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SDS
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Absorbancia
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N,N'-Metilén-bis-acrilamida
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Cisteina desulfhidrilasa
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Dietil-amino-etil
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L. INTRODUCCION
1. El azufre en los seres vivos

Carbono, nitrégeno y azufre son los elementos que sufren las
transformaciones quimicas mas importantes en los seres vivos y su importancia
cuantitativa es segiin el orden que se indica a continuacion: el carbono constituye
el 50% aproximadamente de la materia seca, el nitrégeno el 10%, mientras que el
azufre s6lo participa en una proporcién inferior al 0,5%. Desde un punto de vista
cualitativo todos son importantes y claves para los seres vivos por su especial
incidencia en la formacién de proteinas. Carbono y nitrégeno participan en los 20
aminodcidos proteinogénicos, mientras que el azufre sélo en dos, L-cisteinay L-
metionina.

Microorganismos y organismos fotosintéticos en general toman el azufre
de compuestos inorgénicos, siendo el mds importante el sulfato, que durante su
asimilacién lo transforman en tioles, mientras que los animales basicamente
ingieren el azufre en forma reducida, principalmente de los aminoécidos L-
cisteina y L-metionina que regularmente acompafian a las proteinas, siendo la L-
metionina un aminoécido esencial en la dieta del hombre. Cuando degradamos
proteinas, el azufre que nos sobra se oxida a sulfato que excretamos a través de la
orina, no obstante los ésteres de sulfato cumplen funciones de almacenaje o
estructurales significativas. Por su parte, las formas reducidas del azufre no sélo
son esenciales como componentes de proteinas, sino también como coenzimas
(coenzima A, 4cido lipoico, biotina, etc.) y metabolitos (glutation).

En la interconversién de compuestos azufrados presentes en la biosfera
participan una gran variedad de organismos, que vistos en conjunto disefian el
Ciclo del azufre en la biosfera (Siegel, 1975; Cooper, 1983).
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2. Bioquimica de la asimilacion de sulfato en organismos fotosintéticos

Microalgas y plantas superiores pueden utilizar sulfato como tinica fuente
de azufre para la biosintesis de su material celular. Estos organismos sintetizan
rdpidamente, a partir de sulfato, aminodcidos azufrados, sulfolipidos y otros
metabolitos que contienen azufre. Para ello procesan el sulfato por medio de
cuatro etapas bien diferenciadas:

1. Transporte

2. Activacién

3. Reduccion

4. Biosintesis de L-cisteina

2.1. Transporte de sulfato

El sulfato se encuentra en el medio ambiente a concentraciones
relativamente altas (25 mM en el agua de mar, 0,1 a 1 mM en el agua dulce y
alrededor de 0,5 mM en las tierras cultivables), en comparacién con el nitrégeno
y el fésforo.

El transporte de sulfato ha sido revisado por Cram (1990) y la
informacién acerca del mecanismo molecular del proceso es ciertamente escasa,
siendo més amplia en el caso de procariotas, donde se ha contado con la poderosa
ayuda de la genética y técnicas relacionadas que han suministrado un perfil
molecular claro del sistema transportador de sulfato. No obstante el mecanismo
molecular del proceso permanece por dilucidar.

Por su parte, muchos de los estudios realizados hasta la fecha en
organismos fotosintéticos son de consumo de sulfato marcado con azufre-35, y

han abarcado a células de plantas superiores (Lass y Ullrich-Eberius, 1984),
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algas eucariéticas (Biedlingmaier y Schmidt, 1989; Pérez Castifieira et al., 1992)
y cianobacterias (Green y Grossmann, 1988).

La informacién hasta la fecha se debate entre organismos que contienen
dos o mas sistemas de transporte de sulfato, con distinta afinidad, y otros donde
aparentemente s6lo existe un sistema de transporte.

En Lemna paucicostata se ha propuesto la existencia de por lo menos
dos sistemas de transporte de sulfato (Datko y Mudd, 1984). En Saccharomyces
cerevisiae hay evidencia de sistemas muiltiples de transporte de sulfato: uno de
ellos se expresa de manera constitutiva y tiene una baja afinidad por el sulfato,
mientras que el otro constituye un sistema de alta afinidad que se sintetiza cuando
caen los niveles de azufre exdgeno (Breton y Surdin-Kerjan, 1977). Por su parte,
en Salmonella thyphimurium y Escherichia coli el transporte de sulfato se
muestra como un tnico sistema de transporte activo. Este complejo-permeasa esta
integrado por tres componentes de la membrana citoplasmatica y una proteina de
unién especifica para el sustrato, que se encuentra localizada en el espacio
periplasmico (Ames, 1986; Kredich, 1987). En el caso de S. thyphimurium la
proteina que se une al sulfato esta presente en el espacio peripldsmico a muy altos
niveles y une una molécula de sulfato por molécula de proteina; en tanto que dos
proteinas de la membrana citoplasmética parece que se expanden en la bicapa
lipidica y pueden formar un canal por donde pasaria el sustrato. La tercera
proteina de la membrana hidroliza el ATP que proporciona la energia requerida
para concentrar el sustrato dentro de la célula (Ames et al., 1989).

En el caso de cianobacterias, los hallazgos indican la participacién de un
sistema de transporte especifico para sulfato en condiciones normales de cultivo.
Recientemente se ha propuesto que en estos organismos podria sintetizarse una
segunda permeasa en condiciones de carencia de azufre (Schmidt y Jager, 1992).
Un sistema de transporte similar podria tener lugar en la envoltura del cloroplasto
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de eucariotas fotosintéticos (Laudenbach y Grossman, 1991). También en el alga
eucariética Chlamydomonas reinhardtii se postula que, bajo condiciones de
hambre de azufre, las células podrian sintetizar un nuevo sistema de transporte de
sulfato con alta afinidad (Yildiz ez al., 1994).

Se han descrito dos sistemas de transporte de sulfato: a) uno,
caracteristico de organismos procariéticos, depende de la hidrélisis de ATP, pero
no de gradiente de protones (Ferro-Luzzi Ames y Joshi, 1990; Laudenbach y
Grossman, 1991). En este caso, es caracteristica la presencia de una proteina de
localizacidn peripldsmica que une sulfato y facilita su transporte (Fig. 1B), y; b)
otro, caracteristico de organismos eucariéticos, que utiliza una ATPasa para
generar un gradiente de protones acoplado a la hidrélisis de ATP. En este caso, el
sulfato entraria por un mecanismos de co-transporte de protones a través de una
permeasa (Cram, 1990; Lass y Ullrich-Eberius, 1984) (Fig. 1A).

A) B)
ADP + Pi !
ATPasa |/ l I
H H* LV
- \\ 1 2\
I -
ATP ! S04 I
I - I
1
. ” Permeasa :
H™ + S04 » H'+ 50,7 ;
|

Periplasma

Fig. 1. Mecanismos de transporte de sulfato al interior celular. A) Permeasa que media un
co-transporte de protones y sulfato. B) Permeasa peripldsmica.
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El transporte de sulfato en cianobacterias es dependiente de la luz, lo que
indica un requerimiento de energia (Jeanjean y Broda, 1977; Utkilen et al.,
1976). En el caso de organismos eucariéticos, el transporte de sulfato al interior
de la célula es un proceso dependiente de energia (Smith, 1976) y se inhibe por
compuestos que desacoplan el transpbrte de electrones, como el CCCP y el
dinitrofenol, ademds del DCCD que inhibe la ATPasa. En S. cerevisiae el
transporte de sulfato depende de un gradiente de pH a través de la membrana
plasmatica, en tanto que la entrada de 8042‘ se acopla a la entrada de H*
(Roomans et al., 1979). En C. reinhardtii 1a entrada de sulfato es un proceso
que depende de energia y que estd gobernado por un bomba de protones (Yildiz
et al., 1994). En plantas como Lemna gibba (Lass y Ullrich-Eberius, 1984) y
Brassica napus (Hawkesford et al., 1993) un mecanismo de co-transporte de

H* interviene en la entrada de sulfato.
2.2. Activacion de sulfato

La reduccién del sulféto a sulfito no es posible bajo condiciones
fisiol6gicas debido a que el par redox sulfato\sulfito tiene un potencial de 6xido-
reduccién muy negativo y esto determina una barrera energética importante en el
proceso de reduccion, lo cual excluye la posibilidad de utilizar los donadores
fisiolégicos de electrones normales de la célula. Por lo tanto, el primer paso en la
reduccién asimilatoria del sulfato es su activacién mediante la utilizacion de ATP
produciéndose adenilil sulfato o adenosin 5'-fosfosulfato (APS), que implica la

formacién de una unién anhidro entre los acidos fosférico y sulfirico.

SO42" + Mg-ATP2- --—-> APS2- + Mg-PPi2- AGo'= + 39,7 kJ/mol
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Esta reaccién esté catalizada por la ATP-sulfurilasa (EC 2.7.7.4) y esta
fuertemente desplazada hacia la izquierda, por lo que se requiere que una
pirofosfatasa inorgéanica retire el PPi del medio, desplazando asf el equilibrio
hacia la derecha.

La importancia de la activacién del sulfato para su posterior reduccién
queda demostrada en el hecho de que los agentes reductores fisiologicos, tienen
potenciales de reduccién demasiado positivos para poder reducir el sulfato. Asi,
por ejemplo, el par NADPH/NAD™* tiene un E©' = -0,32 V, mientras que la

reaccion:
S042- + 2e- + 2H+ ----> S0O32- + HY0 EC' =-048 V

Esto significa que la reduccién de sulfato por NADPH seria un proceso

endergdnico; sin embargo la reaccidn:
APS2- + 2em > S032-+ AMP  E©' =-0,06 V

Es decir, la reduccién de APS por NADPH es termodindmicamente
favorable.

El adenosin 5'-fosfosulfato (APS) que se forma es el sustrato para la
adenosin 5'-fosfosulfato quinasa (APS quinasa; EC 2.7.1.25), que actia en un
segundo paso de activacién para formar 3'-fosfoadenosin 5'-fosfosulfato (PAPS)
(Brunold, 1990). En el caso de algas y plantas superiores se encuentran en
discusidén dos posibles rutas de asimilacién del sulfato. En un caso se habla de
una ruta APS-sulfito unido a un transportador y, en el otro, de una ruta
denominada PAPS-sulfito libre (Figura 2) (Leustek, 1996; Schwenn, 1994).
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Las ATP sulfurilasas han sido estudiadas en profundidad. Se ha detectado
su presencia en animales, plantas superiores y microorganismos (Brunold,
1990). Recientemente, a partir de hojas de espinaca, se han aislado dos
isoenzimas que representarian las formas plastidica y citosélica de la enzima
(Schwenn, 1994). Si bien no se ha detectado una isoforma mitocondrial en
plantas, no se descarta esa posibilidad dado que en Euglena se ha demostrado la
presencia de una ATP sulfurilasa en mitocondrias (Li et al., 1991).

La enzima se inhibe por APS con una Ki de aproximadamente 1 UM, lo
cual demuestra un control del metabolismo asimilatorio de acuerdo con los
requerimientos de la célula. Por otro lado, en espinaca se observo que se inhibia
por los nucledtidos 5'-AMP y 5'-ADP. En raices de arroz se ha demostrado que
el 5-ADP actiia como inhibidor de la actividad enzimdtica mientras que el 5'-
AMP cumple una funcién como activador (Brunold, 1990).

Otro método de desplazar la reaccién de activacién del sulfato hacia el

APS consiste en fosforilar e] APS segin la reaccién:

ATP4- + APS2- oo > PAPS4- + ADP3- + H+ AGg'= - 19,7 kl/mol

Esta reaccién, también dependiente de cationes divalentes (Mg, Co y
Mn), es catalizada por la APS-quinasa, identificada en bacterias asimiladoras de
sulfato, hongos, algas y plantas superiores. |

En la ruta PAPS-sulfito libre, la ATP sulfurilasa y la APS quinasa se
encuentran energéticamente acopladas. La APS quinasa tiene una alta afinidad por
el APS y el ATP. Se ha especulado que por medio de una "conduccién” del
sustrato, el APS pasaria a través de un complejo formado por la ATP sulfurilasa
y la APS quinasa. En relacién al destino metabdlico posterior del PAPS, seria
oportuno sefialar que la actividad APS quinasa de algas verdes se encuentra
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regulada por una carga redox ditiol-disulfuro en la cual la tiorredoxina reducida
desempefia un papel clave como activador, en tanto que los disulfuros como el
glutatién oxidado actuarian como desactivantes. Un control redox de esta
reaccion parece que resulte indispensable, ya que la reduccién del sulfato activado
debe tener lugar con una provisién suficiente de tiorredoxina y ferredoxina
reducidas (Schwenn, 1994). La APS quinasa, de localizacién cloropléstica, se
inhibe por APS, pero esta inhibicién parece que es mucho mas marcada en la
enzima de microorganismos que en la de espinaca. En Chlamydomonas la enzima
tiene una muy baja Km para el APS (aproximadamente 2 pM) (Brunold, 1990).

2.3. Reduccidn del azufre inorgdnico
a) Ruta del sulfato unido al transportador

Siempre se ha pensado que la APS-sulfotransferasa catalizaria la
transferencia de un grupo sulfénico desde el APS a un tiol-transportador segin la

siguiente reaccidn:

APS2- + Transp-SH ----> Transp-S-SO3~ + AMP2- + H+

El tiol-transportador fisiolégico se sugiri6é que podria ser el glutatiéon en
Chlorella o una molécula mas grande en espinaca (Schmidt, 1973). Las
fitoquelatinas, que tienen funciones especificas en la captura de metales pesados,
podrian llegar a cumplir un papel como transportadores de tioles en este caso. Su
presencia habria sido detectada en plantas superiores, algas, cianobacterias y en

Euglena.
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La APS-sulfotransferasa de espinaca es inestable y tiene una Km para el
APS de 10 uM. En espinaca y en maiz se ha demostrado que el 5'-AMP la inhibe
de forma competitiva (Brunold, 1990). Recientemente, Schiffman y Schwenn
(1994) han puesto en tela de juicio el papel de esta enzima y han sugerido que la
actividad APS sulfotransferasa es el resultado de una reaccién lateral no
fisiologica de la APS quinasa en Arabidopsis thaliana.

Por otra parte, la tiosulfonato reductasa (tiosulfato orgénico reductasa) es
una enzima que catalizaria la reduccién del sulfito unido a un transportador para
dar lugar a sulfuro unido al transportador, utilizando un donador de electrones

como la ferredoxina, segiin la siguiente reaccidn:

Transp-S-SO3~ + 6fdyeq + 6H1-----> Transp-S-S- + 6fdgy + 3H7O

Su presencia ha sido detectada en espinaca y Chlorella. La enzima del

alga eucaridtica utiliza como sustratos ferredoxina reducida y sulfoglutatién (GS-
35803‘) para formar GS-35SH (Brunold, 1990).

b) Ruta PAPS-sulfito libre

La PAPS reductasa cataliza la formacién de sulfito a partir de PAPS
utilizando tiorredoxina como reductor. Las tiorredoxinas son proteinas redox,
pequefias y ubicuas, que presentan tioles que funcionan como un grupo redox
ditiol-disulfuro. Dos electrones del grupo ditiol se transfieren a la enzima que, en

un segundo paso, reduce el sustrato PAPS.

PAPS#- + tiorredoxina (SH)7 ----— >HSO3" + PAP4- + tiorredoxina (S) + H*
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La PAPS reductasa se ha podido detectar en bacterias, cianobacterias y
Spinacia oleracea. La enzima de espinaca reduce el PAPS cuando la tiorredoxina
se encuentra presente en la mezcla de ensayo (Brunold, 1990).

El sulfito que se produce en la reaccién catalizada por la PAPS reductasa,
se reduce con la participacién ya sea de la NADPH-sulfito reductasa (EC 1.8.1.2)
o la ferredoxina-sulfito reductasa (EC 1.8.99.1). Las enzimas que dependen de
ferredoxina se las puede hallar en los plastidios de las plantas superiores y en las
cianobacterias conformando proteinas con sirohemo y agrupaciones (Fe4/Sy4)
como grupos prostéticos, que son homopoliméricas. En el caso de las
dependientes de NADPH, las enzimas constituyen proteinas con sirohemo y
(Fe4/S4) que son heterooligoméricas, ya que contienen subunidades adicionales
que integran flavinas (FAD o FMN) como grupos prostéticos. Ambos grupos de
enzimas llevan a cabo la transferencia de seis electrones al sulfito, que permanece
en el centro activo durante el proceso de catalisis (Janick y Siegel, 1982):

HSO3" + 6 ferredoxinaged + 6 Ht -—---> HS~ + 6 ferredoxinagy + 3 HO

El SO32- se une al Fe2+ del grupo hemo y posteriormente se reduce para

dar lugar al sulfuro. No se llegan a detectar intermediarios; presumiblemente
porque habria un aporte de dos electrones en series sucesivas para lograr la
ruptura de las uniones S-O (Schwenn, 1994). La enzima se encontrd en el alga
Chlorella y en plantas superiores como Spinacia oleracea, Pisum sativum,
Triticum sp y Zea mays (von Arb, 1990). Las constantes de afinidad tanto para
el sulfito como para la ferredoxina se encuentran dentro del rango micromolar. El
sulfuro inhibe a la ferredoxina-sulfito reductasa de hojas de P. sativum (von Arb
y Brunold, 1985). La enzima se puede localizar en las hojas de maiz a nivel de las

células del meséfilo y las tinico-vasculares; en plantulas de P. sativum se la
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puede detectar en hojas y en raices, aunque la reduccién del sulfito es
preponderante en los 6rganos aéreos.

2.4. Biosintesis de L-cisteina

El paso final en la ruta de asimilacién del sulfato es la insercién del
sulfuro dentro de una molécula de serina activada. En microrganismos y plantas
se ha demostrado que la O-acetil-L-serina es el precursor intermediario para fijar
el atomo de azufre en una molécula organica. La serina-acetil transferasa (SAT,
EC 2.3.1.30) es la enzima que cataliza la sintesis de O-acetilserina mediante la

siguiente reaccion:
L-serina + acetil CoA --—--> O-acetilserina + CoASH

Se requieren altas concentraciones de L-cisteina para causar la inhibicién
de la actividad enzimadtica, pero que no tendrian un significado fisiol6gico
(Giovanelli, 1990).

La enzima puede hallarse formando complejos multifuncionales
constituyendo la denominada cisteina sintasa, donde se asociarian la serina-acetil
transferasa y la O-acetilserina(tiol)liasa (Kredich, 1987). Recientemente se han
logrado identificar tres isoenzimas con actividad serina-acetil transferasa en hojas
de P. sativum; las mismas se encuentran compartimentalizadas en citosol,
cloroplastos y mitocondrias (Ruffet et al., 1995).

La enzima responsable del paso terminal en la ruta de asimilacion del
azufre en plantas, algas y bacterias es la O-acetil-L-serina(tiol)liasa (OASTL, EC
4.2.99.8, y equivalente a: O-acetil-L-serina sulfhidrilasa, o L-cisteina sintasa) e

interviene en las siguientes reacciones (Giovanelli, 1990; Schmidt, 1990):
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O-acetilserina + PLP-enzima ----- > aminoacil-PLP-enzima + 4cido acético (1)

Aminoacil-PLP-enzima + H3S ------> L-cisteina + PLP-enzima (2)

La reaccién neta es la siguiente:

E
HjS + O-acetilserina ------ >L-cisteina + acido acético (3)

Tanto en plantas superiores, como en las algas y enterobacterias, la L-
cisteina es el primer producto organico de la asimilacién del sulfato. En el caso de
las levaduras, la homo-L-cisteina constituye la primera molécula orgénica
azufrada.

La O-acetil-L-serina(tiol)liasa es una enzima dependiente de piridoxal
fosfato (Schwenn, 1994). Se han encontrado isoenzimas en enterobacterias
(Kredich, 1987), cianobacterias, algas verdes y plantas superiores (Schmidt y
Jager, 1992). Los estudios fisiolégicos que se llevaron a cabo en plantas
permitieron detectar la presencia de distintas isoenzimas en compartimentos
subcelulares, empleando procedimientos que permitian la separacién de
orgdnulos a partir de hojas de S. oleracea (Lunn et al., 1990) y de flores de
Brassica oleracea (Rolland et al., 1992).

Las isoformas de espinaca, como asi también otras de distinto origen,
poseen un residuo de lisina y una regién circundante, PXXSVKDR, muy
conservada. Este residuo de lisina funcional constituye el sitio de unién del
cofactor PLP (Saito et al., 1993a).

En Salmonella typhimurium los estudios cinéticos de las isoenzimas
OASTL-A y OASTL-B revelan la existencia de un mecanismo
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predominantemente "Bi Bi Ping Pong", al comparar los patrones de velocidad
inicial con bajas concentraciones de sustratos (Tai et al., 1993).

La enzima es especifica para el sustrato O-acetil-L-serina, pero puede
aceptar otros derivados como ser L-serina, O-fosfo-L-serina, O-acetil-D-serina,
DL-homo-L-cisteina y O-fosfo-L-homoserina; aunque la actividad es inferior al 1
%. Tampoco discrimina entre sulfuro y seleniuro, de modo que puede llegar a
formar seleno-L-cisteina. Los compuestos como la hidroxilamina, el 4cido
aminooxiacético y la cicloserina, inhibidores caracteristicos de las enzimas
dependientes de PLP, también afectan la actividad de la O-acetil-L-serina(tiol)-
liasa (Schmidt, 1990).
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3. Genética de la asimilacion del sulfato

La genética de la asimilacién de sulfato ha sido estudiada en profundidad
en aquellos organismos cuya genética cldsica era bien conocida y, por tanto,
resultaba facil obtener muchos mutantes diferentes y caracterizarlos. Entre estos

organismos destacan fundamentalmente E. coli 'y S. cerevisiae.
3.1. Estudios en Escherichia coli

En E. coli (y en S. typhimurium) los genes que codifican las proteinas de
la asimilacién de sulfato estan extendidos a lo largo de cinco regiones diferentes
del cromosoma, concretamente en el caso de E. coli entre 28 y 80'. Se conocen
hasta ahora 18 genes estructurales involucrados en la sintesis de cisteina de este
organismo (Tabla 1). Dichos genes se denotan por la palabra Cys seguida de una
letra maydscula, ya que cualquier lesion en estos genes produce un requerimiento
nutricional por cisteina en la bacteria.

Los genes Cys se pueden encontrar aislados o en agrupaciones (clusters).
Estos ltimos forman operones controlados por un mismo promotor, y suelen dar
lugar a transcritos de ARNm policistrénicos, es decir, una sola molécula de ARN
mensajero codifica todas las proteinas, que se separardn durante la traduccién
(Leyh, 1993). El llamado regulén de cisteina incluye todos los operones de la
ruta biosintética de dicho aminoacido. Esta establecido que la mayoria, si no
todos los operones del regulén de cisteina, son activados transcripcionalmente
por la proteina codificada por el gen CysB y un inductor, que puede ser O 6 N-
acetil-L-serina (Jones-Mortimer, 1968; Kredich, 1971).

El gen CysB ha sido clonado y secuenciado y la proteina que codifica
(CysBp) sobreexpresada y purificada (Ostrowski y Kredich, 1990; Miller y
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Kredich, 1987). CysBp estimula la transcripcion en los promotores del regulén
pero inhibe la transcripcion de su propio promotor (Leyh, 1993). Sélo los genes
CysG y CysE no estén bajo el control de CysBp (Schmidt y Jager, 1992).

Se ha estudiado la regulacion de la activacion transcripcional que produce
CysBp: Esta se une con elevada afinidad a los promotores (1-10 nM); dicha
unién requiere O 6 N-acetil-L-serina, que también aumentan la afinidad y
especificidad de la interaccion de CysBp con el promotor. Sulfuro y tiosulfato
inhiben la unién del CysBp al promotor y, por tanto, la transcripcion.
Curiosamente, este efecto s6lo se produce en presencia de N-acetil-L-serina. La
L-cisteina no ejerce efecto, al menos, hasta concentraciones del orden de 5 mM
(Leyh, 1993).

3.2. Estudios en Saccharomyces cerevisisae

La disponibilidad de miltiples mutantes, asi como de técnicas de
manipulacién genética, ha permitido identificar los genes implicados en miiltiples
rutas metaboélicas en este organismo, utilizado profusamente como modelo de
célula eucariética. Una de estas rutas es precisamente la de asimilacién de sulfato.

Como ya hemos comentado, la ruta de asimilacién de sulfato en levaduras
transcurre via PAPS y ademads presenta la particularidad de que es de los pocos
organismos conocidos donde el primer aminoacido azufrado que se sintetiza no
es la L-cisteina, sino la homo-L-cisteina. Esta dard lugar luego a L-metionina y L-
cisteina. Los genes involucrados en la sintesis de homocisteina en S. cerevisiae
se denominan genes MET y se nombran con la palabra MET seguida por un
nimero. La razén de esta notacién se debe a que, al contrario de lo que ocurre en
E. coli, una lesion en uno de estos genes provoca un requerimiento nutricional

por L-metionina en la levadura, en lugar de por L-cisteina, como ocurre en
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letra se debe al convenio de notacién de genes en S.cerevisiae (Thomas et al.,
1992).

Se han encontrado miiltiples genes implicados de forma més o menos
directa en la asimilacién de azufre en levaduras (Tabla 1); sin embargo, no se
conocen las funciones de todos ellos. Al igual que en el caso de E. coli y como
consecuencia de los distintos proyectos GENOMA las secuencias de todos estos
genes son ya conocidas, si bien el conocimiento de las funciones de las proteinas

que codifican dichos genes requerird un esfuerzo adicional.
3.3. Estudios en plantas

A pesar de que la obtencién y caracterizacién de mutantes en otros
organismos que no sean E. coli o S. cerevisiae no es tan facil como en éstos, las
técnicas de Biologia Molecular han permitido aislar y secuenciar genes de algas
fotosintéticas y plantas superiores, utilizando la informacién ya conocida de
organismos mds simples como bacterias y levaduras. Asi, se han podido aislar y
secuenciar los genes implicados en el metabolismo asimilatorio del azufre en
organismos fotosintéticos.

El gen (0o ADNc) que codifica la ATP-sulfurilasa ha sido aislado y
secuenciado en A. thaliana (Leustek et al., 1994; Murillo y Leustek, 1995;
Klonus et al., 1995) y patata (Klonus et al., 1994). La secuencia del ADNc que
codifica la APS-quinasa ha sido determinada en Arabidopsis (Arz et al., 1994).

Los genes que codifican las distintas isoformas de O-acetil-L-serina
(tiol)liasa han sido aislados y secuenciados en A. thaliana (Barroso et al.,
1995), Capsicum annuum (Romer et al., 1992), Citrullus vulgaris (Noji et al.,
1994), maiz (Brander et al., 1995) y S. oleracea (Saito et al., 1993b).
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Tabla 1. Genes estructurales y enzimas implicadas en la reduccion asimilatoria del
sulfato

Enzima Bacterias Levadura Plantas
ATP sulfurilasa CysDN MET3 sul
APS quinasa CysC METI14 akn
PAPS reductasa CysH METI6 par
NADPH:SO3
reductasa
Flavoproteina CysJ METI10,18,20 -
Hemoproteina Cysl METS .
Fd:SO3 reductasa - - sir
OAS-(tiol)-liasa A CysK . cs
OAS-(tiol)-liasa B CysM - cs

OAHS-(tiol)-liasa - MET25 -
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4. Objetivos

El desarrollo de este trabajo se ha hecho dentro de la linea de estudio del
metabolismo del azufre en organismos fotosintéticos. Dado que la informacién
hasta la fecha era escasa y el campo de trabajo amplio, nuestra atencién se ha
centrado principalmente en estudios de consumo de sulfato y también en el
conocimiento de la enzima O-acetil-L-serina(tiol)liasa que, por catalizar la
biosintesis de L-cisteina, ocupa ciertamente*una posicién clave en la
interconexi6n de los metabolismos del carbono, nitrégeno y azufre.

En el desarrollo de este trabajo hemos utilizado el alga eucariética
Monoraphidium braunii, tradicional en nuestro trabajo por sus innumerables
ventajas bioquimicas y fisioldgicas.

Parte de los resultados incluidos en este trabajo han sido objeto de
publicacién como articulos en revistas cientificas, o bien se han presentado como

comunicaciones a congresos.
a) Publicaciones en revistas y libros

1. Regulation of O-acetil-L-serine sulfhydrylase in eukaryotic algae. J.
Leén, J. Gonzilez-Arroyo, R. Leén, J.M. Vega. Phyton 32: 73-78 (1992)

2. Purificacién y propiedades de tres isoenzimas de O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de Monoraphidium braunii. J. Gonzilez-Arroyo, J.R.
Pérez-Castifieira, J.M. Vega. En: "Avances en el Metabolismo del Nitrégeno: De
la Fisiologia a la Biologia Molecular. J.M. Vega, P.J. Aparicio, F. Castillo, .M.
Maldonado (eds.). Servicio de Publicaciones. Universidad de Sevilla. (En

prensa).
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3. Properties of sulfate uptake in two different eukaryotic microalgae.
J.R. Pérez-Castifieira, J.L. Prieto, J. Gonzailez-Arroyo, J.M. Vega. Journal of
Plant Physiology (en prensa).

b) Comunicaciones a Congresos
1. Regulation of O-acetil-L-serine sulfhydrylase activity in eukaryotic

algae. J. Leo6n, J. Gonzalez-Arroyo, R. Leén, J.M. Vega. Workshop on sulfur
metabolism. Abstract SI(9). Gardmisch-Partenkirchen. Alemania 1992.
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II. MATERIALES Y METODOS
1. Organismo y condiciones de cultivo

Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado el alga verde
unicelular cloroficea Monoraphidium braunii cepa 202-7d. Las células se
cultivaron a 25 °C, en medio liquido, en recipientes de vidrio de 0,2 a 10 1.
Se iluminaron con luz fluorescente blanca de forma continua con una
intensidad de luz de 31 W.m2 en la superficie de los cultivos.

El medio de cultivo empleado fue el descrito previamente por Kessler
et al (1963) y modificado en cuanto a la concentracién de NaCl. La
composicién del medio utilizado es la siguiente (en g.l‘l):NaPO4H2.H20,
2; NaPO4H.12H70, 0,9; MgS04.7H,0, 0,25; FeS04.7H70, 0,01;
KNO3, 1; y 1 ml de los siguientes compuestos (en mg.ml‘l): EDTA-Nay, 8;
ZnS04.7H70, 0,2; MnCl2.4H50, 0,5; CaCl2.2H,0, 14,7, HBO3, 0,5y
NaCl, 464 . Para mantener las células en suspensién se hizo pasar por los
cultivos una corriente de aire enriquecido con un 5 % (v/v) de CO», que
servia como fuente de carbono.

En determinadas ocasiones, las algas se cultivaron bajo condiciones
especiales, generalmente relacionadas con la carencia de algtin elemento o
factor externo relacionado con el crecimiento. Por lo cual, se llevaron a cabo
experimentos relacionados con la carencia de azufre, nitrégeno o carbono,
asi como el grado de iluminacién o la calidad de luz a la que fueron
sometidas las células durante algunos experimentos.

Para obtener cultivos carentes de azufre se recogieron las células
mediante centrifugacion, se lavaron con medio fresco de cultivo sin fuente de

azufre y se resuspendieron finalmente en el mismo medio, que se preparé de
manera similar al previamente descrito, pero sustituyendo el MgSO4.7H>0,
FeS04.7H70, ZnSO4.7H7O, por los correspondientes cloruros de los
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mismos cationes, permaneciendo estos tltimos a la misma concentracion.

Para la obtencién de cultivos deficientes en nitrégeno, las células
crecidas en condiciones normales se recogieron mediante centrifugacion, se
lavaron con medio de cultivo carente de nitrégeno y finalmente, se
resuspendieron en este Gltimo medio. Los cultivos de células deficientes en
fuente de carbono se consiguieron burbujeando los mismos con una
corriente de aire, que se hacia circular previamente a través de dos
disoluciones de KOH 5 M antes de pasar a través de los cultivos.
Finalmente, para mantener los cultivos en oscuridad los recipientes
correspondientes se envolvieron con papel de aluminio. Las células se
crecieron en condiciones estériles hasta volimenes de cultivo de 10 1. Para
ello, los medios de cultivo y recipientes que los contenian se esterilizaban
mediante tratamiento térmico en autoclave.

La cepa de M. braunii se conservé en medio sélido, obtenido
suplementando el medio de cultivo estandar previamente descrito con agar al
1,75 % (p/v). Después de la inoculacién, los cultivos en medio sélido se
mantenian iluminados intensamente durante 6-7 dias y posteriormente se
conservaban en luz difusa. A partir de dichos cultivos se inoculaban nuevos

medios sélidos, frescos y estériles, cada 3 meses.
2. Permeabilizacion de células y obtencion de extractos crudos

Para medir actividades enzimaticas in situ se tomaron partes
alicuotas de 1 a 10 ml (dependiendo de la actividad a medir) de los
correspondientes cultivos y se centrifugaron a 3.000 x g durante 5 min. Las
células se resuspendieron en 1 ml del tampén adecuado y se trataron con 50
ul de tolueno con agitacién continua durante 30 s. La suspension resultante
de células permeabilizadas se utilizé como fuente de enzima.

" Para la obtencidn de extractos, las células se recogieron a partir de
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cultivos en fase exponencial de crecimiento, mediante centrifugacién a 5.000
X g durante 5 min y se resuspendieron en el tampdn correspondiente (1 ml
por g de peso himedo de células). La rotura del material se llevé a cabo en
un vibrador (Biihler modelo VI4) utilizando una suspensién de células
mezcladas con perlas de vidrio (® 0,35 mm) a razén de 5 g por g de peso
himedo de células, que se situaba en recipientes de acero inoxidable y se
sometia a 6 periodos de vibracién de 1 min, alternados por 5 periodos de
reposo de 30 s. En todo momento la temperatura se mantuvo a 4 °C,
refrigerando la superficie del recipiente de rotura. El homogenado resultante
se filtr a través de 4 capas de gasa para separar las perlas de vidrio, se lavé
con tampén de extraccién (8-10 ml por g de peso himedo de células) y se
centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min. Después de descartar el precipitado
con restos celulares, se realizé una segunda centrifugacién a 15.000 rpm
durante 45 min y el sobrenadante se utilizé como extracto crudo libre de

células.
3. Determinaciones analiticas
3.1. L-Cisteina

La determinacién especifica de L-cisteina en presencia de otros
aminodécidos se efectud segin el método de Gaitonde (1967) en el que el
grupo o-amino del aminoécido reacciona con un reactivo de ninhidrina,
preparado inmediatamente antes de usar, y que contiene 0,25 g de este
compuesto disuelto en 6 ml de 4cido acético y 4 ml de 4cido clorhidrico
concentrados. A la muestra (conteniendo entre 0 y 400 nmoles de L-cisteina
en un volumen maximo de 100 i) se le afiadieron 100 pl de acido acético y
200 pl del reactivo de ninhidrina descrito. Tras calentar a 100 °C durante 10

min, la mezcla de reaccién se enfrié inmediatamente en bafio de hielo y
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finalmente se le afiadié 600 pl de etanol al 96 % (v/v) para estabilizar el

complejo coloreado formado. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 560
nm (€560 = 6,4 mM-1.cm-1).

3.2. Clorofila

La concentracién de clorofila en el cultivo se determiné mediante el
método de Marker (1972). Partes alicuotas entre 0,5-1 ml de suspensién
celular de los correspondientes cultivos se centrifugaron a 5.000 rpm durante
5 min, posteriormente, se descartd el sobrenadante y se agregaron 5 ml de
metanol. Después de calentar a 70 °C durante 5 min con agitacién ocasional,
la suspension se centrifugé a 5.000 rpm durante 5 min para eliminar restos
celulares y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 665 nm (Egg5= 34,5

mg~ 1 ml.em-1).
3.3. Proteina

La proteina se determiné de manera rutinaria por el método de
Bradford (1976) afiadiendo a un volumen variable de muestra 200 pul de
reactivo de Bradford (Bio-Rad) y completando con agua destilada hasta 1
ml. Tras 10 min a temperatura ambiente se midid la absorbancia a 595 nm
(€595 =51 mg-1.ml.cm-1). El calibrado del método se realizé con una
disolucién de seroalbimina al 0,2 % (p/v), cuya concentracion se determiné
espectrofotométricamente utilizando el coeficiente de extincion previamente
publicado (Rideal y Roberts, 1951, €579 = 0,67 mg~1.ml-L.ecm-1).

Para la determinacién de proteina en los perfiles cromatogréficos se
midié la absorbancia a 280 nm de las correspondientes fracciones mediante

un monitor ultravioleta.
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3.4. Sulfuro

La medida de la concentracion de sulfuro se basé en la
microdeterminacién directa de Siegel (1965) que usa un método
colorimétrico fundamentado en la incorporacién de sulfuro al azul de
metileno en presencia de N,N-dimetil-p-fenilendiamina. A una muestra de 1
ml, conteniendo entre 2 v 80 nmoles de sulfuro, en un tubo cerrado con
tap6n de goma, se le afiadian (utilizando una jeringa tipo Hamilton) 0,1 ml
de una disolucién de sulfato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina 0,02 M
disuelta en HC17,2 N y 0,1 ml de una disolucién de FeCl3 0,03 M en HCI

1,2 N. Tras agitacion, se mantuvo en la oscuridad durante 20 min y se midid
posteriormente la absorbancia a 650 nm (€g50 = 19.000 mM-1.em-1).

4. Actividades fotosintética y respiratoria

La determinacién de O para la evaluacién de la actividad
fotosintética de células de M. braunii se llevé a cabo con un electrodo tipo
Clark de Pt/AgCl, utilizando para el oxigeno un coeficiente de solubilidad de
0,253 umoles/ml, a 25°C. En la cdmara de reaccién se colocé una alicuota de
1 ml de cultivo y la evolucién del oxigeno se siguié a 25°C mediante un
registrador tipo Linseins.

La actividad respiratoria se determiné midiendo el consumo de
oxigeno en la oscuridad. Posteriormente, la camara del electrodo se iluminé
con una lampara de tungsteno que suministraba alrededor de 200 W.m2 en
la superficie y la cinética de desprendimiento de oxigeno obtenida es el
resultado del funcionamiento simultdneo de la fotosintesis y la respiraci6én
celular. La actividad fotosintética propiamente dicha resulta de sumar a la
pendiente de la recta obtenida en este ultimo caso, la pendiente

correspondiente a la actividad respiratoria previamente calculada.
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5. Actividades enzimaticas
5.1. O-acetil-L-serina(tiol)liasa

Esta actividad enzimatica se midi6 por determinacién colorimétrica de
la L-cisteina formada en la reaccion:

O-acetil-L-serina + sulfuro ------ > L-cisteina + acetato

La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml: 100 mM
de tampén fosfato potésico, pH 7,5; 5 mM de DTT; 50 uM de PLP; 10 mM
de O-acetil-L-serina; 5 mM de NajS; y la preparacion enzimatica necesaria
para que se produzcan entre 0 y 400 nmoles de L-cisteina. El1 NayS se
disolvié en NaOH 0,05 N. Para la medida de actividad in situ se tomaban
entre 0 y 100 pl de células toluenizadas (correspondientes a 4 ml de cultivo
con una concentracién de clorofila aproximada de 20 ug.ml'l) como fuente
de enzima. La reaccion se inicié6 mediante la adicién de la disolucién de
sulfuro, y tras incubar a 25 °C (extractos crudos) 6 50 °C (células
permeabilizadas) durante 5 min, se detuvo por adicién de 50 pl de 4cido
tricloroacético y agitacion vigorosa. La L-cisteina formada se determind
segin el método previamente descrito. Una unidad de actividad representa la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de L-cisteina por

min.
5.2. Cisteina desulfhidrilasa

Esta actividad se midi6 por determinacidn colorimétrica del sulfuro

formado en la reaccién:
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L-cisteina + HpO --——--—- > Piruvato + NH4+ + H2S

La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml: 100
pmoles de tamp6n Tris-HCI, pH 9,0; 0,8 umoles de L-cisteina; 2,5 pmoles
de DTE y la cantidad adecuada de enzima. La reaccién se inicié mediante la
adicién de L-cisteina y, tras incubar a 25°C durante 10 min, se detuvo por
adicién de 50 pul de TCA y agitacién vigorosa. Una unidad de actividad
representa la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de

sulfuro por min.
5.3. Alcohol deshidrogenasa

La actividad alcohol deshidrogenasa se determiné midiendo
espectrofotométricamente el incremento de absorbancia a 340 nm, debido al
NADH formado como consecuencia de la oxidacién de etanol hasta
acetaldehido. La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml:
126 pmoles de NagP207; 126 pmoles de hidrocloruro de semicarbazida;
37,5 umoles de tampén glicina-NaOH, pH 8,8; 0,9 nmoles de etanol; 1,5
umoles de NAD y la adecuada cantidad de enzima. La reaccién se llevé a
cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, a temperétura ambiente.
Una unidad de actividad es la cantidad de enzima que cataliza la formacién de
1 umol de NADH por min.

6. Determinacion del radio de Stokes por filtracién en gel

La filtracién en gel Sephacryl S300 HR fue el método empleado para
la determinacién del radio de Stokes y del peso molecular de las OASTL de
M. braunii. Se utilizd una columna (1,6 ® x 85 cm) empaquetada a un flujo

méximo de 90 mlh-1. Se aplicaron muestras de 1 ml con sacarosa al 6 %
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(p/v) correspondientes a las OASTL y a las siguientes proteinas como
patrones: citocromo c¢ (2 mg), ovoalbiimina (2 mg), seroalbimina bovina (2
mg), alcohol deshidrogenasa (0,5 mg) y piruvato quinasa (0,5 mg). Se
recogieron fracciones de 1,5 ml y las proteinas patrones se detectaron por su
absorbancia a 280 nm. Para cada proteina se define una constante de

particién Kd dada por la expresion:
Kd = (Ve - Vo).(Vi - Vo)l

Donde V, es el volumen de elucion de dicha proteina, V es el
volumen vacio de la columna (calculado mediante la determinacién del
volumen de elucién del azul dextrano) y Vi es el volumen total de la misma
(calculado mediante la determinacién del volumen de elucidén del
ferricianuro). La representacion de (-log K,y)1/2 frente al radio de Stokes de
los distintos patrones es una representacion lineal a partir de la cual puede
obtenerse el valor del radio de Stokes para cualquier proteina, conocido su
volumen de elucién. En este caso el volumen vacio resultante para la
columna utilizada fue de 53,8 ml y el volumen total de 155,8 ml.

Por representacion del log del peso molecular frente al volumen de
elucién de los distintos patrones se obtiene una representacion lineal que
puede ser utilizada para la determinacién del peso molecular de la proteina

estudiada.
7. Concentracion de proteinas

Las disoluciones de proteina se concentraron mediante ultrafiltracién
a través de una membrana Diaflo PM-10 (didmetro medio de poro de 1,5
nm) que permite el paso de méleculas de peso molecular inferior a 10.000.
El proceso se llevé a cabo a 4 °C en una unidad de ultrafiltracion AMICOM
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que contenia un maximo de 50 ml de la preparacién enzimatica a la que se
aplicaba una presién de Np de 2 kg.cm‘2 y se mantenia con agitacién

magnética suave y continua.
8. Diilisis

Para la eliminacién de sales y moléculas de pequefio tamafio, las
preparaciones enzimdticas se dializaron en bolsas de celulosa de SERVA,
con un tamafio de poro de 2,4 nm, que habian sido previamente hervidas
durante 20 min con disolucion de NaHCO3 al 1 % (p/v) y EDTA al 0,01 %
(p/v),yy posteriormente lavadas con abundante agua destilada. Las bolsas de
dialisis se mantenian en una disolucién de azida sédica al 0,02 % (p/v) y se
lavaban con abundante agua destilada antes de introducir la muestra. La
diélisis se realizé a 4 °C por inmersién de las correspondientes bolsas,
conteniendo la preparacién enzimadtica, en un volumen de tampén 1.000

veces superior al de la preparacién tratada.
9. Reactivos

Las sales utilizadas en gran cantidad para la preparacién de medios de
cultivo y tampones, asi como los 4cidos acético, clorhidrico, nitrico y
perclérico fueron suministrados por Panreac. Las sales de cationes
metalicos, utilizados en la preparacién de trazas para la elaboracién de
medios de cultivo, algunos liquidos como el etilenglicol y etanol absolutos,
acidos como el fosférico, tricloroacético y sulfamico, compuestos con fines
analiticos como ninhidrina y nitroprusiato sédico, fueron adquiridos a
Merck. Los compuestos utilizados en la preparacién de tampones, como
Trizma base y CHES, el reactivo sulfato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina

empleado en un método analitico, los aminoédcidos y sus derivados, como la
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O-acetil-L-serina, y otros compuestos como aminooxiacetato, DTE, DTT, p-
hidroximercuribenzoato, piridoxal-5'-fosfato y sulfato de protamina, fueron
suministrados por Sigma.

Bio-Rad suministré la acrilamida, bis-acrilamida, sodio dodecil
sulfato y persulfato amoénico, utilizados en electroforesis. Pharmacia
suministré las matrices cromatograficas DEAE-sefacel y fenil-sefarosa; Difco
el agar y Serva las membranas de diélisis.

El agua desionizada fue obtenida utilizando un desionizador Aqualab
y el agua destilada mediante un destilador Aquatron A8S.

El anhidrido carbdnico empleado como fuente de carbono para el
crecimiento de algas y el nitrégeno utilizado para la concentracién por
ultrafiltracién fueron adquiridos a la Sociedad Espafiola del Oxigeno.

10. Aparatos

Para la agitacion de las suspensiones se utilizé un Mixer 820 de
Swelab funcionando en el interior de una camara refrigerada a 4 °C.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron a temperatura
ambiente en los espectrofotometros ultravioleta-visible Beckman, modelo
DU-7, y Bausch & Lomb, modelo Spectronic 2000, utilizando cubetas de 1
cm de paso de luz, tanto de cuarzo para longitudes de onda inferiores a 340
nm, como de plastico o cristal para el resto.

Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas
Beckman, modelo J2-21 con rotores JA-20 y JA-14, y Sorvall, modelo RC-
5B, con rotores SS-34 y GSA. Las centrifugaciones a temperatura ambiente
se hicieron en una centrifuga Heraeus, modelo Labofuge, y Eppendorf,
modelo 5415, esta tltima de muestras inferiores a 1,5 ml.

Las cromatografias se realizaron a 4 °C utilizando columnas de
vidrio, bombas peristalticas P1 y Microperpex 2132 y colectores de
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fracciones Frac-100 y Redirac 2112 de Pharmacia-LKB. La absorbancia a
280 nm de las fracciones recogidas se midié con un monitor ultravioleta
Uvicord SII, modelo 2238, acoplado a un registrador, modelo 2210, ambos
de LKB.

Las pesadas se efectuaron en balanzas Metler, modelos PC 2200 y
AE 160. Las medidas de pH se realizaron con un pH-metro Beckman,
modelo 1 71.

La esterilizacién de recipientes y medios de cultivo se consiguié
mediante tratamiento térmico a 121 °C durante 20 min y 1 atmoésfera de
sobrepresion en autoclaves Selecta, modelos Autester 437-G y 437-P.

Los ensayos a temperatura constante fueron realizados en bafios
termostatizados Selecta, modelos Tectron S-543. La agitacién magnética de

disoluciones se consiguié mediante agitadores Selecta, modelo Agimatic.
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III. RESULTADOS
1. Consumo de sulfato en células de M. braunii
1.1. Caracterizacion del consumo de sulfato
La representaci6n de la radiactividad (medida en ¢.p.m.) acumulada

dentro de las células de M. braunii frente al tiempo resulté ser una linea recta

durante los 10-15 primeros minutos del experimento (Fig. 3).
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Fig. 3. Consumo de sulfato por células de M. braunii. Los ensayos se hicieron con 30
UM sulfato (actividad especifica, 330 Ci/mol), segiin se indica en Materiales y Métodos,
tanto en luz (M) como en oscuridad (A). Se representa la cantidad de radioactividad
acumulada en el interior de las células del alga en funcién del tiempo. Cada punto representa
la media de dos experimentos.
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La pendiente de la recta se considerd el valor de la velocidad de
consumo, que se expresd en nmoles de sulfato acumulados por mg de
clorofila y por hora. El consumo de sulfato se mostré absolutamente
dependiente de luz (Fig. 3) y no se alteré por la presencia adicional de
bicarbonato 20 mM (datos no mostrados).

1.2. Estudios cinéticos

La representacion de los valores de velocidad de consumo de sulfato
frente a la concentracién inicial de sulfato en el medio mostr una cinética tipo
Michaelis (Fig. 4), alcanzdndose el valor de velocidad méxima a partir de
100-150 uM de sulfato. La representacién de inversos (Fig. 4, recuadro
interno) demostro la existencia de un solo valor de Km, alrededor de 5 uM, y
el valor de velocidad médxima obtenido fue de 25 nmol sulfato/mg clorofila. h.
La representacion de Hill de los datos de velocidad frente a concentracién
inicial de sulfato externo (no mostrado) dio un valor de n=1, lo que
demuestra la existencia de una cinética simple tipo Michaelis.
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Fig. 4. Cinética del consumo de sulfato en células de M.braunii. Se representan los
datos de velocidad inicial obtenidos a cada concentracién de sulfato en el medio de cultivo.
En el interior se muestra la representacién de dobles inversos de los datos obtenidos. Cada
punto representa la media de tres experimentos y las barras representan el error estdndar.

1.3. Regulacioén del consumo

Se realizaron experimentos de consumo de sulfato en células
sometidas a distintos tiempos en condiciones de carencia de azufre. Los
resultados mostrados en la Figura 5 indican que al cabo de 10 min de
tratamiento, la cantidad de radioactividad acumulada fue 2 veces superior en
células sometidas previamente a hambre de azufre durante 1 h y 14 veces
superior si el periodo previo de hambre de azufre se alargaba hasta 24 h. No
se han podido establecer diferencias claras en los datos de velocidad, debido a
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que es tal la afinidad por sulfato de las células sometidas previamente a
hambre de azufre que hacen que éstas se llenen inmediatamente de sulfato al

iniciar el experimento.
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Fig. 5. Efecto de la carencia de azufre sobre el consumo de sulfato en células de M.
braunii. Se realizaron estudios en condiciones andlogas a las de la Fig. 3, pero utilizando
células previamente sometidas a hambre de azufre durante: O h (l); 2h (A); 8h (@) y 24 h
(®).

Por otro lado, se estudié6 el efecto del crecimiento en presencia de
diferentes fuentes de azufre sobre la velocidad de consumo de sulfato (Figura
6)
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Fig. 6. Consumo de sulfato en células de M. braunrii previamente crecidas en
distintas fuentes de azufre. Las células utilizadas se crecieron en sulfato como tinica
fuente de azufre, se recogieron en fase logaritmica de crecimiento, se lavaron y se
resuspendieron en medio fresco de cultivo con sulfato (M), sulfuro (A) y glutatién (@). Al
cabo de 24 h de crecimiento en estas condiciones, se determind la velocidad de consumo de
sulfato que presentaban las diferentes células, utilizando condiciones anélogas a las de la
Fig. 3.

Puede observarse que células cultivadas en glutatién presentan un
aumento de la velocidad de consumo de sulfato, lo cual sugiere estas células
no habrian utilizado el glutatién por lo que presentan cierto grado de hambre
de azufre. Esto significaria que el glutatiéon no puede penetrar en las células a
la velocidad requerida para su crecimiento normal. Resultados anélogos se
obtuvieron cuando se incubaron las células durante 24 h con L-metionina
(datos no mostrados).
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Se estudié también el efecto de la presencia de diferentes aniones del
tipo X042- sobre el consumo de sulfato en condiciones de saturacién (1 mM
de sulfato externo). Los resultados mostrados en la Tabla 2 indican que en
todos los casos hay inhibicién apreciable, si bien sulfito y cromato resultaron
ser los més eficaces al inhibir completamente el consumo de sulfato, cuando

su concentracion en el medio fue de 3 mM.

Tabla 2. Efecto de sulfito y anilogos de sulfato sobre el consumo de sulfato en M.
braunii

Inhibidores Velocidad de consumo (%)
0,3 mM 1 mM 3 mM

Sulfito 42 22 0

Tiosulfato 82 56 61

Seleniato 60 26 21
Cromato 43 23 0

Molibdato 72 40 35

Wolframato 84 77 45

La cantidad inicial de sulfato presente fue de 1 mM en todos los casos.
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2. Purificacion y caracterizacion de tres isoenzimas con actividad O-

acetil-L-serina(tiol)liasa de M. braunii
2.1. Caracterizacion de la actividad
a) Actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa

La actividad enzimética O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M. braunii
medida, tanto in sifu con células permeabilizadas, como in vitro utilizando
extractos o preparaciones parcialmente purificadas, requiere O-acetil-L-serina
10 mM vy sulfuro 5 mM, como sustratos de la reaccién (Tabla 3). La
presencia de piridoxal-5'-fosfato, cofactor de la enzima, o de un tiol como el
DTT, no parece afectar significativamente la actividad enzimética.

Tabla 3. Caracterizacién de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M. braunii

Sistema Actividad OASTL (%)
in situ in vitro

Completo 100 100

- O-acetil-L-serina 4 3

- Sulfuro 4 2

- Células o extracto 0 2
-PLP 98 96

- Ditiotreitol 90 93

El sistema completo contenia en un volumen final de 500 pl: 50 mM de tampén fosfato
potasico, pH 7,5; 2,5 mM de ditiotreitol; 50 pM de piridoxal-5'-fosfato; 5 mM de O-acetil-
L-serina; 5 mM de sulfuro sédico y la cantidad adecuada de células permeabilizadas o de
preparacién enzimitica que dé lugar a 0-400 nmoles de L-cisteina. El sulfuro sédico se
disolvié en NaOH 0,05 N. El 100 % de actividad OASTL en células permeabilizadas fue de
40 mU/m1 de cultivo y para la preparacion enzimatica in vitro fue de 5,8 U/ml.
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b) Actividad cisteina desulfhidrilasa

La actividad cisteina desulfhidrilasa de M. braunii medida en
extractos o preparaciones parcialmente purificadas, requiere 0,8 mM de L-
cistefna como sustrato (Tabla 4). La presencia de un tiol como el DTE afecta

significativamente la actividad enzimética.

Tabla 4. Caracterizacion de la actividad cisteina desulfhidrilasa de M. braunii.

Sistema Actividad (%)
Completo 100

- L-cisteina 1

- DTE | 2

- Enzima 0

El sistema completo contenia en un volumen final de 1 ml: 100 pmoles de tampén Tris-
HCI, pH 9,0; 0,8 umoles de L-cisteina; 2,5 umoles de DTE y la cantidad adecuada de
enzima. El 100 % de actividad cisteina desulfhidrilasa fue de 60,1 mU/ml.

2.2. Purificacion de isoenzimas

La O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M. braunii se purificé mediante un
procedimiento que incluye un tratamiento térmico del extracto crudo, la
separacién de pigmentos y dcidos nucleicos por precipitacién con sulfato de
protamina y sucesivas cromatografias en Sefadex G-200, DEAE-Sefacel,
Fenil-sefarosa y Sephacryl S-300 HR.
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a) Tratamiento con sulfato de protamina

Esta etapa se utiliza para eliminar el exceso de pigmentos y acidos
nucleicos presentes en el extracto crudo, y es necesaria para evitar
interferencias en las cromatografias que posteriormente realizaremos. Se
afiadi6 al extracto una disolucién al 0,2% (p/v) de sulfato de protamina en
tampén fosfato potasico 25 mM, pH 7.5; 2 mM de DTT; 1 mM de EDTA-
Najp y 10 uM de PLP (tampdn estdndar) con agitacién suave y continua
durante 15 min a 4°C. Una vez completada la precipitacién se centrifugé a
27,000 x g durante 15 min y el sobrenadante se utilizé para continuar la

purificacion.
b) Tratamiento térmico

La preparacién enzimética resultante de la etapa anterior se incub6
durante 2 min en un bafio termostatizado a 60°C con agitacién suave y
continua, alcanzdndose en la preparacién enzimatica una temperatura de 55°C.
Inmediatamente después se enfri6 el extracto en un bafio de hielo y se
centrifugd a 27,000 x g durante 15 min a 4°C, y el sobrenadante resultante se

utiliz6 para la siguiente etapa de purificacion.
c¢) Cromatografia en Sefadex G-200

La preparacién enzimética se precipit6 con sulfato aménico al 80% de
saturacion y posteriormente se resuspendié en tampén hasta un volumen de
21 ml, y una concentracién de proteina de 8,6 mg.ml-1. La muestra se filtr6 a
través de una columna empaquetada con Sefadex G-200 y las proteinas se
eluyeron con tampén estindar en fracciones de 1,5 ml. El perfil
cromatografico resultante se muestra en la Fig. 7. Las fracciones con mas
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actividad se mezclaron y la disolucién resultante se sometio al siguiente paso

de purificacién.

Actividad OASTL (U/mi) (-0-)
(L]
Absorbancia 280 nm ()

Nimero de fraccién

Fig. 7. Filtracion en gel Sefadex G-200 de una preparacion de O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de M. braunii. La muestra se filtré a través de una columna (1,6 @ x 85
cm) empaquetada con Sefadex G-200 y equilibrada con el tampén estdndar a un flujo
méximo de 25 ml/h. Se recogieron fracciones de 1,5 ml, en las que se determiné la actividad
OASTL y la Apgp.

d) Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Sefacel

Esta técnica separa las proteinas de la preparacion enzimaética segun la
fuerza de interaccién i6nica con la matriz, y por consiguiente en base a la
carga neta de las moléculas de proteina. Para ello, la preparacion procedente
de la etapa anterior se filtra a través de una columna empaquetada con DEAE-
Sefacel. El tamp6n B utilizado en esta etapa de purificacién tiene la siguiente
composicién: 10 mM de fosfato potésico, pH 7,5; 2 mM de DTT; | mM de
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EDTA-Naj. Tras el paso de la muestra, el lecho de columna se lavé

sucesivamente con 500 ml del tampdn B; 150 ml de un gradiente de 0 a 0,25
M de NaCl en tampén de lavado; 150 ml de otro gradiente, de 0,25 a 0,5 M
de NaCl en el tampén; y finalmente con 45 ml del mismo tampén conteniendo

1 M de NaCl. La Fig. 8 muestra el perfil de elucién de la actividad OASTL y
la Apg( correspondiente. "

10
0 M NaCl 0-0,25 M NaCl 0,25-0,5 M NaC! 1M NaCl
8 [ l l l 0.8
¢ B
= £
& c
S 6 - 0.6
~ @
o~
pd
w 2
< g
o <
4 - 0.4 =
3 3
© r-
2z <
°
<
’ 2 0.2

120 180 240 300

Numero de fraccién

Fig. 8. Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-sefacel de una preparacion
de O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M. braunii. La preparacién enzimética se aplicé a una
columna (1,6 ® x 30 cm) empaquetada con DEAE-sefacel y equilibrada con el tampén B a
un flujo maximo de 30 ml/h. Las flechas indican la concentracién de NaCl afiadida al
tamp6n de lavado. Inicialmente se recogieron fracciones de 9 ml y a partir del gradiente 0-
0,25 M de NaCl las fracciones recogidas fueron de 1,5 ml, en las que se midi6 la actividad
OASTL y la Aygp-

Se obtuvieron dos picos de actividad y un posible tercer pico, que se
corresponden con las concentraciones de 70, 145 y 210 mM de NaCl. Las
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fracciones 90-140 (OASTL A.B) y 141-165 (OASTL() se mezclaron por

separado, se concentraron y dializaron frente al tampén estandar.

e) Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de las
preparaciones OASTLA_ gy OASTL¢

La preparacién enzimética, OASTL o B, procedente de la etapa

anterior se suplementé con sulfato aménico hasta un 15% de saturacidn, antes
de ser aplicada a una columna empaquetada con fenil-sefarosa, y equilibrada
con tampoén estandar igualmente saturado al 15% con sulfato amoénico, a un
flujo maximo de 30 ml.h-1. Posteriormente se lavé el lecho de la columna de
manera sucesiva con tampoén estindar, conteniendo sulfato aménico o
etilenglicol, recogiéndose fracciones de 1,5 ml, segiin se indica en la Fig. 9,
que muestra el perfil de elucién resultante, con una separacion clara de los
isoenzimas OASTL p (fracciones 50-75) y OASTLR (fracciones 90-150). En
cada caso, las fracciones mds activas se mezclaron por separado, se
concentraron mediante ultrafiltracion y se dializaron frente al tampon estandar

antes de continuar la purificacion.
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15% S.A. 5% S.A. ¢ 10% EG 80% EG  75% EG
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Actividad OASTL (U/ml) (-0-)
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Fig. 9. Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de la preparacién OASTL A .g

de M. braunii. La preparacién enzimatica, que contenia un 15% de saturacién de sulfato
amonico, se filtré a través de una columna (1,6 @ x 4 cm) empaquetada con fenil sefarosa y
equilibrada con el tampén estdndar conteniendo un 15% de saturacién de sulfato aménico, a
un flujo méximo de 30 ml/h. Posteriormente, se realizaron lavados sucesivos con el
tamp6n estdndar, conteniendo sulfato aménico o etilenglicol tal como se indica mediante
flechas en la figura. Se recogieron fracciones de 1,5 ml donde se determiné la actividad
OASTL y la Ayg).

De forma andloga se procedi6 con la preparacién OASTL( procedente

de la etapa anterior, y el perfil de elucién resultante se muestra en la Fig. 10.
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Fig. 10. Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de la preparacion OASTL de

M. braunii. La preparacién enzimdtica, que contenia un 15% de saturacién de sulfato
aménico, se filtr6 a través de una columna (1.6 ® x 4 cm) empaquetada con Fenil-sefarosa y
equilibrada con el tampén esténdar conteniendo un 15% de saturacién de sulfato aménico, a
un flujo maximo de 30 ml/h. Posteriormente, se realizaron lavados sucesivos con dicho
tamp6n, conteniendo sulfato amdnico o etilenglicol tal como se indica mediante flechas en
la figura. Se recogieron fracciones de 1,5 ml donde se determiné la actividad OASTL y la

A280-

Absorbancia 280 nm (-+)
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f) Filtracion en gel Sephacryl $-300 HR de las isoenzimas
OASTL4, OASTLR y OASTL¢

Las preparaciones enzimdticas, concentradas hasta un volumen
maximo de 2 ml, se filtraron a través de una columna empaquetada con
Sephacryl S-300 HR. Las proteinas se eluyeron de la columna con tampén C
(50 mM de fosfato potésico, pH 7,5; 2 mM de DTT; 1 mM de EDTA-Naj y

10 uM de PLP) y se recogieron fracciones de 1,5 ml en las que se determind
la actividad OASTL y la Apg(. El perfil de elucién resultante se muestra en la
Fig. 11. En cada caso las fracciones con actividad se mezclaron y las
preparaciones resultantes, después de concentradas por ultrafiltracion, se
guardaron a 4 °C hasta su utilizacion.

El procedimiento de purificacion aqui descrito se resume en la Tabla 5
y permite obtener a partir de 30 g de células preparaciones de tres isoenzimas
de OASTL con actividades especificas de 47,8; 33,3 y 56,6 U.mg" 1
respectivamente, que representan un 8,8; 9,7 y 7,1 % de la actividad total de
partida.
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Fig. 11. Filtracion en gel Sephacryl S-300 HR de preparaciones de las isoenzimas
OASTLp, OASTLR y OASTL( de M. braunii. Las preparaciones de OASTL 4,
OASTLpR y OASTL(c se concentraron y aplicaron a una columna (1,6 ® x 85 cm)

empaquetada con Sephacryl S-300 HR equilibrada con el tampén C a un flujo méaximo de
90 ml/h. Las proteinas se eluyeron de la columna con el tampén C. Se recogieron
fracciones de 1,5 ml en las cuales se determiné la actividad OASTL y la Aggg.
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Tabla 5. Separacién y purificacién de isoenzimas con actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en M. braunii.

Etapas Volumen Proteina Act. Total ActEspec. Rec.
(ml) (mg) (U) (U/mg) (%)
Extracto crudo 251 552,2 1516 2,8 100
Sbte. Protamina 270 264,6 1488 5,6 98,2
Sbte. 55 °C 168 186,5 1166 6.3 76,9
Ppdo. (NH4)2S04 20 170,0 1165 6,9 76,8
Sephadex G-200 55 38,7 962 24,8 63,5
DEAE-sefacel
OASTLA-B 60 26,4 420 15,9 27,7
OASTLc 49 11,3 174 15,4 11,5
Fenil-sefarosa
OASTL A 11 2,8 133,8 47,8 8,8
OASTLp 8,5 4,4 146,6 33,3 9,7
OASTLC 7,1 1,9 107,6 56,6 7,1

El proceso de purificaci6n se realizé a partir de 30 g de peso himedo de células crecidas en
condiciones estandar. El ensayo de actividad y la determinaci6n de proteina se describe en
Materiales y Métodos.

2.3 Actividad cisteina desulfhidrilasa en las isoenzimas OASTL

En la Tabla 6 se muestra la determinacién de una actividad enzimatica
alternativa en las tres isoenzimas. Se puede observar que la actividad cisteina
desulfhidrilasa se encuentra presente en la OASTL o, OASTLR y OASTL(.
Esta actividad representa alrededor del 1 % de la actividad O-acetil-L-

serina(tiol)liasa, caracteristica de estas isoenzimas.
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Tabla 6. Comparacion de actividades O-acetil-L-serina(tiol)liasa y cisteina
desulfhidrilasa en las isoenzimas OASTL 5, OASTLR Y OASTL ¢ de M. braunii

Isoenzima Actividad
(U/ml)
CD OASTL
OASTLA 0,0346 3,5
OASTLB 0,0304 3,1
OASTLC 0,0343 3,5

Las actividades enzimiticas se determinaron tal como se describe en Materiales y Métodos.
En el caso de la O-acetil-L-serina(tiol)liasa, una unidad de actividad representa la cantidad de
enzima que cataliza la formacién de 1 pumol de L-cisteina por min. Para la cisteina
sulfhidrilasa, una unidad de actividad representa la cantidad de enzima que cataliza la
formacién de 1 umol de sulfuro por min.

2.4. Determinacion de pardmetros moleculares

A partir de los datos obtenidos en las filtraciones de las distintas
isoenzimas a través de Sephacryl S-300 HR se han determinado los radios de
Stokes de las isoenzimas de OASTL de M. braunii, que resultaron ser de 3
nm para la OASTL 5 y de 3,1 nm para OASTLR y OASTL (Fig. 12), asi

como sus pesos moleculares que se estimaron en 49.500 daltons para
OASTL 5 y 54.000 daltons para OASTLR y OASTL (Fig. 13).
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Fig. 12. Determinacién del radio de Stokes de la O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M.
braunii. Se utilizaron las siguientes proteinas como patrones: ovoalbimina (OVA) (2,75

nm), seroalbiimina bovina (BSA) (3,50 nm) y alcohol deshidrogenasa (ADH) (4,17 nm).
actividad

Las flechas indican la posicién correspondiente a las distintas isoenzimas con
OASTL.
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Fig. 13. Determinaciéon del peso molecular de la O-acetil-L-serina(tiol)liasa de M.
braunii mediante cromatografia de filtracién en gel Sephacryl S-300 HR. Los
patrones utilizados en el calibrado de la columna fueron: piruvato quinasa (PirK: 237.000
Da), alcohol deshidrogenasa (ADH: 148.000 Da), sercalbiimina bovina (BSA: 66.000 Da),
ovoalbimina (OVA: 45.000 Da) y citocromo ¢ (Citc: 12.300 Da).

Con el propésito de determinar la posible existencia de un complejo
multienzimético (SAT-OASTL) de alto peso molecular entre la serina-acetil
transferasa y la O-acetil-L-serina(tiol)liasa, se llevé a cabo una filtracién de
una preparacién enzimatica a través de Sephacryl S-300 HR. En la Fig. 14 se
muestra el cromatograma obtenido, que revela la presencia de proteinas con
actividad OASTL entre los 49.000 y 55.000 daltons, descartdndose la
hipétesis del complejo multienzimatico SAT-OASTL.
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Fig. 14. Filtracién en gel Sephacryl S-300 HR de una preparacion de O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de M. braunii. La preparacién enzimética, tras sucesivos tratamientos, se
precipité finalmente con sulfato aménico al 80% de saturacién. Luego se resuspendio el
precipitado en tamp6n de extraccién. Se agregé sacarosa al 6% (p/v) y se aplicé a una
columna (1,6 ® x 85 cm) empaquetada con Sephacryl S-300 HR y equilibrada con el
tampén de extracci6n a un flujo maximo de 90 m/h. El volumen aplicado fue de 1 ml. Se
recogieron fracciones de 1,5 ml. Se determiné la actividad OASTL y la Aggp.

Absorbancia 280 nm (-s-)



74 Resultados

2.5. Estudios cinéticos

a) Determinacion de los valores de Km para los sustratos

mostrados por las tres isoenzimas de OASTL

Se ha hecho un estudio comparativo de la afinidad que cada una de las
isoenzimas muestra por los sustratos con objeto de obtener informacién clave
que nos ayude a interpretar el posible papel fisiolégico de cada una de ellas,
dentro del metabolismo del azufre. La Fig. 15 muestra la representacién de
dobles inversos de Lineweaver-Burk para la determinacién del valor de Km
para la O-acetil-L-serina. Se obtienen valores andlogos para las tres
isoenzimas, alrededor de 2,4 mM. La Fig. 16 muestra la representacién de
dobles inversos de Lineweaver-Burk para la determinacién del valor de Km

para el sulfuro. Se obtienen valores de 230 uM, 310 uM y 80 uM, para
OASTL 5, OASTLR y OASTL, respectivamente.
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Fig. 15. Determinacién de las Km para O-acetil-L-serina correspondientes a
OASTLp, OASTLER y OASTL de M. braunii. La actividad OASTL se midi6 tal como
se ha descrito en Materiales y Métodos excepto en lo que se refiere a la concentracién de O-
acetil-L-serina en la mezcla que vari6 segin se indica en la figura. Las velocidades iniciales
estdn expresadas en pmoles de L-cisteina formada por min.
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Fig. 16. Determinacién de las Km para sulfuro correspondientes a OASTL 4,
OASTLpR y OASTL de M. braunii. La actividad OASTL se midi6 tal como se describe

en Materiales y Métodos excepto en lo que respecta a la concentracién de sulfuro en la
mezcla de reaccién que varié segiin se indica en la figura. Las velocidades iniciales estdn
expresadas en pmoles de L-cisteina formada por min.
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b) Efecto de la temperatura sobre la actividad OASTL

La Fig. 17 muestra la dependencia de la actividad OASTL de las

isoenzimas con la temperatura en el intervalo comprendido entre 25 y 70°C.
La actividad maxima se alcanza a 60°C para OASTLp, OASTLR y

OASTLC.
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Fig. 17. Temperatura 6ptima de trabajo para el ensayo de la actividad OASTL de
M. braunii. La actividad de preparaciones purificadas de OASTL 5 (@), OASTLg (W) y
OASTL( (A) se midi6 segiin se describe en Materiales y Métodos aunque incubando la

mezcla de reaccién durante 5 min a las temperaturas indicadas. El 100% de actividad
correspondi6 a 20 U/ml

Por otra parte la Fig. 18 muestra la representacion de Arrhenius de las
velocidades maximas obtenidas a cada temperatura. Los valores obtenidos en
el intervalo entre 25 y 60 ©C se disponen linealmente distinguiéndose dos

pendientes distintas para cada una de las isoenzimas.
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Fig. 18. Representacion de Arrhenius para la determinacion de la energia de
activacion de las reacciones catalizadas por las isoenzimas OASTL y (@), OASTLg

(M) y OASTL ¢ (A) de M. braunii. Se representa el logaritmo de la actividad OASTL
frente al inverso de la temperatura, en el intervalo comprendido entre 25 y 60°C.

La existencia de dos valores de energia de activacion distintos para
cada isoenzima implicaria por su parte un mecanismo de reaccién con dos
pasos cinéticos. Finalmente a temperaturas superiores a 60°C, la actividad de
las isoenzimas decae como consecuencia de su desnaturalizacién.

En la Fig. 19 se observa un descenso de la actividad de las tres

isoenzimas como consecuencia de un proceso de termoinactivacion.
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Fig. 19. Inactivacién térmica de OASTL (@), OASTLg (M) y OASTL( (A) de M.
braunii. Preparaciones parcialmente purificadas de OASTL 5, OASTLp y OASTL fueron

incubadas durante 10 min a Ia temperaturas indicadas antes de ser empleadas para la medida
de su actividad, tal y como se describe en Materiales y Métodos. El 100 % de actividad,

correspondiente a las preparaciones conservadas a 4 °C, fue de 3,6 Uml-l, 3,1 U.ml'! y
3,05 U.ml"! respectivamente.
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b) Efecto del pH sobre la actividad OASTL4, OASTLR y OASTL¢

La Fig. 20 muestra la dependencia de la actividad OASTL de las
correspondientes isoenzimas con el pH en el intervalo de 4 a 10. Puede
observarse que a valores de pH inferiores a 6 apenas puede detectarse
actividad, probablemente debido a pérdidas de sulfuro por volatilizacion. La
actividad médxima se alcanza a pH 8,5 con tampén Tris-HCl y a pH 9,0 con
CHES-KOH, para OASTLB y OASTLA respectivamente. Sin embargo a
valores de pH superiores a 8,0 se produce un desplazamiento del grupo
acetilo, transformandose la O-acetil-L-serina en N-acetil-L-serina, lo que de
hecho aconseja que la medida de la actividad OASTL se haga entre pH7,0 y
7.5.
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Fig. 20. pH éptimo para el ensayo de la actividad OASTL de M. braunii. La actividad
de preparaciones parcialmente purificadas de OASTL 5, OASTLp y OASTL se midi6

segiin se describe en Materiales y Métodos, utilizando los tampones acetato (@), fosfato
(A), TRIS (H) y CHES (#) a una concentracién final de 100 mM. El 100 % de actividad

fue de 13,65 U.ml‘l, 6,78 U.ml-1 y 6,69 Uml-1 respectivamente.
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2.6. Propiedades regulatorias

a) Inhibicion por sustrato de OASTLJ, OASTLR y OASTL

OASTL A, OASTLR y OASTLC se inhiben a partir de
concentraciones de OAS de 12, 10 y 11 mM, respectivamente (Fig. 21). El
sulfuro inhibe, a concentraciones préximas a 30 mM, las tres isoenzimas

(datos no mostrados).
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Fig. 21. Inhibicién por O-acetil-L-serina de la actividad de OASTL (®), OASTLg

(M) y OASTL( (A) de M. braunii. Se midi6 la actividad como se describe en Materiales y

Métodos, excepto que se incluyeron las concentraciones indicadas de O-acetil-L-serina. El
100 % de actividad, correspondiente a concentraciones de sustrato de 12, 10 y 11 mM, fue

de 3,7 Uml'}, 32 Uml! y 3,08 Uml'! para OASTL,, OASTLR y OASTL(,
respectivamente.
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b) Efecto del DTE sobre OASTL4, OASTLR y OASTLC

La incubacién de las tres isoenzimas con un ditiol como el DTE 5 mM
no afecta al nivel de actividad OASTL, tal como se muestra en la Fig. 22. En
cambio, esta sustancia inhibe fuertemente la actividad de las isoenzimas a
concentraciones superiores a 10 mM en la mezcla de reaccién, siendo casi

total a concentraciones de 30 mM o superiores.

Actividad OASTL (%)

0 5 10 15 20 25 30 35
[DTE] (mM)

Fig. 22. Inhibicién por DTE de la actividad OASTL 5 (@), OASTLyp (M) y OASTLC

(A) de M. braunii. La actividad OASTL se midi6 tal como se describe en Mateiales y
Métodos pero incluyendo en la mezcla de reacci6n las concentraciones de DTE indicadas. El
100 % de actividad fue de 3,4 U.ml"!, 3,02 Uml1 y 3,48 U.ml-! respectivamente.
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c) Efecto de diferentes aminodcidos sobre la actividad OASTL4,
OASTLg y OASTL¢

En la Tabla 7 se muestra el efecto de diferentes aminoacidos sobre la
actividad OASTL. S6lo la L-metionina a una concentracién 5 mM inhibe

significativamente la actividad OASTL. Se observan niveles de inhibicion de
41 %, 42 % y 40 %, para OASTL 5, OASTLR y OASTL, respectivamente.

Tabla 7. Efecto de diferentes aminoicidos sobre la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de las isoenzimas OASTL 5, OASTLg Y OASTL ¢ de M. braunii.

Aminoacido Actividad (%)
OASTLy4 OASTLp OASTL

Ninguno 100 100 100
L-Arginina 98 99 105
L-Asparragina 103 94 96
Glicina 106 100 103
L-Glutamina 100 93 87
L-Histidina 91 96 96
L-Leucina 98 98 96
L-Metionina 4] 42 40
L-Serina 91 108 100

La actividad OASTL se determiné segin se describe en Materiales y Métodos, pero en
presencia de 5 mM de los amino4cidos indicados. El 100% de actividad fue de 3,40; 2,83 y

3,04 U.ml-] para las isoenzimas OASTL 5, OASTLpR y OASTL, respectivamente.
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d) Inhibicién por L-metionina de la reaccion catalizada por la
OASTL4, OASTLR y OASTL ¢

Con el fin de realizar un estudio relacionado con la naturaleza de la
inhibicién producida por la L-metionina, se ha medido la actividad OASTL a
concentraciones variables de O-acetil-L-serina en presencia de diferentes
concentraciones de L-metionina. Las correspondientes representaciones de
Lineweaver-Burk para OASTL A (Fig. 23), OASTLR (Fig. 24) y OASTLC
(Fig. 25) permiten determinar que la L-metionina inhibe a las tres isoenzimas
con respecto a OAS. La naturaleza de la inhibicién es de la llamada mixta,
donde el inhibidor afecta tanto los valores de Viax como los de Km de la

reaccion catalizada enzimaticamente. Los valores de Ki obtenidos son de 1,44
mM, 1,53 mM y 1,95 mM, para OASTLA, OASTLR y OASTL(C,

respectivamente.
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1/v

1/{0AS] (mM )

Fig. 23. Inhibicion por L-metionina de la actividad OASTL s de M. braunii. Se

midié la actividad OASTL tal como se describe en Materiales y Métodos pero variando la
concentracién de O-acetil-L-serina e incluyendo la L-metionina en la mezcla de reaccién a 0
(®); 2,5 (A); 5 (M) y 7,5 (®) mM. Las velocidades iniciales se expresan en umoles de L-
cisteina formada por min.
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0.2 -0.1 ) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
1/[0AS] (mM V)

Fig. 24. Inhibicién por L-metionina de la actividad OASTLg de M. braunii. Se

midié la actividad OASTL tal como se describe en Materiales y Métodos pero variando la
concentracion de O-acetil-L-serina e incluyendo la L-metionina en la mezcla de reaccién
como en la figura anterior. Las velocidades iniciales se expresan en fumoles de L-cisteina
formada por min.
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1/v

-0.2 0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
1/[0AS] (mMm 1)
Fig. 25. Inhibicion por L-metionina de la actividad OASTL ¢ de M.braunii. Se midi6

la actividad OASTL tal como se describe en Materiales y Métodos pero variando la
concentracion de O-acetil-L-serina e incluyendo la L-metionina en la mezcla de reaccién
como en la figura 23. Las velocidades iniciales se expresan en imoles de L-cisteina formada
por min. ’
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e) Efecto de diferentes compuestos sobre la actividad de las
isoenzimas OASTL

En la Tabla 8 se observa el efecto de distintos compuestos sobre la
actividad OASTL. No se observa una disminucién de la actividad tras la
adicién de acetato 5 mM a la mezcla de reaccién. En cambio, tanto el
tiocianato 5 mM y el maleato 5 mM, inhiben la actividad de las tres

1soenzimas.

Tabla 8. Efecto de diferentes compuestos sobre la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de las tres isoenzimas de M. braunii.

Compuesto Actividad (%)

OASTL4 OASTLp OASTLc
Ninguno 100 100 100
Acetato 97 98 96
Tiocianato 59 66 ' 44
Maleato 46 58 55

La actividad OASTL se determiné segin se describe en Materiales y Métodos, en presencia
5 mM de los compuestos resefiados. El 100 % de actividad fue de 3,54; 3,04 y 3,50 U/ml
para las isoenzimas A, B y C, respectivamente.

En la Tabla 9 se muestra el efecto de diferentes compuestos, entre los
que se encuentran inhibidores de enzimas dependientes de piridoxal-5'-
fosfato y agentes quelantes de metales. Se observa que el acido
aminooxiacético 5 mM inhibe significativamente la actividad de las tres
isoenzimas, en tanto que la hidroxilamina 5 mM inhibe selectivamente la
actividad de la OASTLp y OASTLg, pero no la de la OASTL(. La D-

cicloserina 5 mM inhibe parcialmente la actividad de las tres isoenzimas.
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Tabla 9. Efecto de diferentes compuestos sobre la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa de las isoenzimas de M. braunii.

Compuesto Actividad (%)
OASTLy OASTLp OASTL¢

Ninguno 100 100 100
Hidroxilamina 78 87 100
Ac.Aminooxiacético 15 16 19
D-cicloserina 77 91 87
2-Mercaptoetanol 98 98 97
NaCN 98 101 99
H3BO3 99 98 97
EDTA-Nay 100 101 102

Mismas condiciones que la Tabla 7 con la excepcién del NaCN, cuya concentracién fue de 1
mM. El 100 % de actividad fue de 3,62; 3,12 y 3,02 U.ml-! para OASTL 5, OASTLR ¥y
OASTL ¢, respectivamente.
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3. Regulacion de la expresion de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en células de M.braunii

3.1. Efecto de las condiciones ambientales y nutricionales sobre la
actividad OASTL.

a) Efecto de la intensidad luminica

En la Tabla 10 se muestra el efecto de distintas intensidades de luz
sobre el nivel de actividad de la OASTL.

Tabla 10. Efecto de la intensidad de la Iuz sobre el nivel de actividad de la O-acetil-
L-serina(tiol)liasa en M. braunii

Intensidad de luz Actividad OASTL
W.m2 U.mg clorofila”l

Oh 24h
53 2,80 3,50
40 2,85 2,90
31 2,78 2,85
23 2,82 2,80
18 2,85 2,85

Células crecidas en condiciones estindar, con una intensidad luminica de 31 W.m‘z, se

recogieron, lavaron y resuspendieron en medio fresco hasta unos 20 ug clorofilaml !, A
tiempo 0, fracciones del cultivo original se sometieron a distintas intensidades de luz y tras
24 h, se midié la actividad OASTL en células permeabilizadas.

Se puede observar que tras 24 h de iluminacién continua, los
resultados indican un aumento de la actividad especifica OASTL del 25 % en

células sometidas a una intensidad de luz de 53 W.m"2, en tanto que la
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actividad no parece afectarse entre intensidades de 18 y 40 W.m2. En todos
los casos, las células mas que duplican la cantidad de clorofila, a las 24 h
(datos no mostrados). No obstante el efecto observado hemos seleccionado
para nuestros cultivos una intensidad luminica de 31 W.m 2 en los
experimentos de esta tesis, porque se adecuaba mejor a nuestras condiciones
de trabajo sin afectar significativamente nuestros objetivos.

b) Efecto de la calidad de luz

Las células que crecen con luz roja o luz azul muestran una
disminucién de la actividad OASTL en las primeras 12 h (Fig. 26). Por otra
parte, en ambas situaciones, a partir de ese momento los resultados indican
un aumento de la actividad OASTL hasta situarse en niveles préximos a 3
U.mg clorofila-1 a las 48 h. Se observa que los niveles maximos en el
contenido de clorofila son inferiores, tanto en condiciones de luz roja (37 pug
clorofila.ml-1) como de luz azul (21 pg clorofila.ml-1), a los alcanzados
bajo condiciones de iluminacién con luz blanca (60 pg clorofila.ml-1), a las
48 h. Teniendo en cuenta que mostramos actividades relativas a clorofila, es
obvio que la actividad OASTL total es significativamente mas alta en los

cultivos con luz blanca.
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[Clorofila] (pg/ml)

Actividad OASTL (U/mg clorofila)

Tiempo (h)

Fig. 26. Efecto de la calidad de luz sobre la actividad QASTL en células de M.
braunii. Células cultivadas en las condiciones estindar descritas en Materiales y Métodos,
se recogieron, lavaron y resuspendieron en medio fresco, a una concentracién inicial de
clorofila de 16 ug.ml'l. A tiempo 0 se sometieron a luz blanca (O), azul (A), roja (A) y

oscuridad (@®). La intensidad de luz fue en todos los casos de 31 W.m2 Se midi6 la
actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila
(lineas punteadas).

c) Efecto de la fuente de carbono

En la Tabla 11 se muestra el efecto de la utilizacién de distintas
fuentes alternativas de carbono sobre la actividad OASTL. Se observa que en
las células sometidas a carencia de carbono bajo condiciones de iluminacién
continua disminuye la actividad especifica de la OASTL en un 26 % con
respecto al testigo (diéxido de carbono y luz). Ademis, no se evidenciaron
incrementos en el nivel de clorofila (datos no mostrados). La combinacién de
carencia de la fuente de carbono y oscuridad revela un brusco descenso de la
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actividad especifica en las células (-38 % respecto al testigo diéxido de
carbono y luz). Las células que crecian con fuentes orgénicas alternativas de
carbono muestran un aumento de la actividad especifica OASTL, tanto bajo
situaciones de luz como de oscuridad, a las 24 h.

Tabla 11. Efecto de la fuente de carbono sobre el nivel de actividad de la O-acetil-
L-serina(tioDliasa en M. braunii

Fuente de carbono Actividad OASTL
Umg cloroﬁla'l

Oh 24h
+CO; (luz) 2,80 2,90
+CO5 (oscuridad) 2,85 2,80
- C(luz) 2,75 2,14
- C (oscuridad) 2,80 1,80
+Acetato (luz) 2,82 3,24
+Acetato (oscuridad) 2,78 3,06
+Glucosa (luz) 2,70 3,38
+Glucosa (oscuridad) 2,75 3,46

Células crecidas en condiciones estandar, con diéxido de carbono 5% (v/v) y con una
intensidad de luz de 31 W.m2; se recogieron, lavaron y resuspendieron en medio fresco

hasta alcanzar unos 20 ug clorofilaml-l. A tiempo cero y donde se indica se afiadi6 a cada
cultivo CO7 al 5% (v/v) en aire, acetato, 12 mM, o glucosa 10 mM, como fuente de

carbono. Tras 24 h, se midi6 la actividad OASTL en c€lulas permeabilizadas.

Es mds importante por tanto la disponibilidad de una fuente de
carbono para mantener, o incluso aumentar el nivel intracelular de la
actividad OASTL, que el efecto de la luz, ya que la oscuridad no afecta

significativamente.
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d) Efecto de la fuente de nitrogeno

En la Tabla 12 se muestra el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno
sobre el nivel intracelular de la OASTL. La carencia de nitrégeno en el medio
de cultivo determina un descenso de la actividad especifica OASTL y
también de la clorofila (datos no mostrados), insinudndose una clorosis
incipiente en las células. El amonio 5 mM se revela como una fuente
alternativa de nitré6geno, pero a mayores concentraciones determina una
clorosis en las células y una parada del crecimiento (datos no mostrados). La
hidroxilamina 5 mM determina un descenso de la actividad OASTL del orden
del 72% con respecto al nitrato como fuente alternativa, a la vez que clorosis

y detencién del crecimiento (datos no mostrados).

Tabla 12. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el nivel de actividad de la O-
acetil-L-serina(tioDliasa en M. braunii .

Fuente de nitrégeno Actividad OASTL
U.mg cloroﬁla‘l |
Oh 24 h
Ninguna 2,80 2,52
Nitrato 2,82 2,90
Nitrito 2,78 2,85
Amonio 2,80 2,57
Hidroxilamina 2,85 0,81

Células crecidas en condiciones estdndar, con una concentracién de nitrato 10 mM, se
recogieron, lavaron y resuspendieron en un medio fresco carente de nitrégeno hasta alcanzar
unos 20 ug Clorofilaml-l. A tiempo 0 y segin se indica se afiadi6 a cada cultivo ; nitrato
o nitrito, 10 mM, y amonio o hidroxilamina, 5 mM. Tras 24 h de crecimiento, se midi6
en los correspondientes cultivos la actividad OASTL en células permeabilizadas.
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e) Efecto de la fuente de azufre

En la Tabla 13 se muestra el nivel de actividad OASTL de células de
M. braunii creciendo en diferentes fuentes de azufre. Durante el crecimiento
se observo que aquellos compuestos inorganicos del azufre oxidado, como
sulfato, sulfito y tiosulfato, permiten el crecimiento celular del alga, y
llegaron a duplicar el contenido de clorofila en los cultivos tras 24 h de
ensayo, mientras que las células tratadas con en tetrationato no llegan a
duplicar su contenido de clorofila en el mismo tiempo (datos no mostrados).
El aumento de la actividad especifica OASTL observado en células tratadas
con tetrationato es similar a las células que crecen en condiciones de carencia
de azufre.

Por otra parte, las células de M. braunii pueden utilizar sulfuro
como fuente de azufre para su crecimiento, duplicando su contenido de
clorofila a las 24 h y noauentando significativamente la actividad OASTL
(datos no mostrados).

En cuanto a la utilizacién de fuentes de azufre organicas por parte de
M. braunii, observamos que en las células tratadas con L-cisteina, L-
metionina, glutatién y dodecil sulfato, como unica fuente de azufre, el
contenido de clorofila se duplica tras 24 h, y los niveles de actividad OASTL
s6lo muestran ligeras diferencias entre si. Sin embargo, las células tratadas
con 4cido sulfamico como fuente alternativa de azufre, no alcanzan a duplicar
el contenido de clorofila (datos no mostrados) en 24 h, y se observa un
aumento de la actividad OASTL.

En las células que crecen en situacién de carencia de azufre en el
medio de cultivo, se observa un aumento de la actividad OASTL y el
contenido de clorofila no alcanza a duplicarse tras 24 h (datos no

mostrados).
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Tabla 13. Efecto de la fuente de azufre sobre el nivel de actividad de 1a O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en M. braunii

Fuente de azufre Actividad OASTL
Umg cloroﬁla'l

Oh 24h
Ninguna 2,85 423
Sulfato 2,80 2,90
Sulfito 2,85 2,83
Tiosulfato 2,83 2,95
Tetrationato 2,85 4,35
Sulfuro 2,78 3,08
Ac. sulfdmico 2,88 4,07
SDS 2,75 2,70
L-Cisteina 2,90 2,85
L-Metionina 2,88 3,16
Glutatién 2,90 3,05

Células crecidas en condiciones estdndar, con una concentracién de sulfato 1 mM, se
recogieron, lavaron y resuspendieron en un medio fresco carente de azufre. A tiempo 0 se
afiadieron, a los correspondientes cultivos celulares que contenian alrededor de 20 pig

clorofila.ml"1, las fuentes de azufre que se indican a una concentracién 1 mM. Tras 24 h,
se midi6 la actividad OASTL en células permeabilizadas.

f) Efecto de la concentracién de ién ferroso en el medio de

cultivo

En la Tabla 14 se muestra el efecto del i6n ferroso sobre la actividad
OASTL. En las células que crecen en un medio carente de hierro, se observa
un aumento de la actividad OASTL alas 48 h.
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Tabla 14. Efecto del ion ferroso sobre el nivel de actividad de la O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en M. braunii

Concentracion Actividad OASTL
uM Umg cloroﬁla‘l
Oh 24 h 48 h
0 . 2,80 2,90 4,05
20 2,90 2,85 2,90
40 2,88 2,90 2,85
60 2,87 2,85 2,90
80 2,85 2,90 2,95
100 2,86 2,90 3,00
150 2,95 2,95 3,05
200 2,88 2,90 3,08

Células crecidas en condiciones estindar, con una concentracién de i6n ferroso de 36 UM;
se recogieron, lavaron y resuspendieron en un medio fresco carente de hierro. A tiempo 0
se afiadieron, a los correspondientes cultivos celulares que contenian alrededor de 20 pg

cloroﬁla.ml'l, las concentraciones indicadas de cloruro ferroso (ClyFe). Tras 24 y 48 hde
cultivo, se midi6 la actividad OASTL en células permeabilizadas.

g) Efecto de la carencia de distintos factores bdsicos para el

crecimiento celular

En la Fig. 27 se observa que la carencia de nitrégeno, carbono, o
bien luz, no tiene un efecto significativo sobre el nivel intracelular de la
OASTL, en las primeras 36 h. La adicién de la fuente de nitrégeno al medio
de cultivo, determina un aumento de la actividad OASTL hasta alcanzar un
maximo de 4,3 U.mg clorofila-! a las 16 h posteriores al momento de la
reposiciéon. Con el transcurso del tiempo la actividad disminuye hasta

situarse proxima a los valores encontrados en las condiciones normales de
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crecimiento (2,7-2,9 U.mg clorofila-1). Las células que crecen en un medio
carente de nitrégeno muestran clorosis como consecuencia del descenso en la
cantidad de clorofila del cultivo con respecto al valor inicial de partida (16

ug.ml‘l).

100

(clorofita) (ug/mi)

Actividad OASTL (U/mg clorofila)

Tiempo (h)

Fig. 27. Actividad OASTL en células de M. braunii sometidas a carencia de
distintos factores basicos para su crecimiento. Células cultivadas en las condiciones
estdndar descritas en Materiales y Métodos con nitrato 10 mM se recogieron, lavaron y

resuspendieron en medio fresco, a una concentracién inicial de clorofila de 16 p‘g.ml'1 y en
las condiciones indicadas. La flecha indica el punto de transicién desde la situacién de
carencia de azufre (A), nitrégeno (3), carbono (O) y luz (+) a la reposicién de sulfato (4),
nitrato (ll), CO7 (®) y luz (+) a la reposicién del mismo. Se midieron la actividad
OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila (lineas
punteadas) a los tiempos indicados.

La reposicién de la fuente de carbono o el reestablecimiento de las
condiciones de iluminacién habituales, s6lo determina un ligero aumento de
la actividad OASTL en las células, con picos ligeramente evidentes a las 8 h
posteriores. En el caso de las células que crecian sin fuente de carbono, la
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reposicién de la misma determina un incremento menor de la cantidad de
clorofila en el cultivo en relacién a los otros tratamientos.

La carencia de azufre determina una induccién marcada de la
actividad OASTL en las células a partir de las 12 h. La adicién de sulfato 1
mM determina una disminucién de la actividad especifica pero el valor
alcanzado a las 36 h posteriores es de 5,5 U.mg clorofila~1, superior en un
110 % al control.

3.2. Efecto de las condiciones nutricionales sobre el nivel intracelular de

las isoenzimas con actividad OASTL

Durante el procedimiento de purificacién de la O-acetil-L-
serina(tiol)liasa se identificaron tres isoenzimas, OASTLp, OASTLR y

OASTL . En una cromatografia hidrofébica en fenil-sefarosa las isoenzimas
OASTLR y OASTL con sulfato aménico al 5 % de saturacién en tampén
estdndar; en tanto que la isoenzima OASTL p eluye en el mismo tampén con
30% (v/v) de etilenglicol. Mediante este procedimiento, hemos estudiado la
incidencia de factores nutricionales o ambientales sobre la induccién
diferencial de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en las tres isoenzimas
de M. braunii.

a) Efecto del crecimiento

En la Fig. 28 se puede observar que los cultivos de M. braunii con

20 pg clorofila. ml-1 expresan dos grupos de isoenzimas con una relacién de
actividades OASTLR.C:OASTL A de 1. Mientras que los cultivos con 60 pug

Clorofila.ml-1 las expresan en una proporcion OASTLR_C:OASTL de 2,

indicando que a medida que avanza el crecimiento celular, la actividad
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OASTL p decrece algo, mientras que aumenta de forma significativa el nivel

de las otras dos isoenzimas.

1200
5% S.A. 30% EG

oo | .

600 ¢

Actividad OASTL (mU/ml)

200+

0 27 54 81 108
Numero de fraccién

Fig. 28. Efecto del crecimiento sobre el nivel intracelular de las isoenzimas con
actividad OASTL de células de M. braunii. A extractos crudos de células cultivadas y
cosechadas en dos momentos distintos de la fase de crecimiento exponencial (20 (O) y 60
(®) pg Cloroﬁla.ml'l), se les adiciond sulfato de protamina 10% (v/v) para la eliminacién
de pigmentos, tal como se indicé en Materiales y Métodos. Los correspondientes
sobrenadantes se aplicaron a una columna de fenil-sefarosa (® 1,6 x 2 cm) empleando
tampo6n estandar, pH 6,8, conteniendo sulfato aménico al 15% de saturacién. Se indican
los sucesivos lavados para la elucién de las isoenzimas, conteniendo sulfato aménico
(S.A.) o etilenglicol (EG), segin corresponda. Se recogieron fracciones de 1,5 ml y se
midi6 la actividad OASTL.

b) Efecto de la carencia de carbono en el medio de cultivo

Se observa una disminucién de la actividad OASTL en ambos grupos

de isoenzimas bajo una situacién de carencia de carbono en relacién a los
controles (Fig. 29). La relacién de actividades OASTLR_C:OASTLA es de
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0,9. Por otra parte es interesante mencionar que la actividad OASTL(
permanece constante las 24 h en presencia de CO», mientras que las otras

1soenzimas aumentan algo su actividad.

1200

5% S.A. 30% EG

1000
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Actividad OASTL (mU/ml)
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Fig. 29. Efecto de la carencia de carbono en el medio sobre el nivel intracelular de
las isoenzimas con actividad OASTL de células de M. braunii. A extractos crudos de
células cultivadas, sometidas a carencia de fuente de carbono durante 24 h (@), se les
sometié al mismo tratamiento que el indicado en la figura 28. Se recogieron fracciones de
1,5 m] y se midié la actividad OASTL. (O) es un control a tiempo cero y (A) es un control
con c€lulas crecidas durante 24 h con CO».

c¢) Efecto de la carencia de nitrégeno en el medio de cultivo

La carencia de nitrégeno en el medio determina una expresion

reducida de ambos grupos de isoenzimas en relacién a los controles (Fig.
30). La relacién de actividades OASTLR.:OASTL A es de 0,8.



Resultados 103

1200

5% S.A. 30% EG
1000 -l J

800
600

400

Actividad OASTL (mU/m!)

200

0 27 54 81 108
Namero de fraccién

Fig. 30. Efecto de la carencia de nitrogeno en el medio sobre el nivel intracelular
de las isoenzimas con actividad OASTL de células de M. braunii. Extractos crudos de
células cultivadas, sometidas a carencia de fuente de nitr6geno durante 24 h (@), se trataron
como se indica en la figuras 28. Se recogieron fracciones de 1,5 ml y se midi6 la actividad
OASTL. (O) es un control a tiempo cero y (A) es un control con células crecidas durante
24 h con nitrato.

d) Efecto de la carencia de azufre en el medio de cultivo

En la Fig. 31 se puede observar el incremento marcado del grupo de
isoenzimas OASTLR_C, con el transcurso del tiempo en células carentes de
azufre, que llega a multiplicarse por 6 después de 60 horas en hambre de
azufre, indicando una induccién de la actividad OASTL que estudiaremos a
continuaci6n. Paralelamente a como se ha observado en el caso de carbono y
nitrégeno, la actividad OASTL( es la que menos se afecta por la carencia del

nutriente
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Fig. 31. Efecto de la carencia de azufre en el medio sobre el nivel intracelular de
las isoenzimas con actividad OASTL de células de M. braunii. A extractos crudos de
células cultivadas, sometidas a carencia de fuente de azufre durante 0 (0), 36 (@),48 (A) y
60 (A) h, se les sometié al mismo tratamiento que en la figura 28. Se recogieron
fracciones de 1,5 ml y se midi6 la actividad OASTL.

3.3. Efecto de distintas condiciones ambientales y/o nutricionales sobre
la induccion de la actividad OASTL

a) Efecto de la fuente de azufre en el medio de cultivo

En la Fig. 32 se puede observar que para concentraciones de sulfato
entre 0,5 y 5 mM en el medio de cultivo, el nivel de actividad especifica
OASTL y clorofila en las células de M. braunii no evidencian cambios
significativos. Por otra parte, la carencia de azufre en el medio de cultivo

determina, como hemos citado anteriormente, un incremento de la actividad
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enzimatica hasta alcanzar valores de 9,3 U.mg clorofila~1, en tanto que la
cantidad de clorofila permanece pricticamente constante a partir de las 12 h.
Sin embargo este incremento de actividad OASTL necesita un tiempo de 12 h
para comenzar, por lo que estimamos tiene que bajar la concentracién

intracelular de metabolitos azufrados para que se dispare el proceso.

10 100

=

B

o

s =
£

o ¢ F g

E 6 60 3

3 2

2 =

2 5

6 af 40 &
s

3

k-4

3 e

3

< J

2 _-- 20
.-
0 1 L L 1 ] 1 0
0 9 18 27 36 45 54 €3

Tiempo (h)

\

Fig. 32. Efecto de la concentracién de sulfato en el medio de cultivo sobre la
induccién de la actividad OASTL en células de M. braunii. Células cultivadas en las
condiciones estdndar descritas en Materiales y Métodos, se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una concentracién inicial de clorofila de
16 ug.ml'l. A tiempo O se afiadi6 sulfato 0 (O), 0,5 (@), 1 (A) y 5 (A) mM. Se midi6 la
actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila
(lineas punteadas).

En la Fig. 33 se observa que la adicién de sulfito 1 mM al medio de
cultivo, detiene casi inmediatamente la induccién de la actividad OASTL en
M. braunii provocada por el hambre de azufre. No se evidencia una
diferencia significativa entre la situacién de adicién de sulfato y la de sulfito,

indicando esto que es probablemente la fuente de azufre la que revierte el
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proceso y no se debe a un efecto especifico de algiin metabolito en concreto.
Los niveles de actividad alcanzados tras las 24 h posteriores a la reposicion
son similares en ambos casos. Por otra parte, también se observa en la figura
como se dispara la sintesis de clorofila al afiadir la fuente de azufre.
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Fig. 33. Evolucion de la actividad OASTL en células de M. braunii en funcion de la
fuente de azufre del medio. Se crecieron células en presencia de sulfato (O) y sulfito (@)
1 mM y en ausencia de fuente de azufre ((J). A estas iltimas se les afiadié sulfato (A) o
sulfito (A) 1 mM donde indica la flecha. A los tiempos indicados, se midié la actividad
OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila (lineas
punteadas).

La adicién de L-cisteina 1 mM al medio de cultivo evita y revierte el
aumento de la actividad OASTL en células que experimentan carencia de
azufre (Fig. 34). Se observa que el descenso de la actividad OASTL es mas
marcado si se utiliza L-cisteina en vez de sulfato. Los niveles de actividad
OASTL, al cabo de 24 h posteriores a la reposicion, se sitian en valores de
4,5 U.mg clorofila-1, para el caso donde se repone L-cisteina, y de 5,8
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U.mg clorofila-1, para el caso de sulfato. Al igual que hicieran otras fuentes
de azufre, la L-cistefna tambien repone la sintesis de clorofila.
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Fig. 34. Evolucién de la actividad OASTL en células de M. braunii en funcién de la
fuente de azufre del medio. Se crecieron células en presencia de sulfato (O) y cisteina
(®) 1 mM y en ausencia de fuente de azufre (3). A estas iltimas se les afiadié sulfato (A)
o cisteina (A) 1 mM donde indica la flecha. A los tiempos indicados, se midié la actividad
OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila (Iineas
punteadas).

En la Fig. 35 se puede observar que la adicién de L-metionina 1 mM
al medio de cultivo determina la reversién de la situacién de incremento de
actividad OASTL en las células de M. braunii crecidas en carencia de azufre.
El descenso de la actividad OASTL se evidencia a partir de las 4 h
posteriores a la reposicién en los cultivos donde se agregé L-metionina. En
tanto que en los que se agregé sulfato, se manifiesta un descenso de la
actividad enzimética a partir de las 8 h posteriores. Los niveles de actividad a
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las 24 h de la adicidn, son andlogas en las células que crecen en L-metionina
(5,5 U.mg clorofila-1) en relacién a las que lo hacen en sulfato (5,8 U.mg
clorofila-1). Sin embargo, los niveles de clorofila alcanzados por ambas son
significativamente distintos, 48 ug clorofila.ml-1 en las primeras y 65 g
clorofila.ml-1 en las tltimas. En los testigos se observa un nivel de actividad
analogo en las células que crecen continuamente con L-metionina (2,9-3
U.mg clorofila-1) en relacién a las que crecen en sulfato (2,8-2,9 U.mg
clorofila-1 ).
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Fig. 35. Evolucién de la actividad OASTL en células de M. braunii en funcién de la
fuente de azufre del medio. Se crecieron células en presencia de sulfato (O) y metionina
(®) 1 mM y en ausencia de fuente de azufre (3J). A estas tltimas se les afiadi6 sulfato (A)
o metionina (A) 1 mM donde indica la flecha. A los tiempos indicados, se midié la
actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila
(lineas punteadas).
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En la Fig. 36 se puede observar que la adicién de glutatién al medio
de cultivo revierte la induccién de la actividad OASTL en células carentes de
azufre. Se manifiesta un brusco descenso de la actividad OASTL en las
células a partir de las 4h posteriores a la reposicion, y tras 24 h su nivel es
un 22% menor que en las células donde se ha repuesto sulfato. Ademas, se
observan diferencias significativas en los niveles de clorofila alcanzados tras
24 h posteriores a la reposicion de las fuentes de azufre. En los cultivos
testigo también se observa que la sintesis de clorofila es algo menor en los

crecidos con glutatién que en los crecidos con sulfato.

10 90

70

i
[}
o

[ctorofila] (ug/ml)

Actividad OASTL (U/mg clorofita)
(2]
o

0 9 18 2”7 36 45 54 63
Tiempo (h)

Fig. 36. Evolucién de la actividad OASTL en células de M. braunii en funcién de la
fuente de azufre del medio. Se crecieron células en presencia de sulfato (O) y glutatién
(®) 1 mM y en ausencia de fuente de azufre (). A estas dltimas se les afiadié sulfato (A)
o glutatién (A) 1 mM donde indica la flecha. A los tiempos indicados, se midi6 la
actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila
(lineas punteadas). :
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b) Actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en células sometidas a

carencia de nitrégeno y azufre

En la Fig. 37 podemos observar que la actividad OASTL en células
sometidas a carencia de nitrégeno y azufre disminuye en las primeras 36
horas. Ademas, se evidencia una disminucién de la actividad fotosintética,
las células se muestran cloréticas y se manifiesta un descenso en el nivel de
clorofila (datos no mostrados). La adicién de nitrato 10 mM al medio de
cultivo determina un brusco aumento de la actividad OASTL y la actividad
fotosintética con maximos a las 12 y 6 horas, respectivamente. Se produce
un aumento de la cantidad de clorofila hasta alcanzar niveles de 20 pg
clorofila.ml-! (datos no mostrados) 48 horas después de la reposicion se
observa que la actividad OASTL ha disminuido hasta un nivel préximo al del

testigo (1,9 U.mg clorofila'l), en tanto que la actividad fotosintética es de 80
umoles Op.mg clorofila-1.h-1, muy por debajo del testigo (105 pmoles

O».mg clorofila-1h-1).
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Fig. 37. Actividad OASTL en células de M. braunii sometidas a carencia de
nitrégeno y azufre. Células cultivadas en las condiciones estdndar descritas en Materiales
y Métodos con nitrato 10 mM y sulfato 1 mM, se recogieron, lavaron y resuspendieron en
medio fresco carente de nitrégeno y azufre, a una concentracién inicial de clorofila de 16

ug.ml‘1 y en las condiciones descritas. La flecha indica el punto de transicién desde la
situacién de carencia (O) a la reposicién de sulfato (A), nitrato (@) o de ambos (M) a la
vez. Se midieron actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y la
actividad fotosintética (lineas punteadas).

Con la adicién de sulfato 1 mM al medio de cultivo, se puede
observar un ligero aumento de la actividad OASTL a partir de las 9 h
posteriores a la reposicién. La actividad fotosintética aumenta hasta alcanzar
un pico a las 24 h, disminuyendo luego hasta un valor de 82 pmoles Op.mg
clorofila-1.h-1 a las 48 h. Se observé que las células mantenian su estado
clorético y no se detectaron incrementos de la cantidad de clorofila (datos no

mostrados).
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La adicién simultédnea de nitrato 10 mM y sulfato 1 mM al medio de
cultivo ocasiona un aumento de la actividad OASTL en las células,
alcanzando un pico a las 12 h posteriores a la reposicién, y es inferior al
nivel de actividad que muestran células a las que sélo se les repuso la fuente
nitrogenada. La actividad fotosintética muestra un pico a las 24 h, a partir del
cual revierte su tendencia hasta alcanzar valores de 165 pmoles Oy.mg

clorofila‘l.h‘l, superiores a los del testigo.

c) Efecto del CO7

La presencia de COj es necesaria para que se produzca la induccion
de la actividad OASTL en un cultivo carente de fuente de azufre.
Andlogamente ocurre cuando se quita el CO- de un cultivo de M. braunii
que lleva ya 24 h en hambre de azufre y el proceso inductivo de la actividad
OASTL ya estaba en marcha (Fig. 38). Las células testigos que se
encuentran en condiciones de carencia de fuente de azufre y de carbono,
evidencian una disminucién de la actividad OASTL, a través del tiempo. En
tanto que, a partir de las 12 h de iniciado el experimento, las células no

experimentan cambios en la cantidad de clorofila.
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Fig. 38. Efecto del CO; sobre la induccién de la actividad OASTL en células de M.

braunii carentes de fuente de azufre. Células cultivadas en las condiciones estdndar
descritas en Materiales y Métodos con sulfato 1 mM, se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una concentracion inicial de clorofila de

16 ug.ml'l, en presencia (O) o ausencia (A) de un 5 % (v/v) de CO5. La flecha indica la
transicién de las células crecidas con CO5 a crecimiento sin fuente de carbono (@). Alos

tiempos sefialados, se midié la actividad OASTL (lineas continuas), en células
permeabilizadas, y el contenido en clorofila (lineas punteadas).

d) Efecto de la luz

En la Fig. 39 podemos observar que a partir del momento que las
células carentes de fuente de azufre se someten a condiciones de oscuridad,
se revierte la induccién de la actividad OASTL. Se trata de un
comportamiento muy paralelo al observado con el caso del CO2 por lo que el
efecto que aqui observamos pudiera ser un efecto indirecto provocado por la

disponibilidad de la fuente de carbono.
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Fig. 39. Efecto de la luz sobre la induccién de la actividad OASTL en células de M.
braunii carentes de fuente de azufre. Células cultivadas en las condiciones estandar
descritas en Materiales y Métodos con sulfato 1 mM, se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una concentracién inicial de clorofila de

16 ug.ml‘l, en presencia (O) o ausencia (A) de luz. La flecha indica la transicién de las
células crecidas con luz a crecimiento en oscuridad (@). A los tiempos sefialados, se midié
la actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el contenido en
clorofila (lineas punteadas).

e) Efecto de antibidticos

La adicién del antibiético cloranfenicol a la concentracién indicada
afecta significativamente a la velocidad de expresién de la actividad OASTL,
si bien no llega a evitar completamente la induccién en las células carentes de
azufre. En la Fig. 40 se puede observar que tras la adicién del antibidtico
continia el incremento del nivel de actividad OASTL en las células; sin
embargo, al cabo de 24 h el nivel alcanzado es inferior al del testigo (-S).

Ademads, se pone en evidencia que la reposicién de la fuente de azufre y la
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adicion de cloranfenicol determinan una reversiéon del fenémeno de
induccién de la actividad, y se observa, al cabo de 24 h, un aumento del

contenido de clorofila en las células.
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Fig. 40. Efecto del antibiético cloranfenicol sobre la induccion de la actividad
OASTL en células de M. braunii carentes de fuente de azufre. Células cultivadas en
las condiciones estdndar descritas en Materiales y Métodos, se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una concentracion inicial de clorofila de

16 ug.ml‘l(O). Donde se indica, se afiadi6 cloranfenicol (@), sulfato (A) o ambos (A) La

concentracién de cloranfenicol fue de 200 ;.Lg.ml‘1 y la de sulfato 1 mM. A los tiempos
indicados, se midié la actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el
contenido de clorofila (lineas punteadas).

En la Fig. 41 se puede observar que la adicién de cicloheximida a la
concentracién indicada, evita la induccién de la actividad OASTL en células
carentes de azufre. La incorporacién de sulfato al medio de cultivo o la

adicién de cicloheximida, muestran los mismos efectos que la sola adicién de
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cicloheximida. La inhibicién de la sintesis de clorofila es total por parte de

este antibidtico.
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Fig. 41. Efecto del antibiético cicloheximida sobre la induccién de la actividad
OASTL en células de M. braunii carentes de fuente de azufre. Células cultivadas en
las condiciones estidndar descritas en Materiales y Métodos, se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una concentracion inicial de clorofila de

16 ug.ml‘l(O). Donde se indica, se afiadi6 cicloheximida (@), sulfato (A) o ambos (A) La

concentracién de cicloheximida fue de 1 p‘g.ml'1 y la de sulfato 1 mM. A los tiempos
indicados, se midi6 la actividad OASTL (lineas continuas), en células permeabilizadas, y el
contenido de clorofila (lineas punteadas).

La adicién simultdnea de cicloheximida y cloranfenicol a las
concentraciones indicadas, a cultivos de células carentes de azufre, evita la
induccién de la actividad OASTL (Fig. 42).
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Fig. 42. Efecto de los antibidticos cicloheximida y cloranfenicol sobre la
induccion de la actividad OASTL en células de M. braunii carentes de fuente de
azufre. Células cultivadas en las condiciones estdndar descritas en Materiales y Métodos,
se recogieron, lavaron y resuspendieron en medio fresco carente de azufre, a una

concentracion inicial de clorofila de 16 p,g.ml’l(O). Donde se indica, se afiadid
cloranfenicol y cicloheximida (@), sulfato (A) o sulfato, cloranfenicol y cicloheximida (A)

La concentracién de cloranfenicol fue de 200 ug.ml'l, la de cicloheximida 1 pg. ml-1 yla
de sulfato 1 mM. A los tiempos indicados, se midié la actividad OASTL (lineas
continuas), en células permeabilizadas, y el contenido de clorofila (lineas punteadas).

3.4. Evolucion de la actividad OASTL en cultivos sincronicos

a) Efecto del antibictico cloranfenicol sobre la evolucion de la
actividad OASTL

En la Fig. 43 se puede observar que los cultivos que crecen en

presencia de cloranfenicol a la concentracién indicada, muestran un aumento
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de la actividad OASTL durante el periodo de luz hasta alcanzar un valor
maximo de 33 mU.ml-1. En el periodo de oscuridad se observa un descenso
de la actividad OASTL hasta alcanzar un valor de 29 mU.ml-1 en el inicio de
la fase luminosa subsiguiente. Se evidencia un aumento de clorofila durante
el periodo luminoso, aunque los incrementos son inferiores a los del control.
Durante la fase oscura no hay variacién en la cantidad de clorofila. En este
estudio el cloranfenicol muestra una ligera inhibicién de la expresién de la
actividad OASTL.
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Fig. 43. Efecto del cloranfenicol en la evolucion de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en cultivos sincrénicos de M. braunii. Las células crecian en frascos
de Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de
25 °C y la intensidad de Iuz de 30 W.m™2. Se adicioné cloranfenicol (200 ug.ml'l) (@),
10 min antes del inicio del periodo de luz, y se tomaron muestras cada 2 h. Se determiné la
cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la actividad OASTL (lineas continuas) en células
permeabilizadas. (O) es el control sin antibiético.
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En la Fig. 44 se muestra el efecto del antibiético cuando se aplica a
las 12 h de iniciado el periodo luminoso. Se observa en este caso una mayor
inhibicién por parte del cloranfenicol ya que en el periodo de luz
subsiguiente hay un aumento leve de la actividad OASTL y de la cantidad de
clorofila. Se evidencia durante la fase de oscuridad una inhibicién de la
divisién celular (datos no mostrados).
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Fig. 44. Evoluciéon de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en cultivos
sincrénicos de M. braunii tratados con cloranfenicol. Las células crecian en frascos
de Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de
25 °C y la intensidad de luz de 30 W.m 2. A las 12 h se adicion6 cloranfenicol (200
ug.ml'l) (®) y se tomaron muestras cada 2 h. Se determiné la cantidad de clorofila (lineas

punteadas) y la actividad OASTL (lineas continuas) en células permeabilizadas. (O) es un
control sin antibiético.
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b) Efecto del antibidtico cicloheximida sobre la evolucion de la

actividad OASTL en cultivos sincrénicos

La actividad OASTL se estabiliza a partir de la octava hora de luz en
20 mU.ml-1. Se observa también en la Fig. 45 un descenso en el periodo
oscuro hasta un valor de 17 mU.ml-!. La cantidad de clorofila alcanza su
nivel méximo a las 8 h con 6,6 ug.ml-1. Se observa una inhibicién de la

divisién celular durante la fase oscura (datos no mostrados).
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Fig. 45. Efecto de la cicloheximida en la evolucion de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en cultivos sincrémicos de M. braunii. Las células crecian en frascos
de Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de
25 °C y la intensidad de luz de 30 W.m2. Se adicion6 ccicloheximida (1 ug.ml'l) (@), 10
min antes del inicio del periodo de luz, y se tomaron muestras cada 2 h. Se determiné la
cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la actividad OASTL (lineas continuas) en células
permeabilizadas. (O) es el control sin antibiético.
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En la Fig. 46 se muestra que tras la adicién del antibidtico 12 h
después de iniciada la fase luminosa, no hay aumento de la actividad OASTL
ni de la cantidad de clorofila. Se evidencia una inhibicién de la divisién

celular durante la fase de oscuridad.
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Fig. 46. Evolucion de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en cultivos
sincronicos de M. braunii. Las células crecian en frascos de Roux bajo un régimen de
Iuz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de 25 °C y la intensidad de luz

de 30 W.m 2. A las 12 h se adicion6 cicloheximida (1 ug.ml'l) (®) y se tomaron
muestras cada 2 h. Se determiné la cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la actividad
OASTL (lineas continuas) en células permeabilizadas. (O) es un control sin antibi6tico.

c¢) Efecto de los antibiéticos cicloheximida y cloramfenicol sobre

la evolucion de la actividad OASTL en cultivos sincronicos

Se observa que practicamente no hay alteracion en los valores de
actividad OASTL durante todo el ciclo (Fig. 47). Asimismo, no se evidencia
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aumentos en la cantidad de clorofila. No hay divisién celular (datos no

mostrados).
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Fig. 47. Efecto de antibiéticos en la evolucién de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en cultivos sincrénicos de M. braunii. Las células crecian en frascos
de Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de
25 °C y la intensidad de luz de 30 W.m 2. Se adicion6 cloranfenicol (200 ug.ml‘l) y

cicloheximida (1 ug.ml‘l) (®), 10 min antes del inicio del periodo de luz, y se tomaron
muestras cada 2 h. Se determiné la cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la actividad
OASTL (lineas continuas) en células permeabilizadas. (O) es el control sin antibidtico.

En la Fig. 48 se observa el efecto de la adicién de los antibiéticos a
las 12 h de iniciado el periodo de luz. La actividad OASTL no sufre
préacticamente variacién y lo mismo ocurre con la cantidad de clorofila. No

tiene lugar la division de las células.
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Fig. 48. Evolucion de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en cultivos
sincrénicos de M. braunii tratados con antibiétices.Las células crecian en frascos de
Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de 25
°C y la intensidad de luz de 30 W.m 2. A las 12 h se adicion6 cloranfenicol (200 ug.ml'l)

y cicloheximida (1 p.g.ml‘l) (@) y se tomaron muestras cada 2 h. Se determing la cantidad
de clorofila (lineas punteadas) y la actividad OASTL (lineas continuas) en cé€lulas
permeabilizadas. (O) es un control sin antibiético.

d) Efecto del herbicida paraquat sobre la evolucion de la

actividad OASTL en cultivos sincrdnicos

La actividad OASTL aumenta durante el periodo de luz tras la adici6n
de paraquat a la concentracién indicada (Fig. 49). El méximo valor se
alcanza al inicio de la fase oscura con 30 rnU.ml‘l, un 33 % inferior al

control. Se observa un descenso de la actividad durante la fase oscura. La
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clorofila aumenta en la fase luminosa hasta alcanzar un valor maximo de 12
ug.ml'l, un 12 % inferior al control; estabilizandose en la fase oscura.
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Fig. 49. Efecto del paraquat en la evolucion de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en cultivos sincrénicos de M. braunii. Las células crecian en frascos
de Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de

25 °C y la intensidad de luz de 30 W.m2. Se adicion6 paraquat (10 uM) (@), 10 min
antes del inicio del periodo de luz, y se tomaron muestras cada 2 h. Se determin¢ la
cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la actividad OASTL (lineas continuas) en células
permeabilizadas. (O) es el control sin antibiético.

En la Fig. 50 se muestra el efecto causado por el herbicida tras ser
aplicado a las 12 h de iniciado el periodo de luz. Se observa que hay un
aumento de la actividad OASTL durante el periodo luminoso subsiguiente y
el valor maximo alcanzado es un 40% inferior al del control. La cantidad de

clorofila aumenta también en la fase de luz.
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Fig. 50. Evoluciéon de la actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en cultivos
sincronicos de M. braunii tratada con paraquat. Las células crecfan en frascos de
Roux bajo un régimen de luz-oscuridad de 16h/8h. La temperatura de crecimiento fue de 25
°C y la intensidad de luz de 30 W.m2. A las 12 h se adicion6 paraquat (10 pM) (@) y se

tomaron muestras cada 2 h. Se determiné la cantidad de clorofila (lineas punteadas) y la

actividad OASTL (lineas continuas) en células permeabilizadas. (O) es un control sin

antibiGtico.
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IV. DISCUSION
1. El consumo de sulfato en M.braunii

El sulfato inorgdnico es una fuente cominmente encontrada en medios
terrestres y acuosos, que puede ser utilizada como fuente de azufre por
plantas y microorganismos. La primera etapa en su utilizacién implica su
transporte al interior celular. El transporte de sulfato ocurre en procariotas por
la actividad de un sistema especifico (Ames, 1986).

Los estudios realizados en M. braunii ponen de manifiesto que el
consumo de sulfato es un proceso que tiene lugar bajo condiciones de luz
siendo practicamente despreciable en oscuridad. Esto podria sugerir que la
fotofosforilacién puede estar proporcionando la energia necesaria para el
proceso de transporte. Este fendmeno se ha observado en distintas cepas del
alga eucariética C. reinhardtii (Pérez-Castifieira et al., 1992; Yildiz et al.,
1994), asi como otros organismos procaridticos y eucariéticos (Roomans et
al., 1979; Smith, 1976).

El consumo de sulfato en M. braunii tiene caracteristicas
consistentes con la existencia de sitios de unién especificos para este anién en
la membrana plasmética de dicho organismo. Dichos sitios pueden
discriminar entre aniones tipo XO42' seglin su tamafio. Estos resultados son
similares a los obtenidos para otros organismos como Chlorella fuscay C.
reinhardtii (Biedlingmaier and Schmidt, 1989; Pérez-Castifieira et al.,
1992).

Existen dos mecanismos reguladores del consumo de sulfato: a) en
bacterias se sefiala a la L-cisteina como una sefial reguladora de
retroalimentacién que controla la entrada de sulfato al interior de la célula, por
lo cual se sugiere que la molécula de L-cisteina per se o un metabolito
estrechamente relacionado serian las posibles sefiales regulatorias; b) en algas
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verdes y cianobacterias se sugiere que el tamafio del pool de sulfato determina
el consumo del anién. Ademds, en plantas superiores se muestran evidencias
que coinciden con lo expresado en dltimo lugar (Schmidt y Jager, 1992).

También se observé una rdpida entrada de sulfato en células de M.
braunii incubadas previamente y durante distintos periodos de tiempo en
medio de cultivo carente de azufre. La velocidad inicial de entrada de sulfato
en las células era dependiente del tiempo de preincubacién en medio sin
azufre. Este efecto ha sido observado en otros organismos asimiladores de
sulfato y probablemente indica un mecanismo de regulacién (Biedlingmaier y
Schmidt, 1989; Green y Grossman, 1988; Pérez-Castifieira et al., 1992).
Las variaciones en la velocidad inicial de entrada de sulfato en células
preincubadas en medio carente de éste parecen ser demasiado rapidas para ser
atribuidas a un control a nivel genético, habiéndose propuesto la hipétesis de
que es un efector formado durante la asimilacion del sulfato, que aparece en
presencia de éste y desaparece en su ausencia, el que controla la velocidad de
consumo (Vallée y Jeanjean, 1968). Sin embargo, Yildiz ez al. (1994) han
mostrado sintesis de novo de proteina en la membrana plasmética de C.
reinhardtii en condiciones de hambre de azufre. En este trabajo se sugiere
que C. reinhardtii dispone de un solo sistema de transporte de sulfato en
condiciones normales de crecimiento, sintetizando otro sistema de alta
afinidad en ausencia de dicho anién. Los trabajos de Pérez-Castifieira et al.
(1997) muestran sin embargo que el sistema de alta afinidad est4d también
presente en condiciones normales, si bien se inducirfa cuando las células se
someten a hambre de fuente de azufre.

En C. fusca, la carencia de sulfato altera de afinidad aparente de las
células por sulfato (Biedlingmaier y Schmidt, 1989) mientras que en A.
nidulans s6lo se alteran los valores de Vmax (Green y Grossman, 1988).

Nuestra aproximacion experimental hacia muy dificil la determinacién de
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velocidades iniciales de consumo muy elevadas, por lo que no se efectuaron
estudios cinéticos en condiciones de hambre de azufre.

El consumo de sulfato en M. braunii resultd ser un proceso
monofisico, lo cual difiere significativamente de los resultados obtenidos
para una gran cantidad de organismos eucaridticos donde se han visto
cinéticas multifdsicas, por ejemplo, en S. cerevisiae (Breton y Surdin-
Kerjan, 1977), C. fusca (Biedlingmaier and Schmidt, 1989), plantas
superiores (Nissen y Nissen, 1983) y C. reinhardtii (Pérez-Castifieira et al.,
1992); si bien, en este dltimo caso se ha sugerido también la existencia de una
cinética de consumo monofasica (Yildiz ez al., 1994).

Nuestros resultados indican que las células de M. braunii muestran
un unico valor de Km 1 mM, que resulta ser del mismo orden de magnitud
que el de uno de los valores de Km encontrados para C. reinhardtii (Pérez-
Castifieira et al., 1992) y C. fusca (Biedlingmaier y Schmidt, 1989). El valor
de la Km de M. braunii resulta ser también muy similar al encontrado para la
cianobacteria A. nidulans (Green y Grossman, 1988), este dato, junto con el
hecho de que la cinética de este organismo es también monofésica, sugeriria
que ambos organismos podrian tener sistemas de transporte de sulfato
similares.

Las cinéticas multifdsicas, habituales en organismos eucariotas (ver
arriba), pueden ser explicadas por modelos que consideran el transporte del
sulfato como un proceso mediado por una permeasa acoplada a un gradiente
de protones producido por una ATPasa de la membrana plasmética (Sanders,
1990). De hecho, se ha comprobado en varios organismos eucariéticos que el
transporte de sulfato al interior celular es realmente un co-transporte
H*/S 042' (Roomans et al., 1979; Lass y Ullrich-Eberius, 1984;
Hawkesford et al., 1993).

Por el contrario, las cinéticas monofasicas, propias de procariotas,

son caracteristicas de transportadores periplasmicos (Ferro-Luzzi Ames y
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Joshi, 1990; Laudenbach y Grossman, 1991). Las permeasas de Salmonella
typhimurium y E.Coli son muy similares y estdn constituidas por tres
componentes intrinsecos de la membrana citopldsmica y una proteina de
unién especifica para el sulfato, localizada en el espacio peripldsmico (Ames,
1986; Kredich, 1987). De los polipéptidos localizados en la membrana, dos
de ellos conformarian el canal de entrada y el tercero hidroliza el ATP
necesario para acumular el sulfato en contra de gradiente en el interior celular
(Ames et al., 1989)

M. braunii seria por tanto un organismo eucaridtico que dispondria
en su membrana plasmdtica de un sistema de transporte de sulfato
caracteristico de procariotas. Otra interpretacion de este resultado podria ser
que el consumo de sulfato en M. braunii esta determinado por el transporte
de sulfato al interior del cloroplasto, donde si se ha postulado la existencia de
sistemas de transporte de tipo cianobacteriano (Laudenbach y Grossman,
1991).

2. Purificacion y caracterizacion de tres isoenzimas con actividad
OASTL de M. braunii

Se detecté actividad O-acetil-L-serina(tiol)liasa en células
permeabilizadas y extractos crudos de M. braunii, dicha actividad resulté ser '
absolutamente dependiente de la presencia de los dos sustratos (sulfuro y
OAS) en el medio de ensayo y no se alter6 por la presencia de tioles (DTE) o
del co-factor de la enzima, piridoxal-5'-fosfato. Por el contrario, la presencia
de PLP en los tampones utilizados durante la purificacién resulté ser esencial
para mantener la actividad enzimatica durante todo el proceso. Este resultado
se ha observado para otros organismos y podrl’a sugerir que el PLP puede
estar unido a la apoenzima de forma 14bil (Bertagnolli y Wedding, 1977).
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El PLP se presume que estd unido a un residuo de lisina en la
isoenzima A de E. coli (Levy y Danchin, 1988; Rolland et al., 1993a), que
parece conservarse en otras OASTL caracterizadas (Rolland ef al., 1993b;
Sirko et al., 1990; Byrne et al., 1988) y, ademds, se ha sugerido que podria
estar conservado en otras enzimas dependientes de piridoxal fosfato como la
treonina sintasa, la treonina dehidratasa, la serina dehidratasa y la tript6fano
sintasa (Parsot, 1986; Kielland-Brandt ez al., 1984; Schiltz y Schmidt, 1981;
Yanofsky et al., 1981; Burns y Yanofsky, 1989; Rolland et al., 1993b).

A partir de extractos crudos de M.braunii se han podido separar y
purificar parcialmente tres isoenzimas con actividad OASTL. Se ha descrito
para otros organismos que el tratamiento con calor no sélo es efectivo para la
purificacién de la enzima sino también para su estabilizacion (Masada et al.,
1975), siendo un procedimiento bastante utilizado para la purificacién de este
tipo de proteinas (Murakoshi et al., 1985; Ikegami et al., 1987; 1988a;
1988b). En la separacién y purificacion de isoenzimas con actividad OASTL
en M. braunii, se observa un incremento de la actividad especifica, tras un
tratamiento térmico a 55 °C.

La presencia de isoenzimas de OASTL ha sido observada en
bacterias, cianobacterias, algas verdes y plantas superiores (Kredich, 1987;
Prieto et al., 1997; Schmidt y Jager, 1992). No se sabe con exactitud el
significado fisiolégico de la presencia de isoformas con actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa, si bien se ha especulado acerca de la imposibilidad de
transportar L-cisteina entre los distintos compartimentos celulares y de ahi la
necesidad de disponer de isoenzimas OASTL en cloroplasto, mitocondria y
citosol (Lunn et al., 1990).

Las tres isoformas de OASTL de M. braunii presentaron pesos
moleculares de 49,5 kDa para la isoenzima A y de 54 kDDa para B y C. Los
pesos moleculares descritos para las isoenzimas OASTL de otros organismos
varian ampliamente, asi, en la crucifera Brassica juncea se purificé una
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enzima con actividad OASTL con un peso molecular de 52 kDa (Ikegami et
al., 1988b), mientras que en S. typhimurium las isoenzimas A y B tienen una
masa molecular de 68,9 y 64 kDa, respectivamente (Byrne et al., 1988; Tai
et al, 1993; Schnackerz y Cook, 1995).

En S. typhimurium, las proteinas con actividad OASTL se pueden
encontrar en forma libre o asociadas a la serina-acetil transferasa, formando
un complejo multienzimético de 309 kDa, donde participan dos moléculas de
O-acetil-L-serina(tiol)liasa y una de serina-acetil transferasa (Kredich y
Tomkins, 1966; Becker ef al., 1969; Kredich et al., 1969). Droux y
colaboradores (1992) observaron que entre 3 y 5% de la actividad OASTL en
cloroplastos de Spinacia oleracea est asociada a un complejo de 310 kDa 'y
ademds contiene actividad serina-acetil transferasa. En el alga M. braunii no
se pudo encontrar ninguna evidencia de un complejo similar en los extractos
crudos que elufan de una columna de filtracién empaquetada con un gel
Sephacryl S 300 HR, tampoco se pudo detectar tal complejo en tejidos verdes
de la leguminosa Phaseolus sp. (Bertagnolli y Wedding, 1977) y en cultivos
celulares no fotosintéticos de la solandcea Datura innoxia (Kuske et al.,
1994).

La caracterizacion cinética de las tres isoenzimas de OASTL de M.
braunii evidenciaron una baja afinidad por la serina activada (OAS). Los
valores de Km encontrados son inferiores a los descritos para las isoenzimas
de C. reinhardtii (Prieto et al., 1997) y aproximados a los de la enzima
cloropldstica de S. oleracia, (Droux et al., 1992). Por otro lado, los valores
de Km para OAS de las isoenzimas de M. braunii resultaron ser muy
aproximados, al contrario de organismos tales como C. reinhardtii donde las
isoenzimas asumen valores de Km de 2,5, 6,5 y 10 mM (Prieto et al., 1997),
y en la bacteria Rodospirillum tenue, con valores tan extremos como 2,9 y

50 mM para las dos isoformas, respectivamente (Hensel y Truper, 1983).
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Los valores de Ky, para el sulfuro muestran una mayor afinidad por
este sustrato en las tres isoenzimas de M. braunii. En el caso de la OASTL A
y OASTLR, los valores se aproximan a la isoenzima cloropléstica de espinaca
(K= 250 uM) (Droux et al., 1992). La OASTL¢ de M. braunii revela un
valor de Ky, de 80 uM, que es mds aproximado a lo descrito en plantas (30-

60 uM) (Ikegami et al., 1988a; 1988b; Murakoshi et al., 1985). Estudios
recientes realizados con la proteina recombinante de la isoforma
cloroplastidica de espinaca, muestran dos valores de Ky, para el sulfuro, lo
que sugeriria que la enzima posee dos sitios cataliticos con reactividades
desiguales hacia el aminoécido sustrato (Rolland et al., 1996). En cualquier
caso, debe tenerse en cuenta que la volatibilidad del sulfuro presenta
dificultades para la determinacién precisa de las Ky, para este sustrato.

Las concentraciones de sulfuro libre en plantas y algas se encuentran
dentro de un rango micromolar (Schmidt y Jigger, 1992), y resulta 1000
veces mis pequefia que la necesaria para alcanzar la saturacién a nivel
funcional de la O-acetil-L-serina(tiol)-liasa, lo que ha llevado a especular con
la posibilidad de que el donador de azufre in vivo pudiera no ser el sulfuro
(Rolland et al., 1996).

En los andlisis in vitro las isoenzimas de M. braunii se mostraron
mds altamente activas a temperaturas superiores que las fisioldgicamente
normales, siendo el maximo de actividad a los 60°C en los tres casos (Fig.
15). Las isoenzimas OASS de la solandcea Datura innoxia se muestran
activas para un amplio rango de temperaturas, con un maximo de actividad
entre los 42 'y 58 °C ; por lo que Kuske et al. (1994) sugieren la existencia de
un mecanismo que incrementaria la sintesis de cisteina en respuesta a las
temperaturas elevadas. En este sentido, se ha demostrado que en las plantas
expuestas a choque térmico se observa un aumento de la concentracion de
glutatién (Nieto-Sotelo y Ho, 1986).
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Por otro lado, se pudo observar la existencia de dos valores distintos
en la determinacién de la energia de activacién. Esto implicaria la
participacién de un mecanismo de reaccién con dos pasos que controlaria el
desarrollo de la actividad catalitica; de modo que uno de ellos actuaria a bajas
temperaturas y el otro lo harfa a temperaturas elevadas y proximas a la de
maxima actividad. La inactivacién térmica de las isoenzimas OASTL de M.
braunii en preparaciones parcialmente purificadas se produce de manera
acentuada a partir de la temperatura éptima.

Las isoformas de OASTL de M. braunii presentaron valores de pH
6ptimo de alrededor de 9. En C. reinhardtii se concluyé que el valor 6ptimo
de pH para las isoenzimas OASTL es de aproximadamente 8 (Prieto et al.,
1997), mientras que las enzimas de plantas superiores muestran valores
comprendidos entre 8 y 8,3 (Ikegami er al., 1987, 1988b; Murakoshi et al.,
1985, 1986). A este respecto cabria decir que a valores de pH superiores a 8
se produce un desplazamiento del grupo acetilo de la O-acetil-L-serina, que se
transforma en N-acetil-L-serina, lo cual podria dar lugar a artefactos en el
célculo de pH 6ptimos en este tipo de enzimas (Leén, 1990).

Las tres isoenzimas de M. braunii muestran un mismo patrén de
inhibicién moderada por O-acetilserina a partir de concentraciones superiores
a 10-12 mM. Este tipo de inhibicién también se observa para la isoenzima B
de Phaseolus vulgaris pero no para la isoenzima A de dicha leguminosa
(Bertagnolli y Wedding, 1977). Las isoenzimas A y B de Allium tuberosum
no muestran ningin tipo de inhibicién por O-acetilserina hasta
concentraciones de 25 mM (Ikegami et al., 1993).

No se ha observado inhibicién de la actividad enzimaética en las tres
isoformas de M. braunii para sustrato sulfuro a concentraciones por debajo
de 30 mM. Sin embargo en P. vulgaris y P. polyanthus se observa que hay
una inhibicién de la actividad enzimética en las isoformas aunque existen
diferencias en cuanto al grado de la inhibicién (Bertagnolli y Wedding,
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1977). En cualquier caso, las elevadas concentraciones de ambos sustratos
necesarias para observar inhibicién de las actividades OASTL en los distintos
organismos arrojan serias dudas sobre el significado fisioldgico de dicha
inhibicién.

La L-metionina result6 ser un inhibidor tipo mixto de las isoenzimas
OASTL de M. braunii, afectando tanto los valores de Vmax como los de Km
de los sutratos con valores de Ki de 1,44, 1,53 y 1,95 mM para OASTLA,
OASTLB y OASTLC, respectivamente. Dado que la L-cisteina es sustrato

‘para la sintesis de L-metionina, es probable que exista una inhibicién
feedback de la OASTL por metionina en las tres isoenzimas in vivo. Las tres
isoenzimas OASTL de C. reinhardtii se inhiben de manera competitiva por
L-metionina, con valores de Km del mismo orden que en M. braunii (Prieto
et al., 1997), asimismo, en trigo se ha observado la existencia de una enzima
con actividad OASTL que se inhibe de manera competitiva por metionina
(Ascafio y Nicholas, 1977); sin embargo, la isoenzima cloroplastica de
espinacas no parece inhibirse por L-metionina (Droux et al., 1992).

Con respecto al efecto de otros inhibidores sobre la actividad de las
isoenzimas OASTL de M. braunii, el acetato no mostré ningin tipo de
inhibicion, al contrario que en las isoenzimas A y B de la bacteria Salmonella
typhimurium en las que el acetato es un inhibidor competitivo en relacién al
sulfuro y no competitivo en relacién a la O-acetil-L-serina (Tai et al., 1993).

El tiocianato determina la inhibicién de las tres isoenzimas de M.
braunii. Se ha demostrado que el tiocianato es inhibidor competitivo respecto
al sulfuro de la isoforma A de S. typhimurium; mientras que es un inhibidor
incompetitivo respecto a la O-acetilserina de las isoformas A y B del mismo
organismo. El maleato, un andlogo de la O-acetilserina, inhibe la actividad de
las isoenzimas OASTL en M. braunii. Este hecho también se observa para la
isoforma B de S. typhimurium, donde se comporta como un inhibidor no
competitivo respecto a la OAS (Tai et al., 1993).
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Entre los inhibidores de enzimas dependientes de PLP, el
aminooxiacetato inhibe significativamente la actividad de las tres isoenzimas,
en tanto que la hidroxilamina sélo inhibe parcialmente la actividad de
OASTLA y OASTLB, pero no la de OASTL(. El efecto de la D-cicloserina
fue muy limitado. Otras sustancias tales como tioles, cianuro, borato o
EDTA no ejercieron ninguna inhibicién observable sobre las isoenzimas
OASTL de M. braunii. En otros organismos, como la crucifera Brassica
Jjuncea, inhibidores como la hidroxilamina y el cianuro a concentraciones de
1 mM, afectan tan s6lo en un 15% la actividad enzimética (Ikegami et al.,
1988Db).

3. Regulacion de la expresion de la actividad O-acetil-L-
serina(tiol)liasa en células de M. braunii

La actividad especifica OASTL de M. braunii no se afectd
significativamente ni por la intensidad de luz ni por la longitud de onda de la
misma, si bien, la cantidad total de actividad es significativamente mas alta en
los cultivos crecidos con luz blanca frente a los crecidos con luz azul o roja.
En oscuridad, el nivel de actividad OASTL no disminuye significativamente
al cabo de 24 h, mientras que en C. reinhardtii la actividad OASTL
disminuye significativamente (Leén et al., 1988). En A. thaliana se ha
publicado que la luz no influye de manera significativa en los niveles de la
OASTL citosélica; mientras que si induce un incremento del ARNm de la
OASTL plastidica (Hell ez al., 1994).

La ausencia de fuente de carbono determina una caida de la actividad
especifica OASTL en un 30% en 24 h, indicando esto que la disponibilidad
de una fuente de carbono es necesaria para el mantenimiento de dicha
actividad, siendo otras fuentes de carbono alternativas, como acetato o

glucosa, las que determinaron un aumento apreciable de la actividad OASTL
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tanto en luz como en oscuridad. Este efecto no se ha observado en C.
reinhardtii, cuya actividad OASTL no parece afectarse significativamente por
la disponibilidad ni por la procedencia del carbono (Le6n, 1990).

El cultivo de células de M. braunii en ausencia de fuente nitrogenada
provocd una disminucién de la actividad OASTL al cabo de 24 h. Nitrato,
nitrito y amonio son indistintamente utilizados como fuente de nitrégeno,
mientras que la hidroxilamina produjo una caida de la actividad OASTL de
mds de un 50% en 24 h. Resultados similares se obtuvieron en células de C.
reinhardtii (Leén, 1990). En este contexto, se ha descrito que células de
tabaco cultivadas heterotréficamente con nitrato més amonio tienen menor
actividad OASTL que aquellas cultivadas con nitrato como unica fuente de
nitrégeno (Bergman et al., 1980).

Particularmente ineresante resulta la sobreexpresién de la actividad
OASTL de M. braunii después de 24 h en ausencia de fuente de azufre,
efecto ya observado en C. reinhardtii (Le6n, 1990), P. vulgaris (Smith,
1972) y en hojas de maiz (Passera y Ghisi, 1982). En cambio, en células de
tabaco la actividad de OASTL no es sensible a la disponibilidad de azufre
(Smith, 1980). Andlogamente, la ausencia de ion ferroso también indujo la
actividad OASTL al cabo 48 h.

Por otro lado, M. braunii puede crecer utilizando una amplia variedad
de compuestos azufrados, tanto reducidos como oxidados, como fuente de
este elemento, manteniéndose en todos ellos un nivel adecuado de actividad
enzimética. Una versatilidad parecida, en cuanto a capacidad de utilizar
distintas fuentes de azufre se ha visto en C. fusca (Krauss y Schmidt, 1987),
Lemna minor, células de tabaco y Phaseolus vulgaris (Brunold y Schmidt,
1978; Brunold et al., 1981; Wyss y Brunold, 1979). Por el contrario, en C.
reinhardtii se observa que tanto el glutatiéon como la cisteina inducen la
actividad OASTL de forma similar a la carencia de azufre, lo que indica que
esta alga no puede utilizar estos compuestos como fuente de azufre. Por otro
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lado, el tiosulfato demostré ser una fuente de azufre tan efectiva como sulfato
o sulfito, lo que es consistente con lo encontrado para C. reinhardtii (Ledn,
1990) y Chlorella pyrenoidosa (Hodson et al., 1968).

Nuestros resultados indican que M. braunii puede sostener su
crecimiento con 4cidos sulfénicos, al contrario que algunas cianobacterias,
como es ¢l caso de Synechococcus 6301 (Schmidt et al., 1982). Los
sulfonatos pueden encontrarse en el ambiente como consecuencia de la
actividad metabdlica de los organismos o de los productos quimicos que
sintetiza el hombre (Biedlingmaier y Schmidt, 1983; 1986). M. braunii
tendria, por tanto, buenas perspectivas como un agente de detoxificacién de
sistemas acuéticos.

La adicion de sulfato revierte el incremento de actividad OASTL
experimentado por células carentes de azufre, por el contrario, la adicién de
nitrato a células crecidas en ausencia de nitrégeno determiné un aumento
transitorio de la actividad OASTL. La reposicién de luz o fuente de carbono
no provocé diferencias significativas en el nivel de OASTL.

Nuestros resultados demuestran que la expresién de las isoenzimas

OASTL de M. braunii esta diferencialmente regulada seguin las distintas
condiciones nutricionales y/o ambientales. Asi, la relacion OASTLg.

C:OASTL A varia segtn la fase de crecimiento celular, cultivos con alto nivel
de clorofila (60 pg/ml) muestran una relacién OASTL,_3/OASTL A de 1,68,
frente a un valor de 1 para esta relacién en cultivos con una concentracién de
clorofila de 20 pg/ml. Esto indicaria una expresién diferencial de las
isoformas probablemente debida al agotamiento de la fuente de azufre en el
medio de cultivo o a condiciones insuficientes de luz.

La expresién de las isoenzimas OASTL de M. braunii requiere de la
provisién de una fuente carbonada ya que hay una disminucién de actividad
de las tres isoenzimas, si bien OASTL A se veria menos afectada. Un hecho

similar se observa en cultivos donde se ha omitido la fuente de nitrégeno.
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Esto nos indicaria que una adecuada sintesis de novo de proteinas demandaria
una provisién adecuada de fuente de carbono celular y nitrégeno disponibles.
Por otro lado, también se observé que, si bien hay un aumento de actividad
OASTL en ambos grupos de isoenzimas en condiciones de hambre de azufre,
la isoenzima A se afect6 de nuevo menos que las B y C.

La induccién de la actividad OASTL por carencia de azufre fue
estudiada detenidamente en una serie de experimentos. El incremento lineal de
la actividad OASTL en M. braunii en cultivos sometidos a carencia de azufre
se revierte por la presencia de una fuente de azufre asimilable por M. braunii,
tales como sulfato, sulfito, L-cisteina, L-metionina o glutation.

Por otro lado, la induccién de la actividad OASTL por carencia de
azufre demostré ser dependiente de CO2 y de luz, y se inhibié por
antibiéticos como cloranfenicol o cicloheximida. Estos resultados apoyan la
idea de que la induccion de la actividad OASTL implica la sintesis de novo de
proteina. Resultados similares se han obtenido en C. reinhardtii (Leén,
1990).

En los cultivos sincrénicos de M. braunii se observa un incremento
de la actividad OASTL desde el comienzo de la fase luminica en los cultivos
que crecen en condiciones normales. La inexistencia de una fase de retardo
podria indicar la presencia de ARNm durante el periodo de oscuridad, lo que
sugeriria que se sigue produciendo transcripcién pero hay un control a nivel
de traduccién. Esto concuerda con los estudios relacionados con la induccién
enzimética en algas (Herrin et al., 1986; Kirk y Kirk, 1985; Toguri et al.,
1989). Los niveles relativamente estables de actividad OASTL durante el
periodo de oscuridad indicarian que el nivel de recambio de las isoenzimas
OASTL seria muy bajo, o bien que no serian tan susceptibles de degradacion
por accién de las proteasas.

Un patrén similar relacionado con la evolucién estable de la actividad

durante el periodo de oscuridad se ha podido observar en las enzimas
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vinculadas al ciclo de la glutamato sintasa (glutamina sintetasa, ferredoxin-
glutamato sintasa y NADH-glutamato sintasa), en cultivos sincrénicos de C.
reinhardtii (Martinez-Rivas et al., 1991).

En los cultivos sincrénicos de M. braunii se observa una inhibicién
marcada de la sintesis de proteinas con actividad OASTL por accién de la
cicloheximida durante el periodo luminoso. Esto indicaria que la traduccién
de los distintos ARNms de las isoenzimas de M. braunii se bloquea en
citoplasma por la accién del antibidtico. Sin embargo, la inhibicion de la
sintesis plastidica y mitocondrial con cloranfenicol, no bloquea de manera tan
efectiva la aparicién de proteinas con actividad OASTL, si bien su efecto es
mayor si se afiade 12 horas después de iniciarse el periodo luminoso. Estas
observaciones nos permitirfan sugerir que los transcritos tendrian un origen
nuclear y que, por lo tanto, los genes que codifican las distintas isoformas se
encontrarian localizados en el genoma nuclear del alga. Esto concuerda con
las observaciones realizadas en plantas superiores donde se ha determinado
que los genes que codifican para las isoenzimas con actividad OASTL
citoplasmica, plastidica y mitocondrial, se encuentran localizados en el niicleo
(Romer et al.,1992; Saito et al., 1992, 1993b, 1994; Hell et al., 1993;
Rolland et al., 1993a; Youssefian et al., 1993; Noji et al., 1994).

El herbicida paraquat determina una disminucién en la actividad
OASTL en los cultivos sincrénicos de M. braunii. El modo de accién del
paraquat se basa en la produccién de HyO», superéxido, y otros radicales
libres como producto de su reaccién con el oxigeno en el cloroplasto durante
el proceso de fotosintesis (Calderbank, 1968; Dodge, 1971; Burke et al.,
1985). Por tanto, es probable que las isoenzimas OASTL puedan verse
afectadas al reaccionar sus centros activos con las formas téxicas del oxigeno.
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V. CONCLUSIONES

1. Se ha estudiado el consumo de sulfato, marcado con $3° por células de
M. braunii. Nuestros resultados indican que hay un proceso de transporte
de sulfato, que depende de la luz y estd mediado por una permeasa
especifica, que presenta una cinética de Michaelis, con tinico valor de Km
para sulfato de 5 uM y una velocidad maxima de 25 nmoles de sulfato/mg
Chl.h, que se alcanza para una concentracién de sulfato en el medio de
cultivo entre 0,10 y 0,15 mM. Aniones del tipo XO42' inhiben
competitivamente el transporte de sulfato al interior de las células de M.
braunii, si bien sulfito y cromato resultaron ser los mas eficaces al inhibir
completamente el consumo de sulfato (1 mM) cuando su concentracién en el
medio fue de 3 mM.

2. Cuando las células de M. braunii se someten a un periodo previo de
hambre de azufre, el consumo de sulfato anmenta en funcién del tiempo de
carencia, hasta alcanzar valores 14 veces superiores; No se han podido
establecer diferencias claras en los datos de velocidad, ya que es tal la
afinidad por sulfato de las células con hambre, que hace que éstas se llenen

inmediatamente de sulfato, al iniciar el experimento.

3. Tres isoenzimas, designadas A, B y C, de O-acetil-L-serina(tiol)liasa se
han purificado a partir de un extracto crudo de M. braunii. La isoenzima B
es la forma mds abundante, con un 40% aproximadamente de la actividad
total, mientras que las isoenzimas A y C suponen un 35% y 25%
respectivamente. Las actividades especificas de las isoenzimas purificadas
oscilan entre 33,3 de la isoenzima B y 56,6 pmol cisteina/mg proteina

correspondientes a la isoenzima C.
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4. La isoenzima A (Mr = 49,500 Da) es algo méis pequefia que las
isoenzimas B y C, que presentan 54,000 Da aproximadamente. La Km para
O-acetil-L-serina es de 2,4 mM para las tres isoenzimas, mientras que para
sulfuro es de 0,23; 0,31; y 0,08 mM repectivamente. En todos los casos, la
actividad maxima se alcanza a 60 °C, decayendo rédpidamente la actividad
cuando se rebasa la temperatura indicada. Las tres isoenzimas presentan dos
valores de energia de activacidn, lo que implicaria un mecanismo de reaccién
con dos pasos cinéticos. Los estudios de pH revelan que la actividad OASTL
puede medirse sin interferencias entre 7,0y 7,5.

5. Las tres isoenzimas muestran inhibicién por el sustrato de la reaccién, O-
acetil-L-serina, a concentraciones superiores a 12 mM. La L-metionina
inhibe a las tres isoenzimas de forma competitiva con respecto a la O-acetil-1-
serina sulfhidrilasa, si bien dicha inhibicion afecta tanto al valor de Km,
como a la velocidad mdxima. Los valores de Ki obtenidos son 1,44; 1,53;y
1,95 mM respectivamente. Entre los distintos compuestos estudiados hemos
observado que el DTE, tiocianato, maleato y aminooxiacetato, inhiben
significativamente la actividad de las tres isoenzimas, a partir de 5 mM. La
hidroxilamina (5 mM) inhibe selectivamente la actividad de las isoenzimas A

y B, mientras que no afecta ala C.

6. A medida que avanza el crecimiento celular la actividad correspondiente a
la isoenzima A decrece algo, mientras que aumenta significativamente el
valor de las otras dos isoenzimas. Por otra parte, la carencia de azufre en el
medio de cultivo, cuando todos los demds nutrientes estdn presentes,
provoca en M. braunii un aumento de la actividad OASTL. Nuestros
estudios indican que las isoenzimas B y C alcanzan niveles intracelulares
hasta 6 veces superiores a los normales, con el transcurso del tiempo en
células carentes de azufre, mientras que la actividad de la isoenzima C es la
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que menos se afecta por la carencia de este nutriente. Estos datos indican que
se produce una induccién de la actividad OASTL en M. braunii cuando
disminuye el nivel intracelular de metabolitos azufrados. Dicha induccién
cesa inmediatamente cuando se repone una fuente de azufre para las células,

ya sea sulfato, sulfito, L-cisteina, L-metionina, o glutatién.

7. La induccion de la actividad OASTL provocada por la carencia de una
fuente de azufre en el medio de cultivo, requiere una fuente asimilable de
carbono, ya sea CO» en presencia de luz, o glucosa o acetato, aunque las
células estén en oscuridad. Por su parte dicha induccion requiere sintesis de
novo de proteina, ya que se ve significativamente afectada por la presencia

de antibidticos en el medio de cultivo.

8. Particularmente interesantes han sido los estudios de evolucién de la
actividad OASTL en cultivos sincrénicos de M. braunii, donde se observa
un aumento progresivo de la actividad OASTL durante el periodo luminoso,
para mantenerse estable durante la oscuridad. La cicloheximida, pero no el
cloranfenicol, inhibe completamente dicho aumento. Por su parte, el
herbicida paraquat presenta una inhibicién significativa, pero no completa

sobre el aumento de la actividad OASTL durante el periodo luminoso.
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ADENDA
Ensayo de consumo de sulfato por células de Monoraphidium braunii.

Para los estudios de consumo de sulfato se sigui6 el protocolo descrito previamente por Pérez-Castifieira er al. (1992). Las
células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento se recogieron por centrifugacion a 5.000 x g durante 5 min, se lavaron dos
veces con medio sin azufre y se resuspendieron en el mismo medio de manera que la concentracién final de clorofila fuera de
aproximadamente 20 [Lg /ml. La suspensién celular se situé en un bafio termostatizado a 25 °C, con iluminaci6n continua de luz
blanca (30 Wim?2), y los experimentos se iniciaron mediante adicién de sulfato marcado con 358. La cantidad de radiactividad
utilizada en los experimentos fue de 0,05 uCi /ml (sulfato total 0,3 mM). En los estudios cinéticos, la cantidad de sulfato en los
cultivos fue variable, mientras que la radiactividad se mantuvo siempre por debajo de 0,5 Ci /ml. Cada 2-3 min se tomaron
muestras de 0,5 ml de cultivo y se afiadieron a tubos de microcentrifuga que contenian 0,5 ml de medio de cultivo sin azufre, para
centrifugar rdpidamente a 15.000 x g durante 30 s. Se descartaron los sobrenadantes, y los precipitados celulares se lavaron con
0,5 ml de medio de cultivo carente de azufre, centrifugindose en las mismas condiciones. Los precipitados finales se disolvieron en
liquido de centelleo (Beckman "Ready Protein") y la radiactividad acumulada se conté en un aparato Beckman LS-6000IC.

FE DE ERRATAS

Pdgina 64 Donde dice: "...isoenzimas OASTLA (fracciones 50-75) y OASTLR (fracciones 90-150)."
Debe decir: “...isoenzimas OASTLR (fracciones 50-75) y OASTLA (fracciones 90-150)."

Pé4ginas 102y 103  Donde dice: "OASTLC "
Debe decir: "OASTLA "

Pagina 129  Donde dice: "...muestran un dnico valor de Km I mM..."
Debe decir: "...muestran un dnico valor de Km de 5 uM..."

Pigina 138 Donde dice: "...muestran una relacién OASTL2.3/0ASTLA de 1,68..."
Debe decir; "...muestran una relacién OASTLR-C/OASTLA de 1,68..."

Pagina 142 Donde dice: "...mientras que la actividad de la isoenzima OASTLC..."
Debe decir: "...mientras que la actividad de la isoenzima OASTLA..."
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