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1. INTRODUCCION GENERAL I






Introduccién general

1.1. Metabolismo del nitrégeno inorganico en

cianobacterias

Las cianobacterias, también conocidas como bacterias azul-verdosas vy
anteriormente como algas verde-azuladas, se consideran la forma mas antigua de
vida en la tierra. Existen en torno a 1500 especies de cianobacterias (Nakamura et
al., 2002) que desde el punto de vista evolutivo, son responsables de la presencia
de O; en la atmosfera actual. Estos microorganismos representan un grupo de
procariotas, Gram-negativos y fundamentalmente fotoautotrofos, caracterizado
por un aspecto metabdlico bien definido: llevar a cabo la fotosintesis oxigénica
(Stanier y Cohen-Bazire, 1977). Para absorber la luz, las cianobacterias poseen
pigmentos que les proporcionan sus colores caracteristicos y que permiten su

rapida identificacion en la Naturaleza.

Constituyen un grupo muy diverso (Madigan et al, 1997), que engloba desde
formas unicelulares simples, que se reproducen por fisién binaria, hasta formas
filamentosas complejas, que poseen una variedad de tipos celulares muy
diferenciados. Poseen sencillos requerimientos nutricionales, pudiendo crecer en
ambientes que tan s6lo contengan CO,, agua, luz y algunas sales inorganicas. Tan
escasos requisitos nutricionales, hacen que presenten una distribucion ecologica
muy amplia, pudiéndose encontrar en nichos muy diversos, como suelos, lagos

de agua dulce, océanos y fuentes termales entre otros (Sakamoto et al., 1999).
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Las cianobacterias son capaces de asimilar una gran variedad de compuestos
nitrogenados, llegando este elemento a alcanzar entre el 5y el 10% del peso seco
celular (Flores y Herrero, 1994). Aunque las fuentes nitrogenadas mas abundantes
en la Naturaleza son el nitrato, el nitrito y el dinitrogeno, las cianobacterias
también pueden crecer con amonio, urea, cianato y algunos aminoacidos (L-
glutamina y L-arginina) como Unica fuente nitrogenada (Flores y Herrero, 2005).
Una vez en el interior celular, se requiere poder reductor para reducir a amonio el
nitrato, nitrito y N,. El hecho de que esta reduccion suponga un gasto energético,
explica que el amonio sea la fuente de nitrogeno preferida cuando esta presente

junto con otras fuentes de nitrégeno combinado (Muro-Pastor y Florencio, 2003).

1.1.1. Toma de amonio en cianobacterias

El amonio puede entrar al interior celular bien sea por difusion, cuando se
encuentra como NHs; o bien transportado por permeasas especificas, (las
denominadas permeasas Amt), cuando se encuentra cargado como NH,"
(Montesinos et al., 1998; Vazquez-Bermudez et al., 2002; Muro-Pastor y Florencio,

2003).

1.1.2.  Transporte de nitrato en cianobacterias

El nitrato es la principal fuente de nitrégeno para los organismos fotosintéticos,
incluyendo cianobacterias, algas y plantas (Guerrero et al., 1981; Guerrero y Lara,

1987).
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Practicamente, todas las cianobacterias pueden asimilar nitrato, y por lo tanto,
también nitrito. Entre las excepciones, se encuentran las cepas marinas
pertenecientes al grupo Prochlorococcus que tienen Unicamente los genes para
asimilar nitrito (Rocap et al, 2003), y algunas cianobacterias aisladas de fuentes

termales con alta concentraciéon de amonio (Miller y Castenholz, 2001).

El primer paso en la asimilacién de nitrato es el transporte del anién al interior
celular. Las cianobacterias necesitan sistemas especificos para tomar nitrato, ya
que generalmente, este i6n se encuentra en la Naturaleza a bajas
concentraciones (en la escala uM) (Flores et al., 2005). Todos los organismos que
toman nitrato de forma activa, tienen como minimo un transportador de nitrato

(NRT) (Aichi et al., 2006).

Hasta el aflo 2009, en cianobacterias se habian identificado y caracterizado dos
transportadores involucrados en la toma activa de nitrato, y se habia llegado a la
conclusion de que las especies que son capaces de asimilar nitrato, y por lo tanto
también nitrito, tenian uno o el otro (Maeda y Omata, 2009). Estos
transportadores son el perteneciente a la superfamilia ATP-binding—cassette (ABC)
(Higgins et al., 1990), y el perteneciente a la superfamilia major facilitator (MSF)

(Pao et al., 1998).



Introduccién general

1.1.2.1. El transportador ABC de nitrato/nitrito

Este transportador multicomponente (Fig. 1.1) es capaz de transportar con alta

afinidad tanto nitrato como nitrito. En Synechococcus elongatus (Tischner vy

Schmidt, 1984; Rodriguez et al., 1992) se han descrito valores de 1 a 4 uM para la

afinidad del transporte de nitrato, y de 30 uM en Anabaena sp PCC 7120 (Meeks

et al., 1983). Este transportador constituye una permeasa situada en la membrana

plasmatica, y en la mayoria de las cianobacterias tiene la estructura NrtA, NrtB,

NrtCy NrtD.

NrtA es una de las proteinas mas abundantes de la membrana
citoplasmica (Sazuka, 2003). Consiste en una lipoproteina de localizacién
periplasmica, que muestra alta afinidad para unir nitrato y/o nitrito. Su
funcion consiste en captar cualquiera de estos aniones del espacio
periplasmico y transferirlo a la permeasa de membrana constituida por
dos subunidades de NrtB (Koropatkin et al., 2006).

NrtB es una proteina dimérica transmembranal muy hidrofébica que
permite el paso del nitrato/nitrito a través de la membrana plasmatica y
en contra del gradiente de concentracion. Este transporte activo esta
ligado a la hidrolisis de ATP catalizada por las subunidades NrtC y NrtD.

La subunidad NrtC esta anclada a NrtB en el espacio citoplasmico y consta
de dos dominios. El dominio N-terminal contiene los motivos de unién a
ATP, mientras que el C-terminal muestra una elevada homologia con NrtA

(Omata et al., 1993).
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e La subunidad NrtD se localiza como NrtC, pero posee un Unico dominio
para unir ATP analogo al de NrtC. Tanto NrtC como NrtD catalizan in vitro

la hidrdlisis de ATP (Llarena et al., 2006).

nitrato

‘ /mitrito

C D

ADP I ‘ ATP ADP
+P,
T ATP :

Figura 1.1. Esquema general de las subunidades integrantes del transportador ABC de
nitrato/nitrito de cianobacterias. A: NrtA. B: NrtB. C: NrtC. D: NrtD (Adaptado de Omata, 1995).

1.1.2.2. El transportador MSF de nitrato/nitrito

Este transportador se ha identificado en cepas marinas de Prochlorococcus y
algunas especies dulceacuicolas, como por ejemplo Nostoc punctiforme ATCC
29133 (Aichi et al.,, 2006). Esta codificado por un Unico gen, nrtP, y tiene menor

afinidad por nitrito que por nitrato (Sakamoto et al.,, 1999; Wang et al., 2000).
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1.1.3. Reduccion de nitrato a amonio y asimilacion de amonio

Una vez incorporado el nitrato al citoplasma cianobacteriano, este anién es
reducido a amonio por la accidén secuencial de las actividades nitrato reductasa
(ferredoxina:nitrato oxidorreductasa, EC 1.7.7.2, NaR) y de la nitrito reductasa

(ferredoxina:nitrito oxidoreductasa, EC 1.7.7.1, NiR) (Guerrero y Lara, 1987).

El amonio resultante de la reducciéon del nitrato o del nitrito, asi como el tomado
directamente del medio, se combina con el L-glutamato en una reaccion
catalizada por la glutamina sintetasa (L-glutamato:amonio ligasa [formadora de
ADP], EC 6.3.1.2, GS) para proporcionar L-glutamina. Este enzima supone un
punto clave en la asimilacién de nitrato/nitrito, encontrandose regulada tanto a
nivel transcripcional como post-transcripcional (Flores y Herrero, 1994). En el
siguiente etapa, la L-glutamina obtenida reacciona con el 2-oxoglutarato para
proporcionar 2 moléculas de L-glutamato, en una reaccion catalizada por la
actividad glutamato sintasa (L-glutamina:2-oxoglutarato amidotransferasa, EC

1.4.7.1, GOGAT) (Fig. 1.2).

isocitrate

NADP*
NADPH NADP* IDH
GDH €O, NADPH

2-oxoglutarate

N,

aa

NO, other purposes

> GOGAT
NH,*

Arg Pro
urea

Figura 1.2. Asimilacion de nitrogeno en cianobacterias. La fijacién de N; tiene lugar sélo en
algunas cianobacterias diazotrofas. aa: aminoacidos. GDH: glutamato deshidrogenasa. IDH:
isocitrato deshidrogenasa (tomado de Muro-Pastor y Florencio, 2003).
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Frecuentemente, los genes involucrados en la toma y reduccién de nitrato/nitrito
se encuentran formando un operon, que generalmente sigue la estructura nirA-
gen(es) de la permeasa-narB (Fig. 1.3). Esta organizacion génica estd muy
conservada en cianobacterias, y asegura una produccion equilibrada de las
distintas proteinas responsables de la reduccidén/asimilacion del nitrato, ya que la

expresion de estos genes disminuye en direccion 5'-3" (Frias et al., 1997).

R SR o g es S. elongatus
a0 HKO— O D D D s Anabaena PCC 7120

Thermosynechococcus BP-1
< HouoE- 5.7 kb Gloeobacter violaceus
<"1 1.13 Mb - 0.68 Mb DD D D D O  Synechocystis PCC 6803
B B T e S | > D > Nostoc punctiforme
— D— - S — Trichodesmium erythraeum
Synechococcus WH 8102 —E0E=D »>— 8.4 kb-{ 12.9 kb ———
— e - -.e = =4 - -
nir  nirB narB narM  ABC transporter gene nrtP ntcB cnaT

Figura 1.3. Agrupaciones de algunos genes involucrados en la asimilacion de nitrato de
distintas cianobacterias. Synechococcus elongatus sp. PCC 7942, Anabaena sp. PCC 7120,
Themosynechococcus elongatus BP-1, Gloebacter violaceus PCC 7421, Synechocystis sp. CC6803,
Nostoc punctiforme ATCC 29133, Trichodesmium erythraeum, Synechococcus sp. WH 8102. Los
nombres en verde indican que se tratan de cianobacterias de agua dulce, excepto la cianobacteria
terrestre Nostoc punctiforme. Los nombres en azul indican que son cianobacterias marinas. La
flechas blancas sefialan marcos de lectura abiertos que codifican proteinas con funcién desconocida
(tomado de Flores et al., 2005).
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1.1.4. Regulacion de la asimilacion de nitrato/nitrito

En algunas cianobacterias, la asimilacion de nitrato/nitrito se ha estudiado tanto a
nivel de expresidon génica como de las actividades de las proteinas implicadas.
Asi, estudios realizados en Anabaena sp. PCC7120 y Synechocystis sp. PCC6803
han permitido averiguar que la expresiéon a nivel de mRNA del operdon nirA-
nrtABCD-narB tiene lugar cuando se elimina el amonio del medio de cultivo, y
que los niveles de expresién son alin mayores en presencia de nitrato en el medio
(Luque et al, 1994; Frias et al, 1997). Estos resultados también han sido
confirmados en algunas cepas de Synechococcus, en las que los genes que
codifican la permeasa (nrtP) y las reductasas se expresan como transcritos

independientes (Sakamoto et al., 1999; Bird y Wyman, 2003).

A nivel de actividades enzimaticas, se ha observado que los niveles de nitrato y
nitrito reductasa, son menores en células crecidas con amonio que con nitrato
(Herrero y Guerrero, 1986; Arizmendi, 1989; Sanz, 2003). Sin embargo, estos
niveles son distintos en células no fijadoras de N, atmosférico que en células
diazotroficas. Mientras que en P. laminosum (Fresnedo y Serra., 1992; Garbisu et
al., 1992; Sanz, 2003) y S. elongatus (Suzuki et al., 1993) se han detectado niveles
apreciables de estas actividades en ausencia de nitrato o de nitrito, estas
actividades no se detectan en cianobacterias capaces de fijar N, atmosférico. Este
fendmeno apunta a que la expresion del operon nirA-nrtABCD-narB en fijadoras
de N, atmosférico, no sélo esta regulada por la represidon causada por amonio,
sino que también esta regulada por la induccion originada por la presencia de

nitrato (Flores y Herrero, 1994).
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La regulacién de la asimilacion de nitrato/nitrito muestra pequeias diferencias
entre distintas cianobacterias. Esta heterogeneidad hace dificil establecer un
Unico modelo de regulacidon para todas ellas. Sin embargo, queda patente que
existen 2 puntos clave en la regulacién: el efecto regulador del 2-oxoglutarato (2-
OG) y de la actividad GS. En cianobacterias, la sintesis de 2-OG supone el ultimo
paso del ciclo de los acidos tricarboxilicos, dado que no existe la actividad 2-OG
deshidrogenasa (Herrero et al, 2001). Este oxoacido actia como sensor del
balance carbono/nitrogeno intracelular, y regula la conversién de L-glutamina en

L-glutamato (Muro-Pastor et al., 2001).

La actividad de la GS estd regulada tanto transcripcional como post-
transcripcionalmente. En este segundo caso, la regulacion esta ejercida por los
péptidos IF7 e IF17, que a su vez son reprimidos por la proteina NtcA, una de las
proteinas claves en la regulacion. Asi, NtcA sélo se expresa cuando es alta la
relacién carbono/nitrogeno. Es un conocido factor bacteriano de transcripcion,
tanto activador como represor, y que en su estructura contiene un motivo de

union al DNA de tipo hélice-giro-hélice.

Estudios in vitro han demostrado que NtcA se une a la secuencia consenso
palindromica GTANGTAC, que se suele encontrar a -41.5 pb respecto al inicio de la
transcripcion (Jiang et al, 2000; Herrero et al, 2001; Muro-Pastor y Florencio,
2003). Los promotores dependientes de NtcA también presentan a 22-23 pb una

caja -10 (TANsT) similar a la de los promotores de o’® de E.coli (Fig. 1.4).
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Unién NtcA

O —— -

Caja -35 Caja -10

Figura 1.4. Representacion esquematica de los promotores activados por NtcA. En azul la
proteina NtcA unida a su promotor en su forma dimérica. En morado se muestra el gen cuya
transcripcién estaria regulada por NtcA. En rojo y en verde las cajas -35 y -10, respectivamente
(tomado de Muro-Pastor y Florencio, 2003).

La actividad de NtcA esta regulada, fundamentalmente, por dos factores: la
proteina Py y el 2-OG. Asi, Py regula negativamente la actividad de NtcA
uniéndose a PipX, un coactivador de NtcA. Cuando existe limitacion de nitrogeno,
el 2-OG se une a Py impidiendo que esta proteina ejerza su efecto negativo en la
asimilacion de nitrato/nitrito (Lee et al.,, 2000; Espinosa et al., 2007; Ohashi et al.,
2011).

Existen algunos promotores dependientes de NtcA que parecen necesitar otros
reguladores adicionales de la transcripcion, como por ejemplo narM (Maeda y
Omata, 2004), el factor de transcripcion NtcB (Aichi y Omata, 1997; Aichi et al,

2001), asi como la presunta glicosil transferasa CnaT (Frias et al,, 2003) (Fig. 1.3).
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1.15. Metabolismo del nitrogeno en Phormidium

laminosum y Thermosynechococcus elongatus BP-1

Phormidium laminosum es una cianobacteria termofilica, no fijadora de N,
atmosférico, perteneciente a la Orden Oscillatoriales. Sus células son de color
verde y forman filamentos simples envueltos en una vaina mucilaginosa (Fig.
1.5). Se reproduce por liberacion de hormogonios sin vaina y moviles. En habitats
naturales, P. laminosum se encuentra principalmente en fuentes termales donde
crece incluso a 60°C, aunque su temperatura 6ptima de crecimiento en

laboratorio esta comprendida entre 40 y 45°C.

Figura 1.5. (A). Imagen de P. laminosum obtenida por microscopia dptica (microscopio Nikon
Eclipse 50i A 20x). (B-D). Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM).
Las iméagenes de SEM (Figs 1.5 y 1.6) fueron obtenidas en el Servicio de Microscopia de la
Universidad de Leon.
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P. laminosum ha sido la cianobacteria modelo objeto de estudio durante los
Ultimos casi treinta afios en el Grupo de Tecnologia Enzimdtica y Celular de la
UPV/EHU en el que se ha realizado este trabajo. En la Tabla 1.1 se resumen los

logros mas importantes alcanzados por el grupo investigador.

Tabla. 1.1. Principales logros alcanzados en el estudio del metabolismo del nitrégeno en
P. laminosum como cianobacteria modelo por el Grupo de Tecnologia Enzimatica y
Celular de la UPV/EHU. Se incluyen los principales resultados tanto de investigacion basica
como de algunas aplicaciones biotecnoldgicas.

Logro alcanzado Referencias

Investigaciones basicas

Caracterizacion del transporte de Garbisu et al., 1992; Sanz et al,
nitrato /nitrito 2002
Estudio del efecto de la deficiencia nitrogenada Fresnedo et al, 1991;

Fresnedo y Serra, 1992; Ochoa
de Alda et al, 1996 a; Tapia et

al, 1996 b
Estudio de la regulacion del metabolismo Martinez-Bilbao et al, 1987,
del nitrégeno Arizmendi et al., 1987; Tapia et

al, 1995; 1996 a; Ochoa de
Alda et al,, 1996 b

Clonacién, expresién y purificacion de NtcA Maza et al., 2006
Purificacion y caracterizacion de la nitrato reductasa Blanco et al., 1992
Purificacion y caracterizacion de la nitrito reductasa Arizmendi et al., 1990
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Purificacion y caracterizacion de la glutamina sintetasa

Purificacion y caracterizacion de la glutamato
deshidrogenasa

Purificacion y caracterizacion de la
NADP-isocitrato deshidrogenasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Identificacion del operdn de genes para la asimilacion de
nitrato

Clonacién, expresion y caracterizacién de las subunidades
del transportador ABC de nitrato/nitrito

Transferencia de genes entre cianobacterias

Aplicaciones biotecnolégicas
Fotoproduccion de amonio

Biorremediacion de aguas contaminadas con fertilizantes
nitrogenados

Blanco et al.,, 1989
Martinez-Bilbao et al., 1988

Pardo et al., 1999; Fernandez-
Plagaro et al., 2002

Merchan, 1993; Merchan et al,,
1995

Nagore et al, 2003; 2006
Llarena, 2005; Llarena et al,
2006

Buxens et al, 2008; 2009;
2010; 2011, Este trabajo

Martinez et al.,, 1989
Garbisu et al,, 1991; 1994

Durante el estudio del metabolismo del nitrégeno de P. laminosum se han

encontrado algunas limitaciones impuestas, principalmente, por su morfologia

filamentosa, y por el hecho de que su genoma no ha sido aun secuenciado. Estas

dificultades limitan la aplicacion de algunas técnicas empleadas para el estudio

del operdn nirA-nrtABCD-narB en otras cianobacterias. Para superarlas, se ha

propuesto cambiar de organismo modelo a una cianobacteria que no presente

los inconvenientes propios de P. laminosum.
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La cianobacteria elegida ha sido Themosynechococcus elongatus BP-1. Si bien se
ha cambiado de cianobacteria modelo, la finalidad de este cambio era poder
integrar la informacién adquirida anteriormente sobre el operén nirA-nrtABCD-

narB de P. laminosum en T. elongatus BP-1.

Esta cianobacteria también termofilica y no fijadora de N, atmosférico, es
unicelular y su genoma ha sido secuenciado y publicado (Fig. 1.6). T. elongatus
BP-1 fue aislada de un manantial en Beppu, Japdon (Yamaoka et al., 1978) y crece
en el laboratorio a una temperatura 6ptima de 55°C. Se trata de un organismo
fotoautotrofo  obligado, pigmentado con clorofila a, carotenoides y

ficocianobilinas.

Cabe destacar que su analisis filogenético, empleando secuencias de 16S rRNA,
indica que se diversificd al comienzo del origen de las cianobacterias (Nakamura
et al, 2002). El rasgo mas distintivo de T. elongatus BP-1 es su acentuado caracter
termofilico, y por tanto, la alta termoestabilidad de sus proteinas y complejos
proteicos. Esta sobresaliente caracteristica, junto con la disponibilidad de la
completa secuenciacion de su genoma (Nakamura et al,, 2002) han impulsado el
desarrollo de estrategias de ingenieria genética especificas para su

transformacion (Iwai et al.,, 2004; Onai et al., 2004).
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Figura 1.6. (A) Imagen de T. elongatus BP-1 obtenida por microscopia optica (microscopio
Nikon Eclipse 50i A 40x). (B-D). Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido
(SEM).

Aunque son similares las estructuras del operon nirA-nrtABCD-narB de
P. laminosum y de T. elongatus BP-1 (Fig. 1.7) entre ambos existen dos

diferencias significativas.

Asi, en T. elongatus BP-1 existe un marco de lectura abierto entre los genes nrtCy
nrtD que no se ha identificado en P. laminosum. Dicho marco de lectura codifica

una posible transposasa (Nakamura et al., 2002).
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La otra diferencia importante entre ambos operones es la longitud de las
regiones intergénicas. En P. laminosum, las zonas intergénicas son mas largas que
en T. elongatus BP-1. Las secuencias intergénicas nirA-nrtA-nrtB-nrtC-nrtD de P.
laminosum, comprenden fragmentos de 267, 171, 114 y 98 pb respectivamente, y
se ha determinado que debido a la ausencia de secuencias promotoras en estas
zonas, estos genes se transcriben en un mismo transcrito. Sin embargo, en
P. laminosum los genes nrtD y narB, estan separados por una region de mayor
longitud (623 pb), que consta de cinco bloques de aproximadamente 100 pb que
presentan secuencia palindromica. La existencia de una posible secuencia
promotora en esta region, sugiere que el gen narB podria transcribirse de forma

independiente al resto de genes que forman parte del operdn (Llarena, 2005).

Aunque ya es conocido el genoma de T. elongatus BP-1 (Nakamura et al., 2002),

en esta cianobacteria todavia no ha sido estudiado el metabolismo del nitrégeno.

nirA nrtA nrtB nrtC nrtD narB

P. laminosum
(2)

nirA nrtA nrtB nrtC nrtD narB

— ) S— S— S— ) S S—

T. elongatus BP-1

Figura 1.7. Operon nirA-nrtABCD-narB (1) de P. laminosum y (2) de T. elongatus BP-1. La
flecha blanca sefiala un marco de lectura abierto
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1.2. Objetivos de este trabajo

Como se ha indicado anteriormente, han sido numerosas las contribuciones en el
conocimiento del metabolismo del nitrogeno en la cianobacteria P. laminosum
realizados en el Grupo de Tecnologia Enzimatica y Celular de la UPV/EHU en el
que se ha realizado este trabajo (Tabla 1.1). Sin embargo, esta cianobacteria
presenta desventajas con respecto a otras, que se estan imponiendo en los
ultimo afios como modelo, tal es el caso de T. elongatus BP-1. Con la intencién de
integrar la informacién adquirida anteriormente en el metabolismo del nitrogeno
de P. laminosum, ademas de avanzar en el conocimiento de nuevos aspectos del
mismo en la cianobacteria T. elongatus BP-1, para el desarrollo del presente

trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1. Disefiar una técnica que permitiera sustituir el gen nirA de T. elongatus BP-1
por el correspondiente gen de P. laminosum.
e Optimizar la técnica de transformacién
e Caracterizar la viabilidad de las células quiméricas
2. Clonar, expresar y purificar NirA de T. elongatus BP-1.
3. Obtener anticuerpos contra la proteina recombinante NirA de T. elongatus
BP-1 con el doble objetivo de:
e Purificar por cromatografia de inmunoafinidad la NirA de células
silvestres de T. elongatus BP-1
e Emplear los anticuerpos para analizar la expresion in vivo de NirA

en células silvestres de T. elongatus BP-1
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2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Transferencia génica en bacterias

Los avances en el conocimiento de la transferencia de DNA en y entre bacterias,
se han desarrollado en un contexto creado por la necesidad de analizar y
modificar genes en el ambito de la investigacién biolégica moderna. Dicho
analisis persigue comprender los procesos que se dan de manera natural en y
entre bacterias, para poder utilizarlos posteriormente como técnicas de
manipulacién genética. Dicho de otro modo, todos los procesos empleados en
estas técnicas no son mas que una imitacion “dirigida” de lo que ocurre de forma

espontanea en la Naturaleza.

Aunque muchos de los microorganismos modelo bacterianos que se han
estudiado son haploides, existen bacterias que poseen organizaciones mas
complejas de su material genético. Asi, algunos sistemas bacterianos constan de
cromosomas multiples (Baril et al, 1989; Suwanto y Kaplan, 1992; Allardet-
Servent et al,, 1993; Choudhary et al,, 1994; Goodner et al, 2001; Wood et al,
2001), mientras que otros contienen multiples copias de su Unico cromosoma
(Kaneko et al.,, 1996; Taroncher-Oldenburg y Stephanopoulos, 2000; Nakamura et
al, 2002). A pesar de la heterogeneidad estructural existente en bacterias, en
todas ellas existe un movimiento continuo de material genético tanto si se trata

de células con organizaciones gendémicas simples o mas complejas.
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El DNA movil puede provenir de la propia bacteria (por transferencia génica
intracelular), o del exterior de la misma (por transferencia génica horizontal). En
este segundo caso, el DNA adquirido proviene del liberado por células
descompuestas por autolisis (Lorenz y Wackernagel, 1994), o de particulas virales
y células viables, que bien lo secretan al medio extracelular (Thomas y Nielsen,
2005; Hamilton y Dillard, 2006), o lo ceden por otros mecanismos. EIl DNA asi
liberado sera mas o menos estable en funcion de la presencia y actividad de
nucleasas y sustancias reactivas presentes en el medio. Para explicar la evolucion

de los sistemas de adquisicion de DNA existen tres modelos, no excluyentes:

e Busqueda de diversidad genética. Supone adquirir DNA a modo de
informacion genética util. Por ejemplo, para nuevas funciones metabdlicas
0 genes que aportan resistencia a antibioticos.

e Reparacion de dafios en el DNA. Se trata de emplear DNA de bacterias
semejantes como molde para reparar errores en las moléculas de su
propio DNA.

e DNA como nutriente. Supone utilizar DNA como fuente de carbono,

nitrogeno y fésforo.

El analisis de los genomas bacterianos revela que una cantidad significativa de su
material genético ha sido adquirida de otras fuentes por transferencia génica
horizontal. De esta manera, se ha identificado este mecanismo como responsable
de la plasticidad de los genomas y como motor de la evolucién de muchos
procesos fisioldgicos (Boucher et al, 2003; Bordenstein y Reznikoff, 2005). La
capacidad celular de adquirir DNA del exterior e incorporarlo a su informacion

genética, esta apoyado por dos grandes evidencias.
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En primer lugar, los microorganismos son capaces de explotar ambientes muy
diversos y de responder a diferentes presiones selectivas (Davison, 1999). Esta
capacidad adaptativa es mas probable que haya ocurrido por transferencia génica
horizontal que por la modificacion secuencial de genes como resultado de la
acumulacion de mutaciones puntuales. EIl DNA asi transferido ha permitido que
determinadas células puedan adaptarse y sobrevivir bajo condiciones

ambientales muy diversas.

En segundo lugar, la transferencia génica queda patente por la alta frecuencia
con la que se encuentran en la Naturaleza genes idénticos, o partes idénticas de
genes entre organismos relacionados o no evolutivamente. Diversos estudios
muestran que existen redes de intercambio génico entre bacterias y en menor
medida entre bacterias y hongos, plantas y animales. El analisis gendémico de
bacterias y arqueas muestra que las regiones adquiridas por transferencia génica
horizontal suponen una media del 6% del contenido génico total (Dufraigne et
al, 2005). Ademas, aproximadamente el 3% de los genes de la mayoria de
bacterias han sido adquiridos de arqueas y eucariotas (Aravind et al, 1998;

Nelson et al,, 1999).

En bacterias se han identificado tres mecanismos para la transferencia génica

horizontal: conjugacion, transduccién y transformacion natural.
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2.1.1.1. Conjugacion

Este proceso es el que requiere un mayor numero de condiciones. Para tener
lugar, es necesario que exista un estrecho contacto célula-célula y que, ademas,
existan elementos genéticos moviles capaces de replicarse de forma auténoma
(plasmidos). Los plasmidos mejor conocidos son moléculas de DNA de doble
hebra circulares y cerradas covalentemente. Sin embargo, también existen
plasmidos de DNA monocatenario en multitud de especies (Hinnebusch y Tilly,
1993). En ambos casos se trata de un conjunto de genes, generalmente no
esenciales para la célula, que se encuentran organizados en una entidad estable y
auténoma que debe replicarse, controlar su propio nUmero de copias y asegurar

su herencia en cada una de las divisiones celulares (Davison, 1999).

2.1.1.2. Transduccion

Mediante este proceso, el DNA pasa de una bacteria a otra a través de virus.
Estos virus, que reciben el nombre de bacteriéfagos, son una de las entidades
biolégicas mas abundantes de la Biosfera, ya que son relativamente estables al

estar protegidos por una cubierta proteica.

Los bacteri6fagos pueden envolver al azar segmentos del DNA de su célula
hospedadora e inyectarlo a otra donde podra ser integrado en el genoma.
Generalmente, los bacteriéfagos tienen una gama reducida de hospedadores, en
algunas ocasiones, incluso estan limitados a una Unica especie bacteriana
(Davison, 1999). Los genomas de los fagos pueden estar compuestos tanto de
DNA monocatenario como de DNA de doble hebra, o de RNA, y sus tamafos

pueden variar desde unas pocas pares de bases hasta 100 kb.
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2.1.1.3. Transformacion natural

Es el mecanismo de transferencia de DNA mas antiguamente conocido y que
tiene una gran importancia historica, ya que supuso la primera evidencia de que
el DNA es el material genético (Griffith, 1928). Consiste en la adquisicion de DNA
desnudo del ambiente extracelular y la posterior integracion y expresion
funcional del mismo. Es una caracteristica exclusiva de organismos procarioticos.
Aproximadamente, el 1% de las bacterias conocidas poseen esta propiedad

(Thomas y Nielsen, 2005).

Los procariotas que muestran esta propiedad, poseen fisiologias muy diversas:
fotolitotrofos, patdgenos, termofilos, quimiolitotrofos. (Lorenz y Wackernagel,
1994; Johnsborg y Havarstein, 2009). Entre ellos, algunas especies se hacen
competentes en determinados estadios de su ciclo vital, y otras lo son siempre

(Lunsford, 1998).

Al contrario que en el caso de la conjugacion y la transduccion, la transferencia
de DNA por transformacion natural es un proceso iniciado por la célula receptora,
siendo el Unico mecanismo que potencialmente puede explicar como adquieren
las bacterias DNA de otras especies sin elementos genéticos moviles o
bacteriéfagos (Thomas y Nielsen, 2005). Este proceso se podria considerar, por lo
tanto, como el proceso genuino y mas versatil de transferencia génica (Averhoff y

Friedric, 2003)
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Clasicamente, se han establecido dos modelos para explicar la transformacién.
Uno para bacterias Gram-negativas y otro para las Gram-positivas. En el caso de
las Gram-negativas, las mas estudiadas, han sido Haemophilus influenzae y
Neisseria gonorrhoeae (Dubnau, 1999; Chen et al., 2005; Hamilton y Dillard, 2006)
(Fig. 2.1), mientras que entre las Gram-positivas destacan Streptococcus
pneumoniae y Bacillus subtilis (Dubnau, 1999 a; Dubnau, 1999 b; Chen y Dubnau,
2004; Chen et al., 2005). Esta diferenciacion, se ha hecho principalmente, debido a
que en bacterias Gram-negativas existen barreras adicionales para la entrada del
DNA (Chen et al., 2005). Sin embargo, se ha comprobado que esta aproximacion
es ficticia, porque muchas bacterias comparten caracteristicas de los dos grupos.

Por lo tanto, de manera global, la transformacion natural comprende 4 etapas.
2.1.1.3.a. Desarrollo de competencia

Las bacterias deben desarrollar un estado fisiolégico de competencia que esta
regulado por mas de 20 proteinas codificadas por genes com especificos de
competencia. En la mayoria de casos, este estado es de duracion limitada, y esta
regido por condiciones especificas de crecimiento, densidad celular, y de

disponibilidad o falta de nutrientes, entre otros factores.
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2.1.1.3.b. Union del DNA

La mayoria de especies bacterianas toman DNA, independientemente de su
secuencia. Sin embargo, algunas especies son selectivas con el DNA que
translocan a través de su membrana. Asi, Haemophilus influenzae une e
internaliza DNA de doble hebra s6lo de organismos de la misma especie, o de
especies relacionadas. Por otra parte, Neisseria gonorrhoeae requiere que en el
DNA existan unos motivos particulares de union que reciben el nombre de DUS
("DNA Uptake Sequence”), y son secuencias de unas pocas bases (10-15 pb) que
se repiten con mucha frecuencia a lo largo de un determinado genoma (Smith et
al., 1999; Hamilton y Dillard, 2006). El proceso de union, es un proceso inmediato.
Asi, en el caso de Thermus thermophilus, se ha demostrado que la unién entre el
DNA'y las células es inmediata al entrar ambos en contacto, ya que el tratamiento
con DNasa inmediatamente después de la adicion del DNA no impide la
transformacién (Schwarzenlander y Averhoff, 2006). Ademas de inmediato, el
importe es un proceso rapido. Se ha comprobado que B. subtilis posee 50 puntos
de unién DNA/célula, cada uno de los cuales transporta el DNA a una velocidad
maxima de 80 pb - s (Dubnau, 1991; Maier et al, 2004). En el caso de
H. influenzae, se han detectado de 4 a 8 puntos de union DNA/célula y una

velocidad de toma de 16 kb - s™ (Deich y Smith, 1980).
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2.1.1.3.c. Importe del DNA

Estrictamente hablando, se entiende como importe, el paso de DNA exdgeno
desde un estado sensible a la accién de DNasas hasta un estado protegido a la
accion de las mismas (Chen et al, 2005). Este proceso es distinto en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. En las primeras, este proceso es sinébnimo al
paso a través de la membrana citoplasmatica. En cambio, para las Gram-
negativas, esta proteccion se alcanza con el paso de la membrana externa. En
ambos casos, solo se transporta al citoplasma una de las hebras del DNA porque
la otra es degradada en nucledtidos, que son liberados al espacio extracelular en
las Gram-positivas, o al espacio periplasmico en las Gram-negativas (Chen vy

Dubnau, 2004).

En bacterias Gram-negativas, el transporte de DNA exdégeno a través de la
membrana externa involucra proteinas similares al pili de tipo IV (Tfp), asi como
sistemas de exportacion de tipo II. Este organulo multifuncional, cuya distribucion
a lo largo de las distintas bacterias sugiere que es una maquinaria antigua, forma
largas estructuras filamentosas visibles al microscopio electrénico. En bacterias
Gram-positivas, aunque no son las mismas proteinas las responsables del importe
del DNA hasta el citoplasma, constituyen un aparato muy similar (Chen y Dubnau,

2004).
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Se ha comprobado, que el importe de DNA es un mecanismo que requiere
consumo de energia (Schwarzenlander y Averhoff, 2006). En concreto, en
bacterias Gram-positivas se ha identificado la ATPasa capaz de generar la energia
necesaria para conducir el DNA monocatenario a través del canal ComEC. Existen
evidencias de que el proceso del paso de DNA a través de la membrana
citoplasmatica tiene lugar, preferencialmente, en los polos de la célula, donde se
encuentran algunas de las recombinasas como RecN y RecA (Kidane y Graumann,

2005).
2.1.1.3.d. Recombinacion del DNA con el genoma receptor

Salvo que el DNA sea un plasmido que se replique auténomamente, el DNA debe
integrarse en el genoma bacteriano de manera estable, que le permita persistir
varias generaciones. Para que tenga lugar la recombinacion homologa, el DNA ha
de contener bases similares al DNA gendmico, de manera que pueda integrarse
en el genoma receptor via RecA (Koomey y Falkow, 1987; Kowalczykowski y

Eggelston, 1994).
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Figura 2.1. Transformacion de Neisseria gonorrhoeae segiin Hamilton y Dillard (2006). La
uniéon y el importe requieren muchas proteinas relacionadas con el pilus (las letras Unicas son
productos de los genes pil). En el paso de procesamiento y recombinacion las letras corresponden a
los respectivos productos de los genes rec. OM: membrana externa. PG: peptidoglicano. IM:
membrana interna.
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2.1.1.3.e. Transformacion natural en cianobacterias

La transferencia de DNA a bacterias es un hecho completamente establecido,
hasta el punto de que actualmente es una practica comdn en un gran nimero de
cepas de laboratorio muy diversas. La transformacion natural, también ha
quedado patente en algunas cianobacterias. En cianobacterias los estudios mas
detallados relacionados con la transformacién natural, se han llevado a cabo en
Synechocystis sp. PCC 6803. Esta cianobacteria, cuyo genoma ha sido uno de los
primeros secuenciados de organismos fotosintéticos (Kaneko et al., 1996), es
transformable de forma natural con alta eficiencia (Zang et al., 2007). Debido a su
simple organizacion genética, y amplia flexibilidad metabdlica (puede crecer
heterotrofamente y fotoautotrofamente), este organismo se ha convertido en un
excelente candidato para la manipulacion genética en cianobacterias. En
concreto, Synechocystis sp. PCC 6803, ha servido para analizar en qué medida
algunos factores afectan a la transformacion natural de cianobacterias. Entre los
factores examinados, se han estudiado con detalle algunos como la longitud, la
forma (lineal o circular) y la concentracion del DNA, el tiempo de incubacién de la
suspension celular con el DNA, la presencia de sustancias quimicas y restos de
DNA contaminantes, asi como la influencia de factores propios de la cepa (Kufryk
et al, 2002; Zang et al., 2007). El estudio de la transformacion natural en esta
cianobacteria, también ha permitido conocer las proteinas involucradas en el
proceso (Nakasugi et al., 2006), y ha supuesto el inicio del camino para entender
con detalle los aspectos mas relevantes de la transformacién natural en otras

cianobacterias.

33



Introduccion

En T. elongatus BP-1, tras la secuenciacién de su genoma (Nakamura et al,, 2002),
se han identificado algunos genes homologos a los descritos como importantes
para la transformacién natural en Synechocystis sp. PCC 6803, tales como los
homologos a recA, recF, recG, rec), recQ, pilB, pilM, pilN, pilQ, comA, comE y comM
(Yoshihara et al., 2001; Okamoto y Ohmori 2002; Yoshihara et al., 2002). Ademas,
a nivel experimental, K. Onai y M. Iwai (Iwai et al, 2004; Onai et al, 2004)
demostraron que las células silvestres de T. elongatus BP-1 experimentaban
transformacién natural, aunque su eficiencia era menor que en Synechocystis sp.
PCC 6803 (Iwai et al., 2004). Ademas, comprobaron que al igual que ocurre en
otras cianobacterias (Stevens y Porter, 1980; Grigorieva y Shestakov, 1982), la
eficiencia de la transformacién era mayor cuando las células se encontraban en

fase exponencial de crecimiento que cuando estaban en fase estacionaria.

2.1.2. Técnicas de manipulacion génica en bacterias

Las estrategias que se utilizan para manipular el genoma bacteriano se basan en
los procesos de transferencia génica mencionados anteriormente. Es decir, estas
técnicas no son mas que una réplica de lo que sucede de manera espontanea en
la Naturaleza. Por lo tanto, en los ensayos basados en inserciones, mutaciones,
eliminaciones e interrupciones de genes se utiliza la transformacién natural, la
conjugacion o la transduccion como método para movilizar el DNA. Este DNA ha
de ser, por supuesto, muy particular para producir en el genoma receptor el

efecto deseado, y no alteraciones al azar.
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Existen diversas metodologias para sintetizar el DNA necesario para la
manipulacién genética. Hasta hace unos afos, estos fragmentos de DNA se
sintetizaban, mayoritariamente, empleando enzimas de restriccion y ligasas. Sin
embargo, los métodos disponibles para analizar y modificar el genoma dieron un
salto cualitativo y cuantitativo a medida que la técnica denominada como
"Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR) (Mullis, 1990) se convirtidé en una

herramienta habitual.

A medida que la PCR se ha consolidado como una técnica rutinaria en el campo
de la Biologia Molecular, se han desarrollado estrategias basadas exclusivamente
en ella que han permitido sintetizar constructos validos para llevar a cabo
procesos tales como mutagénesis dirigida, sustituciones, inserciones/deleciones
de bases y combinacién de fragmentos de DNA. Las técnicas basadas
exclusivamente en la PCR, no solo han permitido superar algunas de las
limitaciones impuestas hasta el momento por el empleo de enzimas de

restriccion, sino que también han dado lugar a técnicas mas rapidas y versatiles.

Los métodos basados exclusivamente en la PCR se reportaron por primera vez en
Sacharomyces cerevisiae (Baudin et al., 1993; Wach et al., 1994; Lorenz et al, 1995)
y supusieron una herramienta muy Util para el avance en el conocimiento de la
funcién de diversos genes en esta levadura. Esta técnica recibe el nombre de
“Short Flanking Homolgy-PCR” (SFH-PCR) y los constructos asi sintetizados,
también denominados casetes de conversion, estan integrados por un gen
marcador, limitado por dos regiones homodlogas cortas de 20-100 pb

(Manivasakam et al., 1995).
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Dado el éxito del empleo de la técnica SFH-PCR en Sacharomyces cerevisiae, se
intentd aplicar la misma estrategia para la transformacion de otros
microorganismos. Sin embargo, los casetes asi construidos, no eran Utiles para la
transformacién, o era muy baja la eficiencia de la misma. Generalmente, el hecho
de que estos constructos no fueran validos para su uso en otros microorganismos
se debia a su menor tasa de recombinacién homologa con respecto a la de

Sacharomyces cerevisiae.

Para superar esta limitacién y conseguir que la técnica fuese de utilidad para ser
aplicada a un mayor numero de microorganismos, la técnica se modificd
prolongando las regiones flanqueantes hasta longitudes mayores de 100 pb. Esta
adaptacion, que recibid el nombre de “Long-Flanking-Homology—PCR” (LFH-PCR)
(Wach, 1996), supuso una nueva evolucion de las técnicas basadas en la PCR,
convirtiéndolas en mas versatiles, y aplicables a una mayor variedad de

microorganismos.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

Tabla 2.1. Reactivos y productos empleados agrupados por proveedores. En cada caso se
indica la ciudad y el pais de origen.

Proveedor Reactivos y productos

AppliChem ' Carbenicilina
. Tetraciclina

Darmstadt, Alemania X-Galactésido

Bioline dNTPmix

Londres, Reino Unido Marcadores HyperLadder I

Biotools Pfu polimerasa

Madrid, Espaia

Bonsaitech Oligonucledtidos

Madrid, Espaiia

Difco Agar noble
Detroit, M1, EEUU

GE Healthcare dNTPmix

Upsala, Suecia

Invitrogen SYBR® Safe DNA Stain
Carlsbad, CA, EEUU

Labolan BioTag DNA polimerasa

Pamplona, Espaia

M&B Tiosulfato sodico

Dagenham, Reino Unido
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Merck Acido bérico
Acido sulfurico
Agar-agar
Carbonato sédico
Cloruro célcico - 2H,0
Cloruro de manganeso - 4H,0
Etanol para biologia molecular
Fosfato sodico
Hidrogeno carbonato sédico
Hidrogeno fosfato potasico
Hidrogeno fosfato sédico - 12H,0
Nitrato de cobalto - 6H,0O
Nitrato potasico
Nitrato sédico
Nitrito potasico
Nitrito sodico
Sulfato de cobre - 5H,O
Sulfato de manganeso - H,O
Sulfato de zinc - 2H,0
Sulfato magnésico - 7H,0O

MWG-Biotech AG Oligonucledtidos

Darmstadt, Alemania

Ebersberg, Alemania

Panreac Agarosa

Cloruro de cobalto - 6H,0
Cloruro potasico

Cloruro sédico

Fosfato dipotasico

Fosfato monopotésico

Glicerol

Hidroxido sodico

Sulfato calcico disédico
Tris(hidroximetil)aminometano

Barcelona, Espaina

Probus Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
Citrato férrico

Cloruro férrico

NaEDTA

Sulfato amoénico

Badalona, Espaia

Pronadisa Extracto de levadura
Tri

Madrid, Espaiia riptona

Quimivita Acido citrico

Badalona, Espaiia
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Sigma-Aldrich St. Acido (4-(2-hidroxietil)-piperazinetanosulfénico (HEPES)
Azul de bromofenol
Louis, MO, EEUU Glicina
Kanamicina
Lisozima
Molibdato sédico - 2H,0
RNasa
Tritén X-100
Tween-20
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2.2.1.  Microorganismos y condiciones de cultivo

2.2.1.1. Phormidium laminosum

La cianobacteria filamentosa no fijadora de N, Phormidium laminosum (cepa OH-
1-pCly), también denominada Geitlerinema sp. PCC 8501, se aisl6 originalmente
en el laboratorio del Prof. RW. Castenholz (Universidad de Oregdn, Eugene, OR,
EEUU). Esta cianobacteria se cultivd fotoautotréficamente a 45-48°C en medio D
(Castenholz, 1970) suplementado con 0,5 g/l de NaHCOs; a una intensidad
luminosa de 20-50 WE - m™ s™. Las células crecieron con nitrato como Unica
fuente nitrogenada, para lo cual el medio D se suplementé con NaNOs a una

concentracion final de 8,5 mM.

Se emplearon cultivos de 100 ml que se mantuvieron en matraces Erlenmeyer de
Pyrex® de 250 ml, en un incubador orbital Kuhner Shaker X (Basilea, Suiza) con

una agitacion de 140-180 ciclos/min.
2.2.1.2. Thermosynechococcus elongatus BP-1

La cianobacteria unicelular no fijadora de N, Thermosynechococcus elongatus
BP-1, cedida por el Prof. M. Rogner (Universidad de Bochum, Bochum, Alemania),
se cultivd fotoautotroficamente a temperaturas comprendidas en el intervalo 45-
55°C. En cada caso, la eleccién de la temperatura dependié del tipo de ensayo a

realizar o del momento del mismo.
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Se empled medio de cultivo BG1l (Stanier et al, 1971) carente de fuente
nitrogenada (BG-11sin) suplementado con la fuente de nitrégeno pertinente en
cada caso (NaNOs/KNO; o (NH,),SO,) y esterilizado durante 20 min a 121°C en
autoclave. Los cultivos se iluminaron de forma continua con lamparas
fluorescentes de luz blanca y la intensidad se varié de 10 hasta 50 yE - m™- s en

funcion del ensayo.

Para el crecimiento celular en medio liquido, se emplearon cultivos de 100 ml en
matraces Erlenmeyer de Pyrex® de 250 ml, en un incubador orbital Kuhner Shaker
X (Basilea, Suiza) con una agitacién de 140-180 ciclos/min. Para el crecimiento
celular en medio solido, se utilizd medio BG-11sin (suplementado con la fuente
nitrogenada apropiada en cada caso)-agar (1,5% (p/v)) empleandose en todos los
casos agar noble. Las placas se incubaron en atmdsfera humeda y equilibrada de
CO; al 1% (v/v) en las mismas condiciones de luz y temperatura que los cultivos

en medio liquido.
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2.2.1.2.a. Cultivos de T. elongatus BP-1 con distintas fuentes de

nitrogeno

Cuando se cultivo T. elongatus BP-1 con nitrato como Unica fuente nitrogenada,
el medio BG-11sin se suplementé con 17 mM de KNOs; 6 NaNO; (BG1l). En
ambos casos, los medios se esterilizaron en el autoclave durante 20 min a 121°C
con la fuente nitrogenada ya incorporada. Cuando se cultivaron células con
amonio como fuente de nitrogeno, el medio BGllsin se suplementd con
(NH4),SO4, y al medio resultante se le denomind BG11sinSA. Para la adicion de
(NH,4),SO4 se preparé una disolucion madre de esta sal a una concentracién 0,1 M
que se esterilizd por filtracién a través de un filtro Millex®-FG de 0,2 ym (Millipore

Co., Bedford, MA, EEUU).
2.2.1.3. Medida del crecimiento celular

El crecimiento celular se sigui® midiendo la concentracion de clorofila a
(MacKinney, 1941) y/o registrando la turbidez de muestras del cultivo como el
valor de la absorbancia a 750 nm (para P. laminosum) y a 730 nm (para
T. elongatus BP-1) en un espectrofotdmetro DU®800 UV/Vis (Beckman Coulter
Inc,, Fullerton, CA, EEUU).
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2.2.2. Determinacion de amonio

La determinacion de amonio se llevd a cabo modificando el método descrito por
Koops et al. (1975). Para ello, a 800 ul de muestra se afiadieron 100 ul de Reactivo
1y 100 pl de Reactivo 2 (Tabla 2.2). Se agité después de cada adicién y se
incubo durante 15 min a 40°C. Tras enfriar los tubos en bafio de agua, se registrd

la absorbancia a 660 nm.

Tabla 2.2. Composicion de los Reactivos 1 y 2 para la determinacion
colorimétrica de amonio segtin el método de Koops et al. (1975), modificado
parcialmente.

Reactivo Composicion

1 Acido salicilico 1,70 M
NaOH 4,70 M
Nitroprusiato sodico 5,50 mM

2 NaOH 0,17 M
Acido dicloroisocianurico 31 mM

En este trabajo se han empleado algunas técnicas basicas de biologia molecular
cuyos protocolos se encuentran detallados en manuales de laboratorio
(Sambrook et al, 1989) y en las instrucciones de las casas comerciales
suministradoras de kits especificos. A continuacion se detallan los procedimientos

y métodos empleados.
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2.2.3.  Purificacion de DNA genémico de cianobacterias

Para la purificacién de DNA gendmico de T. elongatus BP-1y P. laminosum, se
partid de cultivos de cianobacterias que se encontraban al comienzo de la fase
exponencial de crecimiento. Se cuantifico la concentracién de clorofila a
(MacKinney, 1941) para partir de volumenes de cultivo adecuados. Se empleé el
kit de extraccion de DNA cromosdémico Nucleo Spin Tissue (Macherey Nagel,
Diren, Alemania) con un protocolo modificado para la extraccion de DNA

genomico de cianobacterias.

En el protocolo se afiadié un paso adicional de lisis celular, que consistia en la
incubacién del cultivo en tampon Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, suplementado con 50
mM EDTA, Triton X-100 al 1% (v/v), lisozima (20 mg/ml) y RNasa (0,3 mg/ml)

(Smoker y Barum, 1988). EI DNA se conservo a 4°C hasta su utilizacion.
2.2.3.1. Medida de la concentracion del DNA genomico

La concentracion de DNA se midid espectrofotométricamente registrando la
absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. Una unidad de absorbancia
corresponde a una concentracién de DNA de 50 pg/ml. La pureza de la muestra
se calculé determinando la relacion existente entre los valores de absorbancia a

260 nmy 280 nm.
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2.2.4. Electroforesis en gel de agarosa

En este trabajo la separacion de fragmentos de DNA por electroforesis en gel de
agarosa ha permitido tanto la identificacién del fragmento, como su aislamiento

para posteriores estudios.

Se emplearon geles de agarosa al 1% (p/v) en tampdn Tris-acetato-EDTA (TAE).
Los geles de 50 ml de volumen contenian 5 pl del colorante de DNA SYBR® Safe
para la posterior visualizacion del DNA mediante iluminacion con luz ultravioleta.
El DNA se suplement6 con tampon de muestra, que contenia azul de bromofenol
al 0,25% (p/v) y glicerol al 30% (v/v). En todos los geles se incluyeron 5 ul de
marcadores de DNA HyperLadder I (10000 pb-200 pb). Las electroforesis se
llevaron a cabo en una cubeta horizontal Mini-Sub® Cell GT (BioRad, Hércules, PA,
EEUU) en tampon TAE. Los voltajes aplicados variaron entre 40-80 V durante 1-2
h.

Para la visualizacion de las bandas de DNA se empled luz ultravioleta en un

analizador de imagenes GenoSmart (VWR Internacional, Darmstadt, Alemania).
2.2.4.1.a. Extraccion de las bandas de DNA de los geles de agarosa

Para recuperar los fragmentos de DNA separados electroforéticamente se empled

el kit DNA Gel Extraction Kit (Millipore Co., Milford, MA, EEUU).
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2.2.5. Sintesis de los casetes de conversion

Para la obtencion de células quiméricas de T. elongatus BP-1 se necesitaron dos
casetes de transformacion distintos: C1 y C2. El casete C1 se empled para la
obtencion de células en las que nirA de T. elongatus BP-1 se habia sustituido por
kat (gen presente en el plasmido pKT1 proporcionado por el Prof. J. Berenguer,
Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Espafa). Las células transformadas

con este casete se denominaron T. elongatus BP-1 nirA’/kat".

El casete C2 se empled para obtener células de T. elongatus BP-1 en las que kat

se habia sustituido por nirA de P. laminosum.

El disefio de cada uno de los casetes necesitaba de cuatro PCRs, de las que las
tres primeras tenian como objetivo obtener tres fragmentos de DNA cuyo
ensamblaje (por una cuarta PCR) permitiese obtener el casete final valido para la
transformacion. Estos fragmentos se denominaron de forma general: “upstream”

(U), “downstream” (D) y “marcador” (M).

1

El fragmento “upstream” (U) se denomind asi por disefiarse de tal manera que
tuviera una secuencia homologa al DNA situado “aguas arriba” del gen a eliminar.
Por el mismo argumento, el fragmento con secuencia homéloga al DNA situado

“aguas abajo” del gen a eliminar, recibié el nombre de “downstream” (D).

El fragmento llamado “marcador”, poseia el gen que serviria como indicador de la
transformacion. El fragmento M sustituye, tras la transformacion, al gen que se

pretende eliminar (Fig. 2.2).
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marcador
marcador

Gen diana
marcador

°

t

Figura 2.2. Esquema de las etapas empleadas para el disefio de los casetes C1 y C2. FU y RU:
oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento “upstream” (U). FD y RD: oligonucleétidos
empleados para amplificar el fragmento “downstream” (D). FM y RM: oligonucleétidos empleados

para amplificar el “marcador” (M). 1, 2, 3 y 4: cada una de las PCRs empleadas para la sintesis del
casete de conversion.
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Los oligonucleétidos RU, FD, FM y RM poseen una secuencia que hibrida con el
DNA molde correspondiente en cada caso, asi como una extension de
oligonucledtidos que sirve para que los fragmentos U, D y M amplificados
puedan unirse, con la orientacion correcta, mediante una cuarta reaccién de
amplificacién por PCR (Fig. 2.2). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo

en un termociclador ThermoHybaid Px2 (Ashford, Middlesex, Reino Unido).

Las tres primeras reacciones de PCR, realizadas para la sintesis de cada uno de los
dos casetes, se hicieron en volimenes de 50 pl que contenian: 0,2 mM de cada
dNTP, 5 pl de tampdédn de PCR (10x), 2 mM de MgCl,, 1 uM de cada
oligonucleétido y 10-100 ng del DNA molde correspondiente en cada caso. En

todas las reacciones de amplificacién se empled 1 U de Pfu polimerasa.

A continuacion se describe el proceso de sintesis de cada uno de los casetes
disefiados. Para cada uno de ellos se detallan los oligonucleétidos y las
condiciones de las reacciones de PCR. Para el disefio de los oligonucleétidos
empleados en la amplificacion de fragmentos de DNA gendmico de T. elongatus
BP-1 se recurri6 a la base de datos “cyanobacteria genome database:

www.genome.kazusa.or.jp/cyanobase”.
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2.2.5.1. Sintesis del casete C1

2.2.5.1.a. Amplificacion de los fragmentos Ul y D1

Los fragmentos Ul y D1 se amplificaron empleando como molde 10 ng de DNA
genomico aislado de células silvestres de T. elongatus BP-1. Para amplificar U1 se
emplearon los oligonucleétidos FU1 y RU1, mientras que para amplificar D1 se

utilizaron los denominados como FD1 y RD1 (Tabla 2.3). Las condiciones de la

reaccién de PCR se detallan en la Figura 2.3.

30 x

Tabla 2.3. Oligonucleétidos empleados para amplificar los fragmentos Ul y D1.
Se detalla la temperatura de fusién (Ts), la longitud y el contenido GC de cada uno de

ellos.

Nomhre Secuencia5’-3' T (°C) | Longitud (ph) || % GC
FU1 geacctgtcctaatceectigaat 60,6 " 23 || 47,8
RU1 aatgggtcagttgaacatc 71,6 " 39 || 16,2

Nombre " Secuencia5’-3’ T (CO)| Longitud by || % &C
FD1 " ccggtattgactgtatc 71,7 37 48,6
RD1 " cgactgtcggtgctgatattecag 62,4 || 23 52,2

T(°C) Tiempo
Figura 2.3. Condiciones de la

Desm_*“”_*“‘zaf'ﬁ” 94 2 min reaccion de PCR para amplificar Ul

nicia . . .
f— y D1. La temperatura de hibridacién
adecuada para la amplificacion de

Desnaturalizacion 94 305

ambos fragmentos, 58°C, se
] selecciond tras realizar un gradiente
Hibridacion 58 1 min . =
de temperaturas de hibridacion desde
_ 55°C hasta 60°C.
Elongacion 72 2min
Elongacion final 72 10 min
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2.2.5.1.b. Amplificacion del fragmento M1

El fragmento M1 se amplificé empleando el plasmido pKT1 como DNA molde.
Los oligonucleétidos empleados para esta amplificaciéon se detallan en la Tabla

2.4 y las condiciones de la misma en la Figura 2.4.

Tabla 2.4. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion del fragmento
ML1. Se detalla la temperatura de fusién (Ty), la longitud y el contenido GC de cada

uno de ellos.

Nombre " Secuencia5'-3’ T¢ (°C) |J Longitud jph) % GC
FM1 " gatgticaactgacccatt 71,6 29 46,2
RM1 " gatacagtcaataccggg 71,7 37 48,6

T(°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 2 min
inicial
Desnaturalizacién 94 30s
30 x Hibridacion 62 1 min
Elongacion 72 2 min
Elongacion final 72 10 min

Figura 2.4. Condiciones de la PCR para la amplificacién de M1. La
temperatura de 62°C se seleccioné tras realizar un gradiente de temperatura
desde 55°C hasta 65°C.
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Una vez amplificados y analizados los tres fragmentos de DNA por electroforesis
en gel de agarosa, las bandas correspondientes se extrajeron del gel, y el DNA de
cada una de ellas se concentré por evaporacién al vacio en un concentrador
SpeedVac (ThermoScientific, Ashford, Reino Unido). Cada fragmento se concentré
hasta 50-100 ng/ul, y se comprobd dicha concentracion en gel de agarosa por

comparacién con una concentracion conocida de patrones de DNA.
2.2.5.1.c. Sintesis de C1: union de fragmentos

Se optimizaron las cantidades a emplear de cada fragmento de DNA. Finalmente,
se escogieron 200-300 ng de U1, 200-300 ng de D1 y 400-500 ng de M1 como
cantidades 6ptimas para llevar a cabo la PCR de unién. En esta cuarta PCR, M1
actia como DNA molde, y Ul y D1 como dos largos oligonucleétidos. Los
componentes de la reaccion fueron los empleados en la PCRs destinadas a
amplificar U1, D1 y M1, incluyéndose ademas FUl y RD1. Las condiciones de

reaccién se detallan en la Figura 2.5.

T(°C) Tiempo
Desnaturéhzacm’m 94 2 min
inicial . ..
— Figura 2.5. Condiciones de
Desnaturalizacién 94 305 la PCR dirigida a unir los
fragmentos U1, D1 y M1.
30 X Hibridacion 60 1 min
Elongacion 72 6 min
Elongacion final 72 10 min
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2.2.5.2. Sintesis del casete C2
2.2.5.2.a. Amplificacion de los fragmentos U2 y D2

Los fragmentos U2 y D2 se amplificaron empleando como molde DNA gendmico
de T. elongatus BP-1 nirA/kat’. Para amplificar U2 se emplearon los
oligonucledtidos FU2 y RU2, y para amplificar D2 se utilizaron los denominados
como FD2 y RD2 (Tabla 2.5). Las condiciones para estas dos amplificaciones son

las mismas que las detalladas en la Figura 2.3.

Tabla 2.5. Oligonucleétidos empleados para amplificar los fragmentos U2 y D2.
Se detalla la temperatura de fusién (T), la longitud y el contenido GC de cada uno de

ellos.
Nombre Secuencia 5'-3’ Te (CO| Longitud ph) || % GC
FU2 geacctgtectaatcecttgaat 60,6 23 47,8
RU2 gctggaacggtactggtcataatgggteagttgaacate 72,6 39 48,7
Nombre Secuencia 5’-3’ Te (°O] Longitud pb)|| % 6e
FD2 ttggcgecaagaccgaaatgacceggtzttgactgtate 72,7 38 50
RD2 cgactgtcggtgcetgataticag 62,4 23 52,2
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2.2.5.2.b. Amplificaciéon del fragmento M2

El fragmento M2 se amplific6 empleando como DNA molde 10 ng de DNA
genomico de P. laminosum y los oligonucle6tidos que se detallan en la Tabla 2.6,
en las condiciones que se indican en la Figura 2.6. Los productos de PCR se

trataron de la misma manera que en el apartado 2.2.5.1.b.

Tabla 2.6. Oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento M2. Se
detalla la temperatura de fusién (Ty), la longitud y el contenido GC de cada uno de

ellos.

Nombre Secuencia 5'-3’ T (POl Longitud ph) " % GC
FI\I2 gatgttcaactgacccattatgaccagaccgttccage 72,6 39 " 18.7
RM2 gatacagtcaataccgggteattteggtettgegecaa 72,7 38 Il 50

T(°C) Tiempo
Desnaturalizacion : Figura 2.6. Condiciones de
94 2 min .z
inicial la reaccién de PCR para la
(— amplificacion de M2. la
Desnaturalizacion 94 30s temperatura de hibridacién
de 63°C se seleccioné tras
30 x Hibridacion 63 1 min realizar un gradiente de
temperaturas desde 55°C
Elongacion 72 4 min hasta 65°C.
Elongacion final 72 10 min
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2.2.5.2.c. Sintesis de C2: unién de fragmentos

Se emplearon 200-300 ng de U2, 200-300 ng de D2 y 400-500 ng de M2 para

llevar a cabo la PCR de unidn.

En esta cuarta PCR, M2 actia como DNA molde, y U2 y D2 como dos largos

oligonucledtidos. Los componentes de la reaccion fueron los empleados en las

PCRs destinadas a la amplificacion de U2, D2 y M2 y, ademas, se incluyeron FU2 y

RD2. Las condiciones se detallan en la Figura 2.7.

T(°C) Tiempo
Desnaturalizacion 94 2 min
inicial
Desnaturalizacion 94 30s
30 x Hibridacién 60 1 min
Elongacion 72 8 min
Elongacion final 72 10 min

Figura 2.7. Condiciones de la
PCR dirigida a wunir los
fragmentos U2, D2 y M2.

2.2.6. Construccion de plasmidos de clonaje

Para la transformacion de células de T. elongatus BP-1 con DNA circular, los

casetes C1 y C2 purificados del gel de agarosa, se clonaron en el vector pT7Blue

(Fig. 2.8) empleando el kit Perfectly Blunt Cloning Kit (Novagen, Darmstadt,

Alemania).
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Este vector contiene la estructura del pUC19 (incluyendo un alto nimero de
copias, origen de replicaciéon y secuencias lac), el promotor T7, el origen de
replicacién f1 y multiples regiones de clonaje. Una de estas regiones contiene un

sitio ECORV empleado para el clonaje de tipo T.

Este vector esta disefiado para permitir la clonacion de fragmentos amplificados
con cualquier tipo de DNA polimerasa, ya que estos son previamente tratados
para convertirlos en fragmentos romos y fosforilados, de tal forma que puedan

ser insertados y ligados directamente.
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Figura 2.8. Mapa del vector pT7Blue (Novagen, Darmstadt, Alemania).
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2.2.7. Transformacion de células competentes, seleccion y

analisis de clones positivos

La seleccion de las células de E. coli se llevd a cabo sembrando las células en

placas LB-agar con IPTG, X-gal, carbenicilina y tetraciclina.

Este sistema permite el reconocimiento de colonias recombinantes mediante el
fenotipo azul/blanco. El plasmido codifica el péptido o de lacZ, que complementa
el fragmento ® de lacZ expresado por la cepa hospedadora (lacZAM15). La B-
galactosidasa resultante puede hidrolizar el sustrato X-gal, dando como resultado
un fenotipo de colonias azules. Los insertos son clonados interrumpiendo el
marco de lectura del péptido o y, por lo tanto, impidiendo la producciéon de

péptido a. Como resultado las colonias obtenidas aparecen blancas.

2.2.8. Secuenciacion del DNA

El casete C1 en forma lineal, y ambos casetes (C1 y C2) clonados en el vector
pT7Blue, se secuenciaron en el Servicio General de Secuenciacion y Genotipado

de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU).
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2.2.9. Purificacion del DNA plasmidico

En el caso de necesitar DNA plasmidico puro, para llevar a cabo reacciones de
secuenciacion, se utilizé el kit Qiaprep®Spin Miniprep kit (Qiagen, Hilden,
Alemania). Cuando se requerian mayores cantidades de DNA plasmidico puro
para la transformacion de células de T. elongatus BP-1, éste se purifico
empleando el kit NucleoBond®XtraMidi Plus (Macherey Nangel, Diiren,

Alemania).

2.2.10. Transformacion natural de células de T. elongatus

BP-1

Cuando se empled C1 lineal para la transformacion, el casete C1 extraido del gel
de agarosa, se purificd y concentré hasta 1,5 pg/ul. La concentracion de DNA se
determind analizando la muestra en gel de agarosa y registrando el valor de
Azsonm €n el espectrofotometro. Cuando se emplearon los casetes C1 y C2 en
forma circular (clonados en pT7Blue), el DNA plasmidico se purifico y concentrd
hasta 1,5 pg/ul. En este caso, la concentracion de DNA plasmidico se calculo

registrando el valor de Aysonm €n el espectrofotometro.
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Para la transformacion de las células silvestres de T. elongatus BP-1 con C1 (lineal
o clonado), se partid6 de un cultivo de células silvestres de T. elongatus BP-1
crecidas en medio liquido BG11sinSA. Para la transformacion de las células T.
elongatus BP-1 nirA’/kat*con C2 clonado, se parti6 de un cultivo de células de
T. elongatus BP-1 nirA/kat® crecidas en medio BG11sinSA suplementado con
kanamicina (40 pg/ml). En ambos casos se emplearon células en fase de

crecimiento exponencial (A730,m=0,6-0,8 UA).
2.2.10.1. Transformacion natural con C1

Las células de T. elongatus BP-1 se cosecharon por centrifugacién (1500 xg
durante 5 min a 23°C) en una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coulter Inc,
Fullerton, CA, EEUU). Posteriormente, las células se lavaron y resuspendieron en
un volumen de medio BG11sinSA, de tal manera que la suspension celular tuviese

un valor de A;3onm de 20 UA, que correspondia a 10° células/ml.

Se tomaron muestras de 40 ul de suspension celular y se mezclaron con 6 ug de
DNA (en el caso de DNA lineal) y con 6 pg, 12 ug, 20 pg, 30 ug y 50 ug en el caso
de la transformacion con DNA clonado. Como control, se sustituyd el DNA por
agua ultrapura (MilliQ, Millipore, Bedford, MA, EEUU). Se hicieron 2 réplicas en

ambos casos.

Se afiadid 1 ml de BG11sinSA a la combinacion células-DNA/agua, y ésta se
incubd en un agitador orbital Kuhner Shaker X (Basilea, Suiza). Se utilizaron tubos
cilindrocdnicos de 15 ml de volumen, y la mezcla se incub6 durante 24 h a 45°C,
a una intensidad luminosa continua de 10 uE - m™ s y con una agitacién de 180

rpm.
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Transcurridas 24 h, se afadieron 3 ml de BG1l1sin-agar 0.35% (p/v) a la mezcla, y
ésta se sembro en las placas correspondientes. El control se sembrd en placas
BG11sinSA-agar 1,5% (p/v) y en placas BG11lsinSA-agar 1,5% (p/v) suplementadas

con kanamicina a una concentracion final de 40 ug/ml.

La combinacion células-DNA se sembr6 en placas BG1l1lsinSA-agar 1,5% (p/v)
suplementadas con kanamicina a una concentracion final de 40 pug/ml. Las placas

-1

se incubaron a 52°C a una intensidad luminosa de 50 uE - m? s en atmosfera

humeda y con CO; al 1% (v/v).
2.2.10.2. Transformacion natural con C2

Las células de T. elongatus BP-1 nirA/kat® se cosecharon por centrifugacién
(1500 xg durante 5 min a 23°C) en una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, CA, EEUU). Posteriormente, se lavaron y resuspendieron en
un volumen de medio BG11sinSA, de tal manera que la suspension celular

obtenida tuviese un valor de A;30,m, de 20 UA que correspondia a 10° células/ml.

Se tomaron 40 pl de dicha suspension y se mezclaron con 6 pg, 12 ug, 20 pg, 30
ug y 50 ug de DNA. Como control de la transformacién se sustituyd el DNA por
agua ultrapura (MilliQ, Millipore, Bedford, MA, EEUU). En todos los casos se

hicieron 2 réplicas.
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Se afiadié 1 ml de BG1lsin a la mezcla células-DNA/agua y se incub6 en un
agitador orbital Kuhner Shaker X (Basilea, Suiza). Se utilizaron tubos
cilindroconicos de 15 ml y la mezcla se incubd durante 24 h a 45°C, bajo una
intensidad luminosa de 10 PE - m? s’ y con una agitacién de 180 rpm.
Transcurridas 24 h, se ahadieron 3 ml de BG1l1sin-agar 0,35% (p/v) a la mezcla, y
ésta se sembrd en las placas correspondientes. Tanto los controles, como la
mezcla células-DNA, se sembraron en placas BG1l1l-agar 1,5% (p/v). Las placas se

incubaron a 48 o 52°C a una intensidad luminosa de 50 PE - m™?- s en atmdsfera

humeda y con CO; al 1% (v/v).
2.2.10.3. Comprobacion de mutantes

El DNA gendmico de las células transformadas se analiz6 mediante PCR. Para ello
se tomaron colonias aisladas con una punta de micropipeta y a cada una de ella
se le afadieron 50 pl de un tampon cuya composicion se especifica en la Tabla
2.7. La mezcla se calenté 10 min a 95°C y posteriormente se centrifugd (3000 xg
durante 10 min a temperatura ambiente) en una centrifuga Microfuge® 18
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, EEUU). Se tomaron 4 upl de cada
sobrenadante, que se emplearon para realizar las PCRs analiticas de las colonias

(Fig. 2.9).
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Tampon lisis
calentamiento

l
TTTTT Ol

Analisis
PCR

Figura 2.9. Esquema de la técnica de analisis de colonias por PCR. Las colonias analizadas se
resembraron en placas iguales a las de origen para el mantenimiento de las colonias.

Tabla 2.7. Tampoén de lisis. Composicion correspondiente a 2 ml del tampdn empleado para lisar
las colonias y realizar las PCRs directamente a partir de las mismas.

1M Tris-HCl pH 8,0 40 pl
0,5M EDTA pH 8,0 8 ul
Agua ultrapura MilliQ 1,75 ml
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Tanto para el andlisis por PCR de las células transformadas con C1, como para las
transformadas con C2, se emplearon oligonucledtidos que hibridan en los
extremos de ambos casetes. Las condiciones de estas reacciones de PCR son las
mismas que las detalladas en las Figuras 2.5 y 2.7, respectivamente. Ademas,
para el caso de las células transformadas con C2, se emplearon los

oligonucleodtidos nirAp (F y nirAp, R (Fig. 2.10).

FUl
Cl Figura 2.10. Oligonucleétidos
RD1 empleados para realizarlas
PCRs de comprobacion de
FU2 colonias transformadas con C1
y con C2. nirAp. | F y nirAe. | R
(Tabla 2.8) son los empleados
RD2 ., )
c2 para la amplificacién de nirA de
- P. laminosum (Fig. 2.11).
nirAp | F
nirAp. | R

Tabla 2.8. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de nirA de P. laminosum. Se
detalla la temperatura de fusion (Ty), la longitud y el contenido GC de cada uno de ellos.

Nombre Secuencia5’-3’ T: (°C) [} Longitud ph) % GC
nirAp |F atgaccagtaccgtice 52,8 17 52,9
nirAp R tcatttcggtottgoge 52,8 17 52,9
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T(°C) Tiempo
Desnaturalizacion a5 5 min
inicial
Desnaturalizacion 95 305 Figura 2.11. Condiciones de la
reaccion de amplificacion por
30 x Hibridacion 48 1 min PCR de nirA de P. laminosum.
Elongacion 72 1min
Elongacion final 72 10 min

Todas estas reacciones se realizaron en volumenes de 50 pl que contenian: 0,2
mM de cada dNTP, 5 pl de tampdn de PCR (10x), MgCl, 2 mM, 1 uM de cada
oligonucleotido y 4 ul del DNA molde correspondiente en cada caso. En todas las

reacciones de amplificacién se empled 1 U de BioTag DNA polimerasa.

2.2.10.4. Crecimiento de colonias y presion selectiva

Las colonias seleccionadas se resembraron en las placas correspondientes en
cada caso (BGllsinSA+kan/BGll) para aumentar la densidad celular.
Posteriormente, estas colonias se crecieron en el medio liquido. En el caso de las
células transformadas con C1 y pT7Blue-C1, el medio liquido se suplementd con

concentraciones crecientes de kanamicina para aumentar las presion selectiva.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Estrategia para la obtencion de células transgénicas

de T. elongatus BP-1

De manera general, los estudios que emplean como herramienta metodoldgica la
transformacién de bacterias se pueden englobar en dos tipos. Uno de ellos
consiste en la insercion en el genoma, o fuera de él (en plasmidos), de un gen o
de un conjunto de genes. En estos casos, los genes insertados son habitualmente
genes de resistencia a antibidticos, o genes que codifican proteinas que aportan
ventajas metabolicas a las células transformadas (Asada et al., 2000; Takahama et
al., 2003). El otro tipo consiste en mutar, interrumpir o eliminar un gen o conjunto
de genes. Dichas mutaciones, interrupciones o deleciones pueden estar
motivadas por distintos objetivos, entre las que destacan comprobar el papel de
determinados aminoacidos en la proteina codificada por el gen (Sugiura et al,
2004), analizar el papel de un determinado gen o de un conjunto de genes, o
ubicar las proteinas que codifican los genes en determinadas rutas bioquimicas

(Yoo et al.,, 2002; Iwai et al., 2006; Sanchez et al., 2007; Sato et al., 2008).
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Los objetivos que se han propuesto para el desarrollo de este trabajo suponen la
combinacion de los mencionados anteriormente, ya que la creacion de una
cianobacteria transgénica requiere eliminar un gen de su genoma para después
insertar otro en su lugar. Como se menciona en los objetivos, en este trabajo la
transformacién esta dirigida a la construccidn de células de T. elongatus BP-1 que
en lugar de portar en su genoma su propio nirA porten el correspondiente gen
de P. laminosum. Para llevar a cabo dicha transformacién se requiere un paso
intermedio en el que nirA de T. elongatus BP-1 se sustituye por un gen de
resistencia a la kanamicina (kat). A continuacién se muestran los resultados
obtenidos en las distintas etapas llevadas a cabo para construir ambos tipos

celulares.
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2.3.1.1. Obtencion de células carentes de nirA: T. elongatus BP-1

nirA /kat*

El gen nirA codifica la actividad nitrito reductasa y esta presente en una sola
copia en el genoma de T. elongatus BP-1 (Nakamura et al.,, 2002). La expresién de
este gen permite que las células puedan reducir el nitrito a amonio. Parece que
esta capacidad metabdlica estd asociada exclusivamente a este gen, aunque
existen evidencias de que debido a la analogia estructural que existe entre los
iones nitrito y sulfito, también la sulfito reductasa (producto de sirA) podria, en
algunos casos, catalizar dicha reduccién (Imamura et al, 2010). Habitualmente, el
cultivo en el laboratorio de T. elongatus BP-1 se lleva a cabo en medio BG11 con
nitrato como Unica fuente nitrogenada. Sin embargo, en este trabajo la obtencién
de células de T. elongatus BP-1 carentes de nirA ha requerido la utilizacion de
medio con amonio, ya que al carecer de actividad nitrito reductasa, las células no
pueden reducir el nitrito. El medio elegido se denomina BG11sinSA, y consiste en

medio BG11 sin fuente nitrogenada y suplementado con (NH,),SO..

Se han cultivado células silvestres de T. elongatus BP-1 con dos concentraciones
distintas de amonio: 2 mM y 4 mM (Fig. 2.12A). No se han empleado
concentraciones superiores a 4 mM porque a estas concentraciones el amonio
resulta toxico para las células (Drath et al., 2008). Simultdneamente al crecimiento,
se ha seguido la evolucion de la concentracion de amonio disponible en el medio
de cultivo para cuantificar el amonio consumido por las células durante su

crecimiento (Fig. 2.12B).
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Figura 2.12. (A) Crecimiento de células silvestres de T. elongatus BP-1 y (B)
Evolucion de la concentracion de amonio disponible en el medio de cultivo.
Las células se cultivaron con medio BG11sinSA con 2 mM y 4 mM de amonio,
suplementado como sulfato amonico.
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Se comprueba que el crecimiento celular y el consumo concomitante de amonio
es muy similar para ambas concentraciones de amonio. A la vista de los
resultados, y teniendo en cuenta que algunos factores, como la variacién del pH
del medio de cultivo, la temperatura y la continua agitacién favorecen la
conversién del amonio en amoniaco, se decidié emplear una concentracién inicial
de amonio de 4 mM (BG11sin SA 4 mM), y suplementar los cultivos cada 4-5 dias
con amonio a una concentracion final de 2 mM. Cuando se cultivaron células en
medio sélido, dado que resulta mas complicado suplementar el medio de cultivo
con amonio, se ha optado por emplear la mayor concentracion inicial de amonio,
4 mM. Se ha comprobado que en medio solido esta concentracion es adecuada
para el crecimiento de colonias de células silvestres durante mas de dos

seémanas.

2.3.1.1.a. Sintesis del casete de conversion C1

Una vez obtenido un medio adecuado para el crecimiento de las células de
T. elongatus BP-1 carentes de nirA, se procedidé a construir este tipo de células.
Como se ha comentado previamente, este tipo celular es intermedio entre las
células silvestres de T. elongatus BP-1y las que portan en su genoma el gen nirA
de P. laminosum en lugar del suyo propio. La sustitucion directa de un gen por el
otro dificultaria mucho el proceso, ya que al codificar ambos genes proteinas con
la misma actividad catalitica, seria muy complicado, por no decir que imposible,

diferenciar fenotipicamente unas células de otras.
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El primer paso necesario para la construccion de estas células, consiste en disefar
un fragmento de DNA muy concreto que sea capaz de unirse al genoma de
T. elongatus BP-1 (2.6 Mb), y permita la sustitucion de nirA por kat. Para que esto
sea posible, este DNA, denominado casete de conversion, tiene que ser especifico
para sustituir del genoma exclusivamente a nirA, sin afectar a ningln otro gen.
Las propiedades de este DNA se basan en la recombinacion homéloga, proceso
por el cual el DNA puede insertarse en el lugar que le corresponde dentro del
genoma por accion de recombinasas presentes en T. elongatus BP-1 (Nakamura

et al., 2002).

Existen diversas estrategias para sintetizar dichos casetes de conversion. La
mayoria de ellas requieren, bien sea la utilizacion de enzimas de restriccion (Yoo
et al, 2002), o el tratamiento de fragmentos de DNA con enzimas (Kong y Xu,
2002; Sanchez et al., 2007). En ambos casos existe, como consecuencia de la
estrategia empleada, una insercion o eliminacién de nucleétidos. Este hecho
podria suponer un problema en la etapa de la recombinacién homologa, o en la

posterior expresion de los genes.

Por este motivo, para la sintesis del casete de conversion, se ha empleado la
técnica Flanking Homology-PCR (FH-PCR). Esta técnica, en sus distintas versiones,
Long Flanking Homology-PCR (LFH-PCR) o Short Flanking Homolgy-PCR (SFH-
PCR), se ha utilizado con éxito para disefiar casetes de conversién dirigidos a
transformar diversos organismos: levaduras (Wach, 1996), bacterias (Kim y Kim,

2000) y cianobacterias (Taroncher-Oldenburg y Stephanopoulos, 2000).
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El casete de conversién (Cl) construido para la obtencidon de células de
T. elongatus BP-1 carentes de nirA (T. elongatus BP-1 nirA") consta del gen
marcador del proceso de transformacion, kat, limitado por dos zonas homdlogas

al DNA que flanquean nirA en el genoma de T. elongatus BP-1 (Fig. 2.13).

T elongatus BP-1
FU1 FD1 silvestre

nirA
RD1

RU1

o fFm1 o l

J RM1j
Ul D1
~. e -
| .
M1
(4]

— c1

Figura 2.13. Esquema del proceso empleado para la sintesis de C1. FU1 y RU1:
oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento “upstream” (U1). FD1 y
RD1: oligonucleétidos empleados para amplificar el fragmento “downstream” (D1).
FM1 y RM1: oligonucleétidos empleados para amplificar el “marcador” (M1). 1, 2, 3
y 4: cada una de las PCRs empleadas para la sintesis de C1.
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Sintesis de C1: amplificacion de las regiones homoélogas

La longitud de las zonas homdlogas es uno de los elementos clave para que este
DNA se recombine con éxito en el DNA gendmico. Existen cianobacterias para las
gue se conoce la longitud a partir de la cual el rendimiento de la transformacion
resulta favorecido (Zang et al., 2007). Sin embargo, para el caso de T. elongatus
BP-1 no existen estudios detallados al respecto, encontrandose en la literatura
regiones de diversas longitudes. Por esta razon, se tomaron como referencia los
resultados relacionados con la transformacién natural en T. elongatus BP-1 (Iwai
et al 2004; Onai et al, 2004; Iwai et al, 2006) y algunos obtenidos en
Synechocystis sp. PCC 6803 (Taroncher-Oldenburg y Stephanopoulos, 2000). La
informacion disponible en esta Ultima cianobacteria es mas abundante, porque
este organismo ha sido uno de los primeros cuyo genoma ha sido
completamente secuenciado. Ademas, en el caso de Synechocystis sp. PCC 6803
existen estudios detallados de los factores que influyen en la transformacion

natural (Kufryk et al., 2002; Zang et al., 2007).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, se disefiaron los oligonucle6tidos FUL,
RUL, FD1 y RD1 necesarios para construir un casete cuyas secuencias homélogas
poseian una longitud aproximada de 500 pb. En concreto, la region homdloga
situada en el DNA gendmico “aguas arriba” al gen nirA poseia 508 pb y la que se
encontraba “aguas abajo” 536 pb, (Fig. 2.14). Se observa en la Tabla 2.3 que los
oligonucledtidos RU1 y FD1 son especialmente largos, ya que portan una
extension de nucleétidos que le sirven para unirse al molde en la PCR de union.
En todas las reacciones de PCR se empled Pfu como polimerasa, ya que era critico
que el DNA amplificado no contuviese ninguna mutacion (Derbise et al.,, 2003). La
exactitud de las secuencias de DNA era necesaria, tanto en el caso de las zonas
homodlogas para permitir la recombinacion, como para que se expresara

correctamente el gen marcador.

gcac ctgtcctaat
1405681 cccttgaata ccacgcttac tgaaacgact tctgccctac cggcgagcgt caacccacgg
1405741 gatgccatcc attcgatcag ctttgtgctg agaagagaat cgagcatcgg ctcatccaaa
1405801 ctcgccaccce gcaaaccaat ggcatggccg agcgctgcaa cggtcgcatt gccaagattce
1405861 tgcgtgctga gcgctttgtc tccgctgcectg atctgcaaga gacgctcacg cgatacctcet
1405921 gggcgtgcaa tcaccgcatt ccccaacgcg ctttgggcca catgaccccc atcgagagac
1405981 tccgaacgtg gcaaatggag ggaccagagt tgttcagttc acaggtagat aatgtcgcgg
1406041 gtcttgatag ttagcaataa atacagtttc agaatatctg taatacaaaa actgtatcga
1406101 gacaagaaaa aagtagcaaa atttacaaat gttcatgatt catctggcta aattggatgt
1406161 tcaactgacc cattgaagac aagggcaaca accgtgagca acaaaattga agccattaaa
1406221 aaagagaaag atggcttggc ggtcaagcaa gaactggaga aatttgcagc catgggctgg
1406281 gaaaacatcc cagaagctga tcgcgatgtc cgtctcaagt ggctagggat tttctttcga
1406341 ccagtcaccc ccggccggtt catgatgcgg ctgcgagtac ccaatggaat tctcaccagce
1406401 cagcaactgc gaaccctcgg agcaattgtg gatcgctatg gcgagaacgg caatggagac
1406461 attacgaccc gtcaaaacat ccagatccgt ggcttaccca ttgaagacat tcctgaaatc
1406521 atagagcagc tccaagcctg cggcatcacc tctgttcaat cgggaatgga caatgtgcge
1406581 aacctcactg gttctcctgt ggccggcatt gatgcagctg aactcattga tactcgtccce
1406641 ctgatcatga aattgcaggc catgattacc aataatggtc aggggaatcc ggagtttagce
1406701 aatctgcccc gcaaattcaa cattgccatt gagggagggc gagataactc tgtccatgcecc
1406761 gaaattaacg atgttgcgtt tgtgcctgcc tatcgccaag ggcgtttggg cttcaatgtt
1406821 ttagtcggtg gttttttctc tgctcggcgt tgtgctgctg ctattcccct tgatgcgtgg
1406881 gtgccccccg atgatgctgt ggtgcagctc tcacgggcga tccttgaaat tttccgtgac
1406941 catggtccgc ggggcaatcg acaaaaagcg cggctcaggt ggctcattga tgaatgggga
1407001 attgagaaat tccgggcagc ggtggtggct aagcttccct ttgaactcct cagtgctgcece
1407061 gccaaggacg aaattgactg ggacaagcga gatcatttgg gggtgcaccg tcaaaaacaa
1407121 cggcgcctca actacgtggg actccatgta cctgtggggc gactctatgc caccgatttc
1407181 tatgagttgg cgcggcttgc ccaagtctat ggccagtcag aagtgcggct cactgtagag
1407241 caaaacgtga ttattcccca tgtgccggat gccgttttac cgagtctgct gcgggaacct
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1407301 ctcctgagca agtttcggcc tgaacccccc cctctagaac gcgcccttgt ttcctgtaca
1407361 ggggcagaat tttgcaactt tgccctcatt gaaacaaaga accgcgccct tgcccttgece
1407421 cgctggctcg atcaacaatt ggtgctgcct caaccagtgc gcattcattg gacgggctgt
1407481 cccaactcct gtggtcaacc gcaagtggcc gatattggcc tcatgggcac aaaaactcgce
1407541 cgcaatggtg aaacggtaga tgcggtggac ttgtacatgg gcggcaaagt gggcaaggat
1407601 gccaagttgg gcacctgtgt gaaaaaagcg attccctgtg atgaactgcc tgaggtactg
1407661 cggcaagtgc tcattgagca gtttggggca caaccaagag ggtcggaaag gccccccgta
1407721 gccacgccgg cggtggccat gatggtctcc taacgtaacg ctgtctgcat

Figura 2.14. Secuencia de la region del genoma de T. elongatus BP-1 objeto de
este trabajo. La zona subrayada corresponde a la secuencia del gen nirA. (%) Regién
de 508 pb amplificada “aguas arriba” del gen nirA. (M) Region de 536 pb amplificada
“aguas abajo” del gen nirA.

El resultado de las PCRs destinadas a sintetizar las regiones homdlogas, se
verifico por electroforesis en gel de agarosa (Fig. 2.15). Se comprobd, que la

longitud de las regiones homologas se correspondia con las esperadas.
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Sintesis de C1: elecciéon y amplificacion del fragmento molde

En bacterias se han descrito diversas combinaciones “gen de resistencia-
antibiotico” empleadas como método de seleccién de las células transformadas.
Preferiblemente, se escogen antibiéticos con actividad bacteriostatica y no
bacteriolitica. La eleccion depende, en gran medida, de las condiciones de
crecimiento celulares. Los antibidticos mas empleados para la transformacion de
cianobacterias, son la estreptomicina (Kirilovsky et al, 2004), cloranfenicol
(Naithami et al., 2000; Iwai et al., 2007), kanamicina (Chiaramonte et al, 1999;
Taroncher-Oldenburg y Stephanopoulos, 2000), y espectinomicina (Katoh et al,
2001).

Generalmente, los genes de resistencia a antibioticos provienen de organismos
mesofilicos. En este trabajo, el caracter termofilico de T. elongatus BP-1
(temperatura éptima de crecimiento a 55°C) supuso una dificultad aifadida a la
transformacion, teniéndose que escoger entre dos alternativas. La primera,
suponia elegir como gen de resistencia uno de algun organismo mesofilico, asi
como emplear (a lo largo de la transformacion y el posterior crecimiento de las
células transformadas) la temperatura a la que se expresara adecuadamente la
proteina codificada por este gen. La segunda alternativa, requeria emplear un gen
que codificase una proteina cuya estabilidad y actividad fuesen adecuadas a la

temperatutra de crecimiento de T. elongatus BP-1.
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Teniendo en cuenta que la tasa de duplicacion a de T. elongatus BP-1 en medio
liquido a 50°C y 55°C, es mayor que a 45°C (Yamaoka et al, 1978), se escogio
esta segunda alternativa, y se empled el gen kat (de resistencia a la kanamicina)
como gen marcador del proceso de transformacion. Para evaluar en qué medida
impedia la kanamicina el crecimieto celular de T. elongatus BP-1, se siguid el
crecimiento celular en medio liquido en presencia (10, 20 y 40 pg/ml) y ausencia

del antibiotico (Fig. 2.16).

==o==BG11sinSA + kan 10 BG11sinSA + kan 20
BG11sin SA+ kan 40 ==e==BG11sinSA
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Figura 2.16. Efecto de la kanamicina en el crecimiento de células silvestres de
T. elongatus BP-1. Los cultivos se desarrollaron en medio liquido BG11sinSA 4 mM
sin suplementar y suplementado (10, 20 y 40 pug/ml) con kanamicina.
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Se comprueba que una concentracién de kanamicina de 10 pg/ml es suficiente
para inhibir completamente el crecimiento de células silvestres de T. elongatus
BP-1 (Fig. 2.16). Dado que las condiciones de cultivo incluyen altas temperaturas
(45-52°C) e iluminacién continua, y teniendo en cuenta la posible inestabilidad
del antibiético en estas condiciones, se seleccion6 el empleo de 40 pg/ml como
concentracién de kanamicina (Fig. 2.17) para asegurar asi la presencia de

antibidtico en el medio durante periodos de tiempo de cultivo mas largos.

Figura 2.17. Crecimiento de células silvestres de T. elongatus BP-1 en
diversos medios liquidos. Se emplearon los medios (A) BGll, (B)
BG11sinSA con 40 pg/ml de kanamicina y (C) BG11sinSA.
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Es importante sefalar, que en este trabajo el gen de resistencia se ha insertado
sin llevar consigo un promotor. Generalmente, en el lugar del gen a eliminar se
inserta lo que se conoce como “casete de resistencia” (Katoh et al., 2001; Kong y
Xu, 2002). Este casete esta constituido por el propio gen de resistencia y un
promotor constitutivo, de tal forma que el gen siempre se expresa en presencia
del antibiodtico. En este caso, el gen kat se expresa bajo el control del propio
promotor del operdon nirA-nrtABCD-narB. Por tanto, si el gen se expresa es
porque el promotor ha permanecido intacto tras la transformacion. Ademas, esta
variacion nos permite comprobar si la transcripcién/expresion del operdn nirA-
nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1 se reprime completamente o no cuando la
fuente nitrogenada del medio de cultivo es amonio (BG11sinSA), ya que éste es el

Unico cation con el que pueden crecer las células transformadas.

A continuacién se describe la amplificacion del gen kat empleando 1 ng de
plasmido pKT1 como DNA molde (Fig. 2.18) y los oligonucleétidos FM1 y RM1
(Tabla 2.4). Se comprueba que los oligonucleétidos utilizados para dicha
amplificacién, al igual que RU1 y FD1, eran los adecuados, no so6lo para amplificar
el fragmento molde (Fig. 2.19), sino también para facilitar la posterior etapa de

PCR de union.

78



Resultados y discusion

aaggaggtgtgaggcatatgaatggaccaataataatgactagagaagaaagaatgaagattgttcatgaaattaaggaacg
aatattggataaatatggggatgatgttaaggctattggtgtttatggctctcttggtcgtcagactgatgggccctatteg
gatattgagatgatgtgtgtcatgtcaacagaggaagcagagttcagccatgaatggacaaccggtgagtggaaggtggaag
tgaatttttatagcgaagagattctactagattatgcatctcaggtggaatcagattggccgcttacacatggtcaattttt
ctctattttgccgatttatgattcaggtggatacttagagaaagtgtatcaaactgctaaatcggtagaagcccaaaagttce
cacgatgcgatttgtgcccttatcgtagaagagctgtttgaatatgcaggcaaatggegtaatattegtgtgcaaggaccga
caacatttctaccatccttgactgtacaggtagcaatggcaggtgccatgttgattggtctgcatcatcgecatctgttatac
gacgagcgcttcgctcttaactgaagcagttaagcaatcagatctteccttcaggttatgaccatctgtgeccagttecgtaatg
tctggtcaactttccgactctgagaaacttctggaatcgctagagaatttctggaatgggattcaggagtggacagaacgac
acggatatatagtggatgtgtcaaaacgcataccattttgaacgg

Figura 2.18. Fragmento (775 pb) del plasmido pKT1 amplificado por PCR que comprende el
gen kat.

El resultado de la reaccién de amplificacion se analizé por electroforesis en gel de
agarosa (Fig. 2.19), confirmandose que el tamafio del fragmento molde se

correspondia con el esperado.
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Una vez amplificados los tres fragmentos de DNA, se llevo a cabo la PCR de
union de los mismos. El disefio de los fragmentos F1, D1 y M1 sélo permitia que
estos quedasen unidos en una Unica disposicion, asi se obtuvo C1 (Fig. 2.21).
Previamente, se necesitdé purificar los tres fragmentos, porque resultados
preliminares, en los que se emplearon los productos de PCR sin purificar, no
proporcionaron resultados satisfactorios (resultados no mostrados). El DNA
amplificado en esta PCR de unién se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa

(Fig. 2.20).

&l(mm)
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Figura 2.20. Analisis por electroforesis en
gel de agarosa del resultado de la PCR
dirigida a sintetizar C1.
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gcacctgtectaatecettgaataccacgettactgaaacgacttetgeectaceggegagegtcaaceeacy
ggatgccatccattegatcagetttgtgctgagaagagaategageateggcteatecaaactegecaceege
aaaccaatggcatggccgagegetgeaacggtegeattgecaagattetgegtgetgagegetttgteteege
tgctgatctgcaagagacgcteacgegatacctetgggegtgcaatcacegeatteeccaacgegetttggge
cacatgacccccatcgagagactecgaacgtggeaaatggagggaccagagttgtteagttcacaggtagata
atgtcgegggtettgatagttagcaataaatacagtttcagaatatctgtaatacaaaaactgtatcgagaca
agaaaaaagtagcaaaatttacaaatgttcatgattcatctggctaaattggatgttcaactgacccattgty
aggcatatgaatggaccaataataatgactagagaagaaagaatgaagattgttcatgaaattaaggaacgaa
tattggataaatatggggatgatgttaaggctattggtgtttatggctetettggtegtcagactgatgggee
ctattcggatattgagatgatgtgtgtcatgtcaacagaggaagcagagttcagecatgaatggacaaceggt
gagtggaaggtggaagtgaatttttatagcgaagagattctactagattatgcatctcaggtggaatcagatt
ggccgcttacacatggtcaatttttctctattttgecgatttatgattcaggtggatacttagagaaagtgta
tcaaactgctaaatcggtagaagcccaaaagttccacgatgegatttgtgeccttategtagaagagetgttt
gaatatgcaggcaaatggcgtaatattcgtgtgcaaggacegacaacatttctaccatecttgactgtacagg
tagcaatggcaggtgccatgttgattggtetgeateategeatetgttatacgacgagegettegetettaac
tgaagcagttaagcaatcagatcttecttcaggttatgaccatctgtgecagttegtaatgtetggteaactt
tccgactctgagaaacttctggaatcgetagagaatttetggaatgggattcaggagtggacagaacgacacy
gatatatagtggatgtgtcaaaacgcataccattttgaacggceggtattgactgtategactetattgatty
tctaagaactgaaggatttgtaatctatggegaatttttceeggeggegettteteatgacegetgetgeeac
aacggctgtgacattgatctcecacggetgtggeaatagecageaaagtactgacgttgtecaaccgaccace
gtagcagaaaccccggaagtgacgggegcaaaacteggctttattgeecteacggatgeggeceecctgatta
ttgccaaggaaaaagggctatttgccaagtatgggatgectgatgtggaagtgttgaagcaggegtettggyyg
cacaacccgcgacaacttggtattgggttecgetaacggtggeattgacggtgeecacatecteacacegaty
ccctatctaatgactgtgggaaaaattaccggtggcaaacctgtacceatgtatatettggegeggttaaaca
ccaatggtcaggggattctcettggegaatgectataaagatctgaatatecageaccgacagteyg

Figura 2.21. Secuencia del casete de conversién (C1) obtenido tras la PCR de unién
del fragmento U1 (), M1 () y D1( ).

Se comprobé que el resultado de la PCR era especifico, y el producto de unién de
los fragmentos U1, M1 y D1 proporcionaba en el gel de agarosa una banda de
aproximadamente 1800 pb. El producto de PCR se traté como se indica en el

apartado 2.2.4.1.a y se secuencio.
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2.3.1.1.b. Transformacion natural con C1 lineal

Una vez comprobada la secuencia de C1, se procedio a transformar las células de
T. elongatus BP-1, bien sea con DNA lineal (Taroncher-Oldenburg vy
Stephanopoulos, 2000; Kufryk et al, 2002; Kuwayama et al., 2002), o con DNA
circular (Kufryk et al, 2002; Kirilovsky et al, 2004; Iwai et al, 2006; Iwai et al,
2007). Como primera estrategia para obtener células carentes de nirA se optd por
utilizar directamente el casete C1 (Figs. 2.20 y 2.21). La utilizacion del DNA lineal
tiene la ventaja de que permite prescindir de la etapa de clonacion en el proceso,

sin embargo, la cantidad de DNA obtenida es mas limitada.

Las células de T. elongatus BP-1 silvestres se transformaron como se indica en el
apartado 2.2.10.1. Una vez transformadas las células y transcurridos 10 dias de
cultivo, la combinacion de células-DNA originé varias colonias en placas
BG11sinSA-agar suplementadas con 40 pug/ml de kanamicina. Las células control
no crecian en dichas placas. A la vista de estos resultados se podia afirmar que,
las células transformadas habian adquirido copias del gen kat, mediante el
proceso de recombinacién homodloga, que les hacia resistentes a la kanamicina y

capaces de crecer en presencia del antibiético (Fig. 2.22).

Se analiz6 y comprobd por PCR la integracidn correcta del casete en el genoma
de T. elongatus BP-1. Se escogid esta técnica porque el analisis por hibridacion de

DNA es mucho mas lento y tedioso (Wendland, 2003).
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T. elongatusBP-1
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Figura 2.22. Proceso de recombinacién homéloga entre C1 y el genoma de T. elongatus
BP-1.

Para identificar las colonias transformadas, se realizaron PCRs del DNA extraido
directamente de las colonias. Esta estrategia permite obtener DNA de suficiente
calidad para analizar por PCR distintas colonias de forma independiente, sin
necesidad de crecer células previamente en medio de cultivo liquido. Ademas, la
PCR de colonias posibilita comprobar, a partir del medio de cultivo sélido, si las
colonias crecidas han incorporado el gen kat en detrimento de nirA. De esta
manera, se evita cultivar en medio liquido colonias en las que en algin caso el
DNA hubiese producido un efecto distinto al esperado. Asimismo, esta técnica
permite una optimizacion en el tiempo, ya que obtener cultivos en medio liquido

a partir de colonias supone varios dias de incubacién.
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El analisis por PCR del DNA gendmico de todas las colonias transformadas que
habian crecido en placas BGllsinSA-agar con 40 upg/ml de kanamicina,
proporciond el mismo resultado tras el analisis por electroforesis en gel de
agarosa (Fig. 2.23). Se muestra, como resultado representativo, la amplificacion
del DNA gendmico de una colonia de tipo silvestre (S), y de una de las obtenidas
tras la transformacion (T). Para el analisis por PCR se emplearon oligonucleétidos

que hibridan a ambos extremos de C1 (Fig. 2.13).
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Figura 2.23. Analisis por electroforesis en
gel de agarosa de la PCR realizada con
colonias de células silvestres (S) y colonias
transformadas (T) de T. elongatus BP-1. En
, ambos casos se emplearon los
& oligonucleétidos FUL y RD1 (Tabla 2.3).
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El analisis por electroforesis en gel de agarosa de la PCR realizada con DNA
molde de la colonia de células silvestres proporcionaba una Unica banda cuya
longitud era de aproximadamente 2500 pb (Fig. 2.23). El analisis llevado a cabo
con las colonias transformadas proporcioné dos bandas. La banda mas intensa
tenia una longitud aproximada de 2500 pb (banda A) y la otra de 1800-1900 pb
(banda B). La banda A se corresponde con la suma de las bases pertenecientes a
las dos regiones homologas (Ul y D1) y a nirA. La banda B aparece solo en las
células transformadas y corresponde a la sustitucion de nirA (1560 pb) por el

fragmento que porta kat (775 pb).
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El resultado genotipico demuestra, por lo tanto, que nirA no ha sido sustituido
completamente por kat. Para interpretar este resultado existen varias
explicaciones, no excluyentes entre si. Asi, se ha descrito que en ocasiones en las
que el gen a eliminar es esencial para el crecimiento de las células, éste gen no
puede suprimirse completamente del genoma. Este no parece que sea el caso, ya
que en medio de cultivo con amonio como Unica fuente nitrogenada, nirA no
deberia ser un gen esencial para el crecimiento celular. Otra explicacion se
basaria en el hecho de que existan varias copias del genoma en cada célula de
T. elongatus BP-1 (Nakamura et al, 2002). En el caso de células transformadas,
solo en algunas de las copias del genoma el gen nirA habria sido sustituido por
kat. Existen datos experimentales que apoyan que T. elongatus BP-1 es
transformable en menor medida que Synechocystis sp. PCC 6803 (Iwai et al,
2004), por lo que la cantidad de casete de conversion empleado para la
transformacién podria no haber sido suficiente como para que se hubiese

producido una completa sustitucion.

Existen otras razones que podrian explicar la baja eficiencia de transformacion.
Asi, también podria haber sucedido que el casete de conversion hubiese sido
susceptible de degradacién, y por lo tanto, que del DNA disponible sélo una

parte hubiera recombinado con el DNA genémico

Otra opcion, aunque poco probable, es que como se ha descrito para algunas
bacterias (Smith et al.,, 199; Hamilton y Dillard, 2006) existan en T. elongatus BP-1
secuencias de toma de DNA (DUS). Estas secuencias son sucesiones de
nucledtidos repetidas con alta frecuencia a lo largo del genoma y que

condicionan, en parte o por completo, la entrada del DNA al interior celular.
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Esta opcion parece poco probable, porque el DNA si es capaz de entrar al interior
celular. Ademas otros investigadores (Iwai et al., 2004; Onai et al., 2004) también
han insertado DNA en el interior celular de T. elongatus BP-1 mediante
transformacién natural, sin encontrar restricciones derivadas de la secuencia del

DNA empleado.

Presion selectiva de las células transformadas con C1 lineal

En la literatura se han descrito otros casos en los que se han obtenido mezclas de
células transformadas en distinta medida. Cuando se observan estos fenotipos
parciales, generalmente, lo que se intenta es aumentar la presion selectiva
(Taroncher-Oldenburg y Stephanopoulos, 2000). De este modo, se favorece la
divisiéon de las células con mayor nUmero de copias del gen marcador del proceso

de transformacion.

En nuestro caso, para ejercer presion selectiva, se crecieron colonias a partir de
células transformadas de T. elongatus BP-1 en medio BG11lsinSA 4 mM-agar
suplementado con concentraciones crecientes de kanamicina (100, 200 y 300
pug/ml). Los resultados de la presion selectiva, mostraron que las colonias eran
capaces de crecer hasta con la concentracién mas elevada de kanamicina, aunque
el analisis por PCR de las células transformadas seguia proporcionando el mismo
resultado (ver Fig. 2.23). Por lo tanto, en este caso la presion selectiva no parecia
ser suficientemente efectiva, ya que no promovia la completa sustitucién de nirA.
El hecho de que la presion selectiva ejercida por concentraciones crecientes de
kanamicina no supusiera la eliminacion completa de kat podria deberse,

fundamentalmente, a dos razones.
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Asi, la ineficacia de la presion selectiva podria explicarse si desde el principio de la
transformacién no existiese ninguna célula en la que todas las copias de su
genoma hubiesen sido sustituidas. Otra explicacién consistiria en los niveles de
actividad de la proteina codificada por kat. Podria ocurrir que la expresién de
unas pocas copias de kat podria ser suficiente para permitir que las células
crecieran a concentraciones elevadas de kanamicina. En la literatura se ha
descrito algun caso en el que, al igual que en este trabajo, tras la transformacion
con DNA lineal, la posterior presion selectiva no permitia eliminar todas las copias

del gen diana (Kong y Xu, 2002).

Para comprobar si el crecimiento de las células transformadas en medio liquido
nos proporcionaba mas informacion, o permitia una mayor presion selectiva, se
crecieron colonias en medio BG11l, BG-11sinSA suplementado con kanamicina

(Fig. 2.24).
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Figura 2.24. Crecimiento de células transformadas de T. elongatus BP-1 en
(A) medio BG11 y (B) medio BG11sinSA suplementado con 100, 200 y 300 pg/ml
de kanamicina.
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A la vista de los resultados, se confirma que las células transformadas de
T. elongatus BP-1 poseen un fenotipo intermedio entre las células silvestres y las
células de T. elongatus BP-1 carentes de nirA, ya que crecen en medio BG11sinSA
4 mM suplementado con kanamicina, pero también lo hacen en medio BG11. Este

tipo de células son por lo tanto, células merodiploides (Figs. 2.24 y 2.25).

Figura 2.25. Cultivos liquidos de células transformadas de T. elongatus
BP-1 en diversos medios. Las células se cultivaron en (A) BG11, (B)
BG11sinSA suplementado con 40 ug/ml de kanamicina y (C) BG11sinSA.

El resultado obtenido, tras la transformacién con DNA lineal, no era lo
suficientemente bueno para seguir con la construccién de las células quiméricas,
puesto que se requeria obtener células de T. elongatus BP-1 en las que nirA

hubiese sido completamente sustituido por kat.
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Pese a no lograrse la construccién deseada, esta primera transformacion daba
indicios de que eran adecuados diversos factores. Asi, era prueba de que
funcionaba la transformacion natural, y de que el DNA entraba al interior celular

donde no era degradado (al menos no completamente).

Parecia, ademas, que era adecuada la longitud de las zonas homélogas
empleadas para que el DNA se insertase en el lugar adecuado del genoma. Por
ultimo, el promotor del operén nirA-nrtABCD-narB no habia sufrido mutaciones,
y kat se expresaba correctamente a altas temperaturas, permitiendo seleccionar

las células transformadas a 52°C.

Otro resultado significativo de esta transformacion es, que como se seiialé en el
apartado 2.3.1.1.a, kat se expresa bajo el propio promotor del operon nirA-
nrtABCD-narB de células de T. elongatus BP-1. Segun los resultados obtenidos
con C1, kat se expresa cuando se emplea amonio como fuente nitrogenada, lo
que implica que también lo hace el operdn nirA-nrtABCD-narB. Este dato muestra
que en T. elongatus BP-1 el amonio no reprime, por lo menos por completo, la

transcripcion del operdn nirA-nrtABCD-narB.

La mayoria de los investigadores que han realizado experimentos de
transformacién defienden que el DNA circular puede aumentar la eficiencia de la
transformacion con respecto al DNA lineal. Este aumento en la eficiencia se basa,
en gran medida, en la estabilidad del DNA. Asi, el DNA circular es mas estable

que el DNA lineal frente a la degradacion por nucleasas.

90



Resultados y discusion

Teniendo en consideracién este motivo, se decidié clonar el casete de conversion.
Esta clonacion requiere elegir un plasmido adecuado. Dado que para T. elongatus
BP-1 se habia empleado con anterioridad el vector pT7Blue (Novagen, Darmstadt,
Alemania) (Iwai et al., 2004; Onai et al., 2004), con este mismo fin, se clond el
casete de conversion en este vector, obteniéndose un plasmido al que se

denomin6 pT7Blue-C1.
2.3.1.1.c. Transformacion natural de T. elongatus BP-1 con pT7Blue-C1

Una vez clonado C1 (pT7Blue-Cl1) y escogidas las colonias positivas de E. coli, se
purificé el DNA plasmidico para realizar una nueva transformacion de las células

de T. elongatus BP-1, en este caso con DNA circular.

Se transformaron células de T. elongatus BP-1, y después de 10 dias, la
combinacion de células-DNA origin6 varias colonias en placas BG11sinSA 4 mM
con 40 pg/ml de kanamicina. Para aumentar la presion selectiva y lograr la
completa segregacion del genoma, se hicieron subcultivos desde un comienzo en
medio solido con concentraciones crecientes de kanamicina (a 100, 200 y 300
pg/ml). Como en otras ocasiones el DNA de las colonias transformadas y crecidas

en distintas concentraciones de antibiotico se analizd por PCR (Fig. 2.26).
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En la Figura 2.26 se muestran resultados representativos de la amplificacién por
PCR del DNA de una colonia de células silvestres (S) de T. elongatus BP-1 y de
colonias  transformadas crecidas en BGllsinSA  suplementado con
concentraciones crecientes de kanamicina. Para la amplificacion se han empleado
los oligonucledtidos FUL y RD1 con el objetivo de determinar si las células habian
incorporado el casete Cl. Como muestra la Figura 2.26, las células de T.
elongatus BP-1 transformadas con el DNA circular, han sustituido por completo
su gen nirA por el gen kat desde la concentracion menor (40 pg/ml) de

kanamicina.

BT T T
% (40) (100) (300)

e et G

Figura 2.26. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de la PCR
realizada con colonias de células silvestres (S) y transformadas (T) de T.
elongatus BP-1. M: marcadores HyperlLadder I.
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Se comprueba que las 3 colonias examinadas de células transformadas (T 40, 100
y 300) muestran, tras la amplificacién, Unicamente la banda de DNA
correspondiente a aproximadamente 1800 pb. Esta banda supone la eliminacién
de nirA y la consecuente insercion de kat en su lugar. Segun los resultados
mostrados por la PCR, a diferencia de lo que sucedia en la transformacion con
DNA lineal, no existe heterogeneidad en la composicion de las distintas copias

del genoma de cada célula.

Estos resultados indican que la eficiencia en la transformacion ha sido mayor que
la conseguida con el DNA lineal. Este hecho también se corroboré
fenotipicamente. Para ello, se crecieron colonias en medios de cultivo liquido
BG1l y BG-11sinSA suplementado con 40 pg/ml de kanamicina. Las células
crecian en medio BG11sinSA 4 mM suplementado con 40 pg/ml de kanamicina,

pero no lo hacian en medio BG11 (Figs 2.27 y 2.28).

=@==BG11sinSA kan 40 =ll=BG11

Densidad celular (A ;59 )

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo de cultivo (h)

Figura 2.27. Crecimiento de células de T. elongatus BP-1 transformadas con
pT7Blue-C1 en medio BGll y medio BG1l1lsinSA 4 mM suplementado con
kanamicina.
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Figura 2.28. Crecimiento en medio liquido BG11sinSA 4 mM suplementado
con 40 pg/ml de kanamicina de (A) células de T. elongatus BP-1 transformadas
con pT7Blue-Cly (B) células silvestres.

Ademas, como se muestra en la Figura 2.26, no se observaron genotipos

parciales en ninguna de las colonias analizadas de células transformadas.
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2.3.1.2. Complementacion de células de T. elongatus BP-1 defectivas

en nirA, con nirA de P. laminosum

Esta segunda transformacion consiste en complementar las células de T.
elongatus BP-1 carentes de nirA (en cuyo lugar se ha insertado kat) con el

correspondiente gen de P. laminosum.

La complementacién se realizd a nivel gendmico, y permitid insertar nirA de
P. laminosum en el mismo lugar del genoma de T. elongatus BP-1, en donde en
células silvestres estaba su propio nirA. Existen otras estrategias para
complementar células con genes exdgenos. En cianobacterias, al igual que en
bacterias, generalmente se emplean plasmidos que se replican autbnomamente
sin integrarse en el genoma (Luinenburg y Coleman, 1993; Asada et al.,, 2000). Sin
embargo, el objetivo de este trabajo era realizar la complementacion a nivel

gendémico.

El planteamiento experimental para construir este tipo de células era el mismo
que el anterior, pero en esta ocasion se tomaron como células de partida de
T. elongatus BP-1, las carentes de su gen nirA (T. elongatus BP-1 nirA /kat")

construidas anteriormente.
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En este caso, el casete de conversién C2 sintetizado por LFH-PCR (Fig. 2.29), esta
formado por dos zonas homologas al DNA que flanquean al gen kat en el
genoma de las células a complementar (T. elongatus BP-1 nirA /kat™) (Fig. 2.30),
y en medio de ambas regiones homologas se localizaba nirA de P. laminosum
(Fig. 2.31). Dado que las zonas homdlogas disefladas anteriormente, habian sido

adecuadas en la recombinacidon homologa, se decidio repetir las mismas.

T elongatusBP-1
nirA- [kat*

- ¥

FU2 |Fp2

(1) TFm2 (2 )

RM2
u2 el D2
\\“‘3 & —
nirA P. laminosum
M2
nirA P. laminosum Cc2

Figura 2.29. Esquema del proceso empleado para la sintesis de C2.
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+

Figura 2.30. DNA gendomico de células de T. elongatus BP-1 nirA /kat . Secuencia del
fragmento de DNA a partir del que se disefaron las regiones de homologia para la sintesis de C2.
Fragmentos U1 ("), M1 () y D1 ().
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atgaccagta ccgttccagc agaaaccagt ctgaataagt ttgaaaagct caagtccgaa
aaagacggtc tggcggttaa gtctgaactg gaagactttg cccgtctggg ctgggaagcg
atggatgaaa ccgaccggga tcatcgcctg aggtggatgg gcgtgttttt tcgcccggta
agccagggta agtttatgct acggatgcgg attcccaatg gcattctcac cagtggccaa
attcgggttc tggcagaggt ggtcgagcgc tacggcgaag acggcaacgc cgacatcacc
acgcgcccaa acctccagct tcgcggcatt cggctagaag atattcccga catctttcga
cggttcgagc aggcggggct gaccagcatc cagtccggca tggacaatgt tcgcaacatc
acgggttcgc ccgtggcagg catcgatgcc gacgagctaa tcgacactcg cggactggtt
cgcaaggtgc aagacatgat caccaacaac ggcgagggca acccgtcgtt tagtaatctg
ccgcgcaagt tcaacattgc gatcgccgga tgccgcgata actcggttca cgccgagatce
aacgacatcg cctttgtgcc cgcctacaaa gacggcaagc tgggctttaa cgtactcgtce
ggcggattct tttcggccaa gcgctgcgaa gccgccgtge cgctcaatge ctgggtcgat
ccgcgagacg tggtggcgct gtgcgaagcc atcctgatcg tctatcgaat cacgggctge
ggggccaacc gccaaaagtc tcgcctgatg tggctaatcg acgagtgggg tatggataag
tttcgcgcag aggtggagca gcagttgggt cacccgctgc aaaccgccgc gcccaaagat
gaaatcctct gggacaagcg cgaccacatc ggcatccacg cccaaaagaa gccagggctg
aattacgtag ggctgctagt gcccgtcggt cggctctatg caccgatgtt tgacctaget
cgcattgccg aagtctacgg cgacggcgaa atgcgtctga cggtcgaacg aaaacgtgat
cattcccgca cgtgcccgat gtcctcecgtt gecgtceccttac tcaaagagcc gctgctagag
aagttttcgg tgagtcccgg cttattagtg cgatcgctcg tttcctgcac cggggcccag
ttctgcaatt tcgccctgat cgaaaccaaa aatcgagcga tggcgctgat tcgagaactg
gaatccgagc tggaactcgc tcgccccgtce cgcatccact ggacgggctg ccccaactcce
tgcggccagce cccaagttgce cgacattggt ctgatgggca ccaaagtccg caaagacggt
aaagctaccg aaggcgtgga tctgtacatg ggcggcaaag tcggcaaaca cgccgaactce
ggcacctgtg tccaaaaagg aattccctgc gatgacctca aacccatcct gcggaatctg
ctgatcgaac actttggcgc aagaccgaaa tga

Figura 2.31. Secuencia de nirA de P. laminosum tomada de la base de datos NCBI.

2.3.1.2.a. Sintesis del casete de conversion C2

Los oligonucledtidos empleados para la amplificacién de las regiones homdlogas
se denominaron FU2, RU2, FD2 y RD2 (Tabla 2.5), dado que las zonas de
homologia son las mismas, siendo a su vez los oligonucledtidos FU2 y RD2

iguales a FUl y RD1, respectivamente.

Se amplificaron los fragmentos U2, D2 y M2 (Fig. 2.32). Los oligonucleo6tidos RU2
y FD2 portaban una extension de nucleétidos que servia para que, en la posterior
etapa de PCR de union (Fig. 2.33), estas regiones homodlogas pudiesen

ensamblarse a nirA de P. laminosum.
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1500

Figura 2.32. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos U2,
M2 y D2 tras ser purificados a partir de geles de agarosa. M: marcadores
HyperLadder 1.

Figura 2.33. Analisis por electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR
dirigida a sintetizar C2.
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2.3.1.2.b. Transformacién natural de T. elongatus BP-1 nirA /kat® con

pT7Blue-C2

Una vez comprobado en la construccion de las células de T. elongatus BP-1
nirA’/kat®, que la transformacién es mas eficiente con DNA circular que con
lineal, estas células se transformaron con el casete C2 clonado en el vector

pT7Blue. Al plasmido asi originado se le denomind pT7Blue-C2.

En este ensayo de complementacion, el gen marcador del proceso de seleccion
(M2) es nirA de P. laminosum. Por lo tanto, el gen marcador no es un gen de
resistencia, sino un gen que aporta a las células que lo expresen, la capacidad de
crecer en medio con nitrato o nitrito como Unica fuente nitrogenada. Para que
esta ventaja sea efectiva, la seleccion se llevd a cabo en un medio cuya fuente

nitrogenada era nitrato.

Se llevo a cabo un ensayo de complementacion en el que la seleccion de las
células transformadas se realiz, al igual que en otros casos, a 52°C. Tras la
transformacion y recombinacion homéloga (Fig. 2.34), las células transformadas
con pT7Blue-C2 originaban colonias en medio BG11, mientras que el control de
células nirA’/kat" no originaba colonias. Sin embargo, las colonias tardaron mas
de 15 dias en hacerse visibles y presentaban color amarillento similar al de células
de T. elongatus BP-1 nirA’, o al que presentan células sometidas a deficiencia

nitrogenada o bajo otras condiciones de estrés metabolico.
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N T. elongatus BP-1
QQ nirA- [kat*

[ Recombinacion homaloga |

n

nirA P. laminosum —_— c2

T. elongatus BP-1
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@m laminosum*

nirA P. laminosum ()w%

Figura 2.34. Proceso de recombinacion homéloga entre C2 y el genoma de
células de T. elongatus BP-1 nirA /kat"

Es importante resaltar, que en este caso, las células han pasado de crecer con
amonio (antes de ser transformadas) a hacerlo con nitrato (medio de seleccion).
El amonio es la fuente de nitrégeno mas facilmente asimilable, ya que no
requiere gasto de poder reductor, ni la presencia de enzimas que lo reduzcan.
Ademas, puede entrar al interior celular por transporte y en menor medida por
difusion como NH; (Montesinos et al, 1998; Vazquez-Bermudez et al, 2002;
Muro-Pastor y Florencio, 2003). Sin embargo, nutrientes como el nitrato y el
nitrito requieren la expresién de un mayor niumero de proteinas para posibilitar
su incorporacion al interior celular y su posterior reduccion a amonio.
Consecuentemente, cuando se sustituye una fuente nitrogenada del medio por
otra menos favorable energéticamente, las células requieren un periodo de
adaptacion metabdlica para sintetizar o adecuar los niveles de las proteinas

necesarias para dicha asimilacion.
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Con el objetivo de facilitar la aclimatacion de las células transformadas de T.
elongatus BP-1, se realizaron subcultivos en medio BG11. En todos los casos, las
células seguian mostrando el fenotipo caracteristico de las que son incapaces de
crecer en dicho medio. Estos resultados planteaban la duda de si las células
habian incorporado o no el gen nirA de P. laminosum. Ante la incapacidad celular
de crecer correctamente en medio BG11, se comprob6 genotipicamente que las
células habian incorporado el casete C2 en su genoma (Fig. 2.35A), asi como el

gen nirA de P. laminosum (Fig. 2.35B).

3000 | H e

2500

2000

Figura 2.35. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de la PCR realizada con DNA de
colonias de células transformadas de T. elongatus BP-1 nirA/kat®. Los oligonucleétidos
empleados fueron (A) FD2 y RU2y (B) nirAp. | F y nirAp.|R. M: marcadores HyperLadder L
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Se comprob6 que las células transformadas de T. elongatus BP-1 habian
incorporado C2, y también se detectd el gen nirA en dos de las cinco colonias
analizadas elegidas al azar. El hecho de que sélo se detectase este gen en algunas
colonias, podria deberse a que las células no habian sido lisadas correctamente, y
por tanto, no era buena la amplificacion. Es importante subrayar que los
oligonucledtidos nirAp, F y nirAp R hibridan justo en los extremos de nirA de P.
laminosum, asi como que son muy distintos a los necesarios para amplificar nirA

de T. elongatus BP-1.

Existen varias explicaciones posibles al hecho de que células transformadas de
T. elongatus BP-1 no puedan crecer adecuadamente en medio BG11. Asi, podria
haber sucedido, que en el proceso de clonacién/transformacion, nirA haya sufrido
alguna mutacién que no permitiera que la proteina codificada se expresase

correctamente.

Otra explicacidn estaria basada en la diferente termoestabilidad de la proteina
NirA de ambas cianobacterias. La seleccion y posteriores subcultivos de las
células transformadas de T. elongatus BP-1 se llevaron a cabo a 52°C. Podria ser
que dicha temperatura no sea éptima para la expresion y/o la actividad in vivo de
NirA de P. laminosum, ya que este microorganismo (cuya temperatura 6ptima de
crecimiento es 45°C) tiene un caracter termofilico menos marcado que T.

elongatus BP-1.
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Ensayos de estabilidad térmica realizados in vitro con preparaciones de NirA
purificada de células silvestres de P. laminosum (Arizmendi y Serra, 1990)
indicaban que la proteina es totalmente termoestable cuando se preincuba 10
min hasta 40°C. A partir de esta temperatura la actividad disminuye

drasticamente y el enzima pierde el 96% de su actividad inicial a 60°C.

Considerando la posible inestabilidad térmica in vivo de NirA de P. laminosum, se
repitid el mismo ensayo de transformacion pero realizando la seleccion a 48°C.
Ademas, se disminuyé la intensidad luminosa, fundamentalmente cuando la

densidad celular era baja, para evitar la fotoinhibicion del crecimiento celular.

Después de 10 dias de la transformacion, se obtuvieron varias colonias en placas
con medio BG11l. En general, el numero de colonias era mayor que cuando la
seleccion se llevo a cabo a 52°C. Ademas, esta vez se observo que el nimero de
colonias aumenté a medida que lo hacia el DNA empleado para la

transformacion.

Se analizé, por PCR, la presencia de C2 en estas colonias (Fig. 2.36A),
comprobandose la sustitucion de kat por nirA de P. laminosum. Se observa en la
Figura 2.36A que las colonias estan transformadas en distinta medida, quedando
en todas ellas alguna copia de kat, ya que en todos los casos aparece la banda
correspondiente a 1800 pb. Ademas, todas las colonias analizadas han

incorporado nirA en su genoma (Fig. 2.36B).
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Figura 2.36. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de las PCRs realizadas
con el DNA de algunas colonias de células transformadas de T. elongatus BP-1
que crecieron en placas BG11. La PCR se llevd a cabo con los oligonucleétidos:
(A) FD2 y RU2. (B) nirAp.i F y nirAp. 1 R.
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Se tomaron al azar diversas colonias de las placas en medio BG1l, y una vez
analizadas genotipicamente (Figs 2.36A y 2.36B), se subcultivaron varias veces
en medio sdlido. Inicialmente, las colonias de células de T. elongatus BP-1
complementadas con el gen nirA de P. laminosum, se cultivaron en medio con
amonio (BGl1sinSA) para aumentar la densidad celular. Posteriormente, se

cultivaron en medio con nitrato (BG11).

Tras varios subcultivos a 48°C y una intensidad luminosa baja para proteger las
células del exceso de luz, crecieron algunas colonias en medio liquido BG11
mostrando un fenotipo normal de células capaces de crecer en medio con nitrato
como Unica fuente nitrogenada. Estas células eran ademas incapaces de crecer en

medio suplementado con kanamicina.

Finalmente, se analizé el crecimiento en medio con nitrato (BG11) de las células

de T. elongatus BP-1 nirA /kat® complementadas con nirA de P. laminosum.

El crecimiento se evalud a 45°C y a 55°C temperatura 6ptima de crecimiento de
P. laminosum y de T. elongatus BP-1, respectivamente. Simultaneamente, se
analizd el crecimiento de células de P. laminosum y silvestres de T. elongatus
BP-1 (Fig. 2.37). De esta manera, se pretendia averiguar si el crecimiento de T.
elongatus BP-1 estaba afectado por el hecho de que las células portasen en el

genoma su propio gen nirA o el correspondiente de P. laminosum.
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Figura 2.37. Crecimiento a (A) 45°C y (B) 55°C en medio BG11 de células
de P. laminosum, y de T. elongatus BP-1 bien sea silvestres o quiméricas.

A 45°C (Fig. 2.37A) las células de P. laminosum crecen mejor que las silvestres o
las quiméricas de T. elongatus BP-1, observandose una ligera diferencia a favor de

las silvestres a partir de las 125 h.
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A 55°C (Fig. 2.37B) se comprueba que las células de P. laminosum son incapaces
de crecer, mientras que lo hacen de forma satisfactoria las de T. elongatus BP-1.
Como antes, también se observan diferencias de crecimiento entre las células
silvestres y quiméricas de T. elongatus BP-1, siendo las silvestres las que

presentan un ligero mayor crecimiento.
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Introduccidn

3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Nitrito reductasa: reduccion de nitrito a amonio

La reduccion asimilatoria de nitrato a amonio es un paso clave del ciclo del
nitrégeno en la Biosfera. Como se ha descrito en el apartado 1.1.3, una vez
incorporado al interior celular, el nitrato es reducido a amonio por la accion
secuencial de las actividades cataliticas de la nitrato reductasa (NarB) y de la
nitrito reductasa (NirA), siendo éste segundo enzima, el encargado de la

reduccion del nitrito a amonio (Guerrero y Lara, 1987) (Fig. 3.1).

NirA es un enzima homodlogo al correspondiente de plantas superiores, ya que
ambos emplean los electrones (6e-) cedidos por la ferredoxina reducida
fotosintéticamente para catalizar la reduccion de nitrito a amonio (Manzano et al.,
1976). De manera artificial, las nitrito reductasas pueden aceptar los electrones
necesarios para reducir el nitrito de otros donadores, como es el caso del metil
violégeno. La union entre la ferredoxina y NirA esta mediada por interacciones
electrostaticas proteina:proteina. De hecho, en diversas nitrito reductasas de
microalgas y de cianobacterias se han descrito regiones ricas en aminoacidos
cargados positivamente, que contribuyen a dicha interaccién (Garcia-Sanchez et

al,, 1997; Curdt et al, 2000).
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Este tipo de nitrito reductasas asimilatorias necesita dos grupos prostéticos para
llevar a cabo la reduccién del nitrito. Por una parte, el cluster [Fe4-S4] y por otra el
grupo sirohemo. En algunas cianobacterias se ha comprobado que el gen cysG,
que codifica un enzima involucrado en la sintesis del sirohemo, se encuentra
situado junto al gen nirA de la nitrito reductasa (Bird y Wyman, 2003). A nivel
estructural, se ha descrito que el flujo de electrones comienza en la ferredoxina y
se dirige de uno en uno al cluster [Fes,-S;] (Knaff y Hirasawa, 1991).
Posteriormente, el electrén llega al sirohemo que coordina el nitrito, para que
éste, finalmente, sea reducido a amonio (Vega y Kamin, 1977; Luque et al,, 1993;

Swamy et al., 2005).

Las nitrito reductasas de cianobacterias han sido objeto de estudio a distintos
niveles (Manzano et al., 1976; Yabuki et al., 1985; Guerrero y Lara, 1987; Arizmendi
y Serra, 1990; Luque et al, 1993; Omata et al., 1993; Suzuki et al., 1995) y se ha
comprobado que presentan propiedades bioquimicas muy similares a las de otras
nitrito reductasas asimilatorias de plantas y algas, pero son muy distintas a las
caracterizadas de organismos no fotosintéticos (Méndez y Vega, 1981; Arizmendi

y Serra, 1990).
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Figura 3.1. Esquema de la reduccion del nitrato a amonio catalizada por la nitrato
reductasa (NarB) y nitrito reductasa (NirA) de Synechococcus elongatus PCC 7942.
Se indica el sustrato de cada una de ellas, los grupos prostéticos {cluster hierro (rojo)
azufre (verde), el cofactor de molibdeno para NarB y el cofactor de sirohemo para NirA}
y el flujo electronico (tomado de Flores et al., 2005).
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3.1.1.1. Nitrito reductasa de P. laminosum

La nitrito reductasa de P. laminosum ha sido purificada a partir de células crecidas
en nitrato como fuente nitrogenada. El protocolo de purificacion consta de 6
etapas cromatograficas, y la NirA asi purificada es un enzima soluble que consiste

en una Unica cadena polipeptidica de 54 kDa.

Este enzima, cataliza la reduccién de nitrato a amonio empleando tanto
ferredoxina como flavodoxina, metil violégeno y bencil violégeno reducidos
como donadores de electrones. Los valores de K, calculados para el nitrito y la

ferredoxina son 40 uM y 22 uM, respectivamente.

La proteina purificada muestra los maximos de absorcién a 281 nm, 391 nm
(Soret), 570 nm (o) y 695 nm, caracteristicos de las enzimas que tienen sirohemo
como grupo prostético. Las caracteristicas fisico-quimicas, cataliticas, cinéticas y
espectrales del enzima indicaron que es similar al correspondiente de organismos

eucariéticos fotosintéticos (Arizmendiy Serra, 1990).

3.1.1.2. Nitrito reductasa de T. elongatus BP-1

Aunque se conoce su secuencia aminoacidica, NirA de T. elongatus BP-1 es un

enzima que aun no ha sido estudiado.
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La NirA de P. laminosum y de T. elongatus BP-1 muestran una identidad del

67,1% (Fig. 3.2)

1 50
NirA P. laminosum (1) MTSTVPAETSLNKFEKEKSEKDGLAVKSELEDFARBGWEAMDE TDRDHRL
NirA T. elongatus BP-1 (1) —====——-- MSNKIEABKKEKDGLAVKQELEKFAAMGWENEPEADRDVRL

51 100
NirA P. laminosum  (51) RuMGHFFREVEOGRFMERMREPNGILTSGOERVLEEGVERYGEDGNEDIT
NirA T. elongatus BP-1 (42) ERwHGEFFRPVEPGRFMMRERMPNGILTSQOERTLEAEVBRYGENGNEDIT

101 150

NirA P. laminosum (101) TRPNEOERGEREEDIPBIFRRFEQAGHTSEOSGMDNVRNETGSPVAGIDA
NirA T. elongatus BP-1 (92) TRONHOERGEPEEDIPEIIEQLQACGHTSHOSGMDNVRNETGSPVAGIDA
151 200

NirA P. laminosum (151) DELIDTRGLIRK.QDMITNNGEGNPSFSNLPRKFNIAIAGCRDNSVHAEI
NirA T. elongatus BP-1 (142) AELIDTRPLIMK.QAMITNNGQGNPEFSNLPRKFNIAIEGGRDNSVHAEI

201 250
NirA P. laminosum (201) NDEAFVPAYRDGRLGENVLVGGEFSARRCEAAfPLNAWVDPRD-VVALCE
NirA T. elongatus BP-1 (192) NDWAFVPAYROGRLGFNVLVGGFFSARRCAAANPLDAWVPPDDAVVQLSR

251 300
NirA P. laminosum (250) AILIFWERITGCGENROKSRLMWLIDEWGMBKFRAEVEQQLGHPLOEAAPK
NirA T. elongatus BP-1 (242) AILEEERDHGPRENROKERLRWLIDEWGEEKFRAAVVAKLPFELLEAAAK

301 350
NirA P. laminosum (300) DEILWDKRDHEGEHAQKKPGLNYVGLLVPVGRLYAP-MEPLAREAEVYGD
NirA T. elongatus BP-1 (292) DEIDWDKRDHEGWMHRQOKQRRLNYVGLHVPVGRLYATDFEELARBAQVYGQ

351 400
NirA P. laminosum (349) GEMRLTVERKRDHSRTCPMBSWASLLEEPLLEKFSVSPGLLVRELVSCTG
NirA T. elongatus BP-1 (342) SEWRLTVEQN-VIIPHVPDAVEPSLLREPLLSKFRPEPPPLERALVSCTG

401 450
NirA P. laminosum (399) AQFCNFALIETKNRAMALIRELESELELARPVRIHWTGCPNSCGQPQVAD
NirA T. elongatus BP-1 (391) AEFCNFALIETKNRAEALARWLBOOLVLPQPVRIHWIGCPNSCGQPQVAD

451 500
NirA P. laminosum (449) IGLMGTKVREDGKATEGVDLYMGGKVGKHAELGTCVOKEIPCDBLKPELR
NirA T. elongatus BP-1 (441) IGLMGTKTRRNGETVDAVDLYMGGKVGKDAKLGTCVKKAIPCDELPEWLR

501 529
NirA P. laminosum (499) NELIEHFGARPR-------------—-—-
NirA T. elongatus BP-1 (491) QULIEQFGAQPRGSERPPVATPAVAMMVS

Figura 3.2. Comparacion entre las secuencias de NirA de P. laminosum y de T. elongatus BP-1.
Las secuencias se tomaron de la base de datos NCBI y se alinearon utilizando el programa Vector
NTI™. Los aminoécidos idénticos aparecen en rojo sobre fondo amarillo, los similares aparecen en
negro sobre fondo verde, y los no similares en negro.

115






Materiales y métodos

3.2. MATERIALES Y METODOS

Tabla 3.1. Reactivos y productos empleados especificamente en este capitulo agrupados por
proveedores. En cada caso se indica la ciudad y el pais de origen.

Proveedor Reactivos y productos ‘

BioRad . Acrilamida/bisacrilamida 30% (p/v)
Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range
Hércules, CA, EEUU Reactivo de Bradford

Trans-Blot membrana de nitrocelulosa
Unstained Precision Plus Protein Standards

GE Healthcare Azul de Coomassie: PhastGel Blue R
CL-4B-proteina A Sepharose
Upsala, Suecia IgG2a antihistidinas de raton

Sepharose™ Fast Flow Quelante

Merck Acetona
Acido tricloroacético
Darmstadt, Alemania B-Mercaptoetanol

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED)
Persulfato amodnico
SeroalbUimina bovina (BSA)

Millipore Co Unidades de filtracion por centrifugacion

Bedford, MA, EEUU

5Prime Taq DNA polimerasa

Gaithersburg, MD, EEUU

Quimivita Acido clorhidrico
Metanol
Badalona, Espaiia

Roche Inhibidores de proteasas sin EDTA

Mannheim, Alemania
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Sigma-Aldrich St. Anti-IgG de conejo conjugada a fosfatasa
alcalina
Louis, MO, EEUU Anti-IgG de ratén conjugada a fosfatasa alcalina
Dodecilsulfato sodico (SDS)
Etanolamina
Glicina
Imidazol
Leche en polvo
Metil violégeno
N-(1-Naftil)etilen-diamida (NEDA)
NBT-BCIP® solution
SeroalbUmina bovina (BSA)
Sulfanilamida
Sulfato de niquel
Tween-20
Thermo Scientific Dimetilpimelimidato
Taq DNA polimerasa
Ashford, Reino Unido

Whatman® DEAE-celulosa (DE-52)

Maidstone, Reino Unido

Tabla 3.2. Cepas bacterianas y plasmidos empleados para la expresion heteréloga en E. coli de
NirA de T. elongatus BP-1.

Cepa y plasmidos Descripcion Referencia

E. coli M15 [pREP4] | derivadas de E. coli K12 Nal® Str® Rif Thi~ Lac’ Qiagen
Ara® Gal® Mtl" F RecA” Uvr® Lon®, plasmido
PREP4 Km'

pPREP4 plasmido represor (derivado de pACYC con Qiagen
replicon p15A) lac I km'

PQE-30 UA vector de expresion Ap" Qiagen

PQE-30 UA nirA pQE-30UA Ap' codifica HisgNirA Este trabajo
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Para la clonacion de NirA se selecciond el vector pQE-30UA (Fig. 3.3). Este vector
permite el clonaje directo de productos de PCR, evitando el empleo de enzimas
de restriccion. Para que puedan ligarse el plasmido y el inserto, es necesario o
bien emplear para la amplificacion del inserto una polimerasa que no posea
actividad exonucleasa 3'-5', o bien tratar el producto amplificado con una
polimerasa de alta fidelidad, para que porte una adenina (A) en sus extremos 3'.
De esta manera la A de los extremos 3’ del inserto se une por

complementariedad con el vector, produciéndose asi la ligacion de ambos.

Este vector contiene ademas el gen bla, que codifica la B-lactamasa y le confiere
resistencia a la ampicilina, y una secuencia que codifica para la expresién de una
etiqueta de 6 residuos consecutivos de histidina en el extremo N-terminal de la
proteina de fusion. Esta etiqueta de hexahistidinas permite la posterior
purificacién de la proteina recombinante por IMAC (Immobilized-Metal Affinity

Chromatography).

La expresion de los genes clonados en los vectores de la serie pQE requiere altos
niveles del represor lac. Las células de E coli M15, empleadas como
hospedadoras de los vectores pQE, contienen un plasmido pREP4 que codifica
lacl. El represor lac se une a la secuencia promotora, lo que impide a la RNA
polimerasa de la célula hospedadora transcribir la secuencia clonada. Para inducir
la expresién de proteinas recombinantes clonadas en vectores pQE se emplea
isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG). Este inductor se une al represor lac,
bloqueando asi su unién a la regién promotora, de forma que la RNA polimerasa

es capaz de transcribir la secuencia clonada tras el promotor.
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Figura 3.3. Mapa del vector pQE-30UA (Qiagen).

3.2.1. Amplificacion de DNA mediante PCR

Las reacciones de amplificacion de DNA por PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo Hybaid, Ashford, Middlesex, Reino
Unido). El gen nirA se amplifico empleando los oligonucledtidos FnirA y RnirA
disefados a partir de la secuencia de nirA publicada en la base de datos

CyanoBase: www. genome.kazusa.or.jp/cyanobase/Thermo.

Las condiciones del programa de PCR aparecen detalladas en la Figura 3.4. La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen de 50 pl, que contenia como
molde 30 ng de DNA gendémico de T. elongatus BP-1, 04 uM de cada
oligonucleotido (Tabla 3.3), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 5 ul de
tampon de PCR (10x) y 1 U de Tag DNA polimerasa.
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Tabla 3.3. Oligonucleédtidos empleados para la amplificacion de nirA de T.
elongatus BP-1. Se detalla la temperatura de fusion (T), la longitud y el contenido GC
de cada uno de ellos.

Nombre " Secuencia5'-3’ T (°C) || Longitud {pb) % GC

FnirA Il gtgagcaacaaaattgaagc 53,2 20 40
RnirA || ttaggagaccatcatggcca 57,3 20 50

T(*C) Tiempo
— Figura 3.4. Condiciones de
Desnaitnﬂ?;'fac'm 95 5 min la reaccién de PCR para la
— amplificaciéon de nirA de T.
Desnaturalizacion o5 30s elongatus BP-1. Se realiz6 un
gradiente de temperaturas de
30 x Hibridacion * 1 min hibridacién  desde  44,8°C

hasta 52,3°C.
Elongacion 68 2min
Elongacion final 68 10 min

El tamafio del fragmento amplificado se analizé por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) como se detalla en el apartado 2.2.4. El fragmento de DNA
correspondiente a nirA se purifico a partir del gel de agarosa (como se indica en

el apartado 2.2.4.1.a).

3.2.2.  Construccion del plasmido pQE-30UA-HisgNirA
El vector linealizado y el producto de PCR amplificado se incubaron durante 16 h

a 16°C en la mezcla de reaccion, que contenia 4 pl de producto de PCR, 1 pl de

vector pQE-30UA y 5 ul de solucion de ligacion (Ligation Master Mix, Qiagen).
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3.2.3. Transformacion de células competentes

Para la expresion de la proteina NirA recombinante se utilizaron células de E. coli
M15 [pREP4] (Tabla 3.2). La mezcla de reaccion de ligacion se utilizd para la
transformacién por choque térmico a 42°C durante 90 s de células de E. coli
[PREP4] que se hicieron competentes mediante el método que emplea RbCl y

CaCl,, descrito por Qiagen (2003).

Las células transformadas se seleccionaron en placas LB agar 1,5% (p/v)
suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y 25 ng/ml de kanamicina. La cepa de
E. coli M15 [pREP4] es resistente a kanamicina, y los plasmidos de la serie pQE a
la ampicilina, de tal forma que en presencia de ambos antibidticos solo crecen las
células que han incorporado el vector, bien con inserto o bien sin él. Para
identificar las colonias positivas, éstas se analizaron como se detalla en el

apartado 2.2.10.3.

3.2.4. Métodos colorimétricos

3.2.4.1. Determinacion de proteina

La concentracién de proteina total de determiné segun Bradford (1976)
empleando seroalbimina bovina (BSA) como proteina patron. Se afiadieron 200
pl del reactivo comercial de Bradford a 800 pl de muestra, y se leyd la
absorbancia a 595 nm. Para determinar la concentracion de proteina en las
muestras, previamente, se realizd una recta patron de BSA (0-17 ug),

empleandose una disolucion madre de 0,25 mg/ml de BSA.
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3.2.4.2. Determinacion de nitrito

El nitrito se determind segun el método descrito por Snell y Snell (1949). A 400 ul
de muestra, se adicionaron 400 pl de sulfanilamida 58 mM en HCl al 10% (v/v) y
400 pl de N-(1-naftil)etilen-diamina (NEDA) 3,9 mM. La muestra se incubo
durante 10 min para que se desarrollase el color y posteriormente se leyo la
absorbancia a 540 nm. Para determinar la concentraciéon de nitrito en las

muestras, previamente, se realizd una recta patron de 0-10 uM de nitrito.

3.2.5. Métodos analiticos: electroforesis y Western blot

3.2.5.1. Electroforesis

Para la electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) se utilizd una cubeta Mini-PROTEAN® 3 de Bio-Rad (Hercules, PA,
EEUU). Se emplearon geles de 1 mm de espesor, con 10-12% (p/v) de
poliacrilamida en el gel separador y 4% (p/v) en el concentrador. Como tampén
de electrodos se empled Tris 3,0 % (p/v), glicina 14,4% (p/v) y SDS 1% (p/v). El
tampdn de muestra, cuya composicion se detalla en la Tabla 3.4, se afadié en
una proporcion 1:2 (v/v) con respecto al volumen de la muestra, y la mezcla se

calento durante 5 min a 95°C.

Para la separacion electroforética se utilizd un voltaje inicial de 50-60 V (hasta
que las muestras superaron la frontera entre el gel concentrador y el separador) y

después se ascendid hasta 100-150 V hasta que concluyé la electroforesis.
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En los geles se cargaron marcadores de masa molecular sin tefiir, en el caso de
que los geles fuesen a ser tefiidos posteriormente, o pretefiidos, si los geles eran

empleados para la deteccion de proteinas mediante Western blot.

Tras finalizar la electroforesis, y segun cual fuese su finalidad, los geles se tifieron
con Azul de Coomassie, o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para

la posterior deteccion de las proteinas diana mediante Western blot.

Tabla 3.4. Composicién del tampon de muestra. Antes de usarlo se suplement6
con 50 pl de B-mercaptoetanol por cada 950 pl de tampdn de muestra.

Tris- HCl, pH 6,8 62,5mM
Glicerol 25% (v/v)
SDS 2% (p/v)

Azul de bromofenol trazas
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3.25.2. Western blot

Los geles se equilibraron, junto con las membranas de nitrocelulosa, durante 20
minutos en tampoén de transferencia (Tris 0,30% (p/v), glicina 1,44% (p/v),
metanol 20% (v/v)). Para la transferencia se empled un equipo Multiphor II (GE
Healthcare, Upsala, Suecia). El gel, junto con la membrana, se colocaron sobre la
base anddica de grafito rodeados ambos de papeles de filtro 3 MM de Whatman
(Maidstone, Reino Unido) empapados en tampdn de transferencia. Se conecto el
equipo a una fuente de alimentacion ECPS 3000/150 (GE Healthcare, Upsala,

Suecia) y se transfirieron las proteinas durante 1 h a una intensidad de 150 mA.

La membrana se lavé con TBS (Tris 0,05 M, NaCl 150 mM, pH 7,5) y se incubd
16 h a 4°C en tampon de bloqueo (BSA al 1% (p/v), leche descremada al 1% (p/v)
y Tween 20 al 0,3% (p/v) en TBS).

Posteriormente, se afiadio el anticuerpo primario en tampoén de bloqueo, y se
incubo 1 h a temperatura ambiente y con agitacion suave. Se lavé la membrana 5
veces durante 5 min cada vez con TBS, y se incubd con el anticuerpo secundario
anti-IgG de conejo o de raton, conjugado a fosfatasa alcalina, a una dilucion
1/2000 (v/v) en tampdén de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se lavo la membrana de nuevo con TBS, y se procedio a
su revelado. El tipo y concentracion de anticuerpo primario empleado se detalla

en los aparatados correspondientes
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Para visualizar la localizacién de la proteina diana, se incub6 la membrana en 5 ml
de solucion de deteccion (0,1 M de Tris-HCl, pH 9,5, 0,1 M de NaCl, 50 mM de
MgCl, y 100 ul de NBT-BCIP®) con agitaciéon hasta que aparecid la banda
indicativa de la actividad fosfatasa alcalina. La reacciéon se detuvo lavando la

membrana abundantemente con agua destilada.

3.2.6. Expresion y purificacion de HisgNirA de T. elongatus

BP-1

Las células transformadas de E. coli se cultivaron durante 16 h a 37°C en medio LB
(2 x 100 ml), suplementado con 25 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de
ampicilina. El cultivo se escaléo a 1 |, y se incubé a 37°C hasta alcanzar una
absorbancia a 600 nm de 0,6-0,8 unidades. Se indujo la expresion a 25°C con
IPTG a una concentracion final de 0,3 mM durante 90 min. Las células se
cosecharon por centrifugacion a 8000 xg durante 10 min, a 4°C, en una
centrifuga Kubota 7820 (Kubota Corporation, Tokio, Japdn), y se resuspendieron
en 25 ml de tampon de lisis: Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH
7,3. La suspension celular se incubd con lisozima (0,1% p/v) durante 1 h a 4°C. Las
células se lisaron por ultrasonacion durante 15 min a una amplitud del 14% (60 s
on/30 s off) en un ultrasonador Branson Sonifier® 250 (Danbury, CT, EEUU). El

lisado celular se centrifugd a 9500 xg durante 30 min a 4°C.
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El sobrenadante obtenido se cromatografio en una columna de Sepharose
quelante Fast-Flow, previamente activada con Ni** y preequilibrada con tampén
de lisis. La cromatografia se llevd a cabo en un equipo AKTA UPCBasic controlado
mediante el software UNICORN 5.1. (GE-Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Suecia). La columna se lavo con Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM,
pH 7,3y la elucién de HisgNirA se llevé a cabo con un gradiente de imidazol lineal
(de 20 mM a 250 mM) de 30 ml a un flujo de 1 ml/min en tampodn Tris-HCI 50
mM, NaCl 300 mM, pH 7,3. La pureza de las fracciones de 1,5 ml recogidas se
analizd mediante SDS-PAGE.

Las fracciones activas se juntaron y almacenaron a 4°C 6 a -20°C. En la mayoria
de los casos, debido a que la proteina presentaba una alta tendencia a formar
agregados de color blanco constituidos por proteina insolubilizada, las fracciones
se diluyeron en tampén Tris-HCl 50 mM, pH 7,3, hasta una concentracion final de

aproximadamente 0,1 mg proteina/ml.

3.2.7. Digestion de proteinas en gel

Las bandas correspondientes a las proteinas se recortaron del gel y se sometieron
a digestion triptica siguiendo el método de Shevchenko et al. (1996). Una vez
deshidratadas con acetonitrilo, se sometieron a digestion in situ con tripsina (12.5

ng/ul) (Roche Diagnostics, Manheim Alemania) durante 16 h a 37°C.
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Los péptidos asi obtenidos se extrajeron del gel empleando primero una solucién
al 50% (v/v) de acetonitrilo (ACN), y después con acido trifluoroacético al 0,1%
(v/v) en ACN. Estas muestras se secaron por centrifugacion a vacio, y antes del
analisis los sedimentos se resuspendieron en 10 pl de acido formico (FA) al 0,1%

(v/v) y se aplicaron directamente en el sistema de cromatografia liquida.

3.2.8. Cromatografia liquida y espectrometria de masas.

Los espectros de masas en tandem se obtuvieron en el Servicio General de
Protedmica de la UPV/EHU utilizando un espectrometro de masas SYNAPT HDMS
(Waters™ Corporation, Milford, MA, EEUU) conectado a un sistema de

cromatografia NanoAcquity UPLC (Waters).

Se tomaron 8 pl de la muestra de péptidos generados en la digestion triptica y se
cargaron en una precolumna Symmetry 300 C18, 180 um x 20 mm (Waters™). Se
lavo la precolumna con FA 0.1% (v/v) durante 3 minutos a un flujo de 5 ul/min, y
se conecté a una columna BEH130 C18, 75 um x 200 mm, 1,7 um (Waters™)
equilibrada en ACN 3%, FA 0,1%. El flujo se ajusté a 0,3 ul/min, y los péptidos se
eluyeron con un gradiente lineal de 30 min entre 3% y 60% de ACN directamente
en la punta capilar del nano-electrospray. El voltaje del capilar se ajustd entre

3000-3500 V para obtener la mejor relacion sefal/ruido.
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Para la obtencién de espectros MS/MS, el espectrémetro de masas se programo
en modo DDA (Data Dependent Acquisition) en el cual se fragmentan los 3
precursores mas intensos de cada barrido en un intervalo de m/z entre 350-1990,
que contengan 2, 3 o 4 cargas positivas, y con una intensidad superior a 20
cuentas/barrido. Los espectros de masas se procesaron con el programa VEMS
(Matthiesen et al., 2004) y se contrastaron frente a la base de dato publica NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el motor de busqueda MASCOT
(Matrixscience). Para la identificacion de las proteinas se establecieron los
siguientes parametros de busqueda: carboxiamidometilacion completa de
cisteinas, oxidacion variable de metioninas, error maximo en la masa peptidica 50
ppm, error maximo en la masa de los fragmentos, 0,1 Da, digestion con tripsina y

omision de lugares de corte, 1.

Tanto la digestion de proteinas en gel como la cromatografia liquida y la
espectrometria de masas fueron realizadas en el Servicio General de Protedmica

de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU).

3.29. Ensayo de la actividad nitrito reductasa

La actividad NirA se ensaydé empleando como donador artificial de electrones
metil violdbgeno reducido con ditionito sodico. A un volumen de 1 ml, que
contenia el enzima en tampoén Tris-HCI 100 mM, pH 7,5, se le adicionaron 500 pl
de tampdn que contenia Tris-HCl 100 mM, pH 7,5 con 8 mM de NaNO, y 9,6 mM
de metil violbgeno. La mezcla se preincubd 5 min a 45°C, y posteriormente se
inicio la reaccion con la adicion de 100 ul de una disolucion de ditionito sédico

320 mM en NaHCO5 0,3 M.
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La reaccion se detuvo, al cabo de 15 minutos, agitando vigorosamente los tubos
hasta decolorar el metil violégeno reducido con el objetivo de oxidar por
completo el ditionito sdédico. Como controles se emplearon tubos a los que el

ditionito sodico se adicion6 previamente oxidado.

Se tomaron 100 pl de las muestras y se llevaron a un volumen final de 5 ml con
agua destilada. Posteriormente, se tomaron 400 pl de esta dilucién para la

determinacion del nitrito.
3.2.10. Caracterizacion de la actividad nitrito reductasa in
vitro catalizada por HisgNirA

3.2.10.1.Efecto de la temperatura en la actividad

Para determinar la temperatura Optima de actividad, se realizaron ensayos a

distintas temperaturas: 30°C, 35°C, 40°C, 45°C y 50°C.
3.2.10.2.Estabilidad térmica de HisgNirA

Se analizo el efecto que tenia sobre la estabilidad de la actividad nitrito reductasa
la preincubacion del enzima a distintas temperaturas. La preincubacién (10 min)

se realiz6 en ausencia y en presencia de NaNO,,

130



Materiales y métodos

3.2.10.3.Efecto del pH en la actividad

Para determinar el pH optimo de actividad, se ensay¢ la actividad empleando
tampones 0,1 M de fosfato sédico y 0,1 M de Tris-HCl ajustados a distintos
valores de pH. El pH que se consider6 para la representacion grafica era el
registrado al final de la reaccion empleando un pHmetro 3510 Jenway (Essex,

Reino Unido).
3.2.10.4.Propiedades cinéticas de la actividad

La actividad nitrito reductasa catalizada por HisgNirA se determin6 con distintas
concentraciones de NaNO; (2,5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM). El ajuste de
los datos cinéticos obtenidos se realizd por regresion no lineal a una hipérbola
rectangular equildtera empleando el Excel con la herramienta Solver. Con los
datos obtenidos se calcularon los valores de la constante de Michaelis-Menten

(Km) y de la velocidad maxima (Vmsy).
3.2.10.5.Analisis estadistico de los resultados

Todos los experimentos se realizaron al menos dos veces y las determinaciones

se llevaron a cabo por duplicado.
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3.2.11. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-HisgNirA

Para llevar a cabo el protocolo de inmunizacion de dos conejos, se empled una
preparacion purificada de HisgNirA obtenida por IMAC en la elucion de la

columna equilibrada con Ni?*.

Los sueros obtenidos tras el proceso de inmunizacién se purificaron por
cromatografia de afinidad en una columna de agarosa en la que se inmovilizé
una muestra soluble de HisgNirA obtenida en la elucidon de la columna de IMAC

equilibrada con Ni2* (Abyntek, Derio, Espaina).

3.2.12. Purificacion de la nitrito reductasa de células

silvestres de T. elongatus BP-1

3.2.12.1.Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-celulosa

Cultivos de células silvestres de T. elongatus BP-1, crecidas con nitrato en medio
BG1l y luego sometidas a deficiencia nitrogenada en medio BGllsin, se
cosecharon y lavaron 2 veces con tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, a 4°C por
centrifugacion durante 5 min a 1500 xg en una centrifuga Allegra™ X-22R
(Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU). Finalmente, las células se
resuspendieron en 50 ml de tampdn de lavado, se adiciono lisozima al 0,1% (p/v)
y se incubo la suspensién celular durante 1 h a 4°C. Se adicionaron 2 pastillas de
inhibidores de proteasas y la preparacion se ultrasoné durante 25 min (60 s on/30
s off) a una amplitud del 14% mediante un ultrasonador Branson Sonifier® 250
(Danbury, CT, EEUU). El lisado celular se centrifugd 2 veces a 9500 xg durante 30

min a 4°C en la misma centrifuga que la utilizada para el lavado de las células.
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El lisado celular se aplic6 a un flujo de 0,1 ml/min a una columna (1,6 x 8 cm) de
DEAE-celulosa (DE-52) previamente equilibrada en Tris-HCl 50 mM, pH 8,0. La
cromatografia se llevd a cabo en un equipo AKTA UPCBasic controlado mediante
el software UNICORN 5.1. (GE-Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). La
columna se lavo con tampdn de equilibrado, y las proteinas retenidas se eluyeron
con un gradiente lineal de 40 ml de KCl de 0-1 M en tampdn de equilibrado a un

flujo de 1 ml/min.

Se recogieron fracciones de 5 ml que se analizaron por SDS-PAGE seguida de
Western blot. Las fracciones activas seleccionadas para la siguiente cromatografia
de inmunoafinidad se juntaron y se dializaron durante 16 h a 4°C frente a tampdn

Tris-HCI 50 mM, pH 8,0.

133



Materiales y métodos

3.2.12.2.Preparacion de la columna de inmunoafinidad

Se pesaron 0,4 g de resina Sepharose CL-4B-Proteina A y se hidrataron sobre 40
ml de agua ultrapura (MilliQ, Millipore, Bedford, MA, EEUU). La resina se agitd
suavemente con una pipeta de vidrio y se incubd 16 h a 4°C. Transcurrido este
tiempo se decanto el liquido y se afladieron 750 pl de Tampdn de Unién (borato
sédico 0,1 M, pH 9,0) y 2 mg de anti-HisgNirA. La mezcla se agitdé 1 h a
temperatura ambiente mediante un Intelli-Mixer-RM-2L (Elmi, Riga, Letonia).
Posteriormente, la resina se sedimento, se decanté el sobrenadante, y la resina se
lavo con 20 ml de tampon borato sodico 0,1 M, pH 9,0, por centrifugacién a
500 xg, empledndose una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coulter Inc,
Fullerton, CA, EEUU). Tras decantar nuevamente el sobrenadante se afadié el
agente entrecruzante dimetilpimelimidato (DMP) a una concentracién final de 20
mM en tampdn borato sédico 0,1 M, pH 9,0. La mezcla se incubé durante 45 min
empleandose el sistema de agitacion anterior. Transcurridos 45 min, se dejé
sedimentar la resina y se afiadieron 5 ml de tampdn etanolamina 0,1 M, pH 8,2,
para bloquear el exceso de grupos reactivos y detener asi la reaccion de
entrecruzamiento. La resina se incubd con este tampdén durante 2 h a
temperatura ambiente. Finalmente, se dej6é sedimentar la resina, se decanté el
tampon de bloqueo y se lavo 3 veces la resina con tampdn Tris-HClI 50 mM,

pH 8,0, mediante sedimentacion-decantacion.
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3.2.12.2.a. Cromatografia de inmunoafinidad

Las fracciones seleccionadas de la cromatografia de intercambio idnico se
dializaron durante 16 h frente a 1 | de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, y se concentraron
empleando unidades de filtracion de 50000 MWCO centrifugando a 2000 xg en
una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, EEUU).
Finalmente, la preparacion se cromatografié en la columna de inmunoafinidad
empleandose un equipo AKTA UPC Basic controlado mediante el software
UNICORN 5.1. (GE-Healthcare Bio-sciences AB, Uppsala, Suecia). Se empled un
flujo de 0,2 ml/min para la carga de la muestra, y tras ésta, la columna se lavé con
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. Posteriormente, se realizé una elucion acida con glicina
100 mM, pH 2,5 seguida de otra basica con trietilamina 100 mM, pH 11,5. Las
fracciones de 1 ml recogidas se neutralizaron con 1 ml de tampén Tris-HCl, 1 M,

pH 8,0 (Harlow y Lane, 1998).
Precipitacion de proteina con acido tricloroacético (TCA) y acetona

Para analizar las muestras obtenidas en la cromatografia de inmunoafinidad se
precipitd la proteina de las mismas. Para ello, se tom6 1 ml de cada fraccion
eludia en la cromatografia de inmunoafinidad, y se afadié TCA al 20% (v/v). Las
muestras se agitaron y posteriormente se incubaron durante 1 h en bafo de
hielo. El sobrenadante se retird tras centrifugar la muestra a 15000 xg durante 15

min (Microfuge® 18; Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, EEUU).
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Se anadieron 50 pl de una mezcla acetona en HCl al 0,2% (v/v) mantenida a -20°C
y las muestras se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones que
anteriormente. Se repitié un segundo lavado con otros 50 pl de acetona en HCl al
0,2% (v/v), y finalmente se retird la acetona dejando las muestras en reposo

durante 30 min para que el disolvente se evaporase completamente.
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3.2.13. Seguimiento de la expresion in vivo de la proteina

NirA

Se realizaron 3 cultivos de 100 ml de volumen de células de T. elongatus BP-1 en
medios con diferentes fuente nitrogenada. Uno de ellos con amonio (BG11sinSA),
otro con nitrito (BG11sinSNI), y el tercero con nitrato (BG11). En todos los casos,
la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo era de 4 mM. Las células asi
cultivadas, se cosecharon en fase de crecimiento exponencial por centrifugacién
(durante 5 min a temperatura ambiente, a 1500 xg) empledndose una centrifuga
AIIegraTM X-22R (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, EEUU). Las células se lavaron
3 veces por centrifugacion con medio carente de fuente nitrogenada (BG11sin) en
las mismas condiciones que las anteriormente descritas. Las células provenientes
de cada uno de los tres tipos de cultivos se emplearon para inocular cultivos de
100 ml de medios BG11sinSA, BG11sinSNI, BG11 y BG11sin (Fig. 3.5). De nuevo,
la concentracion de la fuente de nitrogeno era 4 mM, salvo en los cultivos
carentes de fuente nitrogenada. Los cultivos se incubaron a 48°C bajo una
intensidad luminosa de 30 pE - m% s. Alcabode O h,1h,3h, 6h, 9h, 24 h, 48
h'y 96 h se tomaron muestras de 2 ml de cada cultivo. Uno de ellos se empled
para determinar el valor de turbidez de los cultivos (registrando la absorbancia a
730 nm). Las células del ml restante se cosecharon por centrifugacion (a 2000 xg
durante 5 min a temperatura ambiente) empleando una centrifuga Microfuge® 18

(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, EEUU) y se almacenaron a -80°C.
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Finalizado el experimento, las muestras, estas se descongelaron y se les afiadio
tampon de carga para SDS-PAGE para solubilizarlas. El tampon de carga se
anadid en proporcion a la densidad celular registrada. Las muestras se calentaron
durante 5 min a 95°C y después se centrifugaron durante 10 min a 12000 xg. Se
recogieron los sobrenadantes, y se cargaron (10 pl) en los geles de poliacrilamida.
Tras la separacién electroforética la deteccidén de las bandas se llevo a cabo por
Western blot empleando como anticuerpo primario una dilucion de anti-HisgNirA

1/1000 (v/v) en TBS.

AMONIO NITRATO

JAY Rl VAN JAY FAY YA

BG11sinSA (amonio)

AY VAN JAY FAY JA
LAl—lalalall

BG11 (nitrato)

Figura 3.5. Cultivos empleados para el estudio de la expresién de NirA in vivo.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Operon nirA-nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1

El operdn nirA-nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1 presenta una secuencia de la
zona promotora tipica de las cianobacterias en las que la transcripcién de dicho

promotor esta regulada por NtcA (Fig. 3.6).

GGGCGTGCAATCACCGCATTCCCCAACGCGCTTTGGGCCACATGACCCCC
ATCGAGAGACTCCGAACGTGGCAAATGGAGGGACCAGAGTTGTTCAGTTC
ACAGGTAGATAATGTCGCGGGTCTTGATAGTTAGCAATAAATACAGTTTC
AGAATATCTGTAATACAAAAACTGTATCGAGACAAGAAAAAA
AAATGTTCATGATTCATCTGGC GGATGTTCAACTGACC
CATTGAAGACAAGGGCAACAACCGTGAGCA

Figura 3.6. Secuencia de la zona promotora del operén nirA-nrtABCD-narB en T. elongatus
BP-1. En verde se sefala la secuencia palindromica consenso (GTANSTAC) para la unidn de NtcA, en
azul la caja -10 (TAN3T) y en rojo el coddn correspondiente al inicio de NirA.

Una de las mayores ventajas de conocer el genoma de T. elongatus BP-1 supone
disponer de la secuencia de los genes de interés, sin necesidad de recurrir a la
comparaciéon de secuencias con los correspondientes a otros organismos. En este
caso, a diferencia de lo que sucede habitualmente, el conocimiento del gen
precede a la proteina. Es decir, el flujo de informacién sigue una direccion
contraria a la habitual permitiendo clonar la proteina directamente sin tener que
realizar estudios de homologia con otras NirA de cianobacterias. En este caso, se
ha utilizado esta informacion para clonar en E. coli la proteina NirA de T.

elongatus BP-1.
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3.3.2. Clonacién, expresion y purificacion de NirA de

T. elongatus BP-1

La eleccion de los oligonucledtidos y de la polimerasa a emplear fueron los
pertinentes para que el producto amplificado pudiese ser clonado en el vector
pPQE-30UA, y el resultado de dicha amplificacién se correspondiese con nirA. Para
dicha amplificacién, se llevo a cabo un gradiente de temperaturas para el paso de
hibridacion (Fig. 3.7). En todos los casos, se obtuvieron 2 productos de
amplificacién, aunque la cantidad del producto de menor nimero de bases

disminuia a medida que aumentaba la temperatura de hibridacion.

2000 d
U ) A (ot s ) S

1000

el Gt ol

800

Figura 3.7. Amplificacion de nirA de T. elongatus BP-1 con los oligonucleétidos FnirA y RnirA.
Se detalla la temperatura de hibridacion utilizada en cada caso. M: marcadores HyperlLadder I.
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Tras purificar del gel de agarosa la banda de 1536 pb, correspondiente al
fragmento nirA de T. elongatus BP-1, y cuantificar la concentracion de DNA de la

misma, esta se clond en el vector pQE-30UA.

Se seleccionaron las colonias de células transformadas de E. coli como se detalla
en el apartado 2.2.10.3. El extracto obtenido a partir de 1 | de células de E. coli se
cromatografié en una columna de Sepharose™ Fast Flow quelante, previamente
equilibrada con Ni**. La proteina recombinante se eluyé con un gradiente lineal
de imidazol (Fig. 3.8). Las fracciones recogidas en el gradiente, asi como las
correspondientes al lavado con Tris-HCl 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM,
al extracto cargado en la columna y a la proteina no retenida, se analizaron por

SDS-PAGE (Fig. 3.9).
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Figura 3.8. Cromatograma obtenido en la purificacion por IMAC del extracto
proveniente de 1 | de células de E. coli transformadas con el vector pQE-30 UA NirA.
(-) Registro de la absorbancia a 280 nm. (-) Gradiente de imidazol.
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Al cromatografiar la preparacion en la columna de IMAC, la mayoria de las
proteinas no se retenian y aparecian en el eluato (Fig. 3.9). Con el lavado
eluyeron proteinas que habian quedado débilmente retenidas en la resina. En la
elucion con el gradiente lineal de imidazol, HisgNirA eluy6 a 250 mM de imidazol
(Fig. 3.8). Las fracciones que eluyeron a las concentraciones mas elevadas de
imidazol, es decir las que contenian las proteinas que habian quedado
fuertemente retenidas en la resina activada con Ni**, presentaban dos proteinas.
Una proteina mayoritaria de aproximadamente 58 kDa, y otra en menor
concentracién de aproximadamente 44 kDa. El rendimiento de la purificacion era

de 6 mg de proteina pura por cada litro de cultivo de E. coli.

Las nitrito reductasas de la mayoria de los organismos fotosintéticos consisten en
una Unica cadena polipeptidica de masa molecular que oscila entre 52 y 75 kDa
(Vega y Kamin, 1977; Guerrero y Lara, 1987; Merchan et al., 1995; Suzuki et al,
1995; Flores et al., 2005). En este caso, la masa molecular tedrica de 58.487 kDa

calculada para HisgNirA de T. elongatus BP-1 se corresponde con la banda

superior.

R — Figura 3.9. Expresion y purificacion de
HisgNirA. Se muestra el analisis por SDS-

75 PAGE en un gel de poliacrilamida al 12%
(p/v) tefiido con azul de Coomassie. (M)

50 ~ Marcadores de masa molecular (SDS-PAGE
Precision Plus Protein Standards) (1)

Fraccion de proteina soluble total tras la

ruptura por ultrasonacion. (2) Fraccion de

proteina no retenida en la columna

37 equilibrada con Ni**. (3) Elucién con

imidazol 20 mM. (4) Fracciéon de proteina
pura.
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Se comprobd, como se detalla en el apartado 3.2.9, que las fracciones
presentaban actividad nitrito reductasa. El hecho de que la proteina HisgNirA
expresada en E. coli presente actividad nitrito reductasa implica que el sirohemo
estd unido correctamente a la proteina, y que los niveles del mismo son
adecuados para que se manifieste la actividad. Sin embargo, es probable, que
como ocurre en la sobreexpresion en E. coli de otras nitrito y sulfito reductasas,
no toda la proteina recombinante sea activa, bien porque algunas moléculas
hayan perdido el sirohemo durante la purificacién (Vega y Kamin, 1977), o porque
los niveles de sirohemo y/o del cluster [Fe4-S4] sintetizados por E. coli no sean
suficientes para dotar de grupos prostéticos a la apoproteina recombinante. Para
facilitar la sintesis de sirohemo en células de E. coli se han hecho algunas
variantes en la sobreexpresion y purificacién de este tipo de proteinas. Asi, en la
NirA de espinaca (Bellissimo y Privalle, 1995) se ha analizado el efecto sobre la
actividad de la adicion al medio de cultivo de precursores del grupo hemo, como
el acido 8-aminolevulinico (Warren et al., 1994). Para la sobreexpresion de la SirA
de E. coli (Wu et al, 1991) o de la NirA de Anabaena sp. PCC 7120 (Curdt et al,
2000), se ha coexpresado CysG, una proteina necesaria para catalizar la sintesis

del sirohemo en E. coliy Salmonella typhimurium (Woodcock et al,, 1998).
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En el caso de la expresion y purificacién de NirA de T. elongatus BP-1, la
deteccién de actividad nitrito reductasa empleando metil violégeno reducido con
ditionito como donador artificial de electrones, confirma que se ha purificado la
proteina deseada. Sin embargo, la banda de menor masa molecular (44 kDa) que
coeluye en la IMAC con la proteina NirA no parece ser una impureza de E. coli,
porque queda fuertemente retenida en la resina cargada de Ni**. Para averiguar
si la proteina de 44 kDa era una forma degradada de la de 58 kDa, se analizd una
de las fracciones que contenia ambas proteinas por SDS-PAGE seguida de

Western blot empleando anticuerpos antiHiss (Figura 3.10).

kDa
124 R
g0 Figura 3.10. Purificaciéon de HisgNirA.
(1) Western blot de la proteina
49.1 W 58kDa purificada utilizando anticuerpos
S 44 kDa monoclonales anti-cola de histidinas.
34.8 (M) Marcadores pretefiidos de masa
© | - molecular (SDS-PAGE Standards broad
58.9 range)
20.6
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Se comprobd que la banda de aproximadamente 44 kDa también posee la
etiqueta de hexahistidinas, ya que es detectada por los anticuerpos antiHis¢ (Fig.
3.10). Este resultado indica que la proteina de 44 kDa puede ser un producto de
degradacién de NirA a lo largo del proceso de la purificacion. Para inhibir la
posible proteolisis de NirA, se repitid la misma cromatografia empledndose
inhibidores de proteasas. Sin embargo, el resultado de la purificacién era
parecido, y la inhibicion de las proteasas no suponia un descenso en la cantidad
detectada de proteina de 44 kDa. Este resultado sugiere que la presencia de esta
proteina no es consecuencia de la degradacion de His¢gNirA durante el proceso de

purificacion.

Para conocer el punto de corte en que se hidrolizé HisgNirA, se digirieron con
tripsina ambas proteinas, extraidas de un gel de poliacrilamida, y se analizaron
por espectrometria de masas (Figs 3.11 y 3.12), como se detalla en los

aparatados 3.2.7 y 3.2.8.
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Figura 3.11. Secuencia de NirA. En rojo los péptidos de NirA identificados en la

banda de aproximadamente 58 kDa. En azul se sefialan los residuos de cisteina.
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501 PRGSERPPVA TPAVAMMVS

Figura 3.12. Secuencia de NirA. En
banda de aproximadamente 44 kDa.

rojo los péptidos de NirA identificados en la

El analisis de péptidos de ambas bandas (Figs 3.11 y 3.12) confirma que la
proteina de menor masa molecular es una forma truncada de HisgNirA. En
concreto, de una proteina carente de los Ultimos 135 aminoacidos del extremo
carboxilo-terminal (estimacion aproximada). El hecho de que exista un patrén tan
claro de protedlisis, que origina una proteina de 44 kDa como el producto
mayoritario de degradacién, sugiere que en la secuencia de NirA existe una zona
particularmente expuesta o especialmente sensible a la accién de proteasas. La
presencia de una proteina similar de 40 kDa se ha descrito en la purificacion de
NirA de células silvestres de P. laminosum. En este caso, la presencia de la
proteina truncada se ha asociado a la degradacion de NirA durante el proceso de

purificacion (Arizmendi, 1989)
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Para comprobar si este supuesto producto de degradacion de la proteina
recombinante existe antes o después de la ruptura celular de E. coli, se han
analizado por SDS-PAGE seguida de Western blot células de E. coli solubilizadas
con detergente y cosechadas a distintos tiempos de induccién con IPTG (Fig.
3.13). El Western blot con anticuerpos anti-His¢NirA (apartado 3.2.5.2)
proporciona una sefal especialmente intensa para ambas proteinas desde los
instantes iniciales tras la adicion de IPTG. También se comprueba que existen
otros productos de degradacion de menor masa molecular, pero es

especialmente intensa la sefial de HisgNirA y de la forma truncada de 44 kDa.

M (kDa) CNI 30min 2h 5h M(kDa) CNI 30min 2h 5h

75 75

50 0

37 37

Figura 3.13. Induccion con IPTG de las expresion de NirA en células de E. coli transformadas
con pQE-30UA-nirA. Western blot de células de E. coli transformadas con pQE-30UA-nirA
cosechadas antes de la induccién con IPTG (CNI) y a distintos tiempos de la misma (30 min, 2 hy 5
h). La induccion se llevo a cabo a 25°C y 30°C. Las células se solubilizaron con tampdn de carga y
como anticuerpos primarios se emplearon anti-HisgNirA (1/10000 (v/v) en TBS).
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Resultados similares se obtuvieron en la expresion de la NirA de espinaca en E.
coli (Bellissimo y Privalle, 1995). En este caso, también se detecté por Western blot
que NirA era degradada durante la induccién con IPTG, y que también existia una

banda proteica de degradacién predominante.

Los primeros estudios detallados de la estructura de las nitrito y sulfito reductasas
asimilatorias de plantas, bacterias y cianobacterias, se llevaron a cabo con sulfito
reductasas asimilatorias. Los estudios se centraron en la subunidad hemoproteica
de la sulfito reductasa de E. coli y de Salmonella typhimurium (Ostrowski et al,

1989) asi como la de Mycobacterium tuberculosis (Schnell et al., 2005)

En muchos casos, existe una alta homologia entre las sulfito reductasas y nitrito
reductasas, pudiendo en algunos casos catalizar la reduccion de ambos sustratos,
si bien cada una de ellas muestra una mayor afinidad por su respectivo sustrato
(Crane y Getzoff, 1996). La sulfito reductasa asimilatoria, es un enzima complejo
formado por 2 péptidos distintos que originan estructuras oligoméricas de tipo
a4Ps, siendo la subunidad o una flavoproteina (que contiene FMN y FAD) y la B
una hemoproteina (HP) que porta el cluster [FesS4] y el grupo sirohemo. En la
hemoproteina se han detectado 4 residuos de cisteina clave para el anclaje de los
grupos prostéticos (Ostrowski et al., 1989). Estas mismas cisteinas se encuentran
conservadas en varias sulfito y nitrito reductasas de plantas, bacterias vy
cianobacterias (sefialadas en rosa sobre fondo gris en la Figura 3.14). En
particular, en la NirA de espinaca se ha comprobado que estas 4 cisteinas forman

parte de uno de los 3 dominios de la misma (Swamy et al., 2005).
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Figura 3.14. Comparacion de secuencias de la NirA y SirHP de algunas bacterias,
cianobacterias y plantas superiores. Nitrito reductasa de Mycobacterium tuberculosis (Nir
Mycobacteriun). Nitrito reductasa de Anabaena sp. PCC 7120 (Nir Anabaena sp). Nitrito reductasa
de espinaca (Nir Espi). Nitrito reductasa de maiz (Nir maize). Nitrito reductasa de P. laminosum (Nir
P. lamin). Nitrito reductasa de Synechococcus sp. PCC 7942 (Nir. Synec). Subunidad hemoproteica de
la sulfito reductasa de E. coli (Sir HP E. coli). Nitrito reductasa de T. elongatus BP-1 (NirA T. elong).
Nitrito reductasa de T. elongatus BP-1 truncada obtenida tras la purificacién por IMAC (NirA T. elong
trunc). Las secuencias se tomaron de la base de datos NCBI y se alinearon utilizando el programa
Vector NTI'™. Los aminoacidos idénticos en todas aparecen en rojo sobre fondo amarillo. Los
aminoacidos conservados aparecen en azul sobre fondo turquesa. Los aminoacidos poco similares
aparecen en verde, los similares aparecen en negro sobre fondo verde, y los no similares aparecen
en negro.
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Estudios realizados con algunas de las proteinas alineadas en la Figura 3.14 han
mostrado, que los cuatro residuos de cisteina mencionados son responsables de
unir tanto el cluster [Fe;S;] como el grupo sirohemo. En concreto, las cuatro
cisteinas unen el cluster, y ademas, una de ellas une también el sirohemo (Luque

et al, 1993; Schnell et al., 2005; Swamy et al., 2005).

De este modo, se forma un puente entre ambos grupos prostéticos, lo que

permite que los electrones cedidos por la ferredoxina reducida lleguen al nitrito.

La degradacion, en el caso de la clonacion, expresion y purificacién de NirA de
T. elongatus BP-1 podria estar basada en la propia estructura de las nitrito/sulfito
reductasas, y por la conformacién que estas presentan en funciéon de si tienen
unidos o no los grupos prostéticos. Los niveles de sirohemo sintetizados por E.
coli, podrian no ser suficientes para que todas las moléculas de la apoproteina
recombinante HisgNirA tuviesen sirohemo unido. De este modo, las moléculas
que no poseen el sirohemo unido, pueden presentar la posible zona de unién
mas expuesta y accesible a las proteasas, siendo por tanto mas susceptible de ser

degradada por la accion de éstas.
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Por este mismo motivo, la actividad nitrito reductasa estaria catalizada,
exclusivamente, por la proteina de 58 kDa y no por la de 44 kDa, resultado de la
degradacién de la de mayor tamano. La de 44 kDa no deberia presentar actividad
nitrito reductasa al carecer de los residuos de cisteina necesarios para el anclaje
covalente de los grupos prostéticos. Considerando que la actividad nitrito
reductasa depende exclusivamente de la proteina de 58 kDa, se cuantifico a partir
de geles de poliacrilamida la proporcion relativa entre las formas completa y
truncada. Para este fin, se emplearon geles tefiidos con azul de Coomassie,
tincion cuya intensidad es proporcional a la proteina tefiida. Mediante el analisis
de varios geles (software de andlisis GeneSoft, VWR Internacional, Darmstadt,
Alemania) se tomé como valor promedio que la proteina de 58 kDa representaba

el 76% de la proteina total frente al 24% de la proteina truncada de 44 kDa.

3.3.3. Caracterizacion de HisgNirA

3.3.3.1. Caracteristicas espectrales

La proteina recombinante His¢NirA de T. elongatus BP-1 en estado oxidado
muestra un espectro de absorcion UV-Vis (Fig. 3.15A) similar a otras
nitrito/sulfito reductasas que contienen sirohemo y [Fes-S4] como grupos
prostéticos (Murphy et al, 1974; Vega y Garrett, 1975; Vega y Kamin, 1977;
Arizmendi, 1989; Bellissimo y Privalle, 1995; Schnell et al., 2005).
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Asi, se detectan la banda de Soret (a 390 nm) y la banda a (@ 575 nm). En los
registros realizados con otras sulfito/nitrito reductasas, se observa ademas, otro
maximo caracteristico a 690-710 nm, que en todos los casos presenta valores de
absorbancia muy pequefios en comparacion con los de las bandas Soret y o
(Vega y Kamin, 1977; Arizmendi, 1989; Schnell et al, 2005). En el registro
realizado con His¢NirA de T. elongatus BP-1, practicamente no se detecta el
maximo a 690-710 nm que muestran otras sulfito/nitrito reductasas,
probablemente debido a la baja concentracion de proteina empleada. La relacién
entre los valores de absorbancia a 281 nm y 390 nm es 2,2, valor similar al
calculado para la NirA purificada de células silvestres de P. laminosum (Arizmendi

y Serra, 1990).

Se registraron espectrofotométricamente los efectos de la adicién secuencial de
nitrito y ditionito en el espectro de absorcion UV-Vis de preparaciones puras de

HisgNirA de T. elongatus BP-1(Fig. 3.15B y Fig. 3.16).

La adicion de ditionito para reducir quimicamente al enzima provoca dos efectos
claros: el desplazamiento de la banda de Soret (Fig. 3.15B) y la pérdida del
maximo observado a 575 (banda o) (Fig. 3.16B). En otros casos descritos, la
adicion de ditionito también provoca la desaparicion del maximo a 690-710 nm

detectado con el enzima oxidado.
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Figura 3.15. Espectro de absorcion UV-Vis de la His¢NirA de T. elongatus BP-1. La
preparacion purificada del enzima tenia una concentracién proteica de 0.15 mg/ml en Tris-HCI
50 mM, 300 mM de NaCl, 250 mM de imidazol. (A) Antes y (B) después de la adiciéon de
ditionito y/o nitrito a 1 mg/ml. Se sefiala en amarillo el enzima sin adiciones, en morado el
enzima con nitrito, en rojo el enzima con ditionito, en verde el enzima con ditionito y posterior
adicién de nitrito, en azul el enzima con nitrito y posterior adicion de ditionito.

156



Resultados y discusion

En el caso de His¢NirA de T. elongatus BP-1, este efecto es muy tenue, porque
como se ha seflalado anteriormente, en el registro del enzima oxidado, no se

detecta ningln maximo de absorbancia entre 690-710 nm.

La adicion de nitrito al enzima previamente reducido con ditionito, restaura el

pico de 575 nm, desplazandolo a 585 nm (Fig. 3.16B).

Los cambios espectrales producidos por la reduccion del enzima, y la posterior
adicion de nitrito, son similares a los descritos en otras NirA (Vega y Kamin, 1977;
Arizmendi et al, 1990). El sirohemo puede ser reducido por ditionito vy,
posteriormente, oxidado por la adicién de nitrito, lo cual indicaria la existencia de

un flujo de electrones desde el sirohemo hasta el nitrito.

Cuando la adicién se realiza en orden inverso, es decir, se adiciona primero el
nitrito, se desplaza la banda de Soret a 360 nm, se desplaza a 565 nm la banda a

(575 nm) y se anula la absorbancia a partir de 640 nm (Fig. 3.16C).

La posterior adicion de ditionito a la mezcla de enzima y nitrito, desplaza la

banda a de 565 nm a 585 nm (Fig. 3.16C).

Estos resultados indican que el grupo sirohemo del enzima esta implicado en la

union del nitrito a HigNirA, tanto en presencia como en ausencia de ditionito.

En la Figura 3.16C se observa un pico a 740 nm en todos los casos en los que la
muestra se ha reducido con ditionito. La presencia de este pico no se ha descrito
en otros casos. Es importante subrayar que HisgNirA ha sido expresada en un
sistema heterdlogo y porta una extension de 6 residuos de histidina que podrian
producir cambios en el comportamiento espectral con respecto a otras

nitrito/sulfito reductasas silvestres de plantas o cianobacterias.
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Figura 3.16. Espectro de absorcion UV-Vis de la HisgNirA de T. elongatus BP-1
tras la adicion de ditionito y/o nitrito a 1 mg/ml (Ampliacién de Fig. 3.15B).
Detalles en la region del espectro UV-Visible que comprende las longitudes de
onda (A) 250-750 nm, (B) 550-600nm y (C) 650-750 nm.
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3.3.3.2. Caracteristicas de la actividad nitrito reductasa in vitro

Efecto de la temperatura en la actividad

Se determiné la temperatura 6ptima de actividad nitrito reductasa ensayando la

actividad a temperaturas comprendidas entre 30 y 50°C.

Se comprobd que la actividad especifica de la nitrito reductasa aumentaba
proporcionalmente con la temperatura de incubacion (Figura 3.17),
alcanzandose su valor maximo a 50°C. Al tratarse de un enzima de una
cianobacteria cuya temperatura 6ptima de crecimiento es 55°C, podria esperarse

valores superiores de actividad in vitro a temperaturas mas elevadas.
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Figura 3.17. Efecto de temperatura de incubacion sobre la actividad HisgNirA de T. elongatus
BP-1. Para cada determinacion se emple6 30 pl de una preparacion 0,1 mg/ml de HisgNirA. La
actividad se determiné con metil violégeno reducido con ditionito.
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Sin embargo, no se muestran resultados de los ensayos in vitro realizados a
temperaturas superiores a 55°C, porque a partir de 50-55°C los productos de
descomposicion del ditionito interfieren significativamente en la determinacién

colorimétrica de nitrito, originando valores poco fiables y reproducibles.
Estabilidad térmica de la actividad

Se analizd el efecto que tenia la preincubacién del enzima a distintas
temperaturas en la estabilidad térmica de la actividad nitrito reductasa in vitro

(Fig. 3.18).
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Figura 3.18. Estabilidad térmica de la actividad nitrito reductasa catalizada por His¢NirA de T.
elongatus BP-1 en presencia de nitrito. Para cada determinacién se empleé 30 ul de una
preparacion 0,1 mg/ml de HisgNirA. La actividad se determin6 con metil violégeno reducido con
ditionito.
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Previamente, se comprob6 que la presencia de nitrito estabilizaba el enzima
frente a la temperatura, proporcionando valores de actividad residual superiores
a los obtenidos en ausencia de sustrato. La preincubacién de HisgNirA durante 15
min en presencia de nitrito a temperaturas comprendidas entre 30°C y 60°C no
afectaba significativamente los valores de actividad residual ensayada a 45°C. Sin
embargo, la actividad disminuy6 significativamente cuando el enzima se
preincubaba a temperaturas mayores de 60°C. Asi, la preincubacion de HisgNirA a

70°C producia una disminucion de la actividad del 60%.

Cabe sefalar que el indice de inestabilidad calculada para esta proteina es de

48,08 (Expasy ProtParam tool), lo que la clasifica como una proteina inestable.

Efecto del pH en la actividad

Para determinar el pH 6ptimo de actividad nitrito reductasa se ensayo el enzima
empleando tampones 0, 1 M de fosfato sddico y de Tris-HCI (Fig. 3.19) ajustados
a los valores de pH indicados. El pH que se representa en la grafica era el medido

en la mezcla de incubacion al final de la reaccion.

Los maximos valores de actividad se midieron en el intervalo de pH 7,6-7,8,
obteniéndose valores ligeramente superiores en tampdn Tris-HCI. Este valor esta
dentro del intervalo de pH 7-8 en el que se encuentran los valores de pH 6ptimo

de actividad de otras nitrito reductasas (Arizmendi et al., 1990).
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Figura 3.19. Efecto del pH en la actividad nitrito reductasa catalizada in vitro por HisgNirA de
T. elongatus BP-1. Para cada determinacion se empled 50 pl de una preparacién 0,07 mg/ml de
HisgNirA. La actividad se determind con metil violégeno reducido con ditionito. El pH de la mezcla
de reaccién se ajustd en tampdn fosfato (trazo azul) y Tris-HCl (trazo rojo).

Afinidad del enzima por nitrito

La afinidad por nitrito mostrada por His¢NirA se determind ensayando in vitro la
actividad nitrito reductasa con concentraciones finales de NaNO, comprendidas
entre 2,5 pM y 250 uM. Con los datos obtenidos se calcularon los valores de la

constante de Michaelis-Menten (K.,) y de la velocidad maxima (V).

La representacion directa (Fig. 3.20) muestra que el enzima presenta un
comportamiento aparentemente Michaeliano respecto al nitrito. A partir de los
datos obtenidos se calcularon valores de K, para al nitrito y de Vs de 53,62 yM

y 5,34 U/mg de proteina, respectivamente.
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Se ha descrito que la afinidad por el nitrito de la NirA de organismos
fotosintéticos ensayada con metil violégeno reducido con ditionito esta
comprendida entre valores de K., de 40 uM y 0,8 mM (Vega y Kamin, 1977;
Arizmendi et al., 1981; Ida y Mikami, 1986; Arizmendi et al, 1990; Bellissimo y
Privalle, 1995). Sin embargo, se han descrito valores superiores e inferiores de K,
en funcidn de si se ha empleado ferredoxina o metil viologeno reducido como
donador de electrones (Ida y Mikami, 1986), asi como del tipo de ensayo y
analisis empleado (velocidades iniciales o curvas de progreso) (Hucklesby et al,

1972; Fry et al., 1982).
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Figura 3.20. Determinacion de la afinidad de His¢NirA por el nitrito. Los datos
experimentales se han ajustado por regresion no lineal a una hipérbola rectangular equilatera.
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3.3.4. Evaluacion de los anticuerpos policlonales anti-

HisgNirA

Para conseguir el doble objetivo de purificar NirA nativa a partir de células
silvestres de T. elongatus BP-1 y hacer un seguimiento de la expresion in vivo de
NirA en células silvestres de T. elongatus BP-1, se emplearon anticuerpos
policlonales anti-HisgNirA (Fig. 3.21). Estos anticuerpos se obtuvieron empleando

como inmundgeno una preparacion purificada de la proteina recombinante que

contenia tanto HisgNirA como la forma truncada de la misma.
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Figura 3.21. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-HisgNirA y aplicaciones de los

mismos.
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Se evalud la capacidad de los anticuerpos anti-NirA para detectar NirA nativa a

partir de extractos de células silvestres de T. elongatus BP-1 crecidas en medio

BG11 (Fig. 3.22). Para evaluar la especificidad y afinidad de los anticuerpos se

realizaron diluciones (1:1, 1:10 y 1:20 v/v) de un extracto (cuya concentracién de

proteina total era de 0,1 mg/ml) y de los anticuerpos primarios anti-HisgNirA

(1/500, 1/1000 y 1/2000 v/v).
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Figura 3.22. Western blot de extractos de células de T. elongatus BP-1. (1) Dilucion 1:1
(v/v); (2) dilucidon 1:10 (v/v) y (3) dilucion 1:20 (v/v). Deteccién con dilucién de anti-HisgNirA

en tampdn TBS (A) 1/500 (v/v). (B) 1/1000 (v/v) y (C) 1/2000 (v/v).
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También se comprobd la capacidad de los anticuerpos anti-HisgNirA para
detectar la presencia de NirA en células silvestres de T. elongatus BP-1
solubilizadas con tampdn de muestra (se detalla en el apartado 3.3.6). En todos
los casos, los anticuerpos anti-NirA detectaban la proteina nativa de 58 kDa y
otra de aproximadamente 44 kDa de masa molecular. (Fig. 3.22). Aunque no se
puede asegurar que la proteina de menor tamafo coincida con la forma truncada
de NirA detectada tras la expresion en E. coli de HisgNirA, parece probable que asi
sea. En tal caso, estos resultados demostrarian que la proteina NirA truncada
aparece tanto in vivo como al ser expresada E. coli, aunque su origen e
implicacion fisiolégica puede que sean completamente distintos en ambas

situaciones.

Los ensayos anteriormente descritos demuestran la capacidad de los anticuerpos
para detectar la proteina nativa tanto en extractos acelulares como en
preparaciones de células totalmente solubilizadas en tampdn de carga. Los anti-
HisgNirA suponen, por lo tanto, una herramienta muy util para el estudio de la

proteina NirA y de su expresion in vivo.
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3.3.5. Purificacion de NirA de células silvestres de

T. elongatus BP-1

3.3.5.1. Preparacion de la columna de inmunoafinidad

Los anticuerpos anti-HisgNirA se inmovilizaron covalentemente a la resina
Sepharosa CL-4B-Proteina A (apartado 3.2.12.2). El rendimiento de la
inmovilizacion se analizd registrando la absorbancia a 280 nm y por analisis de las

IgGs mediante SDS-PAGE (Fig. 3.23).

Figura. 3.23. Seguimiento por SDS-PAGE de la

kba inmovilizacién de los anticuerpos anti-HisgNirA
75 — a la resina Sepharose CL-4B-Proteina A. (M)

Marcadores de masa molecular Precision Plus
50 —— Protein Standards. (1) 10 pl de la muestra ofrecida
37 a la resina. (2) 10 pl de la muestra no retenida.

Se detecta una banda de aproximadamente 50 kDa que corresponde a la cadena
pesada de las IgGs (calle 1 Fig. 3.23). Una vez inmovilizados los anticuerpos,
analizando la muestra no retenida (calle 2 Fig. 3.23), se observa que esta banda
desaparece indicando que los anticuerpos han quedado inmovilizados en la

resina de proteina A.
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3.3.5.1.a. Evaluacion de la columna con HisgNirA

Como ensayo preliminar, para evaluar la capacidad de los anticuerpos
inmovilizados en la columna de inmunoafinidad para retener NirA, se
cromatografiaron 50 pg de proteina recombinante (HisgNirA a 10 pg/ml)
purificada por IMAC (Fig. 3.24A). Dado que los anticuerpos anti-HisgNirA
detectan tanto la proteina nativa como la recombinante, este ensayo permitia
determinar si los anticuerpos estaban orientados correctamente y eran capaces
de retener la proteina. Después de aplicar la muestra y lavar la columna con
tampdn de equilibrado, la proteina fuertemente retenida se eluyd con un lavado
acido (con glicina) seguido de otro basico (con trietilamina) como se indica en el

apartado 3.2.12.2.a.

La proteina de las fracciones obtenidas en ambas eluciones se precipitaron con
TCA (apartado 3.2.12.2.a) y analizaron posteriormente por SDS-PAGE (Fig.
3.24B).
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Figura 3.24. Purificacién de HisgNirA por
cromatografia de inmunoafinidad. (A)
Cromatograma obtenido en la purificacién de
HisgNirA. (-) Registro de la absorbancia a 280
nm. Fracciones correspondientes a la elucién
acida (con glicina) y basica (con trietilamina).
La fraccion analizada por SDS-PAGE se sefiala
con una flecha. (B) (1) Andlisis por SDS-PAGE
de la fraccién B6 de proteina correspondiente
a la elucién con glicina. (M) Marcadores de
masa molecular Precision Plus Protein
Standards.
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En la fraccién de a la elucion acida analizada por SDS-PAGE se detectd tanto
HisgNirA como la forma truncada de la misma (de 44 kDa). Se comprobd que la
columna de inmunoafinidad era atil para purificar HisgNirA. Los anticuerpos
parecian estar orientados, y por tanto, deberian ser capaces de retener la proteina

nativa.
3.3.5.2. Optimizacion de la fuente para purificar NirA

Para la purificacion de NirA nativa se emplearon células silvestres de T. elongatus
BP-1 crecidas en medio BG1ll y posteriormente sometidas a deficiencia de
nitrogeno. Se decidi6 emplear células deficientes en nitrégeno porque, como
sucede en otras cianobacterias, en ellas se sobreexpresan los enzimas
involucrados en la asimilacion de nitrato, entre ellos, la nitrito reductasa
(Fresnedo y Serra, 1992; Garbisu et al., 1992). La deficiencia en nitrdgeno provoca,
ademas, que las células utilicen las ficobiliproteinas como fuente de nitrégeno. En
consecuencia, los extractos de estas células presentan menor contenido de
proteina soluble y mayor nivel de NirA, facilitando ambos factores la purificacion

del enzima al incrementar la actividad especifica del extracto crudo.

Como estrategia para purificar NirA nativa a partir de células silvestres de
T. elongatus BP-1 deficientes en nitrégeno, se empled una etapa cromatografica

de intercambio iénico seguida de otra de inmunoafinidad.
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3.3.5.3. Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa

El extracto obtenido a partir de células de T. elongatus BP-1 deficientes en
nitrégeno se analizé por SDS-PAGE seguida de Western blot, detectandose tanto

NirA como la forma truncada de la misma (Fig. 3.25).
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Figura 3.25. (1) Andlisis por SDS-PAGE seguido de Western blot de una muestra del extracto
original cromatografiado en la columna de DE-52. Se emplearon anticuerpos primarios anti-
HissNirA a una dilucién 1/1000 (v/v) en TBS. (M) Marcadores de masa molecular pretefiidos SDS-
PAGE Standards Broad Range.

Una vez cromatografiado por intercambio ionico el extracto de T. elongatus BP-1
en la columna de DE-52 (Fig. 3.26), la presencia de NirA en las fracciones
recogidas se analiz6 ensayando la actividad nitrito reductasa. Se detecto actividad
en las fracciones que eluian con 0,1-0,5 M de KCl. Estas fracciones activas se
juntaron, dializaron para eliminar la sal, y finalmente, se cromatografiaron en la

columna de inmunoafinidad.
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Figura 3.26. Cromatograma obtenido en la cromatografia de intercambio ionico sobre DEAE-
celulosa (DE-52) del extracto de células silvestres deficientes en nitrégeno de T. elongatus
BP-1. (-) Registro de la absorbancia a 280 nm. (-) Gradiente de KCl.
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3.3.5.4. Cromatografia de inmunoafinidad

La cromatografia se realizd en las mismas condiciones empleadas anteriormente
con la proteina recombinante HisgNirA. La proteina nativa se eluyé con una
elucion acida (con glicina) seguida de otra basica (con trietilamina) como se
detalla en el apartado 3.2.12.2.a (Fig. 3.27). La proteina eluida se encontraba a
muy baja concentracién, por lo que fue necesario concentrarla previamente para
poder detectarla por SDS-PAGE y Western blot. Las fracciones obtenidas en
ambas eluciones se precipitaron con TCA y acetona, y posteriormente se
analizaron por SDS-PAGE y Western blot empleando anticuerpos anti-HisgNirA a

una dilucion 1/1000 (v/v).
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Figura 3.27. Cromatograma obtenido en la cromatografia de inmunoafinidad. Fracciones
correspondientes a la elucién acida (glicina). Fracciones correspondientes a la elucién baésica
(trietilamina). (-) Registro de la absorbancia a 280 nm.
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Se comprobd que las fracciones obtenidas de la columna de inmunoafinidad

contenian tanto la proteina de 44 kDa como la de 58 kDa (Figura 3.28).

kDa

49.1

Figura 3.28. Analisis por SDS-PAGE seguido por Western blot de varias fracciones
obtenidas en la cromatografia de inmunoafinidad de extracto de células silvestres de T.
elongatus BP-1. Se analizaron las fracciones obtenidas en la elucién &cida (B9) y elucién
bésica (C7, C8 y C9) con anticuerpos anti-HisgNirA.
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Si la ventaja de purificar NirA por inmunoafinidad es que permite obtener
preparaciones puras de NirA mediante una Unica etapa de purificacion, el
rendimiento de la purificacién conseguido es muy bajo. Aun asi, es importante
seflalar que la escasa cantidad de proteina obtenida en esta etapa no es solo
consecuencia del protocolo experimental empleado, sino también de la baja

concentraciéon a la que ésta proteina se encuentra en las células (Arizmendi,

1989).
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3.3.6. Expresion de NirA in vivo

Se estudio la expresion in vivo de NirA en células silvestres de T. elongatus BP-1
cultivadas en medios con diversas fuentes nitrogenadas, asi como crecidas con

nitrato y sometidas a deficiencia nitrogenada.

Para este fin, se cultivaron células en los medios BG11sinSA, BG11sinSNI, BG11 y
BG11lsin (como se detalla en el apartado 3.2.13) y que ahora se aluden como
medio con amonio, nitrito, nitrato y sin nitrégeno, respectivamente. En los
medios con fuente nitrogenada, la concentracién inicial de nitrégeno era 4 mM,

en todos los casos.

El analisis por SDS-PAGE seguido de Western blot (empleando anticuerpos anti-
HisgNirA) permitié seguir la presencia in vivo de proteina NirA en muestras de
células solubilizadas de T. elongatus BP-1. En estas células, al igual que sucedia en
extractos acelulares (Fig. 3.22), los anticuerpos anti-HisgNirA detectan dos
proteinas: NirA (de 58 kDa) y una forma truncada de la misma (de
aproximadamente 44 kDa). Ademas, en algunas situaciones se detectan otras
bandas mas tenues y de menor tamafio que podrian corresponder a otros

productos de degradacion de NirA.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de la expresién in vivo de
NirA durante el crecimiento de las células en diversos medios empleando cultivos
inoculados con la misma densidad, procedentes de cultivos de células crecidas

con amonio, nitrito o nitrato como Unica fuente nitrogenada.

177



Resultados y discusion

3.3.6.1. Células crecidas con amonio

En la Figura 3.29A se muestra el crecimiento de células silvestres de T. elongatus
BP-1 en medios con amonio, nitrito, nitrato y sin nitrégeno, en cultivos que se

inocularon empleando células crecidas con amonio.

En la Figura 3.29B se muestra la expresién de NirA y de sus formas truncadas a

lo largo de 96 h de los cultivos anteriores.

En células crecidas con amonio (Fig. 3.29B AMONIO) no se detecta la forma
completa de NirA, y a partir de las 6 h se observa Unicamente, la banda de

proteina truncada.

En células crecidas con nitrito (Fig. 3.29B NITRITO), aparece la banda de NirA
truncada (de 44 kDa) en los primeros tiempos ensayados (0 h-3 h). A partir de las

6 h se detecta NirA completa (58 kDa) junto a la proteina truncada.

En células crecidas con nitrato (Fig. 3.29B NITRATO) se detectan bandas intensas
de expresion de NirA a partir de las 3 h. Ademas, se detecta la banda de proteina

truncada, y a partir de 48 h aparece otro producto de degradacién minoritario.

En células transferidas a medio carente de fuente nitrogenada (Fig. 3.29B SIN N),
Unicamente se detecta la forma de NirA de 58 kDa a partir de las 3 h y hasta las
96 h. Este resultado confirma que se expresan las proteinas involucradas en la
toma y reduccién de nitrato y nitrito en condiciones de ausencia de nitrdgeno en

el medio.
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Figura 3.29. (A) Cultivo de células silvestres de T. elongatus BP-1 en medio con amonio,

, hitrato y a partir de un inéculo de células crecidas con amonio. (A)
Evolucién de los cultivos inoculados con idéntica cantidad de células. (B) Anélisis por SDS-PAGE
y Western blot de células cosechadas a los tiempos indicados y solubilizadas con tampén de
carga. (M) Marcadores de masa molecular. Las flechas de la derecha indican las posiciones
correspondientes a proteinas de 58 kDa y de aproximadamente 44 kDa (forma completa y
truncada de NirA, respectivamente).

179



Resultados y discusion

3.3.6.2. Células crecidas con nitrito

En la Figura 3.30A se muestra el crecimiento de células silvestres de T. elongatus
BP-1 en medios con amonio, nitrito, nitrato y sin nitrégeno, en cultivos que se
inocularon empleando células crecidas con nitrito. En la Figura 3.30B se muestra
la expresién de NirA y de sus formas truncadas a lo largo de 96 h de los cultivos

anteriores.

En células crecidas con amonio (Fig. 3.30B AMONIO), se detectaron las dos
bandas de NirA a lo largo de las 96 h, predominando la banda de 44 kDa. Como
en el caso en que se empled un indculo crecido en amonio (Fig. 3.29B AMONIO),
se observa, existe expresion de NirA, detectandose fundamentalmente, su forma

truncada.

En células crecidas con nitrito (Fig. 3.30B NITRITO), la presencia de NirA de 58
kDa aumenta con el tiempo de cultivo hasta las 9 h, en detrimento de la banda
de 44 kDa. A partir de las 9 h se invierte la tendencia, y aparece un producto de

degradacién intermedio.

Las células crecidas con nitrato (Fig. 3.30B NITRATO) muestran un patron similar
al de las crecidas con amonio y transferidas a nitrato (Fig. 3.29B NITRATO). A
partir de las 3 h, la banda de proteina NirA completa es especialmente intensa. A
todos los tiempos ensayados se detecta la forma truncada, aunque es menos

intensa que la correspondiente a la proteina completa.

En células transferidas a medio carente de fuente nitrogenada (Fig. 3.30B SIN N),
se detecta NirA completa y también, en algunos tiempos, la banda de la forma
truncada. Como sucedia en las condiciones mostradas en la Figura 3.29B SIN N,

se detecta expresion de NirA.
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Figura 3.30. (A) Cultivo de células silvestres de T. elongatus BP-1 en medio con amonio,
a partir de un inéculo de células crecidas con nitrito. (A)
Evolucién de los cultivos inoculados con idéntica cantidad de células. (B) Analisis por SDS-PAGE y
Western blot de células cosechadas a los tiempos indicados y solubilizadas con tampén de carga.
(M) Marcadores de masa molecular. Las flechas de la derecha indican las posiciones
correspondientes a proteinas de 58 kDa y de aproximadamente kDa (forma completa y truncada de

, hitrato y

NirA, respectivamente).
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3.3.6.3. Células crecidas con nitrato

En la Figura 3.31A se muestra el crecimiento de células silvestres de T. elongatus
BP-1 en medios con amonio, nitrito, nitrato y sin nitrégeno, en cultivos que se
inocularon empleando células crecidas con nitrato. En la Figura 3.31B se muestra
la expresién de NirA y de sus formas truncadas a lo largo de 96 h de los cultivos

anteriores.

En células crecidas con amonio (Figura 3.31B AMONIO) en todos los tiempos se
detecta tanto NirA de 58 kDa, como su forma truncada. Inicialmente (0-3 h)
predomina la forma de 58 kDa, y a partir de las 6 h predomina su forma truncada.
Se comprueba, nuevamente, que en presencia de amonio se detecta NirA en su

forma truncada.

En células crecidas con nitrito (Fig. 3.31B NITRITO), inicialmente sélo se detecta
NirA completa, y a partir de 1 h se detectan ambas formas (de 44 y 58 kDa). La
evolucion de la expresion es similar al obtenido en las Figuras 3.29B NITRITO y

3.30B NITRITO.

En células crecidas con nitrato los resultados obtenidos son muy similares al
mostrado en la Figura 3.30B NITRATO. La forma de NirA de 58 kDa se detecta
con mayor intensidad que la banda de su forma truncada. Ademas, la intensidad

de la banda de 58 kDa disminuye notablemente a partir de las 24 h.

En células transferidas a medio sin fuente nitrogenada (Fig. 3.31B SIN N), a partir
de las 3 h se observan tanto NirA de 58 kDa como su forma truncada, siendo la
primera mas intensa. De nuevo, se comprueba que en células deficientes hay en

nitrogeno se expresa NirA.
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Figura 3.31 (A) Cultivo de células silvestres de T. elongatus BP-1 en medio con amonio,

, hitrato y a partir de un inéculo de células crecidas con nitrato. (A)
Evolucion de los cultivos inoculados con idéntica cantidad de células. (B) Analisis por SDS-PAGE y
Western blot de células cosechadas a los tiempos indicados y solubilizadas con tampén de carga.
(M) Marcadores de masa molecular. Las flechas de la derecha indican las posiciones
correspondientes a proteinas de 58 kDa y de aproximadamente kDa (forma completa y truncada de
NirA, respectivamente).
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De manera general, teniendo en cuenta el crecimiento celular (Figs 3.29A, 3.30A
y 3.31A), se observa que las células de T. elongatus BP-1 crecidas con amonio y
nitrato muestran una pauta de crecimiento muy similar, independientemente de
la fuente nitrogenada empleada para crecer el inéculo que se empled para
inocular los cultivos. Sin embargo, las células crecidas con nitrito muestran en los
tres casos una fase lag mas acentuada y un crecimiento mas lento que las células

crecidas en medio con amonio o nitrato.

Ademas, en todos los casos los valores de turbidez alcanzados por las células
crecidas con nitrito son menores que los correspondientes a las crecidas con
amonio o nitrato. Se observa incluso, que en los momentos iniciales de
crecimiento, las células incubadas en medio sin fuente nitrogenada, presentan
valores de densidad celular superiores a los correspondientes a las crecidas en

presencia de nitrito.

En general, el nitrito es una fuente nitrogenada problematica para el cultivo de
cianobacterias en el laboratorio, ya que la concentracion de este anion en el

medio ha de estar muy bien controlada para que no sea toxico para las células.

Los resultados mostrados en las Figuras 3.29B, 3.30B y 3.31B, demuestran que
tanto la naturaleza de la fuente nitrogenada, como la ausencia de la misma,
condicionan la expresion in vivo de la proteina NirA. Esta proteina se detecta in
vivo tanto en su forma completa (58 kDa), como en una forma truncada

mayoritaria de aproximadamente 44 kDa.
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El conjunto de estos resultados indica que in vivo existe una hidrolisis de NirA
similar a la detectada tras la expresion de HisgNirA en E. coli. Estos resultados
corroboran que probablemente, en la secuencia de esta proteina, existe una zona
especialmente accesible a proteasas o susceptible a la degradacién. Aunque no
se puede asegurar que la forma truncada detectada al expresar HisgNirA en E.
coli, sea exactamente la misma que la detectada in vivo, el hecho de que ambas
tengan masas moleculares similares y que el patrén de hidrdlisis sea tan definido

en ambas situaciones, sugieren que se trate de la misma forma truncada de NirA.

Si bien tanto en E. coli como in vivo se detectan las formas completas y truncadas
de NirA, los resultados obtenidos de la expresién de la proteina indican in vivo
esta hidrélisis no es inespecifica, sino que parece estar controlada por la

naturaleza de la fuente nitrogenada presenten en el medio de cultivo.

Estudios anteriores realizados en cianobacterias crecidas con amonio como Unica
fuente de nitrégeno, sefialan que en presencia de amonio no se detecta actividad
nitrito reductasa (Herrero y Guerrero, 1986). Sin embargo, no existen estudios
detallados a nivel de expresion de NirA. Los resultados obtenidos con células
crecidas en medios con amonio como unica fuente nitrogenada (Figs 3.29B,
3.30B y 3.31B) demuestran, inequivocamente, que NirA se expresa en presencia

de amonio, si bien la proteina se detecta mayoritariamente en su forma truncada.
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Por lo tanto, a pesar de que el amonio es la Unica fuente nitrogenada en el medio
de cultivo, parece que NtcA (proteina reguladora de la expresion del operdn nirA-
nrtABCD-narB) se une al promotor del operdn, promoviendo su transcripcion, o
al menos la transcripcion del gen nirA. Teniendo en consideracion la secuencia
del operdn nirA-nrtABCD-narB (Fig. 1.7) y dada la longitud existente en las zonas
intergénicas, no parece probable que existan elementos reguladores en las
mismas. Por lo tanto, lo mas factible es que el conjunto de genes nirA-nrtABCD-
narB, se transcriba como un Unico transcrito. De este modo, si nirA se transcribe
se podria esperar que también lo hagan el resto de genes que constituyen el

operon.
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Discusion general

Debido a su sencillez estructural, y a sus faciles condiciones de cultivo, las
cianobacterias son excelentes organismos fotosintéticos modelo para el estudio
de la asimilacion del nitrégeno inorganico. Si bien son diversos los compuestos
nitrogenados que las cianobacterias pueden utilizar para crecer, P. laminosum
emplea NH;*, NOs; y NOy, asi como distintas formas de nitrdgeno combinadas
(Tapia et al,, 1994). Para el transporte de nitrato y nitrito, P. laminosum posee un
transportador ABC similar al descrito en otras cianobacterias (Omata, 1995) (Fig.

1.1).

Las proteinas que integran este transportador multicomponente (NrtA, NrtB, NrtC
y NrtD), junto con las responsables de catalizar la reducciéon de nitrato a amonio
(NirA y NarB) han sido objeto de intenso estudio en el laboratorio en el que se ha
desarrollado este trabajo, utilizando P. laminosum como organismo modelo. Sin
embargo, la comprensién de algunos aspectos de la expresion y/o del
funcionamiento de las proteinas codificadas por el operédn nirA-nrtABCD-narB se
ha visto limitada por dos factores: el genoma de P. laminosum no ha sido adn
secuenciado, y la morfologia filamentosa de sus células dificulta el desarrollo de
estrategias de transformacion génica. Para superar estas limitaciones, se decidié
cambiar de organismo modelo y emplear otra cianobacteria termofilica a la que

se pudieran introducir los genes ya caracterizados de P. laminosum.

Como alternativa a P. laminosum, se selecciond la cianobacteria unicelular,
también termofilica, T. elongatus BP-1. Esta cianobacteria es un excelente modelo
para llevar a cabo estrategias de ingenieria genética, ya que su genoma ha sido
secuenciado y sus células pueden ser transformadas de forma natural con DNA

exogeno (Nakamura et al., 2002; Onai et al., 2004).
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A fin de aprovechar el conocimiento de las proteinas que dicho operdn codifica
en P. laminosum, con esta estrategia se pretendia sustituir los genes del operdn

nirA-nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1 por los propios de P. laminosum.

En este trabajo se ha puesto a punto la metodologia necesaria para llevar a cabo
la mencionada sustitucidon de genes entre ambas cianobacterias termofilicas, y se
ha sustituido nirA, primer gen del operdn de T. elongatus BP-1, por el
correspondiente gen de P. laminosum. El hecho de que el gen sustituido
codifique una proteina con actividad enzimatica (la nitrito reductasa) ha facilitado
la construcciéon de células quiméricas de T. elongatus BP-1, permitiendo
diferenciar fenotipicamente las células que portaban nirA en su genoma de las

que no lo hacian.

La sustitucion de un gen por el otro, ha exigido la construccion de un tipo celular
intermedio de T. elongatus BP-1 que careciera de nirA. Este paso ha sido
imprescindible, ya que la sustitucion de un gen por otro con la misma funcién
metabdlica, imposibilita discernir fenotipicamente las células de T. elongatus BP-1
que portan su propio gen de las que han incorporado el correspondiente de P.

laminosum.

En este tipo celular intermedio, se ha sustituido nirA de T. elongatus BP-1 por el
gen kat. Este ultimo gen codifica una proteina termoestable que confiere
resistencia a la kanamicina a las células que la expresan. Es importante remarcar
que el gen kat se ha insertado en el genoma de T. elongatus BP-1 sin llevar un
promotor propio, por lo tanto la expresion del gen deberia estar sujeta al propio

promotor del operén nirA-nrtABCD-narB.
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El fragmento de DNA necesario para realizar la sustitucion deseada en el genoma
de T. elongatus BP-1, se ha sintetizado por la técnica LFH-PCR (Wach, 1996). Una
vez sintetizado el casete de conversion (Fig. 2.20), éste, tanto en forma lineal
como previamente clonado, se ha insertado en el genoma de T. elongatus BP-1
aprovechando la facilidad mostrada por esta cianobacteria para adquirir DNA
exdgeno de manera natural. El casete porta regiones homdlogas al DNA que
limita nirA, de forma que se integra en el lugar preciso del genoma via

recombinacién homdloga, permitiendo en este caso, sustituir nirA por kat.

Tanto la transformacion con DNA lineal como circular, originaron células de T.
elongatus BP-1 capaces de crecer en medio con amonio suplementado con
kanamicina (medio de seleccidn). Este resultado indica que el casete de
conversion, junto con la transformacion natural de T. elongatus BP-1, permiten
introducir modificaciones en el DNA de estas células. Sin embargo era distinto, el
resultado del analisis genotipico de las colonias transformadas, en funcién de si el

DNA empleado para la transformacion habia sido lineal o circular.

En el primer caso, se obtuvieron células merodiploides (Figs 2.23-2.25) que
portaban en su genoma tanto kat como nirA de T. elongatus BP-1. Esta limitacion,
consecuencia de las multiples copias del genoma presentes en cada célula de T.

elongatus BP-1, se superdé transformando las células con DNA circular.

191



Discusion general

Las células transformadas con DNA circular (designadas como T. elongatus BP-1
nirA /kat"), son incapaces de crecer en medio BG11 (que contiene nitrato como
Unica fuente nitrogenada), confirmando que nirA de T. elongatus BP-1 es el Unico
gen presente con actividad nitrito reductasa, y por tanto, es un gen esencial para
el crecimiento cuando las células disponen de nitrato o nitrito como Unica fuente
nitrogenada. Con la construccion de este tipo celular intermedio, se demuestra,
como se ha indicado en otras ocasiones, que la eficiencia de la transformacién es

mayor con DNA circular que con este mismo DNA en forma lineal.

La construccion de este tipo celular intermedio entre células de T. elongatus BP-1
que portan en su genoma su propio nirA y las que llevan el correspondiente de P.
laminosum, ha puesto de manifiesto una importante caracteristica relacionada
con la expresion del operdn de asimilacion de nitrato/nitrito en T. elongatus BP-1.
Asi, se ha comprobado que kat se expresa en las células transformadas durante la
seleccion en medio con amonio como Unica fuente nitrogenada suplementado
con kanamicina. Este resultado también demuestra, inequivocamente, que la
transcripcion del operdon nirA-nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1 no queda
totalmente reprimida cuando el amonio es la Unica fuente nitrogenada presente

en el medio.

El proceso realizado para complementar células de T. elongatus BP-1 carentes de
nirA con el gen nirA de P. laminosum, ha sido similar al empleado para la
construccién del anterior tipo celular. La técnica empleada para la sintesis del
casete de conversion ha sido también LFH-PCR, y se ha empleado DNA circular

para la transformacion.
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La complementacion de las células a nivel gendomico ha sido un proceso menos
eficiente que el caso de la insercion de kat. En esta ocasion, para obtener
resultados satisfactorios ha sido necesario disminuir la temperatura del proceso
de transformacién hasta 48°C, debido probablemente a la menor
termoestabilidad de la NirA de P. laminosum. Ademas, se ha requerido
subcultivar en multiples ocasiones las células en medio BG11, protegiéndolas del
exceso de luz, para conseguir finalmente que algunas colonias pudieran crecer en
medio BG-11 liquido. El resultado genotipico de estas células confirma la

insercion de nirA de P. laminosum en detrimento de kat (Fig. 2.36).

Al compararse el crecimiento en medio BG11 a 45°C y 55°C, tanto de células
silvestres de T. elongatus BP-1, como de las quiméricas que portan en su genoma
nirA de P. laminosum en detrimento del suyo propio, se han detectado
diferencias significativas. Asi, las células silvestres de T. elongatus BP-1 muestran
un ligero mayor crecimiento a 55°C que las células quiméricas. Estas diferencias

son menos apreciables a 45°C.

Con estos dos procesos, se ha establecido un desarrollo experimental que podria
ser aplicable a los demas genes del operdn nirA-nrtABCD-narB, y que a su vez
abre las puertas para su utilizacion en otras investigaciones que utilicen el

intercambio de genes entre cianobacterias.

La segunda parte de este trabajo se ha centrado en el estudio del metabolismo
del nitrégeno inorganico en T. elongatus BP-1. Como se sabe, esta cianobacteria
presenta un operdén nirA-nrtABCD-narB cuya organizacion es similar al de P.

laminosum (Fig. 1.7).
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Se ha empleado un sistema de expresion heterélogo para sobreexpresar NirA en
células de E. coli. Se ha etiquetado a la secuencia de NirA con una extension de
seis residuos de histidina, que ha permitido purificar la proteina recombinante en
un Unico paso (mediante cromatografia de afinidad a Ni?*), en cantidad suficiente

para realizar algunos ensayos basicos de caracterizacion.

La purificacion por IMAC de NirA recombinante de T. elongatus BP-1 proporciona
una proteina completa (de 58 kDa) y una forma truncada por el extremo
carboxilo terminal (de 44 kDa). Se ha comprobado que la degradacion de
HisgNirA no transcurre durante el proceso de purificacion, ya que la forma
truncada esta presente en células de E. coli durante su induccién con IPTG (Fig.
3.13). En la induccién, ademas de esta banda mayoritaria de proteina, también se

han detectado otras minoritarias como productos de degradacion.

El analisis de homologia de secuencias con otras NirA indica que su forma
truncada de 44 kDa, obtenida tras la purificacién por IMAC, es una proteina
carente de actividad nitrito reductasa, ya que no posee los residuos de cisteina
necesarios para anclar covalentemente a la proteina los grupos prostéticos

necesarios (sirohemo y [Fe4-S4]) para reducir el nitrito.

Consecuentemente, se ha asignado exclusivamente la actividad nitrito reductasa
de la proteina, a la forma completa de la misma, y esta forma, es la que se ha
caracterizado cataliticamente. Para ello, se ha estudiado el efecto de diversos
factores sobre la actividad enzimatica. Los resultados obtenidos confirman que
esta proteina es una nitrito reductasa similar a la correspondiente a P. laminosum
(Arizmendi y Serra, 1990) y a la caracterizada de otras cianobacterias y plantas

superiores (Vega y Kamin, 1977).
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Para purificar la proteina NirA de células silvestres de T. elongatus BP-1 se han
inmovilizado anticuerpos policlonales anti-HisgNirA sobre Sepharose CL-4B-
Proteina A. Como fuente mejorada para purificar NirA, se ha empleado cultivos
de células de T. elongatus BP-1 crecidas con nitrato y luego sometidas a
deficiencia nitrogenada, ya que se ha descrito que en estas condiciones aumenta
la actividad especifica de las proteinas responsables de la asimilacion de

nitrato/nitrito (Fresnedo y Serra, 1992, Garbisu et al., 1992).

La purificacibn por cromatografia de inmunoafinidad ha permitido obtener
pequefas cantidades puras de NirA a partir de extractos de células silvestres de T.
elongatus BP-1. En estas preparaciones también se detecta la forma completa de
NirA (de 58 kDa) y otra proteina de menor masa molecular como producto de
hidrolisis de la misma. La cantidad de proteina NirA purificada obtenida por
cromatografia de inmunoafinidad ha sido muy pequefia, debido probablemente a
la falta de optimizacién del desarrollo experimental empleado, y a que NirA
representa un porcentaje muy pequefio de la proteina total celular (Arizmendi,
1989). Si bien el rendimiento de esta purificacion es susceptible de mejora, la
proteina purificada ha servido para confirmar la existencia in vivo de dos formas

de NirA de distinta masa molecular.
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Finalmente, para estudiar la expresion in vivo de la NirA en células "intactas” (s6lo
solubilizadas con detergente) de T. elongatus BP-1 se ha realizado un
seguimiento de la proteina en células silvestres crecidas con distintas fuentes
nitrogenadas (Figs 3.29-3.31) en cultivos inoculados con células que habian
crecido en amonio, nitrato o nitrito. Estos ensayos han permitido comprobar que,
al igual que sucede durante la expresion de HisgNirA en E. coli, asi como en la
purificacion por inmunoafinidad de NirA de células silvestres de T. elongatus BP-
1, también se detecta una forma truncada de NirA (de aproximadamente 44 kDa).
Ahora, la aparicion de las bandas de proteina de NirA, bien sea completa o
truncada, esta aparentemente regulada por la fuente nitrogenada disponible en
el medio de cultivo. En esta ocasion, la protedlisis de NirA podria deberse a una
posible regulacién especifica, o estar asociada a un mecanismo cuyo fin es

reutilizar los grupos prostéticos en beneficio de la economia celular.
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Conclusiones

De los resultados descritos en esta Memoria se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Se han construido células de Thermosynechococcus elongatus BP-1 que en
lugar de portar en su genoma su propio gen de la nitrito reductasa (nirA),
portan el correspondiente al de Phormidium laminosum. La construccién de
estas células quiméricas se ha realizado mediante un proceso basado,
fundamentalmente, en la técnica Long-Flanking-Homology-PCR, y en la
capacidad que muestra T. elongatus BP-1 de ser transformable de forma

natural

2. La construccion de las células quiméricas ha exigido obtener un tipo celular
intermedio de T. elongatus BP-1 carente del gen nirA. Este tipo celular, en el
que el gen nirA ha sido sustituido por el gen kat, ha servido para confirmar

inequivocamente los siguientes hechos:

e nirA es el Unico gen que codifica una proteina con actividad nitrito
reductasa en T. elongatus BP-1

e La transcripcion del operon nirA-nrtABCD-narB de T. elongatus BP-1 no
esta reprimida por completo cuando el amonio es la Unica fuente

nitrogenada
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3. Se ha comprobado que el crecimiento a 55°C es ligeramente mayor en medio
con nitrato, como Unica fuente nitrogenada, de células silvestres de T.
elongatus BP-1 respecto de las quiméricas, que portan en su genoma el nirA
de P. laminosum en detrimento del suyo propio. Se pone de manifiesto asi,
que el intercambio de un solo gen entre cianobacterias de diferente
termofilicidad origina diferencias fenotipicas detectables en el crecimiento

celular a distintas temperaturas.

4. Se ha clonado, expresado y purificado la proteina HisgNirA de T. elongatus
BP-1 mediante un sistema de expresién heterdlogo en E. coli, obteniéndose
suficiente proteina recombinante activa para realizar diversos ensayos de
caracterizacién. Estos han permitido comprobar que NirA es tanto a nivel
estructural, como bioquimico, una proteina con actividad nitrito reductasa
similar a la NirA de P. laminosum y a otras nitrito reductasas asimilatorias de

organismos fotosintéticos

5. Empleando la proteina recombinante His¢NirA como inmundgeno, se han
obtenido anticuerpos policlonales capaces de detectar tanto la propia
proteina recombinante (His¢NirA) como la silvestre (NirA) de T. elongatus
BP-1. Los anticuerpos obtenidos han permitido:

e Realizar ensayos de inmunodeteccion de HisgNirA

e Obtener un soporte cromatografico para purificar por inmunoafinidad la
proteina NirA de células silvestres de T. elongatus BP-1

e Estudiar la expresion in vivo de NirA de T. elongatus BP-1 en cultivos de

células crecidas en diferentes fuentes nitrogenadas
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6. Los ensayos de inmunodeteccién con la proteina HisgNirA han demostrado
que esta proteina es hidrolizada inespecificamente durante su expresion en E.
coli. Ademas, tras la purificacion por IMAC se detecta tanto la proteina
HisgNirA (de 58 kDa) como otra de 44 kDa, que corresponde a una forma
truncada de la anterior. Estos ensayos, junto con la comparacion de
secuencias de otras nitrito/sulfito reductasas, indican la presencia de una zona
especialmente accesible a la hidrélisis en el extremo carboxilo terminal de

NirA

7. Los ensayos de inmunodeteccién realizados in vivo han detectado la
presencia de una forma truncada al igual que sucede durante la expresion de
HisgNirA en E. coli. Sin embargo, en esta ocasién la presencia de la proteina
de 44 kDa y/o la de la forma completa de 58 kDa no parece deberse a una
hidrélisis inespecifica, sino a un proceso aparentemente regulado por la

fuente de nitrégeno disponible en el medio de cultivo

8. Los resultados de la expresion in vivo de NirA de T. elongatus BP-1 muestran
que el operon nirA-nrtABCD-narB se transcribe independientemente de la
fuente nitrogenada, siendo la proteina truncada de NirA de 44 kDa la que
aparece, fundamentalmente, cuando las células utilizan amonio, mientras que
la proteina completa de 58 kDa es mayoritaria cuando utilizan nitrato/nitrito,
o cuando no hay disponible ninguna fuente de nitrégeno en el medio de

cultivo
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