividad glutamina sintetasa
3.2.4.1. Actividad transferasa GS

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se basa en una reaccion paralela a
la reaccion biosintética, en la que la hidroxilamina y la glutamina, en presencia de un
nucledtido, arseniato y un ion metalico, dan lugar a la formacion de
v-glutamil hidroxamato y amonio libre (Shapiro y Stadtman, 1970). Los ensayos se
llevaron a cabo por triplicado, frente a un control sin enzima. La actividad se midio
mediante la determinacion colorimétrica del y-glutamil hidroxamato producido, siguiendo
la variacidn de absorbancia a 510 nm. Las mezclas de reaccion se componen del reactivo A
(MOPS 0.1 M pH 7, glutamina 200 mM, MnCl; 100 uM e hidroxilamina 20 mM) y el
reactivo B (MOPS 0.125 M pH 7, ADP 40 uM y Na;HAsO,4 7H,0 200 mM).

El ensayo se realizd con mezclas que contenian cada uno de los reactivos que se

muestra en la Tabla 2, en un volumen final de 1 mL.

Tabla 2: Mezcla de reaccioén de la actividad transferasa de la GS.

Componentes Volumen (uL)
Reactivo A 500
Tampon con 2 M NaCl 200
Muestra problema 50*
Reactivo B 250

*La muestra problema se puede variar hasta un maximo de 250 uL, ajustando el volumen de

tampén.
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La reaccion se desarrollé durante 40 minutos en un bafio a 40 °C, y se detuvo por la
adicion del reactivo de hierro (reactivo revelador) en medio acido (Anexo I1). A1 mL de la
mezcla de reaccion se le afiaden 3 mL de reactivo revelador, y al cabo de 10 min, el
complejo formado se determina midiendo la absorbancia a 510 nm. La unidad de actividad
enzimatica (U), se definié como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1umol
de y-glutamil hidroxamato por minuto. Para determinar la cantidad de y-glutamil

hidroxamato formado se realiz6 una curva de calibrado con este reactivo.

3.2.4.2. Actividad biosintética GS

Por otro lado, la GS cataliza la reaccion biosintética en presencia de los metales
divalentes Mn?* o Mg?*, produciendo glutamina y la liberacion de fosfato inorgénico a
partir de glutamato, amonio y ATP. Los ensayos de actividad se realizaron por triplicado,
utilizando muestras control, una sin enzima y otra en ausencia de glutamato. Para esta
medida de actividad, se prepararon mezclas de sustratos en un volumen final de 1mL, que
contenian ATP, MnCl, o MgCl,, glutamato y amonio (Anexo Il). Después, en la mezcla de
reaccion se utilizaron 0.1 mL de la misma, la enzima, y el tampdn hasta completar un
volumen final de 0.2 mL. La cantidad de enzima fue ajustada hasta 0.25 micromoles de
fosfato producido en la reaccion, que se desarrollé durante 15 min a 40 °C, y se detuvo
mediante la adicion de 1.8 mL del reactivo de sulfato ferroso (Anexo Il). A continuacion,
se afiadieron 0.15 mL del reactivo de molibdato de amonio (Anexo Il) que tras 1 minuto
producia un tono azulado a la reaccién. La cantidad de fosfato inorganico producido se
determin6 mediante una curva de calibrado con diferentes concentraciones del mismo. La
actividad biosintética se determind, midiendo la produccién de fosfato inorganico

espectrofotométricamente a 660 nm.

3.2.5. Purificacién de la glutamina sintetasa

Tras obtener el extracto enzimatico como se describe en el apartado 3.2.2, la
purificacién se llevo a cabo mediante dos etapas a temperatura ambiente que se explican a

continuacion:
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» Paso 1. Cromatografia en Sepharosa 4B-CL. El extracto enzimatico se cromatografio

en una columna Sepharosa 4B-CL (2.6 x 30 cm) equilibrada con tampén Tris-HCI 20
mM pH 7.5 conteniendo (NH4)2SO4 2.5 M, ADP 0.1 mM y MgCl, 10 mM_ La columna
se lavo con el mismo tampdn utilizado para el equilibrado. La elucién de la proteina se
realizd con un gradiente de sulfato amonico de concentracion lineal decreciente (de 2.5
a 0.5 M en tampén Tris-HCI 20 mM pH 7.5 ADP 0.1 mM y MgCl, 10 mM).La
velocidad de flujo se establecié a 48 mL/h, recogiéndose fracciones de 10 mL/tubo.
Aquellas fracciones que contenian actividad glutamina sintetasa se combinaron y se

aplicaron a una columna de DEAE-celulosa.

» Paso 2: Cromatografia en DEAE-celulosa. Se pesaron 7.5 g de DEAE-celulosa Fast

Flow (Sigma), y se resuspendieron en HCI 0.5 M. Esta mezcla se incub6 durante 30
minutos, removiéndose aproximadamente cada 4-5 minutos. Transcurrido este tiempo,
se centrifugdé a 4000 rpm durante 2 min y se elimino el sobrenadante, lavandose con
agua destilada hasta alcanzar un pH neutro y eliminando las particulas mas pequefias
con una pipeta Pasteur. A continuacion, se realizé el mismo proceso empleando NaOH
0.5 M. Una vez activada la matriz, se empaquetd la columna (3 x 4 cm) y se equilibré
con tres volumenes de columna de tampon Tris-HCI 20 mM pH 7.5 conteniendo
(NH4)2S04 2.5 M, ADP 0.1 mM y MgCl, 10 mM. A continuacion, se aplico la muestra
con actividad GS procedente de la cromatografia anterior. Posteriormente, se lavo con
el mismo tampon a una velocidad de flujo de 48 mL/h hasta que la absorbancia a 280
nm fue menor de 0.05. La enzima se eluyé con tampdn Tris-HCI 20 mM pH 7.5,
conteniendo NaCl 2 M, ADP 0.1 mM y MgCl, 10 mM a una velocidad de flujo de 48

mL/h, recogiéndose fracciones de 2.5 mL/tubo.

3.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para determinar el grado de pureza de las proteinas se efectuaron electroforesis
analiticas de la purificacion. Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida y en
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS. El sistema empleado en la
electroforesis fue el descrito por Laemmli en 1970. Se prepararon geles de acrilamida
separadores al 12 % (p/v) y concentradores al 4 % (p/v). Las disoluciones preparadas se
describen en el Anexo Il. La electroforesis se realizd en un sistema miniVE (Amersham

Bioscience). La visualizacion directa de la proteina se realiz6 mediante tincion con azul
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Coomassie (R-250, AppliChem) siguiendo el método propuesto por De Moreno et al (De
Moreno et al., 1985).

3.2.7. Western blot y Dot blot

Las proteinas cargadas y separadas mediante un SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana Amersham™ Hybond™ PVDF de GE Healthcare, en medio himedo en el
tampon de transferencia Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 % (v/v), pH 9.2 en un
sistema miniVE (Amersham Bioscience). La transferencia se realiz6 a 100 V y 350 mA
durante 1 hora en frio. Para la inmunodeteccion de la proteina GS, se empled el anticuerpo
primario policlonal de conejo especifico anti-GInA (GeneScript). Después se afadid el
anticuerpo secundario de conejo conjugado a la enzima peroxidasa de Thermo Scientific, y
el sustrato quimioluminiscente luminol (Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent kit) de GE Healthcare. Primero, se realizé el blogueo de la membrana
con leche desnatada en polvo al 5 % en TBST durante 1 hora a temperatura ambiente, para
evitar asi, las uniones inespecificas de los anticuerpos a la membrana. A continuacion, la
membrana se incubd con el anticuerpo primario anti-GInA a una concentracion final de 0.2
png/mL diluido en TBST, a una temperatura de 4 °C y durante la noche. Posteriormente, el
anticuerpo secundario se afiadié a la membrana a una dilucién 1:50000 en TBST durante 1
hora a temperatura ambiente. La membrana se expuso al reactivo de deteccion ECL
durante 5 minutos, produciéndose sefiales quimioluminiscentes que se capturaron en una
placa de rayos X de Amersham. En cuanto al Dot blot, en primer lugar se activé la
membrana PVDF humedeciéndola en metanol, después en agua ultrapura y luego en el
tampodn de transferencia (mencionado anteriormente). A continuacion, se dejo secar al aire
para posteriormente afiadir un volumen final de 10 pL de cada gota de proteina
recombinante, se dejaron secar al aire y después a las membranas se les realizé el mismo

tratamiento que en el Western blot.

3.3. Clonaje de los genes gInA, glnA-2 y gIinA-3 de Hfx. mediterranei

3.3.1. Aislamiento del DNA genomico de Hfx. mediterranei

La técnica utilizada para la extraccion del DNA, consistio en lisar las células

halofilicas con agua ultrapura y realizar la extraccion del DNA con fenol equilibrado con
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Tris (Applichem). EI DNA se precipité con etanol absoluto, se disolvio en agua ultrapura
estéril y se incub6 en un bafio a 37 °C hasta su completa disolucién (Dyall-Smith y
Doolittle, 1994).

3.3.2. Medida de la concentracion de DNA

La concentracion de DNA se midié espectrofotométricamente registrando la
absorbancia de la muestra a 260 nm. Para DNA puro, un valor de absorbancia de 1

corresponde a una concentracion de 50 pg/mL.

3.3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Una vez aislado el DNA gendmico y conocida su concentracion y pureza, se realizé
la separacion electroforética de fragmentos de DNA en geles de agarosa al 1 % (Pronadisa)
en tampon TAE 1X (Anexo Il), con RedSafe 260X (iNtRON Biotechnology). La fuente
empleada fue Electrophoresis Power Suply EPS 500/400 (Pharmacia). Las muestras se
prepararon afiadiendo el tampon de carga (Anexo Il1) a cada uno de los DNASs en una
proporcidn 1:6 (tampon de carga: muestra). Las electroforesis se llevaron a caboa 90 V, y
una vez terminadas, se observaron las bandas tefiidas con RedSafe mediante un
transiluminador UV Spectroline TC-312A. El gel se fotografié con un sistema “Gel Logic
200” de Kodak.

3.3.4. Clonaje del gen ginA en pGEM y en pET3a

Con el objetivo de sobreexpresar heterologamente la proteina GS de Haloferax
mediterranei, el gen gInA se clon6 en el vector de expresion pET3a utilizando pGEM

como vector intermedio para facilitar el proceso.

El vector pGEM (Promega) tiene un tamafio de 3 Kb. Se trata de un vector
especifico para el clonaje efectivo de productos de PCR. Este grado de eficiencia, se
consigue debido a que el plasmido pGEM se comercializa en forma lineal y con un residuo
terminal de timidina a cada extremo, el cual impide la recircularizacién y ayuda a la
ligacién del inserto. Otra caracteristica del sistema de clonaje con pGEM, es la posibilidad
de la identificacion de las colonias con inserto por cddigo de color blanco-azul. En el
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vector pGEM (Figura 15) el sitio de clonaje multiple se encuentra incluido en una
secuencia codificante para el extremo N-terminal de la B-galactosidasa, de modo que
cuando existe inserto esta secuencia se interrumpe. A causa de esto, si no hay inserto y el
vector se encuentra en una célula cuyo genoma codifica la porcién terminal de esta enzima,
cuando las células sean inducidas por IPTG y esté presente el sustrato de la enzima (X-
gal), las colonias se tefiirdn de azul. En caso contrario, si la porcion N-terminal de la -
galactosidasa se encuentra interrumpida por un inserto, dicha enzima permanecera

incompleta en la célula y las colonias seran blancas.
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Figura 15: Mapa del vector pPGEM®-T Easy.

Para la expresion y purificacion de la proteina glutamina sintetasa de Hfx.
mediterranei, se amplificd el gen gIlnA con dos oligonucleétidos especificos que se
disefiaron con sitios de corte para las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, denominados
como GSexpF (cebador directo) y GSexpR (cebador reverso) (Anexo Ill). Mediante PCR
se amplifico el gen de la GS de Hfx. mediterranei a partir de DNA genémico. Se prepar6

una mezcla de reaccion que contenia los reactivos que se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Concentracion de los reactivos utilizados para la amplificacion del gen de la glutamina

sintetasa (gInA) de Hfx. mediterranei.

Reactivos Concentracion final
MgCl,50 mM 1.5 mM

10X buffer PCR 1X

dNTPs 100 mM 1.6 mM

GSexpF 100 pmol/uL 2 pmol/pL

GSexpR 100 pmol/pL 2 pmol/uL

DNA gendmico Haloferax 100 ng

EcoTaqg 5U/uL 2.5 U/uL

DMSO 1.2 % viv

H,0 ultrapura hasta un volumen final de 50uL

Para cada una de las reacciones se realizaron controles con cada uno de los
oligonucleotidos por separado. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador

2720 Thermal Cycler” (Applied Biosystems) y el programa de PCR utilizado se recoge en

la Figura 16.
95eC
5 722C
7

35 ciclos

Figura 16: Programa de PCR de amplificacion del gen gInA de Hfx. mediterranei.

Después se realiz6 una electroforesis de los productos de la PCR en un gel de
agarosa al 1 % en tampon TAE 1X, y fue tefiido con RedSafe. Los productos se
visualizaron en el transiluminador UV Spectroline TC-312A. Posteriormente, los
fragmentos de PCR se purificaron con los kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare).
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Estos fragmentos de PCR purificados se clonaron en el vector pGEM utilizando
pGEM®-T Easy Vector System | (Promega). Se prepard la reaccion de ligacion del vector
con los fragmentos de PCR como inserto, siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. A continuacién, se transformaron las células de E. coli cepa JM109
(Stratagene), con el producto de ligacion mediante electroporacion que se realizo siguiendo
el método descrito por (Dower et al., 1988). Seqguidamente las células transformadas se
sembraron en placas de LB (Luria-Bertani) (Anexo Il) con agar al 1.5 %, ampicilina 100
pg/mL, IPTG 0.5 mM y X-Gal 0.01 % (p/v) para seleccionar recombinantes por actividad
B-galactosidasa. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas aproximadamente.
Transcurrido este tiempo, se inocularon las colonias blancas en medio LB liquido
suplementado con ampicilina 100 pg/mL y se dejaron crecer durante la noche a 37 °C con
agitacion. Posteriormente se procedid al aislamiento y purificacion de los plasmidos a
partir de las células crecidas, utilizando para ello el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche
Diagnostics). Los plasmidos junto con una alicuota de pGEM sin inserto como control, se
visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) con tampon TAE 1X y
para su tincién se utilizé RedSafe 260X (iNtRON Biotechnology). Finalmente uno de los
plasmidos que contenia el inserto se secuencid con los oligonucle6tidos universales para

comprobar que el gen de la GS no habia mutado.

El vector de expresion pET3a (Novagen) tiene un tamafio de 4.6 Kb, confiere
resistencia frente al antibiético ampicilina, que sirve como método de seleccion de
positivos y presenta un promotor para la T7 RNA polimerasa. El vector se muestra a

continuacion (Figura 17).
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Figura 17: Mapa del vector de expresion pET3a.

Tras secuenciar y comprobar que el plasmido con inserto contenia correctamente el
gen de la glutamina sintetasa, dicho plasmido se utiliz6 como material de partida para
clonar el gen gInA en el vector de expresion pET3a (Novagen). Para ello se digiridé una
alicuota del vector de expresion y del plasmido pGEM-gInA con las enzimas de restriccion
Ndel y BamHI Fast Digest (Fermentas), siguiendo las indicaciones de la casa comercial
para las digestiones dobles. Posteriormente se cargaron en un gel de agarosa al 1 % (p/v)
cada uno de los productos de las digestiones, y se recortaron y purificaron el fragmento de
glnA, y el pET3a digerido.

Los pasos siguientes (ligacion, transformacion y aislamiento y purificacion del
plasmido) se realizaron de la misma forma que lo descrito para el clonaje en pGEM, con la
excepcion de que las células E. coli JIM109 transformadas, se sembraron en placas de
medio LB con agar al 1.5 % y ampicilina 100 pg/mL pero sin IPTG ni X-Gal, ya que el
plasmido pET3a no permite diferenciacion por color blanco-azul de las colonias con

presencia y ausencia de inserto.
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Los plasmidos pET3a-gInA se visualizaron por electroforesis de agarosa al 1%
(p/v) y uno de ellos se secuencié con oligos universales del plasmido para verificar que no
existiera ninguna mutacion en el gen, y que la posicion relativa entre el promotor y el ATG
de inicio del gen fuera la correcta.

3.3.5. Clonaje de los genes gInA-2 y gInA-3 en pET3a

Para sobreexpresar heter6logamente las isoformas de GS (GInA-2 y GInA-3) de
Hfx. mediterranei, gInA-2 y gInA-3 se clonaron directamente en el plasmido de expresion
pET3a. Para la amplificacion de cada uno de los genes gIinA-2 y gInA-3 (que codifican las
isoformas de GS) se disefid dos oligonucle6tidos especificos con sitios de corte para las
enzimas de restriccion Ndel y BamHI. Los cebadores GSA2expF (directo) y GSA2expR
(reverso) se utilizaron para el gen glnA-2, y los cebadores GSA3expF y GSA3 expR
(directo y reverso, respectivamente) se emplearon para glnA-3 (Anexo I11).

Mediante PCR se amplificaron los genes de las isoformas de GS de Hfx.
mediterranei a partir de DNA gendmico. Se prepard una mezcla de reaccion que contenia

los reactivos que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Concentracién de los reactivos utilizados para la amplificacion de los genes glnA-2 y

gInA-3 de Hfx. mediterranei.

Reactivos Concentracion

MgCl; 50 mM 1.5mM

10X buffer PCR 1X

dNTPs 100 mM 1.6 mM

GSA2expF /GSA3expF 20 pmol/uL 1 pmol/pL
GSA2expR/GSA3expR 20 pmol/pL 1 pmol/pL

DNA gendmico Haloferax 200 ng

EcoTaqg 5U/pL 1 U/uL

H,0 ultrapura hasta un volumen final de 50uL

Para cada una de las reacciones se realizaron también controles con cada uno de los
oligonucle6tidos por separado. El programa de PCR empleado se muestra en la Figura 18.
Una vez obtenidos los productos de DNA, cada uno de ellos fue digerido con las enzimas

de restriccion Ndel y BamHI al igual que los plasmidos pET3a.
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Figura 18: Programa de PCR para la amplificacion de los genes gInA-2 y gInA-3 de Hfx.

mediterranei.

Los pasos siguientes (ligacion, transformacion, aislamiento y purificacion del
plasmido) se realizaron de la misma forma que lo descrito anteriormente para la GS con el

plasmido pET3a.

Una vez obtenidas las construcciones pET3a-gInA-2 y pET3a-gInA-3 se
visualizaron por electroforesis en agarosa al 1 % (p/v) y se secuenciaron con los
oligonuclettidos GSA2-seq500F para el gen gInA-2 y GSA-3-seq500 para el gen ginA-3
(Anexo IlI), para secuenciar la region central de ambos genes y también con los
oligonucleotidos universales para verificar que no existiera ninguna mutacion en cada uno
de los genes gInA-2 y gInA-3, y que la posicion relativa entre el promotor y el ATG de

inicio de los diferentes genes fuera la correcta.

3.4. Expresion heterdloga de las proteinas recombinantes

Las construcciones pET3a-gInA, pET3a-gInA-2 y pET3a-gInA-3 se utilizaron para
la sobreexpresion heterdloga de las proteinas GInA, GInA-2 y GInA-3 en la cepa de E. coli
BL21 (DE3). Se transformaron las células de expresion con el producto de ligacion de cada
una de las construcciones pET3a-inserto mediante electroporacién y siguiendo el método
descrito por (Dower et al., 1988). Posteriormente, se sembraron las células transformadas
en placas de medio LB con agar al 1.5 % y ampicilina 100 pg/mL. Los resultados de la
expresion se visualizaron por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 12 %. Los geles fueron tefiidos con azul Coomassie (R-250, AppliChem).
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3.4.1. Crecimiento e induccion de la expresion

Cada una de las colonias de E. coli BL21 (DE3) transformadas con la construccion
adecuada se crecieron en 5 mL de medio liquido LB con ampicilina 100 pg/mL y glucosa
40 mM. Se incubaron a 37 °C con agitacion hasta una DOg entre 0.5-1.0. Con 1 mL de
estos preinoculos, se sembraron 30 mL de LB con ampicilina 100 pg/mL y se incubaron a
37 °C con una agitacion de 180 rpm hasta una DOggo entre 0.5-1.0. Posteriormente se
afiadieron los 30 mL de LB a 1L de medio LB con ampicilina 100 pg/mL, los cuales se
incubaron a 37 °C con una agitacion de 200 rpm hasta una DOggp entre 0.5-1.0. Una vez
que se alcanz6 la densidad dptica deseada, se llevaron a cabo las inducciones de los
diferentes cultivos durante 3 horas a 37 °C con agitacion, mediante la adicion de IPTG

hasta una concentracion final de 0.4 mM.

3.4.2. Aislamiento de fracciones celulares

Para comprobar si se habia sobreexpresado cada una de las proteinas recombinantes
(GInA, GInA-2 y GInA-3) se aislaron las siguientes fracciones celulares: fraccion del
medio extracelular, fraccion celular total, fraccion citoplasmatica soluble y fraccion
citoplasmatica insoluble o cuerpos de inclusion, siguiendo el manual pET System
(Novagen). Para cada aislamiento de las fracciones se empleo un protocolo distinto en base

al tipo de fraccion:

a) Fraccion del medio extracelular:

- Tras centrifugar el cultivo a 6500 x g a 4 °C durante 15 minutos, se guardd 1 mL
del sobrenadante para analizarlo mediante SDS-PAGE.

- Esa cantidad de sobrenadante se precipitd con &cido tricloroacético al 10 % (p/v).
Se realizaron tres lavados con 0.5 mL de acetona fria y 0.5 mL de agua destilada.

- Se afiadieron 100 pL de PBS 1X (Anexo Il) y 100 pL de tampon de muestra 2X
(Anexo I1)

- Se incubd durante 10 minutos a 95 °C y se guard6 a -20°C hasta que se realizo la
electroforesis SDS-PAGE.
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b)

d)

Fraccion celular total:

El pellet obtenido en el paso anterior se resuspendio en 100 mL Tris-HCI pH 7.5,
NaCl 2M y se afiadieron lisozima hasta una concentracion de 100 pug/mL y Triton
X-100 al 0.1 % (v/v).

Se incubo a 30 °C durante 1 hora. Posteriormente se enfrié 15 minutos en hielo.

Las células se sonicaron, se tomaron 100 pL del lisado celular y se le afiadieron
100 pL de tampon de muestra 2X.

Se incubd durante 10 minutos a 95 °C y se guardd a -20°C hasta que se analizé
mediante SDS-PAGE.

Fraccion citoplasmatica soluble:

El resto del lisado celular se centrifug6 a 10 000 x g a 4 °C durante 10 minutos. El
sobrenadante era la fraccion citoplasmica soluble y el precipitado los cuerpos de
inclusion.

Se tomaron 100 pL de la fraccién citoplasmica soluble y 100 uL de tampdn de
muestra 2X.

Se incubd durante 10 minutos a 95 °C y se guardd a -20°C hasta que se analiz
mediante SDS-PAGE.

Fraccion citoplasmatica insoluble:

El precipitado del paso c se lavd dos veces con el tampdn Tris-HCI pH 7.5, NaCl
2M.

Se solubilizé con 80 mL de Tris-HCI 20mM, pH 7.5 conteniendo urea 8 M, DTT
50 MMy EDTA 2 mM (tampon de solubilizacion) a 37 °C durante 5 horas.

Se tomaron 100 pL de esta fraccion y 100 pL de tampon de muestra 2X.

Se incub6 durante 10 minutos a 95 °C y se guard6 a -20 °C hasta que se analiz
mediante SDS-PAGE.

Estas fracciones se aislaron de los cultivos empleados para la expresion de las

proteinas recombinantes, asi como de los cultivos control (células transformadas con

plasmido sin inserto) para cada una de ellas. Finalmente se realizaron los geles SDS-PAGE
al 12 %.
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3.4.3. Solubilizacién de los cuerpos de inclusion y renaturalizacion de la glutamina

sintetasa recombinante y de sus isoformas

La solubilizacién de los cuerpos de inclusion se llevé a cabo utilizando tampones
que se componen de agentes caotrdpicos con un alto poder desnaturalizante o detergentes,
agentes reductores que evitan la formacion de puentes disulfuro, agentes quelantes de
metales e inhibidores de proteasas (De Bernardez, 2001).

Los cuerpos de inclusion se solubilizaron en Tris-HCI 20 mM, pH 8.0, conteniendo
urea 8 M, DTT 50 mM y EDTA 2 mM. Se incubaron a 37 °C para conseguir su completa

disolucién.

La renaturalizacion se realiz6 a temperatura ambiente en distintos tampones en los
que su composicion variaba en la concentracion de sal, en la presencia o ausencia de

agentes reductores y en el pH.

3.4.4. Purificacion de la glutamina sintetasa recombinante y de las isoformas GInA-2
y GInA-3

La purificacion de la glutamina sintetasa y de las isoformas GS, se realizé en dos
etapas. Primero, las diferentes muestras se precipitaron en presencia de (NH,4),SO4 2.5 M,
para eliminar las proteinas de E. coli (no halofilicas) por precipitacion, mientras se
mantenian en disolucion cada una de las proteinas hal6filas GSs. En segundo lugar, se
realiz6 una cromatografia en DEAE-celulosa. A cada una de las muestras de proteina se le
afiadio sulfato amanico en sdlido, hasta alcanzar una concentracion de 2.5 M antes de ser
introducidas en las columnas. Dichas muestras, se introdujeron en la columna con ayuda de
una bomba peristaltica a una velocidad de flujo de 69 mL/h recogiendo fracciones de 10
mL. Las proteinas retenidas, se lavaron con tres volimenes de columna con Tris-HCI 20
mM pH 7.5 (NH,4),SO,4 2.5 M. Después, la elucion se llevo a cabo con Tris-HCI 20 mM pH
7.5 NaCl 2 M recogiéndose fracciones de 2.5 mL. Por ultimo se midi6 la absorbancia a

280 nmy la actividad glutamina sintetasa de cada una de las proteinas.
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3.4.5. Caracterizacion cinética de la glutamina sintetasa recombinante y efecto de

sales, temperatura, pH y efectores
3.4.5.1. Parametros cinéticos: KmnY Vmax

Para determinar los pardmetros cinéticos Ky y Vmax, se analizaron las velocidades
iniciales mediante las actividades transferasa (apartado 3.2.4.1.) y biosintética (apartado
3.2.4.2). Para ello, los experimentos se realizaron por triplicado, utilizando diferentes
concentraciones para el sustrato de interés de estudio hasta concentraciones saturantes, y
manteniendo fijas las concentraciones del resto de sustratos. Las diferentes
concentraciones utilizadas fueron: para glutamato entre 1 y 100 mM, para amonio entre
125 uM y 1.25 mM y entre 2.5 y 50 mM, para ATP entre 0.1 y 5 mM, para glutamina
entre 5y 200 mM, para ADP entre 0.5 y 30 uM y para hidroxilamina entre 0.5 y 20 mM.
Los pardmetros cinéticos se obtuvieron a partir de regresiones lineales mediante la

ecuacion (3) de Lineweaber-Burk:

1 Kn 1 1

Vo a Vmax [S] Vmax

3)

3.4.5.2. Efecto de la concentracion de sal y temperatura sobre la actividad enzimaética

Para analizar el efecto de las concentraciones de sal y temperatura sobre la GS, se
realizaron medidas de actividad transferasa GS a diferentes concentraciones de sal (bien
con NaCl o KCI entre 0.25-2 M) y a distintas temperaturas en un rango que comprendia
entre 30 y 60 °C.

3.4.5.3. Efecto del pH sobre la actividad

Para el estudio del efecto del pH sobre la actividad transferasa de la enzima
recombinante, se utiliz6 un rango de pH entre 6.0 y 9.0. Las medidas de actividad se
efectuaron a una temperatura de 40 °C durante 40 minutos. Para ello, se utilizaron
tampones con NaCl 2 M usando MOPS 0.25 M para valores de pH entre 6.0 y 8.0 y Tris-
HCI 0.3 M para rangos de pH entre 7.0 y 9.0.
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3.4.5.4. Efecto de iones divalentes, 2-oxoglutarato y glutamina sobre la actividad

Se analizaron diferentes concentraciones de iones metalicos mediante la actividad
biosintética empleando por una parte, distintas concentraciones de magnesio en el rango de
0 a 50 mM y por otra, diferentes concentraciones de manganeso entre 0 y 10 mM. Ademas,
se estudié el efecto del 2-oxoglutarato determinando la actividad GS a concentraciones
entre 0 y 30 mM del mismo, y en presencia de manganeso 50 mM. Para determinar el
efecto que ejerce la glutamina sobre la enzima recombinante se utilizaron diferentes

concentraciones entre 0 y 20 mM.

3.5. Propiedades moleculares y estructura cuaternaria

3.5.1. Determinacion del tamafo de subunidad mediante PAGE-SDS

Se realizé un gel de poliacrilamida en presencia de SDS, cargando las muestras de
interés (GS recombinante y las isoformas de glutamina sintetasa) junto con los patrones de
proteinas de masa molecular (Mr) de subunidad conocida. Se han utilizado patrones de la
casa Thermo Scientific (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder) constituidos por una
mezcla de nueve proteinas recombinantes con un rango entre 10-250 kDa. Tras realizar la
electroforesis y tefiir el gel con azul Coomassie, se determind la movilidad electroforética
relativa (Rf) de cada una de las proteinas patron y la de las proteinas recombinantes. Las
masas moleculares de subunidad se calcularon a partir de la recta obtenida, al representar

el logaritmo de la masa molecular de subunidad frente a Ry.

3.5.2. Determinacion de la masa molecular mediante filtracion en gel

La masa molecular de la glutamina sintetasa recombinante se determind mediante
una cromatografia de exclusion molecular. Este tipo de cromatografia permite la
separacion de moléculas en funcion del tamafio y la obtencion de la masa molecular de las
mismas mediante una calibracion previa. Para determinar la Mr de la proteina GS
recombinante se calibré la columna de exclusion molecular Sephacryl S-300, con proteinas
de Mr conocida. Se calcularon los coeficientes de particion (K,,) a partir de los voliumenes

de elucion de cada una de las proteinas patrén, mediante la siguiente expresion (4):
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Ve = volumen de elucion de la proteina

Vo = volumen muerto de la columna 4)
Vt = volumen total de la columna

Después, se realizo la representacion del logaritmo de la masa molecular frente al

Kav para determinar el peso molecular de la proteina recombinante.

3.5.3. Determinacién de la masa molecular mediante HPLC (Cromatografia Liquida

de Alta Resolucion)

La masa molecular de la proteina se estimé empleando una columna BioSep-SEC-
S4000 (7.8 mm x 300 mm), que consiste en una columna de filtracion en gel basada en
silica-gel. El analisis se realiz6 con un sistema Agilent 1100 equipado con un detector de

ultravioleta y de fluorescencia.

La cromatografia de filtracién en gel BioSep-SEC-S4000 (Phenomenex, CA) se
realiz6 a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min con una fase mévil de tampén fosfato
sodico 0.1 M pH 6.8, utilizando proteinas de Mr conocida para su calibracion. Se
calcularon los coeficientes de particion (Ka,) a partir de los tiempos de retencién de cada

una de las proteinas patron.

Después, se realizo la representacion del logaritmo de la masa molecular frente al

Kav para determinar el peso molecular de la p roteina GS, tanto recombinante como nativa.

3.5.4. Cross-linking de la glutamina sintetasa

Para determinar la estructura cuaternaria de la GS recombinante se realizaron
estudios de cross-linking. Esta técnica permite unir quimicamente dos o mas moléculas
mediante un enlace covalente. Se utilizaron los crosslinkers  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) (EDC) y dimetilsuberimidato (DMS). En cuanto al
DMS, primeramente la proteina se dializ6 frente a Trietanolamina-HCI 0.2 M pH 8.5. A
continuacion, se probaron concentraciones crecientes de proteina, entre 1 y 8 mg/mL con

una cantidad fija de DMS (3 mg/mL). Posteriormente, la enzima recombinante purificada a
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una concentracion de 15 mg/mL fue entrecruzada con dimetilsuberimidato a una
concentracion final de 3 mg/mL. Se llevo simultdneamente una muestra control en
ausencia de DMS. La reaccién se incubd a temperatura ambiente durante 3 h. Finalmente,
las proteinas se desnaturalizaron a 37 °C durante 2 h en el tampdn de muestra (Anexo 1) y
se cargaron en un PAGE-SDS en gradiente 4-20 %. Respecto al crosslinker EDC, la
proteina GS se cambid al tampon fosfato 20 mM pH 7.5 NaCl 2M mediante la columna
Sephadex-G50 fina (GE Healthcare). A continuacion, se ensayaron diferentes
concentraciones (entre 0.5 y 2 mg/mL) de la enzima recombinante purificada para
entrecruzarla con una concentracion fija de EDC (8mM). También se analizaron distintas
concentraciones de EDC (entre 4 y 15 mM) dejando fija la concentracion de proteina
recombinante (0.5 mg/mL), y se llevoé simultdneamente un control en ausencia de EDC.
Por ultimo, las reacciones de entrecruzamiento se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente. La reaccion se termind mediante la adicion de acido tricloroacético al 10 %, y se
continud con el tratamiento de precipitacion de proteinas (apartado 3.4.2.a) para finalmente

afiadir el tampdn de muestra (Anexo I1).

3.5.5. Determinacion de la masa molecular mediante ultracentrifugacion analitica

(velocidad de sedimentacion) y dispersion de luz dinamica (DLS)

La masa molecular de la GS recombinante se determindé mediante la combinacién
del coeficiente de sedimentacion (S) (obtenido a partir de la velocidad de sedimentacion), y
el coeficiente de difusion (D) (proporcionado mediante la dispersion de luz dinamica). Por
lo tanto, el tamafio de la proteina se calcul6 con la ecuacion de Svedberg (Ec. (5)), la cual
permite relacionar ambos parametros con la masa molecular de la enzima recombinante.
La AUC es una tecnica que permite determinar el tamafio y la forma aproximada de las
proteinas asi como la deteccidn y cuantificacion de las interacciones macromoleculares en
solucion combinando dos técnicas, la velocidad de sedimentacion y el equilibrio de

sedimentacion (Cole et al., 2008).
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s = mp =2 (5)
RT

S: Coeficiente de sedimentacion (en segundos 1S = 103 s)
M: Masa molecular

D: Coeficiente de difusion (m?/s)

©: Volumen especifico parcial de la proteina (mL/g)

p: Densidad del solvente (g/mL)

R: Constante universal de los gases (8.31 J/Kmol)

Los experimentos de velocidad de sedimentacion se llevaron a cabo en una
ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-A | equipada con un sistema 6ptico de
medida UV-visible o en una Optima XL-I equipada también con un sistema de deteccion
mediante interferencia. Las muestras se centrifugaron a 35 000 rpm a 20 °C durante 4 h y
se midio la absorbancia a 280 nm. Los datos de los perfiles de sedimentacion obtenidos, se
analizaron utilizando el modelo de distribucion c(s) (concentracion de especies que
sedimentan con un coeficiente de sedimentacién S) proporcionado por el programa
SEDFIT (Schuck, 2000). Dichos valores de S de cada una de las especies, se corrigieron a
las condiciones estandar de agua y 20 °C con el programa SEDNTERP, obteniéndose asi el

correspondiente Sy, (van Holde y Miller, 1985).

Posteriormente, el experimento de DLS, se realiz6 a las dos fracciones de GS
recombinante (31 y 32) en presencia de ADP y MgCI2 en un aparato Protein Solution
DynaPro MS/X equipado con un laser de longitud de onda de 824.7 nm. Se calcularon los
coeficientes de difusion a partir de a partir del analisis mediante regularizacion de las
curvas de autocorrelacion con el programa Dynamics V6 Software (Wyatt Technology
Corp.).

Ambas técnicas se realizaron en colaboracion con el Centro de Investigaciones

Bioldgicas (CIB) en la unidad de Ultracentrifugacion Analitica y Dispersion de Luz.
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3.6. Identificacion de glutaminas sintetasas mediante espectrometria de masas

3.6.1. Digestion de proteinas en gel con tripsina

Las proteinas recombinantes recuperadas de los geles de acrilamida son digeridas
de manera automatica mediante el empleo de proteasas, generalmente tripsina, con el
equipo de digestion ProGest (Genomic solutions, Cambridgeshire, UK) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante para muestras tefiidas con azul Coomassie R-250. Las
bandas del gel se lavaron con bicarbonato de amonio 25 mM y agua, eliminando asi las
impurezas del colorante y del detergente SDS, previamente a su reduccion con DTT 10
mM vy alquilacién con yodoacetamida 100 mM en 50 mM de bicarbonato amonico. A
continuacién, estas bandas fueron digeridas con tripsina porcina modificada (Promega,
Madison WI) a una concentracion final de 0.15 pg en bicarbonato aménico 25 mM a 37 °C
durante 6-7 horas (Shevchenko et al., 1996). Finalmente, los péptidos obtenidos de la
digestion de proteinas se extrajeron con bicarbonato de amonio, posteriormente se trataron
con acetonitrilo (ACN) al 70 % y finalmente con acido férmico al 1 %. Los péptidos
extraidos se secaron en una centrifuga de mesa a vacio, y posteriormente se resuspendieron
en 10 pL de acido formico al 0.1 %. A continuacion, se procedio al analisis nano-ESI LC-
MS/MS.

3.6.2. Separacion y deteccion de péptidos mediante cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Los analisis de LC-MS/MS se realizaron utilizando un sistema de Agilent 1100
series nano-HPLC en linea con un espectrémetro de trampa de iones XCT plus (Agilent)
equipado con una fuente nano-ESI. De hecho, tras la desalacion y concentracion de la
muestra en una columna de enriquecimiento Zorbax 300SB-C18 (0.3 x 5 mm, 5 um), se
realizd la separacion de los péptidos en una columna de fase reversa Zorbax 300SB-C18
(75 mm ID x 15 cm, 3.5 um) mediante el empleo de un gradiente lineal de ACN 5-40 %
frente a acido formico 0.1 % (v/v).

La digestion de proteinas en gel con tripsina y esta técnica se realizaron en los

Servicios Técnicos de Investigacion de la Universidad de Alicante.
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3.6.3. Identificacion de péptidos y proteinas

Tras la obtencidn de los espectros de masas se utilizé el software Spectrum Mill
Proteomics Workbench, para la identificacion de las proteinas de interés. Para ello,
mediante la herramienta de extraccién de Spectrum Mill Proteomics Workbench se
combinan los conjuntos de espectros MS/MS que contienen el mismo precursor para crear
espectros de mayor calidad. La combinacion de estos espectros se efectlia considerando los
espectros en donde la diferencia en m/z sea inferior a 1.4 y la diferencia en el tiempo de
elucién se encuentre por debajo de 15 segundos. Cada uno de los espectros se compar6
frente a la base de datos de proteinas NCBInr de Haloferax en modo identidad, utilizando
la herramienta de busqueda MS/MS de dicho programa y empleando las condiciones que
se enumeran a continuacién: digestion con tripsina, se permitian dos fallos como méaximo
en el corte con tripsina, modificacion fija de carbamidometilacion en cisteina y oxidacion
de metionina, masas monoisotdpicas y una tolerancia de masa del precursor < 2.5 Da.
Posteriormente, los péptidos obtenidos se validaron primero en modo péptido (fdr 1.2%) y

después en modo proteina, en el cual el score de la proteina debe ser mayor de 20.

El score en MS/MS se calcula a partir de la suma de cada una de las masas
interpretadas del espectro experimental respecto del espectro tedrico que se obtiene a partir
de las bases de datos. EI SPI (%) se refiere al porcentaje de intensidad del espectro
interpretado. Por lo que, una buena interpretacion del espectro se basa en que contenga un
score > 13 y un SPI > 70 % (espectro muy bueno). O un score > 10 y un SPI >70 % (buen
espectro). Los espectros de calidad media pueden ser validados en modo proteina si la

misma acumula un score superior a 20.

3.7. Construccién de mutantes de delecién de gInA y gIinA-3 de Hfx. mediterranei

3.7.1. Construccion del plasmido suicida

Se utilizo el plasmido pMH101N el cual es incapaz de replicarse de manera
auténoma puesto que no contiene origen de replicacién en haloarqueas y ademas presenta
un gen de resistencia a novobiocina (gyrB de Hfx. lucentense). Dicho plasmido se gener6 a
partir del plasmido pMH101 (Figura 19) que a su vez era un derivado del plasmido

pTAL31 con sitios de reconocimiento para SnaBl, Swal y Pmel, y contiene una copia del
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gen pyrE2 (marcador de seleccién) (Pedro-Roig, 2012). Por lo tanto, el plasmido suicida se
caracterizaba porque contenia la version delecionada del gen de interés, en este caso, ginA

y gInA-3, que codifican GS y la isoforma de GS respectivamente.

Finalmente, para la construccion del plasmido suicida se realizd la ligacion del
plasmido pMH101N con el fragmento de 1000 pb (generado tras fusionar dos fragmentos
de 500 pb que flanqueaban al gen de interés) permitiendo asi la generacion de los mutantes
knockout para GS y GInA-3.
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Figura 19: Mapa del plasmido pMH101. Los sitios de clonacién de extremos romos se muestran

con estrellas de color purpura (Pedro-Roig, 2012).

3.7.2. PCR de amplificacion del DNA gendémico

Inicialmente se realiz6 la PCR de amplificacion del DNA genémico de Hfx.
mediterranei (previamente aislado como se ha descrito en el apartado 3.3.1.) para

amplificar dos fragmentos de 500 pb aguas arriba y aguas abajo tanto del gen gInA como
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de gInA-3 (Figura 20). Los oligonucledtidos y las temperaturas de hibridacion se muestran
enla Tabla 5.

Tabla 5: Condiciones de PCR para la amplificacion de DNA gendémico de los genes ginA 'y gInA-3.

Delecion N° de Cebadores T hibridacion Producto
del gen fragmento (°C) (pb)
ginA PCR1 GS1Fy GS1R 60 502
PCR2 GS2F y GS2R 60 501
PCR3 GSA3-1F y GSAS3-1R 60 509
ginA-3 PCR4 GSA3-2F y GSA3-2R 60 509

Se realizaron 2 reacciones de PCR utilizando la DNA polimerasa de alta fidelidad
KOD Hot Start (Novagen) (Tabla 6). Para cada una de las reacciones se utiliz6 los
cebadores del gen gInA (GS1F, GS1R y GS2F, GS2R) y los cebadores del gen glnA-3
(GSA3-1F, GSA3-1R y GSA3-2F y GSA3-2R). Las secuencias de los oligonucleétidos se

muestran en el Anexo IlI.

Oligo 1R Oligo 2R

éa -

500 pb I;.LULLQQ!L \JI.J.| 500 pb

Oligo 1F Oligo 2F

REACCION 1 REACCION 2

Figura 20: Amplificacion de las bandas de 500 pb.
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Tabla 6: Concentracidn de los reactivos empleados para la amplificacién de las bandas de 500 pb.

Reactivos Reaccion 1 Reaccion 2
Concentracion Concentracion
Tampdn PCR 10X 1X 1X
MgSO, (25 mM) 1.5mM 1.5mM
dNTPs (2 mM) 0.2mM 0.2mM
Oligo 1F (100 pmol/uL) 2 pmol/puL -
Oligo IR (100 pmol/pL) 2 pmol/uL -
Oligo 2F (100 pmol/puL) - 2 pmol/uL
Oligo 2R (100 pmol/pL) - 2 pmol/uL
DNA gendmico 1ug 1ug
DNA polimerasa (5 U/uL) 1 U/ uL 1 U/ L
Agua ultrapura Hasta un volumen de 50 pL Hasta un volumen de
50 pL

Las condiciones que se usaron para la realizacion de la PCR se describen en la Figura 21.

35 ciclos

Figura 21: Programa de PCR para la amplificacion de los fragmentos de 500 pb de los genes gInA
y gInA-3 de Hfx. mediterranei.

Después, tras la finalizacion de la PCR se realizd una electroforesis de agarosa al
1% (p/v) para comprobar si cada uno de los fragmentos de 500 pb se habian amplificado,

para después purificarlos mediante el kit “Gel extraction-Spin protocol” (Omega Biotek).
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3.7.3. PCR de fusién

Una vez se obtuvieron las bandas de 500 pb para cada uno de los genes, se realizo
la PCR de fusién a partir de las mismas, generandose asi el producto de 1000 pb (versién
delecionada de cada uno de los genes). Dicha PCR se efectu6 mediante dos etapas, en la
primera, en ausencia de cebadores, se produjo la hibridacion entre ambas bandas (fill-in) a
partir de las secuencias conservadas de los extremos, formandose el fragmento de 1000 pb.
La reaccion de PCR utilizada para el fill-in se describe en la Tabla 7. Posteriormente, en la
segunda etapa, mediante la adicion de los oligonucle6tidos para cada uno de los genes
(Tabla 8) se realiz6 la amplificacion de dicho fragmento de 1000 pb.

Tabla 7: Concentracion de los reactivos empleados para la etapa de fill-in.

Reactivos Concentracion

Tampon PCR (10X) 1X

MgSO4 (25 mM) 1.5 mM

dNTPs (2 mM) 0.2mM

Fragmento 500 pb (reacciénl) 100 ng

Fragmento 500 pb (reaccion 2) 100 ng

DNA polimerasa (5 U/uL) 1U/uL

Agua ultrapura Hasta un volumen final de 50 pL

Tabla 8: Condiciones de la PCR de fusion.

Delecion Cebadores T hibridacion (OQ: Producto
del gen Fill-in/famplificacion (pb)
glnA GS1Fy GS2R 57/60 1003
ginA-3 GSA3-1F y GSA3-2R 57/60 1018
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El programa de PCR empleado para la generacion del fragmento de 1000 pb se

muestra en la Figura 22.

FILL-IN AMPLIFICACION

Adicion de oligos
(1F/2R)

5 ciclos 15 ciclos

Figura 22: Programa de PCR para la generacion de la banda de 1000 pb.

De nuevo se llevo a cabo una electroforesis de agarosa al 1 % para la posterior
purificacion de las bandas de 1000 pb para cada uno de los genes gInA y glnA-3 mediante

el kit “Gel extraction-Spin protocol” de Omega Biotek.

3.7.4. Ligacion del producto de fusion en el vector pMH101N

El paso previo a la reaccion de ligacion, fue la digestion del vector pMH101N con
la enzima de restriccion SnaBl (Thermo Scientific), la cual generaba extremos romos,
produciendo una version lineal de dicho vector. La digestion se incub6 a 37 °C durante 2
horas (Tabla 9).

Tabla 9: Concentraciones de los componentes de la reaccién de digestion del vector pMH101N.

Reactivos Concentracion
pMH101 N 1 g
Fast digest buffer (10X) 1X
SnaBI (10 U/ uL) 1U/pL
Agua ultrapura Hasta un volumen final de 20 pL

95



Materiales y Métodos

Posteriormente se realizé una electroforesis del producto de digestion en un gel de
agarosa 1 % en tampon TAE 1X. A continuacion, una vez se comprobo que el plasmido se
habia digerido correctamente, se purifico la banda con el kit “Gel extraction-Spin protocol”
(Omega Biotek).

La ligacion se realizo, en presencia de la enzima de restriccion SnaBl, evitando asi
la posible recircularizacion del vector, con el tampén de dicha enzima, y adicionando 0.5
mM de ATP, necesario para el funcionamiento de la T4 DNA Ligasa (Roche). La reaccion
de ligacion se realizo a temperatura ambiente durante 4 horas en un volumen final de 20 pl

(Tabla 10).

Tabla 10: Concentracion de los componentes de la reaccién de ligacion del producto de fusién con
el vector pMH101N.

Reactivos Concentracion
PMH101N 100 ng
Producto de fusion 50 ng
Fast digest buffer (10X) 1X
SnaBl 1U
ATP 0.5mM
T4 DNA ligasa 1U/uL
Agua ultrapura Hasta un volumen final de 20 pL

Después se procedio a la transformacion de células E. coli JIM110 con la reaccion
de ligacion y se sembraron en placas de LB con ampicilina (100 pug/ml). Se utilizd esta
cepa porqgue era deficiente en metilasas, permitiendo asi la posterior transformacion en Hfx.
mediterranei. Debido a que el plasmido conferia resistencia a ampicilina, s6lo crecieron
aquellas colonias que incorporaron dicho plasmido con el producto de fusion.
Posteriormente, para descartar los falsos positivos se llevo a cabo una PCR screening de
las colonias, para comprobar que las que habian crecido contenian el fragmento de 1000
pb. Para ello, se utilizaron los oligos de los extremos GS1F y GS2R, para GS y GSA3-1F y
GSA3-2R para GInA-3.

96



Materiales y Métodos

Con la amplificacion del DNA a partir de las colonias, se pretendia obtener un
fragmento de 1000 pb (producto de fusion) que se correspondia con la version delecionada
del gen. Para ello, cada colonia, se replico en una placa nueva de LB con ampicilina 100
pg/ml, y se resuspendio en 10 pl de agua ultrapura (lisis osmotica). Ademas, el programa
de PCR contenia 15 minutos iniciales a 95 °C para la lisis de las colonias también mediante
choque térmico, y 60 °C de annealing. Se preparé una mezcla de PCR (Tabla 11)

repartiendo 12 pl de la mezcla en cada tubo que contenia los 10 pl de las colonias.

Tabla 11: Concentraciones de los componentes de la mezcla de PCR para la reaccién de PCR

screening de las colonias.

Reactivos Concentracion
Tampén PCR (10X) 1X
dNTPs (10mM) 0.16 mM
MgCl, 50 mM 1.5mM
Oligo 1F (100 pmol/uL) 2 pmol/pL
Oligo 2R (100 pmol/uL) 2 pmol/uL
DNA polimerasa (2.5 U/ uL) 1 U/uL
Agua ultrapura Hasta un volumen final de 400 pL

La reaccion de PCR se realizo en las condiciones que se muestran en la Figura 23.
Después se llevd a cabo una electroforesis de agarosa al 1 %, y se procedié a la seleccién
de las colonias que contenian el inserto de 1000 pb. Posteriormente, se crecieron en medio
liquido LB con ampicilina 100 pg/ml para el posterior aislamiento de los plasmidos. Por
ultimo, se secuenciaron los plasmidos con los oligos M13-20 y pMH101N-RevSeq que
flanqueaban el cassette de delecion para comprobar que el inserto de 1000 pb estaba

completo y situado correctamente en el vector.
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Figura 23: Programa empleado para la PCR screening de las colonias.

3.7.5. Transformacion de las células HM26 (ApyrE2) con el plasmido suicida

Tras la construccion del plasmido suicida, se realizé la transformacion de las
celulas de Hfx. mediterranei cepa HM26 con las construcciones pMH101N-AgInA y
pMH101N-AgInA-3. EIl protocolo de transformacion se realizd siguiendo el método
descrito por Pedro-Roig (Pedro-Roig, 2012). Posteriormente, las células transformadas se
sembraron en medio definido para Hfx. mediterranei (Anexo Il) y se incubaron a 42°C
durante 3-4 dias. En este medio sélo crecieron aquellas colonias que contenian el plasmido
suicida, puesto que la cepa HM26 (ApyrE2) era incapaz de crecer en medio definido en
ausencia de uracilo. Una vez crecieron dichas colonias, se realizaron réplicas en placa, y se
eligieron 6 colonias, que se correspondian con los mutantes 7, 17, 19, 31, 32 y 33 para la
construccion pMH101N-AgInA'y 4 colonias que se correspondian con los mutantes 1, 2, 3

y 4 para la construccion pMH101N-AgInA-3.

3.7.6. Cultivo de los mutantes pop-in en medio definido

Cada una de las colonias elegidas (7, 17, 19, 31, 32 y 33) para el gen gInA, y cada
una de las 4 colonias seleccionadas (1, 2, 3 y 4) para glnA-3, se inocularon en medio
liquido definido para Hfx. mediterranei en ausencia de uracilo. En el caso de gInA-3, el
medio se suplemento con gln 40 mM. Se incubaron 42 °C con una agitacion de 180 rpm

durante 7 dias. A partir de este cultivo inicial de cada uno de los mutantes pop-in, se
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Ilevaron a cabo un total de 5 subcultivos que se dejaron crecer hasta la fase estacionaria

con DOgg alrededor de 4.
3.7.7. Comprobacion de los mutantes pop-in mediante PCR screening

La PCR screening se efectud para la comprobacion de los mutantes pop-in para el
gen gInA'y el gInA-3. Primeramente se aislo el DNA de cada uno de los seis mutantes de la
GS y cada uno de los cuatro para la GInA-3 en el quinto subcultivo, para poder confirmar
si las células contenian tanto la version original como la delecionada para el gen gInA'y
para el gen gInA-3 de Hfx. mediterranei. Posteriormente, los DNAs se visualizaron en un
gel de agarosa al 1 % (p/v). Seguidamente, se amplifico el DNA gendmico de cada uno de
los mutantes pop-in y de la cepa HM26 (DNA control) empleando los oligos de los

extremos 1F y 2R, se utilizé la reaccion de PCR que se describe en la Tabla 12.

Tabla 12: Concentraciones de los componentes de la reaccion de PCR screening.

Reactivos Concentracion
Tampon PCR (10X) 1X
dNTPs (10mM) 0.16 mM
MgCl, 50 mM 1.5mM
DNA gendmico mutantes 800 ng
Oligo 1F (100 pmol/uL) 2 pmol/uL
Oligo 2R (100 pmol/uL) 2 pmol/uL
DNA polimerasa (5 U/ uL) 1U/ulL
Agua ultrapura Hasta un volumen final de 400 pL

Dicha reaccion de PCR se realizo en las condiciones que se muestran en la Figura 24.
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Figura 24: Programa de PCR screening a partir del DNA aislado, que se empled para los mutantes
pop-in, pop-out y HM26.

Posteriormente, tras finalizar la PCR, los productos obtenidos se visualizaron en un
gel de agarosa 1 % para comprobar asi la presencia del gen glnA y gInA-3 y cada una de

sus versiones delecionadas.

3.7.8. Cultivo de los mutantes pop-out en medio complejo con 5-FOA

En el caso del mutante de gInA, tras comprobar cada uno de los mutantes pop-in a
partir del quinto subcultivo, cada uno de ellos se sembré en placas de medio complejo para
Hfx. mediterranei (Anexo Il) suplementado con 5-FOA (750 ug/mL). Después, se
incubaron a 42 °C durante 3 dias. Posteriormente, se inocularon en medio complejo liquido
con 5-FOA (750 pg/mL), cada una de las colonias aisladas de cada una de las placas de los
6 mutantes. A continuacion, se incubaron a 42 °C y con una agitacion de 180 rpm,
creciendo los mutantes pop-out durante varias generaciones para que se produjera el
segundo evento de recombinacion homdloga, eliminandose asi el plasmido suicida y junto
con él una de las copias del gen, la delecionada o la original. A partir de este cultivo
inicial, se realizaron un total de 5 subcultivos. Finalmente, el quinto subcultivo de los
mutantes pop-out de la glutamina sintetasa se pasé a placas de medio complejo para Hfx.
mediterranei suplementado con 5-FOA (750 pg/ml) para obtener colonias aisladas de cada
uno de los mutantes y comprobar que se habia delecionado el gen gInA. Por otro lado, en el
caso del mutante de gInA-3, una vez comprobados los mutantes pop-in, cada uno de ellos
se sembro en placas de medio complejo para Hfx. mediterranei suplementado con 5-FOA
(750 pg/mL) y gln 40 mM realizandose el mismo proceso que el empleado para el otro

mutante.
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3.7.9. Comprobacion de los mutantes pop-out mediante PCR screening y Southern blot

Para comprobar los mutantes pop-out por PCR screening, en el caso de la
glutamina sintetasa, se escogieron primero 42 colonias (7 colonias de cada uno de los seis
mutantes pop-out), y se crecieron en medio complejo liquido suplementado con 5-FOA
750 pg/mL para después proceder al aislamiento del DNA gendmico de los 42 cultivos.
Posteriormente, se realizé la PCR screening, en las mismas condiciones que con los
mutantes pop-in (Figura 24) y utilizando las mismas concentraciones de reactivos y los
mismos oligos. Sin embargo, para GInA-3 se eligieron un total de 20 colonias que
procedian de los cuatro mutantes pop-out. A continuacion, se aislo el DNA a partir de cada
una de las colonias mediante un método répido alternativo descrito en el manual
“Halohandbook” (Dyall-Smith, 2009), y se realizd la PCR screening en las mismas
condiciones que en la Figura 23, a excepcion de que se utilizaron 2 pL del lisado de células
para la amplificacion de los productos de PCR. Finalmente, se realizaron las electroforesis
de agarosa al 1 % para la visualizacion de los fragmentos obtenidos con la PCR screening.

El Southern blot es una técnica que permite transferir fragmentos de DNA
contenidos en un gel de electroforesis de agarosa a una membrana de nylon. Despues,
mediante la desnaturalizacion del DNA por tratamiento alcalino, el DNA se hibridara con
una sonda marcada (Southern, 1975). Se procedio a la generacion de dicha sonda mediante
marcaje inmunoldgico. Para ello, se amplifico un fragmento de 490 pb situado aguas abajo
del gen gInA mediante PCR, empleando los oligos GS2F/GS2R y los nucle6tidos marcados
con digoxigenina mediante el kit “PCR DIG Probe Shyntesis” de Roche Molecular
Biochemicals (Tabla 13).
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Tabla 13: Concentraciones de los componentes de la reaccion de PCR para sintetizar la sonda de
GS.

Reactivos Concentracion
Tampon PCR (10X) 1X
dNTPs (2mM) 0.2mM
MgSQO, (25 mM) 1.5 mM
DIG-dUTPs 0.1 mM
DNA gendmico Hfx. mediterranei lug
Oligo GS2F (100 pmol/uL) 2 pmol/uL
Oligo GS2R (100 pmol/uL) 2 pmol/uL
DNA polimerasa (5 U/ uL) 1U/puL
Agua ultrapura Hasta un volumen final de 50 pL

La reaccion de PCR se realizd en las condiciones que se describen a continuacion (Figura
25).

962C 952C
2’ 20" 70°C 722C
15" 7
602C
10"
]
35 ciclos 43¢
o0

Figura 25: Programa de PCR para la generacion de la sonda de la glutamina sintetasa.

Posteriormente, se llevo a cabo el Dot blot para saber que concentracion de la sonda
se tenia que emplear. Dicha técnica consistia en fijar en una membrana de nylon Hybond
H+ (GE Healthcare) 1 pl de las diluciones de un DNA control marcado de concentracion
conocida desde 1 ng/pL hasta 0.05 pg/uL (Boehringer Mannheim) y diferentes diluciones
de la sonda desde 1:10° hasta 1:10 y también sin diluir.
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Se realizo un estudio bioinformatico para que una vez se conociera el nimero de
sitios de corte, elegir asi la enzima de restriccion apropiada. De hecho, se eligio la enzima
Pdml que presentaba 3 sitios de corte en la secuencia de interés de estudio cuando contenia
el gen glInA, y 2 sitios de corte cuando presentaba la delecion del mismo. Es decir, si habia
delecion de gInA se generaba un fragmento de 4580 pb que hibridaba con la sonda. En
cambio, si no se producia la delecidn, se generaban 3 fragmentos de un tamafio de 2340 pb,
5940 pb y 3600 pb, pudiéndose detectar unicamente los dos primeros fragmentos con la

sonda de glnA.

A continuacion, se realizd la digestion de los DNAs aislados (procedentes de los
mutantes pop-out) con la enzima de restriccion Pdml (Thermo Scientific) a 37 °C durante 2
horas. Se digirieron 3 pug de DNA, utilizando el tampén de la enzima (FastDigest).
Seguidamente, se realiz6 una electroforesis en agarosa al 1 % para confirmar que la
digestion del DNA se habia producido correctamente. Finalmente, se realiz6 la
desnaturalizacion y neutralizacién del gel siguiendo el protocolo descrito en el manual DIG
Manual System de Roche. EI gel se transfirié a una membrana de nylon (Hybond H+, GE
Healthcare) empleando el tampon 2X SSC (NaCl 300 mM, citrato sédico 30 mM, pH 7.0)
mediante capilaridad overnight. Posteriormente, los fragmentos de DNA se fijaron en la
membrana con radiacion UV antes de la hibridacion. Por ultimo, la prehibridacion,
hibridacion y deteccién quimioluminiscente se llevé a cabo como se describe en DIG
Manual System (Roche), empleando un tiempo de prehibridacion de 2 horas a 65 °C y un

tiempo de hibridacion overnight a la misma temperatura.

3.8. Caracterizacion fisiologica del mutante HM26-A (ApyrE2 AgInA)

La caracterizacion de los mutantes para el gen gInA se efectué estudiando el
crecimiento fisioldgico y la estabilidad de la mutacion frente a la cepa parental HM26
(ApyrE2). Todos los cultivos se inocularon con células preadaptadas al medio, inoculadas
en mitad de fase exponencial y con DOgq iniciales de 0.02. Los indculos previamente a ser
utilizados, se sembraban en placas de medio definido para Hfx. mediterranei carentes de
uracilo, para confirmar que dichas cepas eran incapaces de crecer en un medio carente de
uracilo y descartar asi la contaminacion de los indculos. Para confirmar que la delecion de

glnA era estable durante el crecimiento en los diferentes medios de cultivo analizados, se
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realizd PCR screening, Southern blot y/o Western blot, a partir de alicuotas tomadas en las
distintas fases de crecimiento.

Primeramente, se estudio la estabilidad de la mutacion mediante PCR screening tras
el cultivo en medio definido con glucosa al 1 % como fuente de carbono, NH,CI 40 mM
como fuente de nitrogeno y uracilo 50 pg/ml, suplementado o no con Gln 5 mM.
Posteriormente, se analizo el efecto de la concentracién de GIn (0, 1, 3y 5 mM) en la
estabilidad de la delecion en medio definido con glucosa 1 %, NH4Cl 10 mM vy uracilo 50
pg/ml, mediante PCR screening y Southern blot.

Finalmente, se analiz6 también la estabilidad de la delecion en medio carente de
nitrégeno durante 24, 48 y 72 horas mediante las técnicas de PCR screening, Southern blot
y Western blot. A partir de estos cultivos, se tomaron alicuotas a las 24, 48 y 72 h de
carencia de nitrégeno, para la posterior extraccion de DNA y para la preparacion de los
extractos de proteina.

3.9 Analisis del transcriptoma de Hfx. mediterranei en presencia de diferentes fuentes
de nitrégeno

3.9.1. Arrays de expresion

Las cepas empleadas para llevar a cabo el andlisis de expresién mediante
microoarrays fueron por una parte, la cepa R4 (silvestre), y por otra parte las cepas HM26-
A (ApyrE2 AglInA) y HM26 (ApyrE2) como control de HM26-A.

Para el analisis de expresion en funcién de la fuente de nitrégeno de la cepa R4 de
Hfx. mediterranei, se realizaron tres condiciones de cultivo, en las que se cambiaba la
fuente de nitrégeno manteniendo fija la concentracion de la fuente de carbono (1 %). Las
tres condiciones de cultivo fueron las siguientes: 40 mM de NH4CI, 40 mM de KNOg, y
carencia de nitrogeno, en esta Gltima condicion, se crecié un cultivo con amonio hasta la
mitad de fase exponencial, para después someter a las células a una situacion de carencia
de nitrogeno durante 48 horas. Para ello se centrifugaron las células, se lavaron con agua
de sales al 25 %, y se inocularon en un medio definido con la misma fuente de carbono,

pero en ausencia de nitrogeno.

104



Materiales y Métodos

Para el analisis de expresion de las cepas HM26 (control) y HM26-A se realizaron
dos condiciones de cultivo: medio complejo suplementado con glutamina 40 mM y medio
en carencia de nitrégeno durante 72 horas. Este Gltimo cultivo se llevé a cabo como se ha
explicado anteriormente con la cepa R4.

En ambos casos se emplearon 4 réplicas bioldgicas independientes de cada una de
las condiciones. A partir de cada uno de los cultivos, se tomaron alicuotas para la posterior
extraccion de RNA (kit Qiagen RNeasy). En el caso de la cepa R4 se extrajo RNA de los
cultivos de amonio en mitad de la fase exponencial y estacionaria, de los cultivos de nitrato
en mitad de la fase exponencial y de los cultivos sometidos a carencia de nitrogeno durante
48 horas. Mientras que en el caso de las cepas HM26 y HM26-A, previamente al
aislamiento del RNA, se comprobd la estabilidad de las cepas mediante PCR screening.
Posteriormente, se procedio a la extraccion del RNA de los cultivos en medio complejo
con gln 40 mM en mitad de fase exponencial y del cultivo en carencia de nitrdgeno durante
72 horas.

El disefio del microarray (Figura 26) en ambos casos se realizé en base al genoma
de Hfx. mediterranei y mediante el uso de la plataforma de Agilent (Esclapez et al., 2015).
Todas las sondas se disefiaron con una longitud de 60 nucleétidos, y se disefiaron tres
sondas para cada gen. ElI marcaje de RNA, procesamiento y analisis de microarrays, se
llevo a cabo en colaboracion con la empresa Bioarray, S.L.
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Figura 26: Disefio experimental en loop de los arrays de expresion. (A) Cepa R4 con tres grupos
de muestras. (B) Cepas HM26 y HM26-A con cuatro grupos de muestras. Cada flecha negra es un

array. MC: Medio complejo.

3.9.2. Validacion mediante gRT-PCR

Los resultados obtenidos mediante microarrays para la cepa R4 de Hfx.
mediterranei se validaron por PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).Como paso
previo a la sintesis de cDNA, las muestras de RNA se trataron con la DNasa (TURBO,
Applied Byosistems) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Posteriormente, para
la sintesis de cDNA se utilizaron entre 0.5 y 0.6 pg de RNA (libre de DNA) utilizando la
transcriptasa inversa M-MuLV (Fermentas) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizaron controles negativos: en ausencia de RNA y en ausencia de enzima. A
continuacion se realiz6 una PCR de comprobacién de ausencia de DNA contaminante, para
llevar a cabo la gRT-PCR. Se prepararon controles negativos en ausencia de la
transcriptasa inversa. Los oligonucleotidos utilizados se muestran en el Anexo Ill. Como

control enddgeno se empled RNA 16S (Esclapez et al., 2015).

La gRT-PCR se realizé en un Sistema de deteccion de secuencia ABIPRISM 7000
(Applied Biosystems). Las reacciones de amplificacion se prepararon en un volumen final
de 20 uL conteniendo 2 pL de 2X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
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1 yL de cada cebador (concentracion final: 250/250nM) y 1 uL cDNA diluido 1/9 en agua
libre de DNA. Las condiciones del termociclador fueron 10 min a 95 °C, seguido por 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 55 °C y 30 segundos a 72 °C. Posteriormente, la
curva de la temperatura de fusion se registro entre 65 y 95°C. Todas las reacciones de qRT-

PCR se realizaron por triplicado.

3.10. Métodos bioinformaticos

Durante este trabajo se utilizaron diferentes herramientas bioinformaticas, las bases

de datos que se utilizaron fueron las siguientes:

» GenBank: que proporciona una descripcion de la secuencia, el nombre cientifico y
taxonémico del organismo del que procede, y una tabla de datos que incluye la
localizacion de la region codificadora y otras indicaciones que pueden tener
importancia biologica.

» NCBI: (National Center for Biotechnology Information): proporciona acceso a
informacion biomédica y genémica.

» HaloLex: aporta informacion de genomas de arqueas y otros procariotas, como por
ejemplo, representacion de localizaciones genéticas y generacion de mapas
gendmicos.

> Genoma de Hfx. mediterranei

Para la manipulacion y analisis de secuencias de proteinas se utilizaron las siguientes

herramientas:

» FEASTA: realiza una busqueda de Pearson y Lipman por similaridad entre la
secuencia a analizar y las bases de datos de secuencias del mismo tipo (acidos
nucleicos o proteinas).

» BLAST: alinea la secuencia con las de las bases de datos.

» Clustal Omega: se emplea para el alineamiento de multiples secuencias tres o

mas.

» Pairwise Sequence Alignment: para el alineamiento de pares de secuencias.

» ProtParam: aporta informacién sobre los parametros bioquimicos de una

proteina a partir de su secuencia.
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» PROSITE: base de datos de familias de proteinas y dominios. Describe
dominios de proteinas, familias y sitios funcionales, asi como patrones y
perfiles asociados para identificarlos.

» SWISS-MODEL.: predice la estructura tridimensional de la proteina a partir de

Su secuencia.

» Swiss-Pdb  Viewer: se emplea para la visualizaciobn de estruturas

tridimensionales de proteinas.
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES

Las conclusiones mas relevantes del trabajo presentado en esta Tesis Doctoral se

resumen en:

1. La glutamina sintetasa recombinante codificada por gInA, contiene las tres
regiones conservadas en la familia de las glutamina sintetasas, entre las que se

incluye la regién de adenililaciéon.

2. El gen gInA codifica una enzima tipo GSl-o ya que no presenta la insercion de
25 nucledtidos, y la estructura oligomérica de la proteina se organiza en 12

subunidades.

3. La actividad de la glutamina sintetasa tipo | recombinante aumenta a elevadas
concentraciones de 2-oxoglutarato, que puede interpretarse como sefial de

deficiencia de nitrégeno en Hfx. mediterranei.

4. Laglutaminay el AMP son inhibidores de la glutamina sintetasa tipo I, lo que se
podria interpretar como sefial de exceso de nitrdgeno y de deficiencia energética,

respectivamente.

5. La enzima glutamina sintetasa (GInA) es esencial en la asimilacion de amonio y

en la sintesis de glutamina en Hfx. mediterranei.

6. Las proteinas GInA-2 y GInA-3 no son esenciales en la ruta asimilativa del
metabolismo del nitrégeno en Hfx. mediterranei, y podrian participar como
proteinas reguladoras de GInA a concentraciones elevadas de amonio, ejerciendo

un papel regulador sobre ésta.
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7. ANEXOS

ANEXO I: DESCRIPCION Y SIGNIFICADO DE MARCADORES GENETICOS

JM109: end A1, rec Al, gyr A96, thil, hsd R17 (r,, mi’), relAl, sup E44, A (lac-
proAB), [F'traD36, proA'B*, lagl9ZAMI15].

e end Al: mutacion en endonucleasa A. Aumenta la calidad del DNA aislado a
partir de esta cepa, impidiendo su degradacion.

e rec Al: mutacion en una ATPasa DNA dependiente, esencial para la
recombinacion genética en E. coli. Previene la recombinacion del DNA
introducido con el DNA de la célula, asegurando la estabilidad de los insertos.

e gyr A96: mutacion en DNA girasa. Confiere resistencia al acido nalidixico, que
en condiciones normales inhibiria la actividad enzimatica.

e thil: mutacion en el metabolismo de la tiamina. Cuando se crece en medio
minimo este microorganismo requiere la presencia de tiamina, ya que es incapaz
de sintetizarla.

e hsd R17 (r«, m¢’): mutacion que proporciona la pérdida en la actividad de
restriccion, pero no de modificacion de la enzima Eco K, una enzima de
restriccion tipo I. EI DNA clonado sera metilado, por lo que estd protegido
frente a la restriccion si el vector fuera despues introducido en una cepa hsd +.

e rel Al: mutacion que elimina el factor estricto que actua en la inhibicion de
sintesis de rRNA cuando se detiene la sintesis de proteinas. Esta mutacion
permite la sintesis de rRNA en ausencia de sintesis de proteinas.

e sup E44: incluye un supresor para las mutaciones ambar (mutaciones que
convierten cualquier otro codon en el codon de terminacion UAG) del tRNA. El
supresor inserta una glutamina en el codon UAG.

e A(lac-proAB): delecion del gen lac-proAB.

e F’: contiene el episoma F’, plasmido de E. coli con fragmentos del cromosoma
bacteriano. El episoma F’ presenta las caracteristicas que se indican entre
corchetes, cuyo significado es el siguiente:

o traD36: mutacién que elimina el factor de transferencia. Previene la

transferencia por conjugacion del factor F.
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o pro A"B": mutacion en el metabolismo de la prolina. Al crecer en medio
minimo dicho microorganismo necesita la presencia de prolina, debido a
su incapacidad de sintetizarla.

o lac 1% mutante del gen lac | que sintetiza aproximadamente diez veces
mas represor que el tipo salvaje. Esta superproduccion del represor
inhibe la transcripcion del operon lac en ausencia de inductor.

o lac ZAM15: mutacién por delecion que elimina las secuencias del gen
lac Z el cual, codifica para la porcion amino-terminal de la pB-
galactosidasa. El péptido expresado puede formar parte en la o-

complementacion para formar la 3-galactosidasa activa.

BL21 (DE3): F omp T, hsd Sg(rg” mg’), gal, dcm (DE3)

F": cepa que no contiene el episoma F.

omp T: mutacion que produce la carencia de una proteasa, de manera que
favorece la obtencion de proteinas recombinantes intactas.

hsd Sg (rs’, mg"): mutacion que elimina tanto la restricciobn como la metilacion
del DNA en la secuencia TGA(N)sTGCT.

gal: muestra la incapacidad de dicha cepa para utilizar galactosa.

dcm: mutacion en la citosina metilasa. Bloguea la metilacion de la citosina en la
secuencia 5°...G"CAGG... 3’ 0 5°...C"CTGG... 3".

(DEJ): el gen que codifica la T7 RNA polimerasa esta integrado en el genoma

del microorganismo.
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ANEXO 1I: MEDIOS DE CULTIVO Y DISOLUCIONES

> Medios de cultivo

Agua de sales al 30 %

Sal inorganica g/L LB (Luria-Bertani)
NacCl 234.0
NaCl 1%
MgCl, 6H,0 41.5 ]
Triptona 1 %
MgSQO, 7H,0 59.3
Levadura 0.5 %
KCl 6.0
pH 7.4 (NaOH)
NaHCO;3; 0.2 .
Esterilizar
NaBr 0.7

Medio definido para Hfx. mediterranei
(mutantes pop in)

Componentes Concentracion final
Agua de sales 25 %
Casaminoacidos 0.25%
NH,4CI 10 mM
MOPS pH 7.3 100 mM
Suplementos tras esterilizar

CacCl, 4 mM
KoHPO, 1mM

FeCls; 5 mg/L

Medio complejo para Hfx. mediterranei
(mutantes pop out )

Componentes Concentracion final
Agua de sales 25 %
Extracto de levadura 0.5%
Suplementos tras esterilizar

5-FOA (150 mg/mL) 750 ug/mL
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> Disoluciones empleadas en las medidas de actividad

o Actividad transferasa

Reactivo de hierro (1L)

HCI concentrado 7.73 mL
Acido tricloroacético 12.04 g
FeCl; 6H,0 33.33¢

o Actividad biosintética

Componentes de la mezcla Volumen (mL)

de reaccidn (sustratos)

Imidazol-HCI 1M pH 7.0 0.1

ATP 0.06 M 0.25

Glutamato 1 M pH 7.0 0.2

NH,CI 1M 0.1

MnCl, 0.1M / MgCl, 1.67M 0.1/ 0.06

Agua ultrapura Hasta un volumen final de 1mL

- Sulfato ferroso:
FeSO4 7 H,0 0.8 % es disuelto en 0.015 N H,SO0..

- Molibdato de amonio:
(NH4)sM07024 4 H,0 6.6 % es disuelto en 7.5 N H,SO4.
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» Disoluciones empleadas en las electroforesis de proteinas

Componentes Concentrador Separador
4% 12%
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 0.65 mL 4 mL
Agua destilada 3.1mL 3.35mL
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25 mL
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 2.5mL
SDS 10% 50 pL 100 pL
Persulfato aménico 25 pL 50 puL
TEMED 5uL 5uL
Tampon de muestra
Tampon de recorrido 5X (1L) (2X Sample buffer)
15 g Tris-HClI Tris-HCI 0.125M pH 6.8
72 g Glicina Glicerol 20 %
59 SDS SDS 4%
pH 8.3 (HCI) B-Mercaptoetanol 10 %

Azul de bromofenol 0.04 %

> Disolucion empleada en el aislamiento de fracciones

Concentracion

Tampoén PBS (/L)
NaCl 8
KCI 0.2
Na;HPO, 1.44
KH,PO, 0.24
pH 7.4

Esterilizar
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> Disoluciones empleadas en electroforesis de agarosa

Tampo6n TAE 10X  Concentracion Tampon de carga 6X

Concentracion

Tris-Acetato 0.4 mM Azul de bromofenol
EDTA 10 mM Xileno cianol
Acido acético 02M Tris-HCI pH 7.6
pH 8.4 EDTA

Glicerol

0.03%
0.03 %
10 mM
60 mM
60 %
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ANEXO I11: OLIGONUCLEOQOTIDOS EMPLEADOS

> Expresion heterdloga de proteinas

. Tm Longitud
Gen Cebador Secuencia
(°C) (pb)
GSexpF 5- GAATCATATGACGGAAGACAACGTA -3’ 59.7 25
glnA
GSexpR 5- CGGGATCCGAAAGATAAGAGACT-3’ 60.6 23
GSA2expF 5- GCGAGGAACATATGAGCGACACA-3 62.4 23
glnA-2
GSA2expR 5- GGTCGTGTTCTCAGGATCCGTTTTA-3 63.0 25
GSA3expF 5- ATGGCGTAAACTGCATATGGAACC-3 61.0 24
glnA-3
GSA3expR 5- CGAGATTGCGGATCCGAGTTACC-3 64.2 23

» Secuenciacion de region central de los genes glnA-2 v dlnA-3

. ™m Longitud
Gen Cebador Secuencia
(°C) (pb)
glnA-2 GSA2-seq500F 5'- GGGACGGAAAGATAAACCGC-% 59.4 20
glnA-3 GSA3-seq500F 5GAGTTCAACGACATCGTCTTAGAG-3 61.0 24

» Mutantes de delecién

Gen Cebador Secuencia (Ig Lo?pgtgud
GS1F 5-GGAGCTTCTTGATTTGCGTGTT-3’ 53.0 22
oinA GSI1R 5-CGCTTAGAACGTTTCCGTCATTTTCCTGAACATGCA-3 64.4 36
GS2F 5-AAATGACGGAAACGTTCTAAGCGCGACGAACTCTC-3' | 65.6 35
o GS2R 5-TCGTCCATCGGCACGTGAAT-3’ 53.8 20
GSA3-1F 5-GTGCTGTTTTCGAGCTCCGACG-3 58.6 22

glnA-3

GSA3-1R | 5-ACTTTAGAACGCGGGTTCCATGCTCAGTTTACGCCA-3 | 66.7 36
GSA3-2F | 5-GCATGGAACCCGCGTTCTAAAGTCCGGTAACTCGA-3 67.9 35
fnAs GSA3-2R 5-AGCGACGTGCGGATGTCGTAG-3’ 58.3 21
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» RT-qPCR
Gen Cebador Secuencia Amplicon
(pb)
rRNA 16S for 5-CACAAGAGTGCGGTGAATACGT -3
glnA 66
rRNA16S rev 5-CCTCACTCGGGTGCTTTGAC -3’
glnA-2 for 5- GGTCGACCCGTGTGACCTC -3
glnA-2 51
glnA-2 rev 5-TTGATTCCCTTTGCGGTCC -3’
glnA-3 for 5- CTGCTGTACGTCGGCAATGA -3
glnA-3 51
glnA-3 rev 5- CCGCTTTACCGAATGGCC -3’
gdhAl for 5-TGGATAACGGAGATGTCGGC-3
gdhAl 55
gdhAl rev 5-GTCGCCGTTAAACTGCGAG-3
nasA for 5-GACGACCTGTATGCGCTGTG-3’
nasA 53
nasA rev 5-CCAGTGCAAGTGGAACCCAG-3’
nasD for 5-TCGCTGGCTCAGAGACAATG-3’
nasD 51
nasD rev 5-CTGCTGCAGGTGGTCAATT-3
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ANEXO 1V:

Tabla 36: Concentracion y pureza de los DNAs aislados de cada uno de los mutantes pop-out y de

la cepa control.

Muestra Nombre Concentracién (ug/uL) Asso/Aaso

HM26 1 1.95 1.68
HM26 2 2.05 1.68

DNA control
HM?26 3 0.98 1.56
HM26 4 1.65 1.67
7.1 0.99 1.69
7.2 0.49 1.66

Mutante 7
7.3 0.31 1.63
7.4 0.41 1.74
17.1 0.27 1.62
17.2 0.32 1.57

Mutante 17
17.3 0.30 1.69
17.4 0.29 1.65
19.1 0.33 1.62
19.2 0.36 1.72

Mutante 19
19.3 0.29 1.73
19.4 0.28 1.63
31.1 0.36 1.56
31.2 0.32 1.54

Mutante 31
31.3 0.25 1.64
314 0.37 1.73
32.1 0.28 1.74
32.2 0.42 1.57

Mutante 32
32.3 0.37 1.66
32.4 0.35 1.64
33.1 0.41 1.61
33.2 0.33 1.56

Mutante 33
33.3 0.27 1.60
33.4 0.29 1.66
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10. ABREVIATURAS

ADP Adenosin 5’- difosfato

Ae Actividad especifica

AUC Ultracentrifugacion analitica

2-BME 2-mercaptoetanol

DLS Dispersion de luz dindmica

DMS Dimetilsuberimidato

DNA Acido desoxirribonucleico

DOgoo Densidad optica a 600 nm

DTT Ditiotreitol

EDC 1-etil-3(3-dimetilaminopropil) carbodiimida hidrocloruro
EDTA Acido etilén-diamino-tetraacético

5-FOA Acido 5-fluororético

Gln Glutamina

Hfx. Haloferax

IPTG Isopropil-p-D-tiogalactdsido

Kb Kilobases

kDa KiloDalton

Km Constante de Michaelis-Menten

MOPS Acido 3-(n-morfolino)- propanosulfénico
Mr Masa molecular

pb Pares de bases

PBS Tampon fosfato salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

SDS Dodecil sulfato sodico

TAE Tampon Tris-acetato-EDTA

TBST Tampon tris salino que contiene Tween 20 0.1 %
TRIS Tri-(hidroximetil)-aminometano

V max Velocidad enziméatica méxima

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa

167



Universitat d’Alacant
Universidad de Alicante





