APROXIMACION

ASIMILACION

nidulans R2 UNIVERSIDAD DE SEVILLA
SECRETARIA GENERAL

Queda roziivada esia Tesis Doctoral
al folio.....[ng..“m‘;mero ...... Q. .. del libro

correspondienis.

Sevilla, H ? 9{:‘!. 198?

El Jefe del Negociado de Tesis,

olj&ua M

Trabajo presentado por el Licenciado Francisco Madueio

Albi para optar al grado de Doctor en Ciencias Bioldgicas

%@Z;\r Deoo
—— T 1_,{\_/ o

Sevilla, Octubre de 1987

UNIVERSIDAD DE SEVILLA

DIRECTOR Y PONENTE Depositado en

de la

de esta Universidad desde el dia

hasta el dia
Sevilla de de 19
EL DIRECTOR DE

Dr Miguel Garcia Guerrero,
Catedratico de Bioquimica y

Biologia Molecular



A mi familia, en

especial a mi padre.



Este trabajo ha sido realizado en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Biologia
de la Universidad de Sevilla y del Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas.

Deseo expresar mi agradecimiento al Profesor
Manuel Losada Villasante por haberme acogido en su

equipo de investigacidn.

Al Dr Miguel Garcia Guerrero, Director de esta
tesis, agradezco su ayuda vy valiosa aportacidn de
ideas, asi como su dedicacidén e interé&s en mi formacidn
cientifica.

A los Dres W.E. Borrias, G.A. Van Arkel y C.J.
Kuhlemeier, del Departamento de Biologia Molecular vy
Celular de 1la Universidad de Utrecht, les agradezco las
facilidades dadas que hicieron posible mi estancia en su
laboratorio, asi como su ayuda y aporte de estirpes vy
plésmidos.

Agradezco a mis companeros Tomds Coronil y el
Dr Jos& Maria Romero la amistad y el ambiente humano
con el que me han rodeado. A Jose le agradezco, ademés,
su ayuda en la obtencidén de alguno de los resultados que
presento. Al Dr Aurelio Serrano 1le agradezco, entre
otras cosas, dque me facilitd ciertas proteinas,
que €l mismo habia purificado, para algin
experimento. Al Dr Pedro Candau le agradezco su
sabiduria, de 1la que en bastantes ocasiones me he
aprovechado. A los Dres Enrique Flores y Toni Herrero les
agadezco eso mismo, ademds de su participacidn directa
en la obtencidn de algunos resultados y, lo gque ha sido

incluso md&s valioso, la continua labor de motivacidn que



han 1llevado a cabo conmigo. Al Dr Juan Luis Ramos
quiero agradecer tanto su aportacidn al inicio de mi
formacidén cientifica como el interés dque ha mostrado
continuamente en el desarrollo de mi trabajo. A los demés
miembros del Departamento, presentes y pasados, les
agradezco el trato cordial del que he sido objeto en todo
momento.

A 1la gente del Departamento de Genética
(Universidad de Sevilla) les agradezco la atencidén que
me han prestado cada vez que he ido a darles la lata. A
los de 1los Departamentos de Quimica-Fisica vy Fisiologia
Animal (Universidad de Sevilla), vy especialmente al Dr
Rafael Andreu y a Miguel Escudero, 1les agradezco la
prestacidn desinteresada de medios informaticos
empleados en el tratamiento del texto. A Pepe Moreno, su
ayuda en el material fotogrédfico.

A Kiko, Tere, Carlos y Filo les agradezco su
constante apoyo y su inapreciable amistad que les ha
llevado a tener dque aguantar algn dgque otro "pato"
durante la elaboracidn de esta tesis.

Por Gltimo, quiero expresar mi gratitud a las
siguientes instituciones y entidades por su apoyo
econbmico y material: Fundacidn Ramdn Areces, Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, Comisidn
Asesora de Investicacidn Cientifica vy Técnica,
Ministerio de Educacidn y Ciencia, Junta de Andalucia y
EMBO.



Abreviaturas y simbolos ......

1.

2.

INDICE

INTRODUCCION ......

ooooooooooo ® o 8 6 8 60000800000 s

1.1. LA ASTMILACION DE NITRATO EN CIANOBACTERIAS .
1.1.1. Entrada de nitrato vy nitrito en la cé-
]-ula - & & & ® 0 6 6 & 6 ¢ 0 e " O s

1.1.2. Reduccidn del nitrato .cieeseccenssoccesa
1.1.3. Asimilacidn del amonio ....... ctececncns
1.2. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL NITRATO EN
CIANOBACTERIAS .. eceecaoes esessescessecscnane e
1.2.1. Regulacidén del transporte de nitrato ...
1.2.2. Control de la cantidad de enzima activo

1.3. GENETICA DE LA ASIMILACION DEL NITRATO ......

1.4
1. Aislamiento de estirpes mutantes .......
2. Tranferencia genética en cianobacterias

.3. Clonaje de genes en cianobacterias .....
4. Genética de la asimilacidn de nitrato en

cianobacterias .....ecccceeens ceecsssacse

MATERIALES Y METODOS ... ceeeecececoocsccccccccncnn

2.1, ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO ...... P

2.2. AISLAMIENTO DE ESTIRPES MUTANTES DE Anacystis
nidulans R2 .....cc000. ceeecsonas tecscseccas .
2.2.1. Mutagénesis por transposicidn de Tn901 .
2.2.2. Mutagénesis con nitrosoguanidina .......
2.2.3. Purificacidn y seleccidn de estirpes
mutantes .....cceieecenenn ceeecsscecsessen

2.3. PREPARACION DE ADN .t.i.ceveosccnnces cs e e cees
2.3.1. Aislamiento de ADN de cianobacterias ...
2.3.

2. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

2.4, TRANSFORMACION DE ESTIRPES MUTANTES DE é;
nidulans R2 ..... e eescecsecsecssessssessacnas .

2.5. ESTIMACION DE NIVELES CELULARES DE ACTIVIDA-

DES ENZIMATICAS .. ceeecocessssennsssosnscsncosesnse
2.5.1. Ensayos enzimaticos in situ ............
2.5.1.1. Permeabilizacidn de membranas ce-
lulares ..veeeeecenaes cececseseanae

2.5.1.2. Actividad nitrato reductasa ......
2.5.1.3. Actividad nitrito reductasa ......

ENETICA DE CIANOBACTERIAS ...... T '

11
11
17

20
26

26
28

- 32

33

36
37
44
44
45
46
47

47
48

50

51
51

51
52



2.5.1.4. Actividad glutamina sintetasa ....
2.5.2. Ensayo in vitro de la actividad nitrato

reductasa ....cececcecens cesececcesessesae

2.6, ESTIMACION DEL CONSUMO DE NITRATO Y DE

NITRITO ....... ceteecsesscens cescsessseesns .o

2.7. ESTIMACION DE LA FIJACION FOTOSINTETICA DE
Cco

9 ceesesssetecetanan cevnens ceescan cecesecns

2.8. ESTIMACION DE LA DENSIDAD CELULAR ...cceceee..

METODOS ANALITICOS ..... cecescsetssesscscances
Determinaciftn de nitrato ........ cecaese
Determinacidn de nitrito ..ccceeceecnacee
Determinacidn de amonio .....eccecasas .o
Determinacidn de glutamina EETERERRY PR
. Determinacidn de radioactividad de —C .
. Determinacidén de clorofila ......... cees
. Determinacidén de proteina ......... ceeen

. Determinacidn de ADN ....cccececoccscess
Determinaciones espectrofotométricas ...
O0.Medidas de DPH ..ccceccccccccoscssccscnss

l.Medidas de iluminacidén ...... cessesecnne
2.Medida de flujO gASEO0SO ceeeeeecvcccccos

MDD NNDNDNDNDN.

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5
.9.6
9.7
9.8
.9.9
9.1
.9.1
9.1

2.10. REACTIVOS...ieeennncen ceeerencctesnnn cececces

RESULTADOS ..cvveevecoansns ceeccen .

3.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE ESTIRPES
MUTANTES DE Anacystis nidulans R2 AFECTADAS

EN LA ASIMILACION DE NITRATO....... cecsessese
3.1.1. Mutagénesis y seleccidn de estirpes
incapaces de asimilar nitrato ..........

3.1.2. Clasificacidn de las estirpes mutantes .
3.1.2.1. Niveles de actividad nitrato re-

) ductasa y nitrito reductasa ......
3.1.2.2. Transformacidén de las estirpe mu-
tantes con los pléasmidos pNR12Z,

PNR63 y pNR193 ........... cesecene
3.1.3. Caracterizacidn de los distintos tipos
de mutantes...... ccsesesscsnsssssesacsese

3.1.3.1. Crecimiento de las estirpes A6,
FM1, FM2, FM6, FM10 y FM16 en me-
dios liquidos con distintas fuen-
tes de nitrdgeno .....cccee.. cesee
3.1.3.2. Efecto de la fuente de nitrdgeno
sobre los niveles de actividad ni-
trato reductasa y nitrito reducta-
sa de las estirpes A6, FM1l, FM2,
FM6, FM10 y FM16 ....... ceeescaaes
3.1.3.3. Niveles de actividad glutamina
sintetasa en las estirpes A6, FMI1,
FM2, FM6, FM10 y FM16 ...... ceeenn

Vi

56

57

59

60
61

62
62
62
63
64
64
65
65
66
66
67
67
67

69

69

70
70
73
73
77

79

81

83



3.1.3.4. Consumo de nitrato y nitrito por

las estirpes A6, FM1l, FM2, FMé6,
FM10 vy FM16 .c.vececcccooscecsns ceees

3.2. CARACTERIZACION DE LA ESTIRPE MUTANTE FM16
DE Anacystis nidulans R2 .....cccocecese ceeen

3.2.1.

Aspectos fisioldgicos y biogquimicos ....

3.2.1.1. Caracterizacidn del crecimiento de

FM16 ® & o » & o 0 @ * ® & & 5 5 0 ® & o & o " ¢ e o e e 0

3.2.1.2. Caracterizacidn de la nitrato re-

ductasa presente en FM16 .........

3.2.1.3. Consumo de nitrato por las estir-

3.2.2.

pes A6 y FM16 en relacidén con el
nivel de actividad nitrato reduc-
tasa ceeeeenas et ccasssaccencossan
Aspectos genéticos ...ceeececccnccns ceene

3.3. CARACTERIZACION DE LA ESTIRPE MUTANTE FM2
DE Anacystis nidulans R2 ....cceececcencccccns

3.3.1.

Aspectos fisioldgicos y bioquimicos ....

3.3.1.1. Regulacidn por amonio de la sinte-

sis de nitrato reductasa en estir-
pes carentes de actividad nitrito
reductasa ....ceceses cecevecsesssans

3.3.1.2. Regulacidn por amonio del consumo

3.3.2.

de nitrato en FM2 ..... cececnanens
Aspectos genéticosS ..cieeececceccccsnans

3.3.2.1. Transformacidn de las estirpes

mutantes FM1l, FM6 y FM10 con ADN
de la estirpe FM2 ...... ceeseen .o

3.3.2.2. Regulacidn por amonio de la sinte-

sis de nitrato reductasa en rever-

tientes de FM2 ....cecceee ceesesn s

3.4. UTILIZACION DE ESTIRPES MUTANTES DE
Anacystis nidulans R2 EN ESTUDIOS DE LA ASI-
MILACION DE NITRATO .cceeceosncscosncccccss e e
3.4.1, Determinacidn de nitrato con celulas de

la estirpe FM2 ..... A

3.4.2. Utilizacidn de la estirpe FM2 en el es-
tudio cinético del consumo de nitrato

por A. nidulans R2 ......... ceeecns ceene

3.4.3. Utilizacidn de FM2 en el estudio del

control de la utilizacidn de nitrato por

la fijacibn de CO, .t.ceeeeeecececasocannse

3.4.3.1. Requerimien%o por CO, para la uti-

3.4.4.

lizacién de nitrato €n las estir-
pes A6 Vv FM2 ...ceeeecesscacnn oo
Utilizacién de FM2 y FM10 en el estudio

de las interacciones entre consumo de

nitrato v de nitrito ...ceeeveercccosanncs

3.4.4.1. Efecto del nitrito sobre el consu-

mo de nitrato ..... ceesosecscessenn

3.4.4.2. Efecto del nitrato sobre el consu-

Mo de Nitrito ...ceeececvencsvesces

VII

89
91
91
92

96

100
103

105
105

105
106
112
112
113
118

118
121
127

128

133

133



VIII

4., DISCUSION ...eeececenn cessenansns cecsescseasanssess 143

5. CONCLUSIONES ..cceecesncoccccsscsns sesevecesccanas ee. 162

6. BIBLIOGRAFIA ...cceececcccnan cecesesccsascas esssses 164




ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN dcido desoxirribonuclé&ico

ADP adenosin 5’'-difosfato

ATP adenosin 5’'-trifosfato

DCCD diciclohexilcarbodiimida

DLG D,L-gliceraldehido

E einstein

EDTA dcido etilendiaminotetraacético
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HEPES N~-2-hidroxietilpiperacina-N’-2-etanosulfonato
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MOPS dcido 3-(N-morfolino) propano sulfdnico

MSX L-metionina-D,L~-sulfoximina

MTA mezcla de bromuros de alquiltrimetilamonio

st velocidad especifica de crecimiento

NADP " nicotinamida adenin dinuclebtido fosfato

NADPH nicotinamida dinucledtido fosfato reducido

NTG N-metil~-N’-nitro-N-nitrosoguanidina

PCC coleccidn de cultivos del Instituto Pasteur

p/v peso/volumen
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SDS dodecilsulfato sédico

TES dcido N~Tris-(hidroximetil) metil-2-amino etano
sulfdnico

tg tiempo de generacidn

Tricina N-Tris (hidroximetil) metilglicina
Tris trihidroximetilaminometano
U unidad de actividad enzimatica

v/v volumen/volumen



1. INTRODUCCION




1.1. LA ASIMILACION DE NITRATO EN CIANOBACTERIAS

Aunque un considerable nmero de estirpes de
cianobacterias presenta la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, el nitrato y el amonio son las
fuentes de nitrdgeno md8s ampliamente wutilizadas por
estos organismos (Flores et al., 1983b; Guerrero vy
Lara, 1987; Wolk, 1981). La asimilacién de nitrato en
cianobacterias comprende tres fases fundamentales: 1) 1la
entrada del nitrato al interior de la celula; 2) 1la
reduccidn del nitrato hasta el término de amonio; y 3)
la incorporacidén del amonio resultante en esqueletos
carbonados para dar lugar a los diversos compuestos

orgdnicos nitrogenados de la célula.

1.1.1. Entrada de nitrato y nitrito en la célula

Las cilanobacterias no poseen vacuolas due
permitan el almacenamiento de iones siendo el nitrato que
entra en la célula transformado inmediatamente
por reduccidn. Esto conlleva el que las cantidades de
nitrato presentes en el interior de células de
cianobacterias utilizando este anidn sean demasiado
bajas para su deteccidn por los métodos empleados
usualmente. La mayoria de los trabajos encaminados al
estudio del transporte de nitrato en cianobacterias se
han realizado estimando 1la desaparicidn del idén del

medio externo, desaparicién gque no sblo refleja el



propio paso de entrada del nitrato, sino ademds su
posterior metabolizacidn (qures et al., 1983a,b). No
obstante, este sistema ha permitido obtener datos de
interés acerca de las caracteristicas del primer paso

del proceso de asimilacidn del nitrato.

Durante cierto tiempo, la idea de la
existencia de un sistema de transporte activo para
el nitrato en cianobacterias se ha sustentado en
evidencias indirectas. Asi, 1la wutilizacidn de nitrato
por diferentes estirpes de cianobacterias presenta
un requerimiento de energia, inhibié&ndose dréasticamente
por desacoplantes e inhibidores de ATPasas (Flores et
al., 1983a,b; Ohmori et al., 1977; Rai et al., 1981).
Este requerimiento energético no parece corresponder a
la reduccidn intracelular de nitrato (Guerrero et al.,
1981), habiéndose adscrito al estadio inicial de la

entrada del idén en la c&lula (Flores et al., 1983a, b).

Recientemente, se ha obtenido evidencia
directa indicativa de la existencia en cianobacterias de
un sistema de transporte activo para la entrada del
nitrato en la célula. Asi, mediante el uso de técnicas
combinadas de centrifugacibn a través de silicona y de
cromatografia 1liquida de alta eficacia, se han medido
concentraciones intracelulares de nitrato en células de

Anacystis nidulans de hasta 0,4 mM para concentraciones

extracelulares del anidn de 50 pM (Lara et al., 1987;

Romero, 1986). Esta acumulacidn resulta tanto méas



significativa si se tiene en cuenta la naturaleza
anidnica del nitrato y el hecho de que, al igual que
otros organismos, las cianobacterias generan un potencial
de membrana negativo en el interior respecto al
exterior celular (Paschinger, 1977; Pescheck et al.,
l98ij,Zdrou y Tromballa, 1981), que se opone a la entrada
<@§§por simple difusidn o transporte pasivo de nitrato y

otros aniones.

En cuanto a la entrada de nitrito en
cianobacterias, y més concretamente para el caso de A.
nidulans, se ha propuesto la participacidén en dicho
iproceso de dos sistemas: uno de entrada pasiva de &acido
nitroso (pKa=3,4), vy otro de transporte activo
(Flores, 1982; Flores et al., 1983a; 1987). El
componente activo es sensible a la accidn del
desacoplante DCCD y muestra una alta afinidad por el
nitrito, mientras gue el pasivo es insensible al DCCD y
tiene una afinidad por el nitrito més ‘baja, similar a
la de 1la nitrito reductasa, por dicho ién. La
contribucidén relativa de ambos componentes depende del
pH del medio, siendo el sistema activo el que prevalece

a valores altos de pH (Flores et al., 1987).

El consumo de nitrato y el componente activo
del de nitrito muestran propiedades comunes. Asi,
presentan una respuesta muy similar al pH del medio,
afectadndose ambos por amonio y CO2 de manera andloga

(Flores et al., 1987). Ademds, el nitrato inhibe el



consumo de nitrito por cé&lulas tratadas con volframio,
incapaces de reducir nitrato, siendo la inhibicidn por
nitrato mayor cuanto m&s importante es la contribucidn
del sistema activo al consumo de nitrito (Flores,
1982). El conjunto de estas observaciones ha constituido
la base para la propuesta de que en los procesos de
consumo de nitrato vy de nitrito participe un sistema de

transporte comiin (Flores et al., 1987).

1.1.2. Reduccidn del nitrato

Una vez que el nitrato ha penetrado en la
célula cianobacteriana, se metaboliza inmediatamente por
reduccidn. Esta reduccidn tiene lugar previamente a la
incorporacidén del nitrdgeno a esqueletos carbonados, y
resulta en la conversidén del nitrato en amonio, la forma
de nitrdgeno inorgdnico gque posee el mismo estado de

reduccidn que el nitrdgeno organico.

Como en otros organismos, la reduccidn
asimilatoria del nitrato hasta amonio en cianobacterias
tiene lugar en dos pasos sucesivos. En primer lugar, el
nitrato se reduce hasta nitrito, en un proceso due
implica 1la transferencia de dos electrones, catalizado
por la nitrato reductasa. A continuacién, el nitrito
resultante se reduce hasta amonio mediante una reaccidn
de transferencia de seis electrones catalizada por la

nitrito reductasa (Flores et al., 1983b; Guerrero et



al., 1981; Losada et al.,1981; Vennesland y Guerrero,
1979).

Se han purificado hasta homogeneidad
las nitrato reductasas de las cianobacterias A.

nidulans y Plectonema borianum, que se han caracterizado

como proteinas de peso molecular 75000 y 83000-85000,
respectivamente (Candau, 1979; Mikami e Ida, 1984). La
Km para el nitrato de 1las enzimas de ambos organismos
en el ensayo con metil violdgeno es de 0,7 mM
(Candau, 1979; 1Ida y Mikami, 1983), mientras que en

Plectonema el valor de 1la misma en el ensayo con

ferredoxina es de sblo 55 uM (Ida y Mikami, 1983). Ambas
enzimas poseen molibdeno, metal que se ha descrito como
constituyente de todas las nitrato reductasas
conocidas , y que parece desempefiar un papel esencial en
su actividad catalitica, asi como hierro (Candau, 1979;

Mikami e Ida, 1984). Para la enzima de Plectonema se ha

sugerido que el hierro se encuentra formando parte de

centros [ 2Fe.2S531 (Mikami e Ida, 1984).

En lo que se refiere a las nitrito reductasas
de cianobacterias, se ha conseguido purificar y

caracterizar parcialmente las enzimas de A. nidulans

(Manzano, 1977) y Anabaena sp. PCC 7119 (Mé&ndez y Vega,
1981). Para ambas se han determinado valores de Km para
el nitrito comprendidos entre 70 y 100 uM, estando
constituidas por una f{nica cadena polipeptidica. Ambas

nitrito reductasas parecen contener hierro, habiéndose



propuesto la existencia de un grupo prostético del tipo
sirohemo, tipico de 1la nitrito reductasa de plantas
superiores, en el enzima de Anabaena (Mé&ndez y Vega,

1981).

Una caracteristica importante gque poseen tanto
la nitrato reductasa como la nitrito reductasa de todas
las cianobacterias estudiadas es la de utilizar
ferredoxina reducida como donador fisiolbgico de
electrones (Flores et al., 1983b; Manzano et al., 1976;
Manzano et al., 1978; Mikami e Ida, 1984; Ortega et al.,
1976) . Este hecho, unido a que las enzimas se
encuentran generalmente asociadas a membranas con
actividad fotosintética (Candau et al., 1976; Hattori y
Myers, 1967; Ida y Mikami, 1983; Manzano et al., 1976;
Mikami e Ida, 1984; Ortega et al., 1976), sugiere que en
cianobac£erias exista una estrecha relacidn entre los
procesos de generacidn fotosinté&tica de poder reductor y
reduccidn del nitrato. De hecho, existen diversas
referencias acerca de la reduccidn de nitrato vy/o
nitrito asociada a fotosintesis anoxigénica, en sistemas
constituidos por celulas intactas o} particulas
conteniendo <c¢lorofila y ferredoxina, iluminadas en
presencia de un donador de electrones adecuado para el
fotosistema I (Guerrero et al., 1974; Hattori vy Myers,
1967; Manzano et al., 1976; Ortega et al., 1976;
Peschek, 1979). Asimismo, estudios llevados a cabo con
membranas fotosintéticas (Candau et al., 1976; Ortega et

al., 1976) y <con células tratadas con MSX en ausencia



de CO, (Flores et al., 1983a, b), indican que
nitrato y nitrito actfian como reactivos de Hill,
habiéndose determinado estequiometrias de 2y 1,5 moles
de oxigeno desprendidos por mol de nitrato o nitrito
reducido, respectivamente. También se ha observado que
en células permeabilizadas el nitrato y el nitrito
amortiguan la fluorescencia de la clorofila, lo dque
indica que estos iones pueden actuar como aceptores de
electrones del aparato fotosintético (Serrano et al.,
1982). Por dltimo, se ha descrito que cuando la fijacidn
de CO2 funciona a mdxima capacidad, ésto es, saturacidn
de luz y Dbicarbonato, la adicidn de nitrato a cé&lulas

intactas de A. nidulans induce una estimulacidn del

desprendimiento de oxigeno, sin que se deprima la
fijacidén de CO,, lo que indica gque, en condiciones
fisioldgicas, la asimilacidn de nitrato es un

proceso fotosintético (Romero y Lara, 1987).

1.1.3. Asimilacidn del amonio

E1l amonio se asimila incorporandose a
esqueletos carbonados. La asimilacidn primaria del
amonio en cianobacterias tiene lugar fundamentalmente a
través de la ruta glutamina sintetasa-glutamato sintasa
(Flores et al., 1983b). En la reaccidn catalizada por la
glutamina sintetasa, el amonio se incorpora primeramente
en el grupo amido de la glutamina, desde donde se
transfiere al c del (-cetoglutarato, con la

participacién de 1la glutamato sintasa, para formar
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glutamato. La formacién neta de una molécula de
glutamato requiere el gasto de dos equivalentes de
reduccidn y una molécula de ATP. Tanto en cianobacterias
unicelulares como en filamentosas fijadoras de
nitrdégeno, la ruta glutamina sintetasa-glutamato sintasa
parece ser operativa independientemente de la fuente de
nitrdgeno que se utilice para el cultivo de las cé&lulas
(Flores et al. 1983b; Guerrero y Lara, 1987). En 1la

cianobacteria Synechocystis PCC 6803 se han detectado

niveles significativos de actividad glutamato
deshidrogenasa, lo que podria indicar que esta ruta
alternativa de asimilacidén de amonio sea funcional

en esta cianobacteria (Florencio et al., 1987).
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1.2. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL NITRATO EN

CIANOBACTERIAS

El proceso de asimilacién de nitrato puede
verse afectado por una amplia variedad de factores,
tales como son la disponibilidad de 1los diferentes
sustratos requeridos, incluyendo, entre otros,
esqueletos carbonados, reductores adecuados o ATP, asi
como por determinados metabolitos con papel regulador.
Este apartado se restringe, sin embargo, a la
consideracion de 1los efectos gque, sobre la asimilacidn
del nitrato, ejercen el propio nitrato, el idn amonio
(producto final de la reduccidn del nitrato) y productos
resultantes de 1la fijacidn del COZ' Dentro de este
marco se considerardn exclusivamente los efectos
reguladores ejercidos sobre las primeras etapas del
proceso de asimilacién del nitrato, é&sto es, la entrada
del sustrato en la célula y su reduccidn intracelular

hasta amonio.

1.2.1. Regulacidn del transporte de nitrato

El transporte de nitrato se encuentra sometido
a regulacidn por compuestos derivados de 1la asimilacién
del amonio asi como por derivados de 1la fijacidén del
C02, en procesos dque parecen hallarse estrechamente

relacionados.
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Cuando suspensiones - celulares de
cianobacterias utilizando nitrato. se suplementan con
amonio a concentraciones tan bajas como 10-50 M, el
consumo de nitrato se ve drasticamente inhibido (Flores
et al., 1983b; Guerrero vy Lara, 1987). Esta inhibicidn
por amonio de 1la utilizacidén de nitrato parece tener
lugar a nivel de transporte del anidén, ya gque el amonio
inhibe la acumulacidén de nitrato en cé&lulas de A.

nidulans (Lara et al., 1987; Romero, 1986).

El amonio ha de asimilarse para inhibir el

transporte de nitrato. Asi, cuando c&lulas de A.nidulans

se tratan con inhibidores de glutamina sintetasa (MSX
o 5-hidroxilisina) o de glutamato sintasa vy otras
glutamina-amido transferasas (azaserina) no se observa
efecto negativo del amonio sobre el transporte de nitrato
(Flores et al., 1980; 1983b; Lara et al., 1987; Romero,
1986) . Aungue en condiciones normales el efecto inhibidor
del amonio sobre el consumo de nitrato es muy dréastico .
e inmediato, eso no es siempre asi, pareciendo existir
una cierta correlacidn entre el grado de inhibicidén y la
velocidad de asimilacidn de amonio por las células
(Flores et al., 1980; Romero et al., 1987). Asi,
la magnitud del efecto del amonio sobre el consumo
de nitrato es variable, dependiendo, probablemente, del
nivel celular de determinados derivados de la
asimilacidn del amonio. En condiciones de utilizacidn de
nitrato, el consumo de dicho ién se encontraria también

bajo el control ejercido por el amonio resultante de la
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reduccidn del nitrato, como lo indica el hecho de que en
ausencia de amonio ahadido algunos inhibidores de 1la
glutamina sintetasa estimulen la velocidad de consumo de
nitrato (Flores et al., 1980; Guerrero y Lara, 1987;

Romero et al., 1987).

El consumo de nitrato en cianobacterias
presenta, ademds, una dependencia estricta por fijacidn
de C02. La concentracidn de co, que permite una
velocidad de consumo de nitrato mitad de la mixima (3,7
uM)} es muy cercana a la Ks para el CO2 del
desprendimiento de oxigeno dependiente ‘de CO2 (4 pM)
(Flores et al., 1983c). Por otra parte, 1la inhibicidn
progresiva de 1la fijacidén de CO2 mediante el wuso
de concentraciones crecientes de D,L-gliceraldehido
resulta en una disminucidn gradual de 1la velocidad de

utilizacidn de nitrato (Lara et al., 1984; Romero et

al., 1985 ).

La dependencia del consumo de nitrato por CO2
se halla 1ligada intimamente a la razdn C/N preexistente
en las células. Asi, se ha mostrado que células

deficientes en nitrdgeno de A. nidulans y de una estirpe

mutante de Agmenellum quadruplicatum incapaz de asimilar

nitrito pueden consumir nitrato en ausencia de
CO2 (Flores et al., 1983c; Stevens y Van Baalen, 1973).
Al parecer, los carbohidratos acumulados en las cé&lulas

deficientes en nitrdgeno pueden reemplazar a los
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productos recientes de 1la fijacidn de CO2 en su
efecto positivo sobre el consumo de nitrato.

Otras observaciones de interé&s para entender
mejor la naturaleza de la dependencia por carbono del
consumo de nitrato son las siguientes. El tratamiento de

las células de A. nidulans con inhibidores de 1la ruta

glutamina sintetasa-glutamato sintasa permite a dichas
células consumir nitrato atin en ausencia de CO2
(Flores et al., 1983a,b) y 1las libera de 1la inhibicidn
del consumo de nitrato causada por el DLG (Lara et al.,
1984; Romero et al, 1985 ). Por otra parte, la
correlacidn existente entre las velocidades de fijacién
de CO2 y de consumo de nitrato a diferentes
intensidades luminosas desaparece cuando las cé&lulas se
tratan  con MSX, alcanzando el consumo de nitrato la
saturacidn por 1luz a intensidades mucho menores (Lara vy
Romero, 1986). Es decir, el hecho de impedir 1la
asimilacidn de amonio, no s6lo elimina la inhibicidn por
amonio del consumo de nitrato, sino que también libera a

\
dicho proceso de la dependencia por la fijacidn de COz.

Al igual que en 1la inhibicidn del consumo de
nitrato por amonio, el control por CO2 de este proceso
parece operar a nivel del transporte del idén al interior

celular. De hecho, en A. nidulans, el DLG inhibe 1la

acumulacidn de nitrato en el interior de las células,
siendo este efecto impedido por tratamiento de las

mismas con MSX (Lara et al., 1987; Romero, 1986).
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Todos estos datos indican 1la existencia de una
relacidén entre la dependencia por CO2 del consumo de
nitrato y 1la inhibicidn de dicho proceso por amonio, y
han sido interpretados en el marco de un modelo para la
regulacidén del consumo de nitrato (Flores et al.,
1983c; Guerrero y Lara, 1987; Romero et al., 1985 ) que
implica 1la participacidn concertada de productos
provenientes de la asimilacidén del nitrato via amonio,
asi como de la fijacidn del co, (Esquema 1). De acuerdo
con dicho modelo, el consumo de nitrato estaria gobernado
por retroalimentacidn negativa ejercida por ciertos
compuestos orgdnicos resultantes de la asimilacidn del
amonio. La concentracidn intracelular de esos
metabolitos inhibidores se hallaria determinada, de un
lado, por el suministro de amonio a partir del cual se
generan, y de otro, por el de productos de la fijacidn
del C02, los cuales se combinarian con los inhibidores
derivados del amonio, elimindndolos, a la vez que
generarian otros metabolitos orgénicos nitrogenados no
inhibidores. Este sistema de regulacidn permitiria una
modulacidn precisa de la utilizacidn de nitrato, ejercida
no sdlo por la acumulacidn de sus propios productos, sino
también a través de la disponibilidad de metabolitos

carbonados.



NO3

+
NH,
Compuestos C.N - Compuestos C,N
(inhibidores) (no inhibidores)

Compuestos C

CO,

Esquema 1. Modelo propuesto para la participacién del

amonio y del Coé en el establecimiento de los niveles
e

intracelulares metabolitos inhibidores de la

utilizacidn de nitrato.

91
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1.2.2. Control de la cantidad de enzima activo

El amonio ejerce tambié&n un efecto negativo
sobre los niveles celulares de nitrato reductasa y
nitrito reductasa, actuando como represor nutricional de
la sintesis de dichas enzimas (Flores et al., 1983b;
Herrero, 1983;  Herrero et al., 1981; 1985). La
existencia de represidn pdr amonio de la nitrato
reductasa, aparentemente a nivel transcripcional, se ha
confirmado en las cianobacterias unicelulares no

fijadoras de nitrdgeno Agmenellum quadruplicatum,

Anacystis nidulans y Synechocystis sp. PCC 6714 (Flores

et al., 1983b; Herrero et al., 1981l; Stevens vy Van
Baalen, 1974). En cianobacterias fijadoras de nitrdgeno,
la sintesis de 1la nitrato reductasa tambi&n se ve
afectada negativamente por amonio. Ademés, y a
diferencia de lo gque ocurre en las cianobacterias no
fijadoras, el nitrato se comporta como un inductor de
la nitrato reductasa (Flores et al., 1983b; Hattori,
1962; Herrero et al., 1981; 1985; Ohmori y Hattori,

1970; Ramos y Guerrero, 1983).

Al igual gque ocurre con la inhibicidén por
amonio del consumo de nitrato, el efecto negativo sobre
la sintesis de nitrato reductasa no parece ser causado
por el mismo amonio, sino que requiere su asimilacidn.
Esto se basa en la observacién de que la MSX permite

que tenga lugar sintesis de nitrato reductasa en
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presencia de amonio, tanto en cianobacterias no
fijadoras de nitrbgeno como en fijadoras (Flores et al.,
1983b; Herrero et al., 1981; Ramos y Guerrero, 1983;

Ramos et al., 1982).

Aunque en el caso de 1las cianobacterias no
fijadoras no se requiere como inductor al nitrato, é&ste
tiene un efecto positivo sobre 1la actividad nitrato
reductasa, que parece ejercerse a nivel
post—-transcripcional y que explicaria 1los mayores
niveles de nitrato reductasa encontrados en células
incubadas en nitrato respecto a cé&lulas incubadas en
ausencia de fuente de nitrdgeno (Flores et al., 1983b;
Herrero et al., 1981; 1984; 1985). Experimentos

realizados con cé&lulas de A. nidulans han mostrado

la existencia de una inactivacidn de 1la nitrato
reductasa en ausencia de fuente de nitrdgeno combinado,
promovida por la 1luz, que puede influir en las
diferencias mencionadas, e indican que la estabilidad de
la enzima activa es un factor decisivo en la
determinacidn del nivel de actividad nitrato reductasa

(Herrero et al., 1984).

Existe ©poca informacién disponible acerca de
la regulacidn de la nitrito reductasa en cianobacterias.

En A. nidulans y Anabaena sp. PCC 7119, 1la

naturaleza de la fuente de nitrdgeno afecta a los
niveles de nitrito reductasa de manera andloga a como

afecta a los de nitrato reductasa (Herrero, 1983;
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Herrero y Guerrero, 1986; Mé&ndez et al., 1981). En
Anacystis, el efecto represor del amonio también se
previene por MSX, y la accién positiva del nitrato no
requiere su conversidn previa en nitrito (Herrero,1983;
Herrero y Guerrero, 1986). Sin embargo, 1la nitrito
reductasa de Anabaena parece inducirse por nitrito pero

no por nitrato (Ohmori y Hattori, 1970).
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1.3. GENETICA DE LA ASIMILACION DEL NITRATO

Este apartado trata de 1la genética de 1la
asimilacidn del nitrato en organismos distintos a las
cianobacterias, discutiéndose el caso particular
de estas Gltimas en el apartado 1.4.4,
Diferentes tipos de organismos presentan la capacidad de
utilizar nitrato como fuente de nitrdgeno, habiéndose
obtenido mutantes afectados en el proceso de asimilacidn
de nitrato en una variedad de grupos. Asi, se
ha descrito el aislamiento de tales mutantes en hongos
(Birkett y Rowlands, 1981 ; Cove, 1978; Marzluf, 1981),
bacterias (Santero et al., 1986; Sias e Ingraham, 1979;
Stouthamer, 1967), algas (Shafer et al., 1961; Sosa et
al., 1978) y plantas superiores (Kleinhofs et al., 1985;

Wray, 1986).

Sin duda, el sistema de asimilacidn de nitrato
mejor estudiado desde el punto de vista genético es el

de hongos, concretamente el de las especies Aspergillus

nidulans y Neurospora crassa. Los estudios llevados a

cabo con estos organismos han conducido a 1la clara
definicidén de wun buen niimero de genes implicados en el
proceso de asimilacién de nitrato, asi como de la
funcidén que los productos de dichos genes desempenan
(Tabla 1). Se han identifiéado y mapeado los genes
responsables de 1la sintesis de las apoproteinas de las

enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa de
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Tabla 1. Genes de Neurospora crassa y Aspergillus

nidulans implicados en la asimilacidn de nitrato

Locus

Funcidn propuesta Neurospora Aspergillus
gen estructural nit-3 niaD
para la nitrato
reductasa
gen estructural nit-6 niiA
para la nitrito
reductasa
sintesis del nit-1 cnxABC
cofactor de nit-7 cnxE
molibdeno nit-8 cnxF

nit-9 cnxG
induccidn por nit-4 nirA
nitrato
represidn por nit-2 arelA
amonio nmr-1 tamA
transporte de crnA
nitrato (?)
Tomado de Brownlee y Arst, 1983, Marzluf, 1981 y

Tomsett et al., 1981.
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Neurospora y Aspergillus. Tales genes se hallan

estrechamente ligados en Aspergillus mientras que no

ocurre asi con los de Neurospora (Marzluf, 1981). Parece

claro, no obstante, gque los genes de Neurospora poseen

promotores independientes, aunque su regulacidn se lleve
a cabo de modo paralelo (Arst et al., 1979). Existen
ademds en ambas especies un buen nfimero de genes
implicados en la sintesis y el ensamblaje de un cofactor

con molibdeno que forma parte de 1la nitrato reductasa

{Cove, 1979; Marzluf, 1981; Scazzocchio, 1979).
La sintesis de 1las enzimas nitrato y nitrito
reductasa se encuentra sometida en estos
organismos a dos tipos de control, siendo uno

la induccidn por nitrato y el otro la represidn por
amonio, que afecta ademds a la sintesis de otras muchas
proteinas implicadas en el metabolismo del nitrdgeno
(Cove, 1979 ; Marzluf, 1981). Los genes responsables de
estos dos efectos han sido identificados y se piensa que
codifican para proteinas con accidn positiva en la
sintesis de 1las enzimas de la reduccidén del nitrato
(Cove, 1979 ; Marzluf, 1981; Wiame et al., 1985). De

hecho, se ha llegado a identificar en Neurospora un

polipéptido con capacidad de unidén al ADN, dgue se
corresponde con el producto del gen nit-2, responsable
de la represibén por amonio (Grove y Marzluf, 1981).
Superpuesto a estos sistemas de regulacidn se ha
propuesto ademds, para ambos organismos, la existencia
de un mecanismo adicional de control de 1la sintesis del

sistema que implica la participacidén de la misma nitrato
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reductasa. La base para la propuesta de esta regulacidn
autdgena, cuya existencia eéx alin motivo de controversia,
la constituye 1la observacidn de que muchos mutantes
carentes de actividad nitrato reductasa presentan
sintesis constitutiva de nitrito reductasa y de material
precipitable por anticuerpos contra la nitrato reductasa
(Cove vy Pateman, 1969; Tomsett y Garrett, 1981). En

Aspergillus nidulans se ha comprobado ademds que la

mutacidén en el gen crnA, que se halla estrechamente
ligado a 1los genes niaD y niiA (genes estructurales de
la nitrato reductasa y la nitrito reductasa,
respectivamente), provoca un fenotipo de reduccidn de la
capacidad de consumo de nitrato en conidiosporas y
micelios jévenes (Brownlee y Arst, 1981). Esos estudios
suponen la primera refencia a una mutacidn que pudiera
afectar al transporte de nitrato en un microorganismo.

Por dltimo, cabe comentar que en Neurospora se ha

descrito 1la existencia de otro gen (denominado nmr-1)
con cardcter regulador. La mutacidn en nmr-1 provoca la
sintesis desreprimida de nitrato reductasa incluso en
presencia de glutamina (Tomsett et al., 1983). La
glutamina se considera el metabolito que actGa como
efector en la represidn por amonio en este organismo

(Grove y Marzluf, 1981; Wiame et al., 1985).

El conocimiento del sistema de asimilacidn de
nitrato bajo el punto de vista genético no es tan
completo en otros microorganismos. En la bacteria

heterdtrofa Pseudomonas aeruginosa se ha mostrado que
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al menos cinco genes contribuyen al funcionamiento de la
ruta de asimilacidn de nitrato. La mutacidn en uno de
esos genes provoca simultaneamente la pérdida de la
actividad nitrato reductasa y la incapacidad de crecer
en medios con nitrato o nitrito como fuente de nitrdgeno
(Sias e 1Ingraham, 1979). De los cuatro genes restantes
uno estd relacionado con la sintesis de 1la nitrito
reductasa y los otros tres con la de 1la nitrato
reductasa (Sias e Ingraham, 1979; Sias et al., 1980). Por

otra parte, en el alga verde Chlamydomonas reinhardii se

han identificado al menos seis genes implicados en la
produccidn de la molécula activa de nitrato reductasa.
Uno, o gquizds dos genes , codificaria(n) la apoproteina
de 1la nitrato reductasa. Un segundo gen se halla
implicado en la regulacidn de 1la sintesis de la enzima y
los cuatro genes restantes estdn relacionados con la
produccidbn del cofactor de molibdeno (Ferndndez vy

Matagne, 1984).

En plantas superiores 1la organizacidn genética
del sistema de asimilacidn de nitrato es, asimismo, poco
conocida. Los mutantes afectados en el sistema pueden
diferenciarse, esencialmente, en dos tipos: mutantes
afectados en el gen o genes que codifica(n) para la
apoproteina de la nitrato reductasa y mutantes afectados
en genes implicados en 1la sintesis del cofactor de
molibdeno (Kleinhofs et al., 1985; Wray, 1986). No se han
identificado hasta el momento mutantes afectados en la

actividad nitrito reductasa ni en la regulacidén del
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sistema. En la especie Arabidopsis thaliana se ha

descrito un mutante que pudiera estar afectado en el

proceso de entrada del nitrato (Doddema y Telkamp, 1979).
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1.4, GENETICA DE CIANOBACTERIAS

La genética de las cianobacterias es un campo
de desarrollo relativaménte reciente. Asi, por ejemplo,
hasta los trabajos de Van Baalen (1965) y Allen (1968)
no se habian desarrollado condiciones que permitiesen
buena viabilidad de estos organismos en medios sdlidos.
El aislamiento de mutantes y el an&dlisis genético de
€stos han resultado problemdticos hasta hace poco, e
incluso hoy en dia presentan dificultades, puesto que
sblo algunos de 1los métodos de andlisis genético
establecidos para otros microorganismos funcionan

adecuadamente en este grupo.

1.4.1. Aislamiento de estirpes mutantes

A pesar de las dificultades encontradas
inicialmente, actualmente se dispone de una amplia
variedad de estirpes mutantes de cianobacterias
incluyendo, entre otros, resistentes a antibidticos y a
otros compuestos tdxicos, mutantes afectados en procesos
de diferenciacidn celular, en actividad fotosintética o
en la composicibén de pigmentos, asi como mutantes

auxdtrofos (Herdman, 1982).

Se conocen diferentes agentes mutagénicos
activos en distintas estirpes de cianobacterias
" (Herdman, 1982). En Anacystis nidulans se han ensayado

muy diversos tipos de mutdgenos, tales como nitrosaminas
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y agentes alquilantes, 1luz wultravioleta, rayos X,
mitomicina C e hidroxilamina (Herdman, 1982); de todos
ellos, el mutdgeno de uso mds comln es, probablemente,

la nitrosoguanidina, que resulta ser bastante efectivo

en Anacystis.

Recientemente se ha descrito 1la wutilizacidn
del transposdn Tn901 como mutdgeno en la estirpe

Anacystis nidulans R2 (Tandeau de Marsac et al., 1982).

La induccidn de mutaciones por la insercidén de un
transposdn en un gen presenta dos caracteristicas de
interés. Por un lado, origina mutaciones muy estables y,
por otro, hace que el gen mutado quede marcado con el
marcador de resistencia para el que codifica el
transposdn. Esta segunda caracteristica es de gran
utilidad en el <clonaje de genes y, de hecho, ha

facilitado la clonacidén de tres genes de A. nidulans R2,

uno de ellos implicado en la sintesis de metionina
(Tandeau de Marsac et al., 1982) y los otros dos en la
asimilaciéﬁ de nitrato (Xuhlemeier et al., 1984a, b).
La mutagénesis con Tn901 como mut&geno ha sido
el método utilizado para la obtencidn de 1la serie de

estirpes mutantes objeto de este trabajo.
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1.4.2. Transferencia genética en cianobacterias

El an8lisis genético de cualquier proceso
biogquimico en wun organismo requiere, ademds de la
disponibilidad de mutantes afectados en distintos pasos
del proceso en cuestidn, la posibilidad de introducir
material genético en los organismos bajo estudio. De
ese modo, pueden llevarse a cabo estudios de las
relaciones existentes entre las distintas mutaciones,
mediante andlisis de recombinacidn y complementacidn. La
metodoiogia para la transferencia genética en
cianobacterias se encuentra afin bastante limiﬁada. Asi,
no se han encontrado cianofagos capaces de llevar a cabo
transduccidn, vy no se han confirmado las escasas
referencias a conjugacidn entre cianobacterias (Padhy y
Sing, 1978; Stewart y Sing, 1975). Los métodos
disponibles se limitan a la transferencia de vectores

bifdsicos desde Escherichia coli por conjugacidén (Flores

et al., 1985; Wolk et al., 1984) y a 1la transformacidn

(Porter, 1986).

La transformacidén no funciona en cianobacterias
filamentosas, siendo ésto debido probablemente, en parte,
a la notable actividad nucleasa extracelular que
presentan la mayoria de 1las estirpes decianobacterias
filamentosas (Wolk y Kraus, 1982). Hasta la fecha, el
Ginico método disponible para la introduccidén de material
genético en cianobacterias filamentosas consiste en la

transferencia de genes desde E. coli, mediante
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conjugacidén (Wolk et al., 1984). E1 método descrito
implica 1la participacidén de varios plasmidos: wuno
hibrido derivado del plasmido pBR322 de E. coli (que
incluye el sitio bom) conteniendo un replicdn de Nostoc
sp. PCC 7524, el plasmido de amplio espectro RP4, que
aporta las funciones tra, y un pldsmido auxiliar, que
aporta el gen mob. La funcién conjunta de ékos elementos
posibilita la introduccidn en la célula cianobacteriana
del pléasmido hibrido, el cual se mantiene en ella de
manera estable. Se ha descrito el funcionamiento de este
método en 6 estirpes de cianobacterias filamentosas,
entre las que se incluyen 3 heterdtrofas facultativas

(Flores y Wolk, 1985; Wolk et al., 1984).

La transformacidn es el método de transferencia
de material genético que mds frecuentemente se ha
utilizado en cianobacterias unicelulares. El proceso se
demostrd por primera vez de manera convincente en

Anacystis nidulans 602 (Synechococcus PCC 7943) por

Shestakov y Khuyen (1970), wutilizando marcadores  de
resistencia a antibidticos. Mds tarde se ha descrito
transformacidn en otras varias estirpes de

cianobacterias unicelulares como son A. nidulans UTEX

625 (Synechococcus PCC 6301; Herdman y Carr, 1971), A.

nidulans R2 (Synechococcus PCC 7942; Grigorieva y
Shestakov, 1976), Agmenellum quadruplicatum PR6
(Synechococcus PCC 7002 ; Stevens v Porter,1980),
Aphanocapsa sp. (Synechocystis PCC 6714; Astier vy

Espardellier, 1976), Gloeocapsa alpicola {Synechocystis
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PCC 6308; Devilly y Houghton, 1977), Synechocystis PCC

6803 (Grigorieva y Shestakov, 1982), 'y Eucapsis

(Synechocystis PCC 6903) y Agmenellum quadruplicatum

(Synechocystis PCC 73109; Stevens y Porter, 1986).

Un sistema fisioldgico, presente en la mayoria de las
estirpes calificadas como transformables, permite 1la
entrada de ADN en cianobacterias sin necesidad de
tratamientos especiales. Solamente la transformacidn de

Gloeocapasa alpicola requiere el tratamiento previo de

las c&lulas con CaCl2 (Devilly y Houghton, 1977).

Aungue los primeros trabajos en este contexto
trataban de la transformacidn con ADN cromosdmico, en la
que la produccidn de transformantes implica
recombinacidén con el genoma de la cé&lula receptora,
recientemente gran parte de la atencidn se ha centrado
en la transformacidén con plasmidos. Al poseer los
plédsmidos wutilizados capacidad de autorreplicacidn, la
introduccidn en las células de material genético
incluido en estos elementos podria utilizarse para la
fabricacién de merodiploides, con el gran potencial de

andlisis genético que eso implica.

Los estudios de transformacidn con pléasmidos
en cianobacterias arrancan de los trabajos de Van den
Hondel et al. (1980), que resultaron en la introduccidn

del transposdn Tn90l1 en el pldsmido menor de A. nidulans

R2. Esto supuso 1la creacidn del primer pldsmido de

cianobacteria con un marcador genético seleccionable,
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dado gque los plasmidos encontrados en cianobacterias
hasta el momento son de naturaleza criptica (Lau vy
Doolittle, 1979; Lau et al., 1980; Simon, 1978; Van den
Hondel et al., 1979). La estrategia mds utilizada para
6btener plasmidos de cianobacteria con marcadores
seleccionables ha sido la fabricacidn dé plasmidos
hibridos compuestos por fragmentos de plédsmidos de E.
coli y de cianobacteria (Porter, 1986), capaces de
replicarse en ambos organismos. La naturaleza hibrida
de estos pldsmidos permite llevar a cabo parte de las
manipulaciones en E. coli vy facilita 1la obtencidn de
grandes cantidades de ADN plasmidico. Hasta que,
recientemente, se describid la obtencidn de una serie de
vectores plasmidicos hibridos funcionales en E. coli f

Synechocystis PCC 6803 (Chauvat et al., 1986) todo el

trabajo de transformacidn con plédsmidos se habia llevado

a cabo en las estirpes Agmenellum quadruplicatum PCC

7002 y A. nidulans R2 PCC 7942. Este Gltimo

organismo fue el que se eligid para la realizacidn del

trabajo que se presenta.

Se ha conseguido también en A. nidulans

R2 la transferencia por conjugacidén de genes desde E.
coli segin el método descrito anteriormente para
estirpes filamentosas. En este caso el plédsmido que se
transfiere es un derivado del pBR325 de E. coli que

contiene un replicdn de A. nidulans R2 y el sitio bom

(Wolk et al., 1984). Por el momento no existen otras

referencias a estudios en los que se emplee ese sistema
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de transferencia genética en estirpes unicelulares.

1.4.3. Clonaje de genes en cianobacterias

Unas de 1las razones obvias del é&nfasis puesto
por los investigadores en el desarrollo de sistemas de
vectores plasmidicos funcionales en cianobacterias
reside en el interés de clonar genes de estos
organismos. A pesar de que la primera referencia a la
clonacidn de un gen de cianobacterias data de sdlo seis
anos atrds (Fisher et al., 1981), hoy en dia el nfimero
de genes cianobacterianos clonados asciende a algunas
decenas, incluyé&ndose entre ellos genes que codifican
para proteinas implicadas en muy diversos procesos,
tales como asimilacién de nitfégeno inorgéanico,
fotosintesis y biosintesis de aminodcidos (Curtis y
Haselkorn, 1983; Fisher et al., 1981; Golden, 1986;
Kuhlemeier et al., 1984a, b; Porter et al., 1986; Tandeau
de Marsac et al., 1982). Asimismo,  las estrategias
utiliiadaS'para clonar estos genes han sido muy diversas
e incluyen 1la utilizacidén de sondas heterdlogas (Fisher
et al., 1981), el empleo de sondas construidas en base a
secuencias de aminodcidos conocidas (Pilét y  Fox,
1984), 1la complementacidn de mutantes auxdtrofos de
cianobacterias (Kuhlemeier et al., 1984a), la
complementacidn de funciones en mutantes auxdtrofos de
E. coli (Cangelosi et al., 1986; Porter et al., 1986) y
la utilizacidn de mutantes inducidos con transposdn

(Tandeau de Marsac et al., 1982).
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Hay que senalar que, a pesar de disponer de
esta amplia coleccidn de genes clonados, aGn no se ha
confirmado la obtencidn de merodiploides
cianobacterianos, por no disponerse de mutantes de estos
organismos con fenotipo Rec (deficientes en
recombinacidn). Este es un punto de gran relevancia para
el desarrollo de la genética en este grupo de
organismos, sobre el que se centran notables esfuerzos.
De hecho, vya se dispone de genes clonados de
cianobacterias capaces de complementar 1la funcidn del
gen recA en mutantes de E. coli (Borrias et al., 1985;
Geoghegan y Houghton, 1987; Murphy et al., 1987;

Owttrim y Coleman, 1987).

1.4.4. Genética de la asimilacién de nitrato en

cianobacterias

El conocimiento de la organizacidn genética
del sistema de asimilacidn de nitrato en cianobacterias
es rmuy pobre, como cabe esperar para un grupo Ide
organismos en el que los métodos para el andlisis
genético se estdn desarrollando en la actualidad. Se ha
descrito el aislamiento de numerosos mutantes afectados
en el sistema de asimilacidn de nitrato en difentes
estirpes de cianobacterias (Herdman vy Carr, 1972;
Herdman et al., 1980; Kuhlemeier et al., 1984a, b;
Singh vy Sonie, 1977; Stevens y Van Baalen, 1970). E1

aislamiento de estos mutantes se ha visto favorecido por
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el caracteristico fenotipo de colonias amarillas gque
presentan en medio sd8lido con nitrato como fuente de
nitrégeno. De hecho, el aislamiento de algunos de estos
mutantes es el resultado de estudios emprendidos con
otra finalidad, como es la de 1la optimizacidn de
condiciones de mutagénesis (Herdmén y Carr, 1972;
Herdman et al., 1980). Por otra parte, son escasos los
estudios encaminados a la caracterizacidn de este tipo
de mutantes (Bagchi y Singh, 1984; Singh y Sonie, 1977;
Singh et al., 1977; Stevens y Van Baalen, 1970; 1973;
1974), habiendo dado lugar algunos de ellos a resultados

sin confirmacién posterior (Bagchi y Singh, 1984).

Un significativo avance en los estudios de la
genética del sistema de asimilacién de nitrato en
cianobacterias lo constituyen los trabajos de Kuhlemeier
et al. (1984a, b) que han resultado en la clonacidn de

tres genes de A, nidulans R2 implicados en la

reduccidn de nitrato. La funcidn especifica que 1los
productos de estos genes desempenan en la produccién de
una molécula de nitrato reductasa activa se desconoce en
la actualidad, ignoradndose incluso si alguno de tales
genes codifica para la apoproteina constituyente de la
enzima. El trabajo 1llevado a cabo por Kuhlemeier con
estos genes clonados ha sido pionero en 1la utilizacidn
de la transformacidn en cianobacterias para el andlisis

genético de un sistema.
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En el presente trabajo se describen una serie
de estudios encaminados a profundizar en el conocimiento
de la genética del sistema de asimilacidn de nitrato en

la cianobacteria A. nidulans R2. Se han aislado vy

caracterizado una serie de estirpes mutantes de A.
nidulans R2 afectadas en el proceso de asimilacidn de
nitrato, lo que ha permitido 1la definicibén de dos nuevos
genes implicados én el funcionamiento del sistema. Los
genes definidos poseen el interés adicional de que la
mutacidédn en cualquiera de ellos provoca una alteracidn
en la regulaci6n de la sintesis de cbmponentes del
sistema asimilador de nitrato. Asimismo, se han
utilizado algunas de las estirpes mutantes obtenidas en
el estudio de aspectos concretos del funcionamiento del
sistema, especialmente del proceso de entrada de nitrato

al interior celular.

Parte de los resultados que aquil se exponen
han sido ya publicados (Madueno et al, 1987a) o se
encuentran en vias . de publicacién (Madueno et al.,
1987b), habiendo sido tambi&n objeto de comunicaciones
en congresos (Maduefio y Guerrero, 1984; 1985a,b; 1986;

Vega-Palas et al., 1987).



2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

En la mayoria de los experimentos que integran
este trabajo se ha utilizado como material bioldgico la
estirpe A6 de 1la cianobacteria unicelular Anacystis

nidulans R2 (Synechococcus elongatus PCC 7942, Rippka y

Cohen-Bazire, 1983) y dieciocho estirpes mutantes de ella
derivadas, cuyo aislamiento y caracterizacidén son el
objeto de este estudio. En los experimentos en que asi

se indica, se hizo uso de la estirpe M4~ de A. nidulans

R2 y de dos estirpes mutantes obtenidas a partir de

ellas. La estirpe A6 es un derivado de A. nidulans R2

obtenido por transposicidén del transposén Tn90l1 en el
plédsmido nativo de A. nidulans R2 denominado pUH24 (Van
den Hondel et al., 1980), 1lo que le confiere resistencia
a bajos niveles de ampicilina en el medio (1-2 ng/ml).

La estirpe M4 es otro derivado de A.nidulans R2

caracterizada por haber perdido el pladsmido pUH24
(Kuhlemeier et al., 1983). Ni en el caso de A6 ni en el
de M4 se ha visto, hasta el momento, que la alteracidn
de 1la dotacidén plasmidica les confiera caracteristica

alguna que las haga distinguibles de su parental.

Para la purificacidén de los plasmidos con los
que se llevaron a cabo las transformaciones se partid de

las estirpes HB101l[pNR121, HB10l[pNR631 y HB1l01l[pNR1931

de Escherichia coli, derivadas de la estirpe HB101l
(Kuhlemeier et al., 1984a, b). Los plasmidos pNR12,

PNR63 y pPNR193 contienen tres genes distintos de A.



nidulans R2 implicados en 1la reduccidn del nitrato‘:h
codifican resistencia a 1los antibidticos ampicilina vy
cloranfenicol. Las estirpes de cianobacterias A6 y M4
asi como las de E. coli utilizadas, han sido cedidas por
el profesor G.A. Van Arkel de la Universidad de Utrecht

(Holanda).

Las cianobacterias se cultivaban
fotoautotrdficamente en condiciones asépticas en dos
tipos de medios sintéticos. El que se utilizaba
rutinariamente (que en lo sucesivo se denominard medio
A, Herrero et al., 1981) contenia los siguientes
nutrientes disueltos en un litro de agua destilada:

’ Mgso,, 0,5 mmol; CaCl 0,1 mmol; NaCl, 2 mmol;

2’

Na2M004, 4 ymol; K,HPO 12 mmol; NaHCO3, 10 mmol; 1 ml

2 4’
de disolucidn de Fe-EDTA; 1 ml de disolucién de
micronutrientes; y una cantidad adecuada del nutriente
nitrogenado. El nutriente nitrogenado habitualmente
utilizado era el amonio -en forma de (NH4)ZSO4- aunque
ocasionalmente tambi&n se utilizd nitrato o nitrito (en
las formas de KNO3 vy KN02); estos nutrientes se hallaban
presentes en el medio a concentraciones de 5 mmol, 20
mmol Y 2 mmol por 1litro de agua destilada,
respectivamente. La disolucidén de Fe~-EDTA se preparaba
segun el procedimiento descrito por Arnon et al.
(1974), como sigue. Se disuelven 16 g de EDTA y 10,4 g
de KOH en 186 ml de agua y se mezclan con una disolucidn

que contiene 13,7 g de FeS0,.7H,0 en 364 ml de agua. A

4° "2

continuacidn se burbujea aire a traves de la mezcla
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resultante durante 6-12 h, con objeto de oxidar el
- hierro hasta la forma férrica. La disolucidn de
micronutrientes contenia, por litro de agua destilada,
9 mmol; ZnSO

H,BO,, 46 mmol; MnCl 4r 0,77 mmol; 'y

27
CuSO4, 0,32 mmol. El medio de cultivo conteniendo todos
sus componentes, excepto el fosfato y el bicarbonato, se
esterilizaba en autoclave, durante 20 min, a la presién
de 2 atm (121°C). E1 fosfato y el bicarbonato se afiadian
en forma de disolucidn concentrada de  esos compuestos,
la cual se esterilizaba por separado, en las mismas

condiciones, y se mezclaba con el resto del medio de

cultivo, una vez enfriado hasta temperatura ambiente.

Habitualmente, un volumen de 35 ml de este
medio, contenido en un tubo de 23 mm de diametro por 200
mm de largo se inoculaba, en condiciones asépticas, con
una cantidad de células de 1la estirpe wutilizada
correspondiente a 1-15 ng de clorofila, proveniente de
otro cultivo en medio liquido o de uno realizado sobre
medio sdlido. Alternativamente, cuando se indica, se
utilizaron frascos de fermentacidén de 200 ml conteniendo
150 ml de medio. La suspensidén celular se incubaba en
un bano termostatizado a 39°C, siendo iluminada de
manera continua con lamparas fluorescentes que
proporcionaban luz blanca con una intensidad de 240 uE.
m"z-s"1 en la superficie del recipiente de cultivo. A
veces, cuando el indculo provenia de un cultivo en medio

solido, se reducia la intensidad luminosa con el objeto

de evitar procesos de fotooxidacidn letal (Abeliovich y
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Shilo, 1972). A traves de la suspensidén celular se
burbujeaba aire estéril enriquecido con CO, (en
proporcidn de 95;5, v/v), que proporcionaba tanto
agitacidn como un suplemento de la fuente de carbono

necesaria para el crecimiento del cultivo.

El segundo de 1los medios sinteticos utilizados
para el cultivo de las cianobacterias fué el denominado
BG110 (Rippka et al., 1979), con ligeras modificaciones.
Este medio contenia los siguientes nutrientes disueltos

en un litro de agua destilada: MgSO 0,3 mmol; CaCl

4'
0,23 mmol; NacCoO

2’

0,22 mmol; Na.,MoO 2

2 4" 4pmol; K,HPO

2 4’ 37
mmol; &cido «citrico, 30 umol; citrato de hierro vy
amonio, 6 mg; EDTA 3,4 umol; 1 ml de la disolucidén de
micronutrientes antes descrita, y la cantidad adecuada
del nutriente nitrogenado. El nutriente nitrogenado que
se utilizd en la mayoria de los casos era el amonio (en
forma de NH4C1 y a concentracién 5 mM) aunque a veces
también se utilizd el nitrato y el nitrito en las formas
de NaNO3 (medio BGll) y KNOZ, a concentraciones 18 mM y
2 mM, respectivamente. Cuando el nitrato o el nitrito
eran la fuente de nitrdgeno en el medio, &ste se
suplementaba con 10 mmol ' de NaCO3H por litro y cuando
era amonio se suplementaba con 10 mmol de tampdn TES, pH
7,5, por litro. El medio de cultivo conteniendo todos
sus componentes se esterilizaba en las condiciones
descritas para el medio A, salvo cuando 1la fuente de

nitrdgeno era amonio, en cuyo caso, este filtimo y el

tampdn se preparaban aparte, en una disolucidn
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concentrada gque se esterilizaba por filtracién (filtro
Millipore tipo HA de 45 uym de diametro de poro) vy se
mezclaba con el resto del medio, una vez que &ste se
habia enfriado a temperatura ambiente. Cuando se
utilizaba este medio, el cultivo se realizaba en matraces

-

Erlenmeyer de 50 & 100 ml de capacidad que contenian 20
8 50 ml de la suspensidn celular, respectivamente.
Estos matraces se incubaban en una cdmara termostatizada
a 30°C, sometidos a agitacidn rotatoria continua (150
rpm) e iluminados superiormente con lamparas
fluorescentes gque proporcionaban luz blanca con una

intensidad de 30 uE-m-z-s—l.

Para el crecimiento sobre medio sblido de las
cianobacterias se utilizaba medio BG110 (con las fuentes
nitrogenadas gque se indican) solidificado con agar
(Bacto-agar Difco) al 1%. Para la preparacidén de 1 1 de
medio solido se preparaban dos disoluciones de 500 ml
cada una que contenian, una de ellas 10 g de agar y, la
otra, los componentes minerales necesarios para la
preparacidén 1 1 de medio de cultivo, incluida la fuente
de nitrdgeno, salvo cuando ésta era amonio, en cuyo caso
8ste se preparaba aparte con el tampdn en una disolucidn
concentrada. Las disoluciones de agar y de componentes
minerales se esterilizaban en autoclave, tal como se ha
descrito para el medio A, vy la disolucidn de amonio y
tampdn se esterilizaba por filtracidén. Las disoluciones
de agar y de componentes minerales, junto con la de

amonio en su caso, se mezclaban antes de llenar las
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cajas de Petri, cuando se habian enfriado hasta wuna
temperatura de aproximadamente 50°C. Las cajas de medio
s6lido sembradas con 1las células se incubaban, para
permitir el crecimiento de estas, en una camara
termostatizada a 30°C, con iluminacidn continua de luz

blanca proporcionada por tubos fluorescentes con una

intensidad de 25 ].1E-m_2

. 71, En estas ‘condiciones, una
célula crecia hasta formar una colonia visible en un

periodo de tiempo de 5-7 dias.

Las estirpes de E. coli se cultivaban en medio
Luria (Miller, 1972). Dicho medio contenia, disuelto en
1 1 de agua destilada, lo siguiente: Bacto-Triptona, 10
g; extracto de levadura, 5 g; y NaCl, 170 mmol. El
medio se esterilizaba, tras ajustar su pH con NaOH a 7,2,
en autoclave, tal como se ha descrito para el medio A. El
medio s6lido se preparaba del mismo modo, pero anadiendo
ademds a 1la disolucidn 15 g de Bacto-agar, antes de
ajustar el pH. Los medios se suplementaban con
ampicilina y cloranfenicol a concentraciones finales de

100 y 25 ng por ml, respectivamente.

Para las adiciones de antibidticos a los
medios de cultivo O suspensiones celulares, se
preparaban disoluciones concentradas de los mismos que
se esterilizaban por filtracidn (tal como se ha descrito
para la disolucién de amonio y TES) y que se anadian al
medio cuando éste habia alcanzado una temperatura no

superior a 50°C.
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Cuando, por razones experimentales, se
requeria transferir células de alguna estirpe de
cianobacteria a un medio de cultivo que contuviese una
fuente de nitr8geno distinta a la que se habia utilizado
para su crecimiento, las células se recogian por
centrifugacidn o por filtracidén en filtros Millipore
tipo HA de 0,45 um de tamafho de poro, se lavaban
exhaustivamente con el nuevo medio y se resuspendian en

€l a la concentracidn celular deseada.

Para los experimentos en que se estimaba el
crecimiento de alguna estirpe de cianobacteria, la
concentracidn celular inicial era la correspondiente a
0,5~1 ug de clorofila por ml de medio. La velocidad
especifica de crecimiento (n) se‘calculé de acuerdo con

la expresidn p = ln(xz—xl) : (tz—tl) donde x, es 1la

1
densidad celular (estimada como concentracidn de
clorofila), a tiempo tyr ¥ X, la densidad celular a
tiempo t2. Las dimensiones de u son tiempo-l. El tiempo
de generacidn (tg) se determina seglin la expresidn tg =

0.693 : wu.
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2.2. AISLAMIENTO DE ESTIRPES MUTANTES DE Anacystis

nidulans R2

2.2.1. Mutagénesis por transposicidn de Tn901

La mutagénesis con transposdn de A. nidulans

R2 se 1llevd a cabo como se ha descrito por Tandeau de.
Marsac et al. (1982). Se inocularon 50 ml de medio BG1ll1
(nitrato como fuente de nitr&geno) suplementado con
ampicilina (1 ng -ml_l) con cé&lulas de la estirpe A6.
Cuando la densidad del cultivo era de 108 células-ml"1
las cé&lulas se recogieron por centrifugacidén y se
resuspendieron en 50 ml de medio BGll suplementado con
D-cicloserina (200 npg -ml_l), de modo que la densidad
resultante fuese 107 células por ml de medio. Tras
incubar en condiciones de cultivo durante 24h se
recogieron las cé&lulas por centrifugacidn, se lavaron
con medio BGll y se resuspendieron en 10 ml de ese
medio. Finalmente, se sembraron cajas de medio BGll
s8lido, con 0,1 ml de 1la suspensidn celular sin diluir y
de otras diluidas 10 y 100 veces con medio BGll. Tras un
periodo de 5-7 dias aparecian colonias bien definidas,
algunas de las cuales eran de pequefio tamano y color
amarillento (las colonias normales tienen color verde
azulado intenso). Estas colonias se seleccionaron como
posibles mutantes afectados en la asimilacidn de

nitrato.
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2.2.2. Mutagénesis con nitrosoguanidina

Las cé&lulas de un cultivo (35 ml, medio A con
nitrato) de la estirpe M4 , en fase exponencial de

7 celulas.ml”!), se recogieron por

crecimiento (5 -10
centrifugacidén (9750 x g, 10 min, temperatura ambiente)
y se resuspendieron en 20 ml del mismo medio. A la
suspensidn celular resultante se 1le anadid NTG hasta una
concentracidn de 25 ug-ml_l. Tras incubar a 40°C con
iluminacion (luz blanca proporcionada por tubos
fluorescentes con intensidad 150 uE.m-z- s_1 en la
superficie de 1la vasija) y agitacidén ocasional durante
60 min, las cé&lulas se recogieron por centrifugacidn
{2000 x g, 10 min, temperatura ambiente) se lavaron
tres veces con medio A con nitrato y se resuspendieron
en 8,5 ml del mismo medio. Aproximadamente un 35% de las
células sobrevivian a dicho tratamiento. Varios tubos
conteniendo 10 ml de medio BG10 + amonio se inocularon
con 0,5 ml de 1la suspensidén celular resultante. Tras
incubar durante 48 h a 30°C con iluminacién y gaseo (como
se indicd para el crecimiento en medio A) las células de

los cultivos que mostraban crecimiento (entre 5 -107

108 celulas - ml“1 de medio) se recogieron por

y 3-

centrifugacidn (9750 x g, 10 min, temperatura ambiente),
se lavaron con medio BGll vy se resuspendieron, a una

7 celulas 'ml_l, en de medio

densidad celular de 5 - 10
BGll. Cuando 1los cultivos, que se incubaron a 39°C con
iluminacidén Yy gaseo, alcanzaron una densidad de

aproximadamente 3-108 células - ml_1 se suplementaron
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con ampicilina hasta una concentracidn de 200 ug-ml_l.

Tras incubar en las mismas condiciones durante 24 h, las
células se recogieron por centrifugacidn (9750 x g, 10
min, temperatura ambiente) y se resuspendieron en igual
volumen del mismo medio suplementado con ampicilina.
Despues de incubar nuevamente durante 24 h, las cé&lulas
se recogieron por centrifugacién (9750 x g, 10 min,
temperatura ambiente), se lavaron tres veces con medio
BG110 y se resuspendieron en de dicho medio. Por dGltimo,
se sembraron cajas de medio BGll sblido con alicuotas de
0,1 ml de las suspensiones celulares resultantes. Para
la seleccidn de las colonias mutantes se sigquid el mismo

criterio descrito para la mutagénesis con transposon.

2.2.3. Purificacidn y seleccidn de las estirpes mutantes

Antes de considerar las colonias elegidas como
correspéndientes a estirpes mutantes, &stas se sometian
a un proceso de purificacién. El procedimiento consistia
en inocular con dichas colonias tubos conteniendo 1 ml
de medio BG11l0 + amonio. Cuando, tras incubar varios

dias los tubos a 30°C con iluminacion debil (25 pE-m—?

s_1 de 1luz blanca) y agitacidn ocasional, se observaba
crecimiento, se hacian diluciones de las suspensiones
celulares y se sembraban cajas de medio BGll para
obtener colonias aisladas. Las colonias amarillas que
aparecian en dichas cajas se consideraban puras y las

células de ellas procedentes se seleccionaban como

estirpes mutantes.
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Para decidir si wuna determinada estirpe se
encontraba o no afectada en la asimilacién de nitrato,
el criterio seguido era que las cé&lulas fuesen capaces
de crecer en medio con amonio pero no en medio con

nitrato.
2.3. PREPARACION DE ADN

2.3.1. Aislamiento de ADN de cianobacterias

Las células se cultivaron en frascos
conteniendo 150 ml de medio A con amonio hasta una

9 1 de medio. Las cé&lulas se

densidad de 10° celulas-ml~
recogieron por centrifugacidén (9750 g x 10 min, 4°C), se
lavaron dos veces con tampdn Tris-HCl1l 50 mM suplementado
con 50 mM EDTA y 0,15 M NaCl,pH 8,0, y se resuspendieron
en un volumen de 4 ml de un tampdn de la misma
composicidn y pH pero que contenia ademd@s sacarosa al 20%
(p/v). Tras incubar durante = 30 min a 60°C 1las
suspensiones se enfriaron hasta 37°C y, después de
anadir 1lisozima (concentracién final 2,5 mg-ml_l), se
mantuvieron durante 60 min a esa temperatura. Se anadid
proteinasa K y SDS (a concentraciones finales de 0,2 mg-
ml—l y 1% (p/v), respectivamente), se incubd 2h a 50°¢,
y se dejd enfriar hasta temperatura ambiente. Los lisados
resultantes se extrajeron tres veces con

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y tres

veces con cloroformo (Maniatis et al.,1982). La
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disolucidn se precipitd con etanol y acetato sbédico
(Maniatis et al., 1982), y el precipitado, recuperado por
centrifugacién (2000 x g, 15 min, 4°C) se lavd con
etanol al 70% (v/v) y, finalmente, se disolvid en 0,5 ml

de tampdn Tris-CH1 1 mM suplementado con EDTA 1 mM,

pH 8,0.

2.3.2. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

Las estirpes con los pldsmidos se cultivaron
en 50 ml de medio selectivo (Luria, cloranfenicol vy
ampicilina) durante una noche. Con 15 ml del cultivo
resultante se inocularon matraces, que contenian 1 1 del
mismo medio, que se incubaron hasta que la absorbancia a
590 de los cultivos alcanzdé un valor de 0,5-0,7. En ese
momento se anadid espectinomicina hasta una

concentracién final de 300 ng m1”t

y los cultivos se
incubaron durante toda una noche. La extraccidén de ADN
se llevo a cabo mediante el método de lisis alcalina
descrito por Birnboim vy Doly (1979), con ligeras
modificaciones. Las células se recogieron por
centrifugacidn (8000 X g, 15 min, 4°¢c) Yy se
resuspendieron en 10 ml de una disolucidn gque contenia:
glucosa, 50 mM; EDTA, 10 mM,; Tris-HC1l, 25 mM, pH 8,0 ; ¥y
2 mg~ml"1 de lisozima (que se afiadié a 1la disolucidn
inmediatamente antes de utilizarse). Tras incubar
durante 30 min a 0°C se anadieron 20 ml de una

disolucidén que contenia NaOH 0,2 M y SDS al 1% (p/v), ¥y

la suspensidn resultante se incubd nuevamente a 0°c
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durante 5 min. Después de afadir 15 ml de una
disolucidn, preenfriada en hielo, de acetato s&dico 3 M,
pH 4,8, vy de mezclar varias veces invirtiendo el tubo,
la suspensidén se mantuvo a 0°C durante 60 min mids. El
lisado resultante se sometid a centrifugacidn (13000 x
g, 30 min, 4°c) y el sobrenadante se precipitd con dos
volumenes de etanol, resuspendiéndose finalmente el
precipitado en 6,5 ml de tampdén TE (Tris-HC1l 10 mM/ EDTA

1 mM, pH 8,0).

El ADN plasmidico se purificé mediante
centrifugacidén en gradiente de CsCl y en presencia de
bromuro de etidio (Davis et al., 1980) (1,59 g m1™! de
CsCl y 300 pg .m1™!  de bromuro de etidio). Tras
centrifugar durante 13 h a 45000 rpm a 20°C en un rotor
vertical Beckman tipo VTi, 1la banda de plésmido se
extrajo de los gradientes mediante una aguja hipodé&rmica
con la que se atravesaba la pared del tubo, el cual se
iluminaba simulté&neamente con luz ultravioleta para
hacer visible el ADN. Elrbromuro de etidio presente en la
solucidn se elimind mediante extracciones con
isopropanol saturado de una disolucidn acuosa de NaCl 5
M, Tris-HC1 10 mM y EDTA 1 mM, pH 8,5 (Davis et al.,
1980) que se repitieron tantas veces como fue necesario
hasta eliminar el color rosado de la disolucidén de ADN.
Una vez limpia la solucidén de ADN, é&sta se diluyd tres
veces con agua y se precipitd con 6 volimenes de etanol.
El precipitado se lavd cbn etanol al 70% y, tras

secarlo, se disolvid en tampdn Tris-HCl1l 10 mM, EDTA 1
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mM, pHS8,0.

2.4. TRANSFORMACION DE LAS ESTIRPES MUTANTES DE A.

nidulans R2

Las transformaciones - se llevaron a cabo
esencialmente como han descrito Van den Hondel et al.
(1980). Las cé&lulas se cultivaban en medio A con amonio

8 celulas m1™t' de medio, se

hasta una densidad de 2,5-10
recogian por centrifugacidn (9750 x g, 10 min,
temperatura ambiente), se lavaban dos veces con medio A
carente de fuente de nitrbgeno y se resuspendian en el
mismo medio, de modo que la densidad fuese de 1010
celulas-ml_l. Alicuotas de 0,3 ml de dicha suspensidn se

suplementaban con alicuotas de las disoluciones de ADN
extraido de cianobacteria (que contenian, al menos, 50
rg de ADN) o de las disoluciones de pléasmidos
(conteniendo al menos 600 ng del pl&smido en cuestion).
Tras mantener la mezcla resultante durante 2 h en una
cdmara de cultivo a 30°C se sembraban cajas de medio
s6lido BGll con alicuotas de 0,1 ml de las suspensiones
celulares ,sin diluir o diluidas convenientemente, para
realizar conteos. Los transformantes se detectaban como
colonias de aspecto normal. En todos los experimentos de

transformacidén se 1llevaba en paralelo un control de

células a las que no se anadia ADN.
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2.5. ESTIMACION DE NIVELES CELULARES DE ACTIVIDADES

ENZIMATICAS

2.5.1. Ensayos enzimdticos in situ

2.5.1.1. Permeabilizacidén de membranas celulares

Las células, recogidas por centrifugacidn
(2000 x g, 10 min) o por filtracidén (en filtro
Millipore HA de 0,45 pm), se lavaban con tampdn HEPES 50
mM, pH 7,3, vy se resuspendian en el mismo tampdn. Las
membranas celulares se hacian permeables a los
componentes de las mezclas de reaccidn para el ensayo in
situ de las actividades enzimdticas mediante tratamientos
con tolueno (solvente orgdnico) o con MTA (detergente

idnico).

El tratamiento con tolueno (Herrero et al.,
1981) consistia en mezclar, mediante agitacidn vigorosa
durante 2 min, 20 pl de tolueno con una suspensidn
celular conteniendo de 5 a 10 ug de clorofila en 1 ml de
tampdn o medio de cultivo. Una alicuota de la suspensidn
celular tratada con tolueno se utilizaba, inmediatamente
después de la permeabilizacion, en el ensayo de la

actividad enzimitica.

Las membranas celulares se hacian permeables

con MTA mediante una modificacidn del método descrito
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por Herrero et al. (1984) . A una suspensidn de las
células en tampdn HEPES 50 mM, pH 7,3, se ahadia una
cantidad adecuada del detergente idnico y se agitaba
vigorosamente durante 2-5 s. Como se desprende de los
resultados expuestos en la Figura 1 en A. nidulans R2, la
cantidad &ptima de MTA, para el ensayo de la actividad
nitrato reductasa, resultd ser 10 wng MTA por ug
clorofila. En el caso de la actividad nitrito reductasa,
el uso de diferentes cantidades de MTA en el tratamiento
no afecta notablemente los valores de actividad
obtenidos. Asi, 1la cantidad de de 10 ng MTA por ug de
clorofila se considerd, por tanto, vdlida tambi&n para
el ensayo de la actividad nitrito reductasa, siendo la
que se utilizd para las determinaciones de dicha

actividad.

2.5.1.2. Actividad nitrato reductasa

Para estimar el nivel celular de actividad
nitrato reductasa se ahadia a una alicuota de la
suspensidn de células permeabilizadas (mediante
pretratamiento con tolueno o MTA), conteniendo 3-15 ug de
clorofila, a 1la mezcla de ensayo para la determinacidn
de esta actividad enzimdtica. La suspensidn resultante
contenfia, en un volumen de 0,9 ml, ademds de las
cé8lulas, 1los siguientes componentes (Manzano et al.,

1976) : tampdn NaHCO3/Na2CO3, pH 10,5, 100 pmol; KNO 20

3I
pumol; y metilvioldgeno, 4 pmol. La reaccidén se iniciaba

afiadiendo, a 1los 0,9 ml de la suspensidn de cé&lulas en
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Figura 1. Efecto de la concentracidn de MTA sobre el
ensayo in situ de la actividad nitrato reductasa de A.
nidulans R2 estirpe A6.

Células cultivadas en medio con nitrato se recogieron
por centrifugacidén, se lavaron con tampdn HEPES 50 mM,
pH 7, vy se resuspendieron en el mismo tampdn. La
suspensidn resultante se dividid en alicuotas que se
suplementaron con distintas cantidade de MTA. Tras
agitar, muestras de dichas alicuotas, que contenian 3 ng
de clorofila, se utilizaron para el ensayo de actividad
nitrato rg?uctasa . E1 100% de actividad corresponde a
0,74 U-mg clorofila.
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mezcla de ensayo, 0,1 ml de una disolucidn que contenia
100 umol de Na23204 por ml de NaHCO3 0,3 M, 1la cual se
preparaba inmediatamente antes de su uso. La mezcla de
reaccién resultante se incubaba a 30°C durante 5 min,
transcurridos los cuales la reaccidn se detenia por
oxidacidn del ditionito mediante agitacidn vigorosa. Con
objeto de precipitar el material insoluble, la mezcla de
reaccidn se sometia a centrifugacidén (10000 x g, 2 min).
La determinacidn del nitrito formado durante la reaccidn
se llevaba a cabo en muestras de 0,5 ml del sobrenadante
de dicha centrifugacidn suplementadas con 0,5 ml de una
disolucidn de formaldehido al 0,5%. Este iltimo compuesto
se ahadia al objeto de evitar 1las interferencias dque
algunos de los productos de la oxidacidn del ditionito
presente en la mezcla de reaccidn pudiesen provocar en
la posterior determinacidén de nitrito (Senn et al.,
1976) . Las cantidades de nitrito encontradas se
corregian para el nitrito presente en un control
paralelo en el que la alicuota de suspensidn de cé&lulas
se anadia a la mezcla de ensayo una vez que el ditionito
habia sido oxidado. Una unidad de actividad enzimdtica

corresponde a 1 umol de nitrito formado por min.
2.5.1.3. Actividad nitrito reductasa

La actividad nitrito reductasa se determinaba
siempre en cé&lulas permeabilizadas mediante tratamiento
con MTA. Se afiadia wuna alicuota de una suspensidn de

células previamente tratadas con MTA, conteniendo 10-15
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ng de clorofila, a un volumen adecuado de mezcla de
ensayo para la determinacidn de actividad nitrito
reductasa. La suspensidn asi obtenida contenia, en un
volumen de 0,9 ml, (Herrero y Guerrero, 1986): tampdn
MOPS~NaOH, pH 7,2, 25 pmol; KNOZ, 500 nmol; y
metilvioldgeno, 5 umol. La reaccidn se iniciaba ahadiendo
a esos 0,9 ml de suspensi6én de cé&lulas en mezcla de
ensayo, 0,1 ml de una disolucidn que contenia 200 pmol
de Nazszo4 por ml de NaHCO3 0,3 M, y que se habia
preparado inmediatamente antes de su empleo. La mezcla
de reaccidn resultante se incubaba, a 30°C, durante 10
min, transcurridos los cuales 1la reaccidén se detenia por
oxidacidén del ditionito mediante agitacién vigorosa.
Para eliminar el material insoluble, la mezcla se
procesaba tal como se ha descrito en el apartado
anterior para la determinacidn de nitrato reductasa. La
determinacidn de nitrito se 1llevaba a cabo en muestras
constituidas por 0,1 ml del sobrenadante suplementadas
con 0,5 ml de una disolucidn de formaldehido al 0,5%
(v/v) y 0,4 ml de agua. Las cantidades de nitrito
encontradas se comparaban entonces con la presente en
un control en el que 1la alicuota de la suspenéién de
células se habia anadido a 1la mezcla de ensayo tras la
oxidacidn del ditionito, estim&ndose asi la cantidad de
nitrito desaparecida durante el ensayo de actividad. Una
unidad de actividad enzimdtica corresponde a 1 umol de

nitrito desaparecido por min.
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2.5.1.4. Actividad glutamina sintetasa

La actividad biosintética de 1la glutamina
sintetasa se estimd seglin el método descrito por
Florencio et al. (1984). Las células de una muestra
conteniendo 25 ng de clorofila se recogieron por
centrifugacién (10000 x g, 1 min) vy el sedimento Vse
resuspendid en 0,8 ml de una mezcla de ensayo que

contenia: tampdn HEPES-NaOH, pH 7,0, 40 pmol; MgCl 80

27
umol; NH4C1, 80 umol; vy glutamato monosddico, 80 umol.
Tras anadir 20 ul de MTA al 1,25% (p/v) y agitar durante
10 s, la reaccibn se iniciaba por la adicidén de 0,2 ml
de ATP 60 mM. La reaccidn se interrumpia tras 15 min de
incubacidn a 30°C, por adicién de 0,6 voltmenes de HCL 1
M. Tras centrifugar a 10000 x g durante 2 min para
eliminar los restos celulares se anadia 0,1 ml del
sobrenadante a 2,4 ml de tampdn fosfato 50 mM, pH 7,5.
La determinacidén de glutamina se llevaba a cabo en
alicuotas de la disolucidén resultante. Las cantidades de
glutamina encontradas se comparaban entonces con la
presente en un cbntrol consistente en una alicuota de
la mezcla de reaccibén en la dque se detenia la reaccidn
inmediatamente despué&s de anadir el ATP. Una unidad de
actividad enzimdtica equivale a 1 umol de glutamina

formada por min.
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2.5.2. Ensayo in vitro de la actividad nitrato reductasa

Este tipo de ensayos se llevo a cabo
utilizando ferredoxina reducida como donador de
electrones y extractos celulares como fuente de enzima.
Para 1la preparacidn de extractos, las cé&lulas de una
suspensién conteniendo 300-400 ng de clorofila se
recogieron por filtracidn, se lavaron extensivamente con
tampdn Tris-HC1 100 mM, pH 8,5, y se resuspendieron en
2,2 ml de dicho tampdn. La suspensidén se sometid a un
tratamiento de ultrasonidos utilizando un sonicador
BRANSON mod. B-12, a 70 W, durante 3 min, alternando
periodos de sonicacidn de '30 s con otros de igual
duracidn sin tratamiento, con el fin de mantener 1la
temperatura en un margen de 2-4°C. 1La suspensidén asi
obtenida se sometid a centrifugacidén con el fin de
eliminar los restos celulares. El sobrenadante de esta
centrifugacién constituia el extracto crudo para los

ensayos.

La actividad ferredoxina-nitrato reductasa se
determind por un procedimiento similar al descrito
por Manzano et al. (1976), utilizando el sistema
NADPH/ferredoxina-NADP+—oxidorreductasa como reductor de
la ferredoxina. La mezcla de reaccidn contenia en un
volumen final de 1 ml: tampdn Tris-HC1l, ©pH 8,5, 100
pmol; KNO3, 20 pmol; ferredoxina, 0,25 mg;

ferredoxina—NADP+—oxidorreductasa, 30 ug (tanto la
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ferredoxina como la ferredoxina-NADP'-oxidorreductasa
eran de Anabaena sp. PCC§119 y fueron cedidas por el Dr.
Aurelio Serrano); NADPH, 1,2 umol; y una cantidad de
extracto celular gque contenia alrededor de 1 mg de
proteina. La reaccidn se comenzaba por la adicidén de
KNO3, Yy, tras dejarla transcurrir durante 35 min a 30°C,
se detenia anadiendo 0,1 ml de acetato bdrico IM y 2 ml
de etanol absoluto frio. Tras mantener la mezcla a 0°C
durante 5 min, &sta se sometia a centrifugacidn (10000 x
g, 2 min). La cantidad de nitrito formaba se determinaba
espectrofotométricamente en 1 ml del sobrenadante
resultante de esa centrifugacidn y se corregia con la
absorbancia de un control, procesado en forma andloga,
en el cual el nitrato se anadia inmediatamente antes de

parar la reaccibn.
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2.6. ESTIMACION DEL CONSUMO DE NITRATO Y DE NITRITO

La utilizacidn de nitrato vy nitrito por
células de cianobacterias se estimb, generalmente,

siguiendo la desaparicion de estos iones del medio de

ensayo.

Las cé&lulas se recogian por filtracidn, se
lavaban exhaustivamente sobre el mismo filtro con tampdn
Tricina-NaOH/KOH 25 mM, pH 8,3, y se resuspendian, a no
ser gue se indiquekotra cosa, en 4 ml del mismo tampdn,
de modo que la concentracidn de clorofila resultante
fuese de 10 ug ml_l. La suspensidn celular resultante se
disponia en un matraz erlenmeyer de 14 ml, abierto al
aire, que se incubaba, con agitacidn continua, a la luz

(160 uE-m—z- s_l) en un bafio termostatizado a 40°C. Los
ensayos se comenzaban por la adicidn del sustrato
nitrogenado: KNO

o KNO2 a concentracidén final de 0,25

3
mM (a no ser que se indique algo distinto). A distintos
tiempos de incubacidn se tomaban alicuotas de 1la
suspensidn celular para la medida de la concentracidn de
nitrato o nitrito presente. La determinacidén de nitrato
se llevaba a cabo utilizando el sobrenadante que
resultaba de someter a las muestras a centrifugacidn
(10000 x g, 5 min). Para la determinacidn de nitrito,
las alicuotas, de 0,1 6 0,2 ml de volumen, se anadian a
tubos conteniendo 0,9 6 0,8 ml de agua, respectivamente,

que inmediatamente se suplementaban con los reactivos de

determinacidn de nitrito. Tras agitar, los tubos con las
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muestras se centrifugaban (2000 x g, 10 min) para

sedimentar los restos celulares.

En algunas de las ocasiones en que. se
utilizaba la estirpe mutante FM2 (que, como se muestra
en el apartado 3.4.1., excreta al medio en forma de
nitrito el nitrato que consume con una estequiometria de
1:1), el consumo de nitrato se estimaba siguiendo el
aumento con el tiempo de la concentracidn de nitrito en
el medio de ensayo, del mismo modo gque se ha descrito

para el consumo de nitrito.

2.7. ESTIMACION DE LA FIJACION FOTOSINTETICA DE CO2

La fijacidn fotosintetica de Co, se estimd
midiendo 1la incorporacidn de 14C
rl4

suministrado como
Clbicarbonato a compuestos orgdnicos estables en

dcido tal como lo han descrito Romero et al. (1985).

. o
Los experimentos se llevaron a cabo a 40°C, en

tubos de ensayo abiertos, con agitacidén e iluminacidn

2

(160 pE-m “. s_l) continuas. El medio de ensayo contenia

en un volumen de 1 ml: tampén Tricina-NaOH/KOH, pH 8,3,

25 umol; [14CJNaHCO

mol-l); y una cantidad de cé&lulas equivalente a 10 ng de

37 10 umol (actividad especifica 8 Ci-

clorofila. La reaccidn se iniciaba  iluminando y

14

anadiendo simultineamente C INaHCO,,. A - intervalos

3

regulares de tiempo se tomaban alicuotas de 20 ul, que

se disponian en viales de centelleo conteniendo 80 ul de
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HC1l 0,5 M. La mezcla se secaba con una lampara de
infrarrojos a fin de eliminar el carbono inorgénico
marcado no fijado por las células, y, despuds de anadir

0,5 ml de agua, se analizaba el 14C incorporado.

2.8. ESTIMACION DE LA DENSIDAD CELULAR

Para la estimacidén de 1la densidad celular de
los cultivos de cianobacterias se realizaban conteos de
c&lulas utilizando la cd&mara de Petroff-Hausser o bien
se contabilizaba el nfimero de colonias que, tras 5-7
dias de incubacidn, aparecian en cajas de medio sbdlido
BGll sembradas con alicuotas convenientemente diluidas
del cultivo en cuestidn. Hay gque tener en cuenta que, en
este segundo caso, lo que en realidad se estimaba era el
nimero de cé&lulas presentes en el cultivo capaces de
formar colonias, gque se corresponde con 50%-90% del
total de las‘células. Cuando 1la densidad celular se
refiere a ug clorofila-ml—1 se ha de considerar que 1 ng
de clorofila equivale, en 1las condiciones de cultivo
utilizadas en este trabajo, a aproximadamente 5 . 107

células.
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2.9. METODOS ANALITICOS

2.9.1. Determinacidén de nitrato

El nitrato se determinaba por absorbancia a
210 nm en disolucidén &dcida (Cawse, 1967). Un volumen de
0,75 ml de muestra, conteniendo entre 0 y 125 nmol de
nitrato, se suplementaba con 0,05 ml de dcido
amido-sulftrico al 10% (p/v). Tras incubar unos 2 min a
temperatura ambiente y agitar vigorosamente, se anadian
0,2 ml de A&cido percléricb al 208 (p/v). La
concentracidn de nitrato se estimaba midiendo 1la
absorbancia (a 210 nm) de la disolucidn resultante vy
empleando un coeficiente de extincidén milimolar de 7,4
(Guerrero, 1985). El trataﬁiento con acido
amido-sulfirico eliminaba cualquier pequefia cantidad de
nitrito que pudiera encontrarse en la disolucidn y que

también podria absorber la luz ultravioleta.

2.9.2. Determinacidn de nitrito

El nitrito se determinaba mediante la reaccidn
de diazotacidn de Griess-Ilosway seglin el procedimiento
descrito por Snell y Snell (1949). El método de
determinacidén consistia en anadir a 1 ml de muestra
conteniendo entre 0 y 30 nmol de nitrito, 1 ml de una
disolucidn de sulfanilamida al 1% (p/v) en HC1 2,4 My 1
ml de una disolucidn de cloruro de

N-(1-Naftil)etilendiamonio al 0,02% (p/v) en agua. Tras



63

agitar la mezcla resultante, y esperar durante 10 min se
determinaba espectrofotom&tricamente la concentracidn
del complejo coloreado formado, utilizando un

coeficiente de extincidn milimolar a 540 nm de 55.

2.9.3. Determinacidn de amonio

El amonio se determind enzimdticamente
midiendo 1la oxidacidén de NADPH catalizada por la
glutamato deshidrogenasa en la reaccidn de sintesis de
glutamato a partir de (-cetoglutarato y amonio, con
cantidades limitantes de este Gltimo (Bergmeyer, 1974).
La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final de 1
ml: tampdn trietanolamina, pH 8,0, 100 umol;
«-cetoglutarato, 10 umol; ADP, 1,2 umol; NADPH,
0,20-0,25 pmol; vy una alicuota de 1la muestra. La
reaccidn se iniciaba por la adicidén de 5 ul de una
preparacidén de glutamato deshidrogenasa (6 U) de muy bajo
contenido en amonio y se desarrollaba durante 15 min
a temperatura ambiente. La concentracidén de NADPH en la
mezcla de réaccién, antes y depués de desarrollarse
ésta, se determinaba epectrofotomé&tricamente a 340 nm,
usando un coeficiente de extincidn milimolar de 6,2. Los
valores de oxidacidén de NADPH en presencia de amonio
anadido se corregian con los blancos a 1los que no se

anadia amonio.
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2.9.4. Determinacidén de glutamina

La glutamina formada en el ensayo de 1la
actividad biosintética de 1la glutamina sintetasa se
determinaba mediante cromatografia 1liquida de alta
eficacia, tras derivatizacién dé las muestras con
o-ftaldialdehido, por el procedimiento de Martin et al.
(1982) seglin la modificacidén de Florencio et al.
(1984) . Muestras de 20 pl se trataban durante 90 s con
20 nl de una mezcla derivatizante que contenia: tampdn
borato sodico, pH 10, 7,2 umol; o-ftaldialdehido, 0,8
pmol; metanol, 0,8 wul; vy ﬁ-mercaptoetanol 0,08 nul.
Alicuotas de 30 nl se analizaron mediante cromatografia
en fase reversa empleando una columna NovapacK Cl8 de 25
cm de longitud por 4 mm de diametro, utilizando como
eluyente tampdén fosfato 20 mM, pH 6,5, metanol 22%
(v/v), tetrahidrofurano 2% (v/v), con un flujo de 1
ml/min. La deteccidn y cuantificacibén se llevo a cabo
fluorimétricamente empleando una longitud de onda de
excitacién de 338 nm y de emisidn de 425 nm.

2.9.5. Determinacidn de radioactividad de 14C

La determinacidén de radioactividad de 14C se

realizd en un contador de centelleo 1liquido Beckman
modelo 2800. Las muestras, colocadas en viales de
centelleo de 7 ml, y tratadas como se indica en el
apartado 2.7., se mezclaban con 5 ml de solucidn

centelleadora (cocktail 2200, Scharlau). El1 contador se
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calibrd por el mé&todo del nlmero H (Beckman, 1982)f
estimando la eficiencia en el contaje de una serie de
muestras dque contenian 1la misma cantidad de 14C y
cantidades variables de tetracloruro de carbéno, un
agente amortiguador de centelleo. Los valores obtenidos

- ~ 14
se corregian con blancos a los que no se anadia c.

2.9.6. Determinacidn de clorofila

El contenido celular en clorofila se
determinaba espectrofotométricamente en extractos
metandlicos (Mackinney, 1941). Las cé&lulas de una

alicuota (0,25-1 ml) de suspensidn celular se recogian
mediante centrifugacidn (10000 x g, 2 min) y se
resuspendian en 1 ml de metanol. Tras agitar
vigorosamente, la preparacidn volvia a centrifugarse
para sedimentar los restos celulares y se determinaba la
absorbancia a 665 nm del sobrenadante. La concentracidn
de clorofila se calculaba utilizando un coeficiente de

extincidén milimolar de 74,46.

2.9.7. Determinacidn de proteina

La determinacidén de proteina se llevd a cabo
en extractos celulares (vease apartado 2.5.2.)
utilizando el metodo de Lowry, seglin la modificacidn de
Markwell et al. (1978), empledndose seroalbfimina bovina

como patrdn.
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2.9.8. Determinacidn de ADN

La cantidad de ADN se estimd, seglin describen
Maniatis et al. (1982), a partir de la fluorescencia
inducida por luz ultravioleta emitida por las molé&culas
de bromuro de etidio intercaladas en el ADN. Para ello,
alicuotas de 1las disoluciones en cuestidn se sometieron
a electroforesis en geles horizontales de agarosa (de
concentracidn 7%, p/v) en las que también se incluyeron
distintas muestras conteniendo cantidades conocidas de
ADN del fago )\. Una vez desarrollada la electroforesis,
los geles se sumergian en una disolucidn de bromuro de
etidio durante 30 min para permitir que éste se fijase
al ADN, tras lo cual se fotografiaban mientras se
sometian a iluminacidn con luz de 302 nm de longitud de
onda. La cantidad de ADN en la muestra problema se
estimaba por comparacidén de su fluorescencia con la de

las muestras patrones.

2.9.9. Determinaciones espectrofotométricas

Las determinaciones espectrofotométricas se
han realizado empleando un espectrofotdmetro PYE Unicam

SP 1750 UV dotado de salida digital.
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2.9.10. Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determinaba con
un pH-metro Radiometer modelo PHM 82 provisto de salida

digital.

2.9.11, Medidas de iluminacion

La densidad de flujo de radiacidn
fotosintéticamente activa (400-700 nm) expresada en uE.
m_z-s—l, al gque en esta memoria se denomina "intensidad
luminosa" por razones préacticas, se estimd con un

medidor-integrador Li-cor quantum/radiometer/photometer,

provisto con una cé&lula sensora de fotones LI-190 SB.

2.9.12. Medida de flujo gaseoso

Para preparar la mezcla de aire y CO2 en las
proporciones adecuadas se utilizd un caudalimetro L'air
Liguide (Francia) modelo Dynaval 56 para el aire y un
medidor Gilmont (U.S.A.) modelo R-3234-1 para el COZ‘

2.10. REACTIVOS

ADP, ampicilina, D-cicloserina, cloranfenicol,
DLG, 1lisozima, MTA, TES vy Tricina se adquirieron a
Sigma Chemical Co., St. Louis (U.S.A.); Bacto-agar,

extracto de levadura y Triptona eran productos de Difco,
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Michigan (U.S.A.); CsCl y NADPH procedian de Boehringer,
Manheim (R.F.A.); metilvioldgeno de Serva, Heidelberg
(R.F.A.); Cocktail 2200 de Scharlau, Barcelona (Espana);
vy 014C]NaHCO3 de Amersham (Reino Unido). Todos los demé&s
productos procedian de Merck (R.F.A.), de Sigma o de

Scharlau y eran de grado analitico.

Todas las disoluciones acuosas se realizaron

con agua destilada que se obtenia mediante un destilador

de vidrio DRA.

El anhidrido carbdénico era de alta pureza vy

fue suministrado por 1la Sociedad Espahola del Oxigeno

(SEO) .



3. RESULTADOS
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3.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE < ESTIRPES MUTANTES

DE Anacystis nidulans R2 AFECTADAS EN LA

ASIMILACION DE NITRATO

En este apartado se describe la obtencidn de
una serie de estirpes mutantes de la cianobacteria A.
nidulans R2 afectadas en el proceso de asimilacidn de
nitrato. Asimismo, se recogen resultados
correspondientes a una caracterizacidn preliminar de las
mismas, llevada a cabo con el objeto de establecer las
bases para la clasificacién de las distintas estirpes en

funcidén de su fenotipo y genotipo.

3.1.1. Mutagénesis y seleccidn de estirpes incapaces de

asimilar nitrato

Como se ha comentado en 1la Introduccidn, el
método elegido para la induccidn de las mutaciones fué
el de mutagénesis con transposdn. Por ello, 1la estirpe

de A. nidulans R2 utilizada como parental ha sido la

denominada A6, due contiene el transposdn Tn901
introducido en el plédsmido pUH24. Asi pues, A6 es la
estirpe considerada como tipo silvestre en la préctica
totalidad de 1los experimentos realizados a lo 1largo de

este estudio.

Para el aislamiento de estirpes mutantes, a las

mutagénesis con transposdn de la estirpe A6 seguian
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tratamientos de enriquecimiento con D-cicloserina. Las
suspensiones celulares obtenidas se sembraban en cajas
de medio sdélido con nitrato (BGll), seleccionéndose
aquellas colonias gque presentaban escaso crecimiento
(menor tamano y color amarillento). Por {Gltimo se
ensayaba el crecimiento de esas colonias en medios
sdlidos BGll (conteniendo nitrato), BGll0 (sin fuente de
nitrdgeno) suplementado con nitrito Y, BG110

suplementado con amonio.

Tras diversas series de mutagénesis se
seleccionaron un total de 18 estirpes incapaces de
utilizar nitrato (estirpes FM1l a FM18). En la Tabla 2 se
recogen datos de estimacidn de crecimiento de estas
estirpes en medios s6lidos conteniendo nitrato, nitrito
o amonio como fuentes de nitrdgeno. Puede observarse que
todas las estirpes crecen bien en medio con amonio como
fuente nitrogenada y que, salvo FM2, también 1lo hacen
en medio con nitrito. En el caso en que el nitrato es la
fuente de nitrdgeno, la generalidad de 1las estirpes
mutantes muestra incapacidad de crecimiento, excepto
FM16 que crece escasamente, aunque en forma apreciable,
en dicho medio. El crecimiento residual en medios con
nitrato, observado para todas las estirpes mutantes,
parece deberse a la presencia en dichos medios de trazas
de amonio provenientes del citrato férrico amdnico (ver

Materiales y Métodos) y/o presentes en el agar.



Tabla 2. Crecimiento de la estirpe A6 de A.nidulans R2

y distintas estirpes mutantes sobre medios sdlidos

con distintas fuentes de nitrdgeno inorgénico

Estirpe Grado de crecimiento
nitrato nitrito amonio

A6 (silvestre) ++ ++ ++
FM1 +/- ++ ++
FM2 +/- +/- ++
FM3 +/- ++ ++
FM4 +/- ++ ++
FM5 +/ - ++ ++
FM6 +/- ++ ++
FM7 +/= ++ ++
FM8 +/- ++ ++
FM9 +/- ++ ++
FM10 +/=- ++ ++
FM11 +/- ++ ++
FM12 +/- ++ ++
FM13 +/- ++ ++
FM14 +/- ++ ++
FM15 +/- ++ +4
FM16 + ++ ++
FM17 +/- ++ ++
FM18 +/- ++ ++

Células de la estirpe silvestre y distintas
estirpes mutantes cultivadas en medio s8l1idg con
amonio como finica fuente de nitrdgeno (BG110+NH4 ) se
sembraron en placas de medio sdlido con distintas
fuentes nitrogenadas (NaNO,, 18 mM; KNO,, 2 mM; o
NH4Cl, 5 mM). Los datos de ia Tabla reflejan el creci-
miénto observado al cabo de 5 dias. +/- : crecimiento
residual; + : crecimiento apreciable aunque escaso;
++ : crecimiento vigoroso.
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3.1.2. Clasificacién de las estipes mutantes

Con el objeto de definir tipos dentro de la
coleccidn de estirpes mutantes cuyo aislamiento se ha
descrito, se llevaron a cabo una serie de estudios que
incluian la determinacidn de actividades nitrato
reductasa y nitrito reductasa en las distintas estirpes,
asi como la realizacidén de ensayos de transformacidn
de las mismas con pldsmidos conteniendo genes de A.

nidulans R2 implicados en el proceso de asimilacidn de

nitrato. Los resultados de estos estudios y las
conclusiones que de ellos se han derivado se exponen a

continuacién.

3.1.2.1. Niveles de actividad nitrato reductasa y nitrito

reductasa

Las estirpes Dbajo estudio se cultivaban
rutinariamente en medios con amonio (Gnica fuente
nitrogenada utilizable por todas ellas). En esta
situacidn, los niveles de actividad nitrato reductasa y
nitrito reductasa son muy bajos, por hallarse reprimida
su sintesis, por lo gque se hizo necesario establecer
condiciones en las que se  manifestaran dichas
actividades, pudiendo evaluarse y compararse con las de
la estirpe silvestre. A este fin, se verificd, en
células de la estirpe silvestre, el desarrollo de las
actividades nitrato reductasa y nitrito reductasa en

respuesta a la transferencia desde medios con amonio a
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medios con nitrato como fuente nitrogenada. Como puede
observarse en la Figura 2, en esas condiciones se
registra efectivamente un aumento espectacular de ambas
actividades enzimidticas, alcanzdndose en ambos casos el
méximo de actividad especifica en un periodo de tiempo

de unas 3-4 horas.

La Tabla 3 muestra los valores obtenidos en las
determinaciones de actividad nitrato reductasa y nitrito
reductasa en la estirpe silvestre y en las estirpes
mutantes que, tras su cultivo en medio con amonio, se
incubaron en medio con nitrato como fuente de nitrbégeno
durante 3 horas para permitir el desarrollo de dichas
actividades. Atendiendo a los valores obtenidos, pueden
diferenciarse tres grupos entre las estirpes mutantes.
Asi, mientras la estirpe FMl6 presenta niveles
apreciables de ambas actividades enzimdticas, FM2 carece
de actividad nitrito reductasa, siendo el resto de las
estirpes defectivas en actividad nitrato reductasa. En
general, los niveles de nitrato redgctasa o0 nitrito
reductasa presentes en las estirpes mutantes en las que
estas actividades son detectables suelen ser inferiores
a los de la estirpe silvestre. Esto podria, en principio,
explicarse considerando que durante el periodo de
incubacidn en medio con nitrato, sdlo la estirpe
silvestre puede wutilizar esta fuente nitrogenada,
mientras que las estirpes mutantes se encuentran en una
situacidn de deficiencia en nitrdégeno. De hecho, la

transferencia de células de la estirpe silvestre
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Figura 2. Desarollo de actividad nitrato reductasa
y nitrito reductasa en c&lulas de A. nidulans R2 estirpe
A6 en respuesta a la transferencia de medio con amonio a
medio con nitrato.

Células de A. nidulans R2 estirpe A6 cultivadas en medio
con amonio se transfirieron a medio con nitrato a una
cogientracién celular correspondiente a 6 nug clorofila-
ml ~. La suspensidn resultante se incubd en condiciones
de cultivo. A los tiempos que se indica se tomaron
muestras de la suspensidén en las gque se determind
actividad nitrato reductasa (A) y nitrito reductasa (B),
permeabilizando con MTA, y contenido en clorofila.




Tabla 3. Niveles de actividad nitrato reductasa

y nitrito reductasa en A. nidulans R2 estirpe A6 vy

distintas estirpes mutantes

Estirpe Nitrato reductasa Nitrito reductasa

( U.mg clorofila™! )

A6 (silvestre) 2,2 0,9
FM1 0,0 0,6
FM2 1,0 0,0
FM3 0,0 0,5
FM4 0,0 0,5
FM5 0,0 0,4
FM6 0,0 0,4
FM7 0,0 0,3
FM8 0.0 0,4
FM9 0,0 0,2
FM10 0,0 0,4
FM11 0,0 0,3
FM12 0,0 0,5
FM13 0,0 0,4
FM14 0,0 0,4
FM15 0,0 g,3
FM16 0,4 1,3
FM17 0,0 0,5
FM18 0,0 0,3

Celulas de A. nidulans R2 estirpe A6 y de
las estirpes mutantes de ella derivadas cultivadas en
medio con amonio se transfirieron a medio con nitrato
como Gnica fuente nitrogenada. Las suspensiones resul-
tantes (con una _?ensidad celular correspondiente a 6
ng clorofila.ml ~) se incubaron durante 3 h en condi-
ciones de cultivo, transcurridas las cuales se proce-
did a la determinacidn de 1las actividades nitrato
reductasa y nitrito reductasa (en cé&lulas permeabili-
zadas con MTA) y del contenido en clorofila de alicuo-
tas de cada uno de los cultivos.
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cultivadas con amonio a medio sin fuente de nitrdgeno se
traduce en un menor desarrollo de actividad,
alcanzd&ndose, después de 3 horas, valores de 1,1 U.mg
clorofila™t y de 0,47 U- mg clorofila™! para nitrato

reductasa y nitrito reductasa, respectivamente.

3.1.2.2. Transformacién de las estirpes mutantes con los

plasmidos pNR12, pNR63 y pNR193

Recientemente se ha logrado el clonaje de tes

genes de A. nidulans R2 implicados en la asimilacidn de

nitrato (Kuhlemeier et al., 1983a, b). La disponibilidad
de 1los plésmidos gque contienen dichos dichos genes
(pNR12, pNR63 vy pNR193) ha permitido llevar a cabo una
serie de ensayos de transformacidn encaminados a

diferenciar tipos entre las estirpes de A. nidulans R2

incapaces de asimilar nitrato. En estos ensayos se
estudiaba la capacidad de 1la estirpe mutante en cuestidn
de revertir con alta frecuencia al fenotipo silvestre en
lo referente a capacidad de crecer - con nitrato, como
consecuencia de su transformacidn por alguno de los tres

plamidos antes citados.

Al objeto de disponer de datos con los que
poder comparar la frecuencia de reversidn al fenotipo
silvestre que se inducia por transformacidn con 1los
plédsmidos, se determinaron previamente las frecuencias
con gque las distintas estirpes mutantes revertian al

fenotipo silvestre de manera espontdnea (Tabla 4).



78

Tabla 4. Reversidn esponténea al fenotipo silvestre de

estirpes mutantes de A. nidulans R2

Estirpe Frecuencia de reversidn
: - . -1
(revertientes . cé€lulas viables 7)

FM1 2,5-107]
FM2 2,0-107%
FM3 <1,8.1077
FMa 8,3-107/
FM5 <1,4-1073,
FM6 <8,1-10 ¢
FM7 <1,7-1077
FM8 <1,7-1077
FM9 1,1-1075
FM10 <1,4-1077
FM11 <1,0-1072
FM12 3,0.107%
FM13 <2,3.1077
FM14 <2,0+10 ¢
FM15 <4,3.1073
FM17 3,3-107°%
FM18 <3,2+10

Un elevado gﬁmero de cé&lulas de cada estirpe
mutante (al menos 2-10°) se sembrd en cajas de medio
s6lido con nitrato como fuente de nitrdgeno. Los valo-
res de la tabla son el resultado de dividir el nfimero
de revertientes obtenidos por el de celulas viables.
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Los resdltados de los experimentos de
transformacidn con plésmidds que se recogen en la Tabla
5, permitieron diferenciar tres tipos dentro del grupo
de estirpes que carecian de la actividad nitrato
reductasa. Asi, las estirpes FM1 v FM12 eran
transformadas al fenotipo silvestre por el pléasmido
PNR193 vy no por ninguno de los otros dos, 1las estirpes
FM3, FM6, FM13, FM14, FM17 vy FM18 1lo eran por el
pldsmido pNR12, y FM4, FM5, FM7, FM8, FM9, FM10, FMl1l y
FM15 por el plasmido pNR63. No se observd transformacidn
al fenotipo silvestre de la estirpe FM2 por ninguno de
los pléasmidos, 1lo cual no es del todo sorprendente,
teniendo en cuenta la diferencia existente entre su
fenotipo (carencia de actividad nitrito reductasa) vy el
de 1las estirpes en que se registraba transformacidn
(todas ellas carentes de nitrato reductasa). En el caso
de FM16, los ensayos de transformacidén no pudieron
llevarse a cabo, puesto dque, como se comentd
anteriormente (apartado 3.1.1.) esta estirpe presenta
un relativo grado de crecimiento sobre medio sélido con

nitrato.

3.1.3. Caracterizacidn de los distintos tipos de mutantes

Una vez diferenciados cinco diferentes tipos
dentro de la coleccidén de mutantes, se procedid a llevar
a cabo una caracterizacibdn mas detallada de los mismos.

Para ello, se selecciond un representante de cada uno de



Tabla 5. Transformacidn de estirpes mutantes de A.

nidulans R2 con pldsmidos conteniendo genes de

A. nidulans R2 implicados en la asimilacidn de nitrato

Estirpe Plasmido

pNR12 pNR63 pNR193

FM1 -
FM2 -
FM3
FM4
FM5
FM6
FM7 -
FM8 -
FM9 -
FM10
FM11
FM12
FM13
FM14
FM15
FM17
FM18

|
+

0+

11
P+ ++++ 10 ++ 10
I 1

++ 0+
+
!

Células de las estirpes mutantes indicadas
se cultivaron en medio con amonio hasta alcanzar fase
exponencia%. En ese momento, alicuotas de aproximada-
mente 5.10° cé&lulas en 0,3 ml de medio sin fuente de
nitrdgeno se suplementaron con al menos 600 ng de ADN
del pl&smido indicado. El signo + indica una frecuen-
cia de trangformacidn al fenotipo silvestre igual o
mayor a 190 mientras que el signo - significa wuna
frecuencia similar a la de reversion esponténea.
n.d. : no determinado.
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estos tipos, a saber: las estirpes FM1l, FM6 y FM10, como
representantes de los tres tipos diferenciados entre las
estirpes carentes de nitrato reductasa, la estirpe FM2,
carente de nitrito reductasa, y la estirpe FM16, incapaz
de wutilizar nitrato, a pesar de presentar actividad
nitrato reductasa y nitrito reductasa. Los resultados
que se exponen a continuacidn se refieren, Por tanto, a

estas cinco estirpes.

3.1.3.1. Crecimiento de las estirpes A6, FM1l, FM2, FM6,
FM10 y FM16 en medios 1liquidos con distintas

fuentes de nitrdgeno inorgdnico

La primera caracteristica evaluada fue el
crecimiento de las estirpes sobre medio liguido con
nitrato, nitrito o amonio como Ginica fuente de
nitrdgeno. Los resultados de los experimentos
correspondientes se muestran en la Tabla 6. Como puede
verse, los datos concuerdan en té&rminos cualitativos con
los mostrados en la Tabla 2, correspondiente al
crecimiento en medio sdlido de los distintos mutantes.
S6lo hay diferencias apreciables para el caso de FM1l6 vya
que, aunque presentaba cierto grado de crecimiento en
medio sdlido con nitrato (Tabla 2), no se registrd
crecimiento alguno en medio 1liquido conteniendo esa
fuente nitrogenada (Tabla 6). Este aspecto se discute

mids ampliamente en el apartado 3.2.1.



Tabla 6. Crecimiento de las estirpes A6, FM1l, FM2,

FM6, FM10 y FM16 de A. nidulans R2 en medios liquidos

con distintas fuentes de nitr6geno

1

Estirpe Velocidad especifica de crecimiento (h™ ")
nitrato nitrito amonio
A6 (silvestre) 0,17 0,19 0,22
FM1 0,00 0,17 0,17
FM2 0,00 0,00 0,20
FM6 0,00 0,16 0,18
FM10 0,00 0,20 0,20
FM16 0,02 0,20 0,20

Células de 1las distintas estirpes, que
se habian cultivado en medio con amonio, se trans-
firieron a medios con KNO, {20 mM), KNO (2 mM) o
(NH4)ZSO4 (2,5 mM) como fuénte nitrogenaaa. Las sus-
pensidnes celulares resultantes se incubaron en con-
diciones de cultivo, tomdndose, a distintos tiempos,
alicuotas en las que se determind el contenido en
clorofila.
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3.1.3.2. Efecto de 1la fuente de nitrdgeno sobre los
niveles de actividad nitrato reductasa vy
nitrito reductasa de las estirpes A6, FM1l, FM2,

FM6, FM10 y FM16

Se ha estudiado el efecto que la incubacidn en
medios con distintas fuentes nitrogenadas tiene sobre el
desarrollo de las actividades nitrato reductasa vy
nitrito reductasa de las distintas estirpes tipo. Para
ello, células cultivadas en amonio se transfirieron a
medios sin fuente de nitrbdgeno o conteniendo nitrato,
nitrito o amonio. Tras incubar las cé&lulas en esas
condiciones durante 5 h, para permitir la sintesis de las
enzimas en cuestidn, se determind el nivel de actividad

nitrato reductasa y nitrito reductasa.

En la Tabla 7 se muestran los valores
obtenidos en las determinaciones de actividad nitrato
reductasa de 1las distintas estirpes. Como cabia
esperar, la respuesta de 1la estirpe silvestre A6 a la
incubacidn en distintas fuentes nitrogenadas es andloga
a la gque muestran otras estirpes de cianobacterias
unicelulares con 1las gque se encuentra estrechamente

emparentada (Anacystis nidulans PCC 6301 y Synechocystis

sp. PCC 6714, Herrero et al., 1981; 1985). En las
estirpes FM1, FM6 y FM10 la actividad nitrato reductasa
resultd précticamente indetectable en todas las

condiciones. A diferencia de lo gque ocurre en la estirpe
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Tabla 7. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el

nivel de actividad nitrato reductasa de las estir-

pes A6, FM1, FM2, FM6, FM10 y FM16 de A. nidulans R2

Estirpe Fuente nitrogenada

ninguna nitrato nitrito amonio

Nitrato reductasa (U.mg clorofila-l)
A6 (silvestre) 1,3 2,3 i,4 0,1
FM1 0,0 0,0 0,0 0,0
FM2 1,3 1,2 1,4 1,9
FM6 0,0 0,0 0,0 0,0
FM10 0,0 0,0 0,0 0,0
FM16 0,4 0,4 0,3 0,5

A partir de células de las distintas es-
tirpes cultivadas en medio con amonio se prepararon
suspensiones, con una concentracié& celular corres-
pondiente a 6 ug clorofila.ml ~, en medios sin
fuente de nitrdgeno o con KNO, (20 mM), KNO (2 mM)
o) (NH4)2SO (5 mM). Tras incubar durante 5 en con-
dicione§ ée cultivo se tomaron alicuotas de las
suspensiones celulares en 1las que se determind la
actividad nitrato reductasa (tras permeabilizar con
tolueno) y el contenido en clorofila.
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silvestre, los niveles de actividad nitrato reductasa en
las estirpes FM2 y FMl6 eran altos en presencia de
amonio. Los niveles de actividad de la estirpe FM1l6 en
medios sin amonio eran, en todos los <casos, menores que
los presentados por 1la estirpe silvestre, siendo los
valores en FM16 del orden del 12-20% de los de la-

estirpe silvestre en medio con nitrato.

En la Tabla 8 se recogen los valores obtenidos
en las determinaciones de 1la actividad nitrito reductasa
en las estirpes mutantes y en la estirpe silvestre. De
nuevo, como ocurria con la actividad nitrato reductasa,
el efecto de la fuente de nitrdgeno sobre 1la actividad
nitrito reductasa en la estirpe silvestre es similar al
que se da en otras estirpes de cianobacterias

unicelulares (Anacystis nidulans PCC 6301 v

Synechocystis sp. PCC 6714, Herrero et al., 1981; 1985).

Salvo la estirpe FM2, en la que no se detectd éctividad
nitrito reductasa en ninguna de las condiciones
ensayadas, el resto de las estirpes presentaban niveles
de actividad comparables a los de 1la estirpe silvestre,
afecténdose la expresidén de dicha actividad por 1la
naturaleza de 1la fuente de nitrdgeno en estas estirpes
del mismo modo que en 1la silvestre. El comportamiento de
FM16 merece mencidn especial. Por una parte, en
presencia de nitrato o nitrito, los niveles de actividad
nitrito reductasa son méds elevados en FM1l6 que en la
estirpe silvestre. Por otro, al igual que las dem&s

estirpes, el efecto represor del amonio sobre la nitrito



Tabla 8. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el

nivel de actividad nitrito reductasa de las estirpes

A6, FM1, FM2, FM6, FM10 y FM16 de A. nidulans R2

Estirpe Fuente nitrogenada

ninguna nitrato nitrito amonio

Nitrito reductasa (U-mg clorofila_l)
A6 (silvestre) 0,9 1,2 1,3 0,0
FM1 0,5 0,5 1,3 0,0
FM2 0,0 0,0 0,0 0,0
FM6 0,5 0,6 _ 1,0 0,0
FM10 0,6 0,5 0,5 0,0
FM16 0,6 3,3 3,0 0,0

Las condiciones fueron las mismas que las
de la Tabla 7. La actividad nitrito reductasa se de-
termind tras permeabilizar las celulas con MTA.
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reductasa es manifiesto en FM1l6 (Tabla 8), lo que
contrasta con el comportamiento de la nitrato reductasa
en este organismo cuyo nivel no disminuye en presencia

de amonio.

En resumen, se distinguen tres tipos de
comportamiento. Primero, el de las estirpes FM1l, FM6 y
FM10, gue carecen de actividad nitrato reductasa pero
presentan niveles de -actividad nitrito reductasa
comparables a los de 1la estirpe silvestre y sujetos a
regulacidn normal por fuente de nitrdgeno. Segundo, el
de la estirpe FM2, que carece de actividad nitrito
reductasa y expresa de manera constitutiva la actividad
nitrato reductasa. Tercero, el de la estirpe FM1l6, que
presenta bajos niveles de actividad nitrato reductasa,
la cual se comporta como constitutiva, y niveles
normales o algo elevados de actividad nitrito reductasa,
cuya expresidn se ajusta al patrdn de regulacidn de la
estirpe silvestre. Cabe sefialar que fenotipos como los
que presentan las estirpes FM2 y FM16 no se habian

descrito hasta el momento en cianobacterias.

3.1.3.3. Niveles de actividad glutamina sintetasa en las

estirpes A6, FM1l, FM2, .FM6, FM10 y FM16

Se ha determinado el nivel de actividad
glutamina sintetasa en células de las estirpes mutantes
vy de la silvestre. Los resultados de tales
determinaciones se muestran en la Tabla 9, donde puede

observarse que 1los valores obtenidos para las distintas



Tabla 9. Niveles de actividad glutamina sintetasa

en las estirpes A6, FM1l, FM2, FM6, FM10 y FM1l6 de

A. nidulans R2

Estirpe Glutamina sintetasa

( U-mg clorofila™t )

A6 (silvestre) 0,36
FM1 0,52
FM2 0,50
FM6 0,42
FM10 0,32
FM16 0,48

Células de las distintas estirpes culti-
vadas en medio con amonio se transfirieron a medio
fresco con (NH4) SO, 5 mM, ajustdndose la densigfd
celular a la corréspondiente a 6 ug clorofila.ml ~,
y se incubaron durante 5 h. Transcurrido ese
tiempo, se tomaron muestras de las suspensiones ce-
lulares en las que se determind la actividad gluta-
mina sintetasa y el contenido en clorofila.
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estirpes son comparables entre si. Este resultado tiene
una especial significacidn para el caso de las estirpes
FM2 y FM16, que presentan alteraciones en 1la regulacidn
de la sintesis de enzimas del sistema de asimilacidn de
nitrato, en lo que respecta a la respuesta al
amonio. Este comportamiento atipico podria deberse a
alteraciones en su actividad glutamina sintetasa,
implicada en el efecto represor del amonio (Flores at:
al., 1983b; Guerrero y Lara, 1987), hipdtesis que puede

excluirse en base a los resultados obtenidos.

3.1.3.4. Consumo de nitrato y nitrito por las estirpes

A6, FM1, FM2, FM6, FM10 y FM16

Se ha determinado también la capacidad que
presentan las estirpes tipo de consumir nitrato o
nitrito. Como puede verse en los resultados dque se
presentan en la Tabla 10, salvo FM2, todas las estirpes
son capaces de consumir nitrito con wuna velocidad
comparable a 1la que presenta la estirpe silvestre. Por
otra parte, ninguna de las estirpes mutantes, con la
excepcidn de FM2, es capaz de consumir nitrato. El1 hecho
de que FM16 no muestre actividad detectable de consumo
de nitrato estd de acuerdo con 1la dificultad de dicha
estirpe para crecer en medios con nitrato como fuente
nitrogenada, a pesar de presentar niveles significativos
de nitrato y nitrito reductasas (apartados 3.1.2.1. y
3.1.3.2.). Este punto se analiza con mayor detalle en el

siguiente apartado.
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Tabla 10. Consumo de nitrato y de nitrito por las

estirpes A6, FM1l, FM2, FM6, FM10 vy FMl6 de A.

nidulans R2

T

Estirpe Consumo de nitrato Consumo de nitrito

(umol-min_l-mg clorofila 1)

A6 (silvestre) 0,3 6,2
FM1 0,0 0,2
FM2 0,4 0,0
FM6 0,0 0,2
FM10 0,0 0,2
FM16 0,0 0,2

Células de las estirpes indicadas cultivadas
en medio con amonio se transfirieron a medio sin
fuente de nitrdgeno, ajustdndose la concentracidn
celular en estas sgfpensiones a la correspondiente a
10 ng clorofila.ml ~. Tras incubar durante 3 h se
ensayd el consumo de nitrato vy de nitrito en ali-
cuotas de las suspensiones celulares.
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3.2. CARACTERIZACION DE LA ESTIRPE MUTANTE FM1l6 DE

Anacystis nidulans R2

Las estirpes mutantes FM2 y FM16 presentan
considerable inter&s por mostrar fenotipos peculiares,
no descritos previamente en cianobacterias. Por esta
razdn parte del trabajo desarrollado se ha dirigido a
profundizar en la caracte;izacién de las mismas. A
continuacidn se recogen los resultados obtenidos en lo

referente a la estirpe FM16.

3.2.1. Aspectos fisioldgicos y bioguimicos

En este apartado se recogen los resultados de
una serie de experimentos realizados con la finalidad
de esclarecer el tipo de lesidn bioquimica que afecta a
la estirpe FM16 originando su peculiar fenotipo. A lo
largo de este estudio se ha prestado especial atencién
al hecho, aparentemente contradictorio, de gque FM16
muestre escasa capacidad de crecimiento en medio con
nitrato, a pesar de presentar niveles apreciables de

actividad nitrato reductasa y nitrito reductasa.
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3.2.1.1. Caracterizacién del crecimiento de FM1lé

Como se ha mostrado anteriormente (apartado
3.1.1. y 3.1.3.) FMi6 crece perfectamente en medios
con nitrito o amonio como Gnicas fuentes de nitrdgeno.
Esta estirpe presenta ademds niveles celulares de
actividad nitrito reductasa y glutamina sintetasa muy
similares a los de 1la estirpe silvestre (apartados
3.1.2.1. vy 3.1.3.3.). Por otra parte, las células de
FM16 incubadas en medio liquido con nitrato no excretan
ai medio nitrito ni amonio, lo que apoya la idea de que
el funcionamiento in vivo de nitrito reductasa 'y
glutamina sintetasa debe ser normal. Estas observaciones
indican gque la alteracidn que sufre la estirpe FM16
afectando al sistema de asimilacidn del nitrato debe
situarse en procesos previos a la reduccidn del nitrito,

a saber, entrada o reduccidn del nitrato.

Una de 1las posibilidades consideradas fue que
alguno de los elementos del sistema de asimilacidn de
nitrato de 1la estirpe FM1l6 fuese de naturaleza
termosensible. Para contrastar dicha idea se llevaron a
cabo estudios de crecimiento de la estirpe sobre medio
con nitrato como fuente de nitrdgeno a las temperaturas
de 40°C (temperatura dJptima para el crecimiento de A.

nidulans R2) y  30°

C (no se tuvieron en cuenta
. . (@] .
temperaturas inferiores a 30°C, puesto dque incluso 1la

estirpe silvestre presenta una velocidad de crecimiento
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muy baja en esas condiciones). Como puede observarse en
la Tabla 11, el descenso de la temperatura de incubacidn
no se traducia en mejora apreciable del crecimiento de
la estirpe FM16 en medio con nitrato como fuente
nitrogenada. El resultado obtenido no apoya, pues, la
idea de que la incapacidad de la estirpe FMlé para
utilizar nitrato como fuente nitrogenada se deba a
termosensibilidad por parte de algin elemento de su

sistema asimilador.

Otra posibilidad gque se considerd fue que el
sistema asimilador de nitrato en la estirpe FM1l6 tuviese
menor afinidad por el nitrato que el de 1la estirpe
silvestre. Para contrastar dicha idea se estudid si el
aumento en la concentracidn de nitrato del medio de
cultivo se traducia en incremento de la velocidad de
crecimiento de FM16. La Figura 3 ilustra el resultado de
uno de estos experimentos. Aunque FM1l6 no mostraba
crecimiento apreciable cuando la concentracidn de
nitrato en el medio de cultivo era de 4 mM, un aumento
del nitrato a 40 mM se traducia en la manifestacidn de
una moderada capacidad de crecimiento (tg= 64 h). Por
otra parte, en el caso de la estirpe silvestre (tg= 4 h)
este incremento de concentracidn de nitrato no se
traducia en aumento alguno de su velocidad de
crecimiento. El resultado obtenido indica que el sistema
de asimilacidn de nitrato presente en FM1l6é muestra una
aparente menor afinidad por el nitrato que el sistema de

la estirpe silvestre.



Tabla 11, Efecto de la temperatura sobre el creci-

miento de las estirpes A6 y FM16 en medio liquido

con nitrato como fuente nitrogenada

Estirpe Velocidad especifica de crecimiento (h_l)
30 % 40 °c

A6 (silvestre) 0,07 0,11

FM16 0,02 0,02

Células de 1la estirpe silvestre y la
mutante FM16 cultivadas en medio con amonio se
transfirieron a medio con KNO, 20 mM como fuente de
nitrdgeno e _incubaron en conéiciones de cultivo a
30 °C 6 40 “C. A distintos tiempos se tomaron mues-
tras en las que se determind el contenido en
clorofila.
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Figura 3. Efecto de la concentracidn de nitrato sobre el
crecimiento de FM16 en medio ligquido con nitrato como
Ginica fuente de nitrdgeno.

Cé8lulas de la estirpe silvestre A6 (circulos) y 1la
mutante FM16 (tridngulos) cultivadas en medio con amonio
se transfirieron a medio con nitrato, a concentracidn 4
mM (0,A) o 40 mM (@,A), como Ginica fuente de nitrdgeno,
incub&dndose las suspensiones en condiciones de
cultivo. A 1los tiempos indicados se tomaron muestras en
las que se determind el contenido en clorofila.
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3.2.1.2. Caracterizacibn de la nitrato reductasa

presente en FM16

Como se comentd en el apartado anterior, 1la
lesidn Dbioquimica que afecta a 1la estirpe FM1l6 ha de
localizarse en los primeros pasos de la asimilacidn del
nitrato (entrada o reduccidn). Por ello, se planted la
cuestidn de si la nitrato reductasa cuya actividad se
detectaba en la estirpe FM16 poseia las mismas
caracteristicas que la enzima de la estirpe silvestre, o
si se trataba, por el contrario, de una nitrato
reductasa afectada significativamente en alguna de sus
propiedades cataliticas, 1lo que podria dar cuenta de la
incapacidad de utilizar nitrato por 1la estirpe mutante

FM16.

Aungque la actividad nitrato reductasa de 1la
estirpe FM16 puede detectarse empleando metil violdgeno
reducido como donador de electrones, la enzima podria
presentar deficiencias en 1la utilizacidn de ferredoxina,
el donador fisioldgico de electrones para la reaccidn de
reduccidén de nitrato a nitrito. Para contrastar esta
hipbtesis se procedid a realizar un ensayo comparativo de
actividad nitrato reductasa en extractos de las
estirpes silvestre vy FM16, wutilizando ferredoxina
reducida como donador de electrones. En los mismos
extractos se ensayd tambi&n la actividad con metil

violdgeno como donador de electrones. Como se muestra en
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la Tabla 12, tanto con ferredoxina como con metil
violdgeno, la estirpe FM16 presentaba niveles de
actividad nitrato reductasa del orden de la mitad de los
encontrados en la estirpe silvestre. Para ambas
estirpes los valores de la razdn entre las actividades
con ferredoxina y con metil violdgeno eran similares,
éncontréndose de 20 a 30 veces mds actividad dependiente
de metilvioldgeno dque de ferredoxina, lo gque concuerda

con lo previamente descrito para Anacystis nidulans PCC

6301 (Candau, 1979). La enzima de la estirpe mutante
FM16 debe ser, pues, capaz de funcionar efectivamente
en condiciones fisioldgicas en lo gque se refiere a
su capacidad de emplear la ferredoxina reducida como

donador de electrones.

Otra posibilidad que se tuvo en cuenta fue que
la enzima de la estirpe mutante FM16 pudiera estar
alterada en su afinidad por el nitrato, de manera que
ésta fuese menor que la de la enzima de la estirpe
silvestre, lo que podria explicar la disminuida afinidad
por el nitrato observada para el sistema asimilador de
FMl16. Para aclarar esta cuestidn se determinaron 1los
valores de Km para el nitrato de las enzimas de las dos
estirpes. Los resultados de estos experimentos se
ilustran en las representaciones de la Figura 4. Los
datos indican wuna afinidad para el nitrato muy similar
para ambas enzimas, siendo en ambos casos el valor de la

correspondiente Km prdximo a 2 mM.



Tabla 12. Actividad nitrato reductasa en extractos de
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las estirpes A6 y FM16 de A. nidulans R2 con ferre-

doxina o metil violdgeno como donador de electrones

Estirpe Donador de electrones

ferredoxina metil violdgeno

Actividad especifica (U-mg proteina_l)
A6 (silvestre) 1,1 32,2

FM16 0,5 17,0

Las determinaciones de actividad se lleva-
varon a cabo en extractos crudos de cé&lulas que, tras
cultivo en medio con amonio, se incubaron durante 3 h
en medio carente de fuente de nitrdgeno, habiéndose
ajustado la densidg? celular a la correspondiente a
10 pg clorofila ml .
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Figura 4. Representacidn de Lineweaver-Burk del efecto de
la concentracidn de nitrato sobre la actividad nitrato

reductasa de las estirpes A6 y FM16 de A.

nidulans R2.

Células cultivadas en medio con amonio se
medio carente de fuente de nitrdgeno,
degfidad celular a la correspondiente a
ml ~. Las suspensiones celulares asi
incubaron durante 3 h antes de
determinaciones. La mezcla de ensayo
qgue se describe en
concentracidén de nitrato
figura. En los ensayos se
permeabilizadas con tolueno a_
correspondientes_ 30 ug clorofila-ml
A6y 37,5 nug-ml para
min.

utilizada fue
Materiales y Métodos,
la indicada en cada
utilizaron

transfirieron a
ajustandose 1la
10 ng clorofila-
obtenidas se
realizar las
la
siendo  1la
caso en la
cé&lulas
concentraciones

'para la estirpe
FM16. El1 tiempo de

ensayo fue 3
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Los resultados expuestos en este apartado
indican que la incapacidad de 1la estirpe mutante FM16 de
consumir nitrato normalmente no es adscribible a una
alteracidn de 1las propiedades cataliticas de 1la nitrato

reductasa presente en dicha estirpe.

3.2.1.3. Consumo de nitrato por las estirpes A6 y FM16
en relacidén con el nivel de actividad nitrato

reductasa

Habiéndose llegado a la conclusién de gue no
es una alteracidn de las propiedades cataliticas de la
nitrato reductasa de FM1l6 la causa de la incapacidad
mostrada por dicha estirpe de crecer en medio con
nitrato, se planted 1la cuestidn de si podia ser el bajo
nivel de 1la enzima presente en las células de FM1l6 lo
que limitase la wutilizacidn de nitrato y, por tanto, el

crecimiento celular.

Para contrastar dicha idea, 1la aproximacidn
seguida fue 1la de conseguir células de 1la estirpe
silvestre con distintos niveles de actividad nitrato
reductasa, procurando no alterar su capacidad de
transportar nitrato al interior celular. Para preparar
células con distintos niveles de actividad nitrato
reductasa se aprovech® 1la capacidad que presenta el
volframio de incorporarse en la nitrato reductasa de A.
nidulans sustituyendo al molibdeno y originando

moléculas inactivas de 1la enzima (Candau,; 1979). E1
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tratamiento con volframio pérece ser altamente
especifico en sus efectos, ya que sdlo afecta
aparentemente a molibdoproteinas, siendo 1las escasas
proteinas de este grupo que se han identificado enzimas
que catalizan reacciones redox, sin que se hayan descrito
sistemas de transporte que contengan molibdeno. En la
Figura 5 se ilustran los resultados de un experimento en
el que se determind la capacidad de consumo de nitrato
por células de la estirpe silvestre A6 presentando
diferentes niveles de actividad nitrato reductasa. Estas
células se obtuvieron a partir de cultivos en amonio que
se incubaron durante un prolongado periodo de tiempo (40
h) en medios con nitrato, carentes de molibdeno anadido
y suplementados con distintas concentraciones de
volframato. En 1la misma grédfica se representan también
los valores de actividad nitrato reductasa y de consumo
de nitrato correspondientes a celulas de 1la estirpe
mutante FM16. CElulas de la estirpe silvestre con
niveles de actividad nitrato reductasa equivalentes e
incluso menores al de la estirpe mutante FM16 muestran
velocidades significativas de consumo de nitrato. Parece
pues que la actividad nitrato reductasa presente en FM16
deberia permitirle un nivel de consumo de nitrato muy
superior al que dicha estirpe de hecho presenta. Asi, la
limitacidn en el consumo de nitrato que presenta FM16 no
es explicable simplemente en té&rminos de su bajo nivel
de nitrato reductasa, sino que debe existir alguna

limitacidén adicional.
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Figura 5. Relacidn entre actividad nitrato reductasa y
capacidad de consumo de nitrato en la estirpe A6 de A.
nidulans R2. Comparacidn con la estirpe FMl6.

C&lulas de la estirpe A6 cultivadas en medio con
amonio sin molibdeno anadido se utilizaron para inocular
medios con KNO 20 mM vy distintas concentraciones
de Na.,WOo (en%re 0 y 10 mM). Tras su cultivo
durante™ 4 h, 1las cé&lulas se transfirieron a medio
con KNO, 1 mM como f{nica fuente de nitrdgeno y se
incubarofi durante 5 h. A continuacidn, se determind en
dichas células 1la velocidad de consumo de nitrato vy la
actividad nitrato reductasa, permeabilizando con
tolueno. Para las determinaciones en la estirpe FMl6,
las cé&lulas, cultivadasen medio con amonio, se incubaron
en medio con KNO2 1 mM como fuente de nitrdgeno durante
5 h.
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3.2.2. Aspectos genéticos

Como ya se comentd en el apartado 3.1.2.2., la
capacidad de FM16 para crecer residualmente sobre medio
sd6lido con nitrato ha ‘impedidb poder 1llevar a cabo en
esta estirpe los estudios de transformacidn con los

plasmidos que contenian genes de A. nidulans R2

implicados en la reduccidn del nitrato.

Para poder decidir si la mutacidén de FM16
afectaba a alguno de 1los tres genes clonados, pudiendo
,POr tanto, considerarse a FMl6 como perteneciente a
alguno de los tres tipos distinguibles entre las
estirpes carentes de nitrato reductasa, se siguid la
estrategia de comprobar si ADN de 1la estirpe FM1l6 era
capaz de transformar al fenotipo silvestre a los
mutantes FM1l, FM6 y FM10, representahtes de los tres
tipos en cuestidn. Dichas transformaciones tenian lugar
con una frecuencia elevada (Figura 6), por lo que puede
considerarse que la{s) mutacidn(es) en FM1l6 afecta(n) a
gen{es) distinto(s) a aquellos representados por las
mutaciones de FM1, FM6 vy FM10. E1 ADN de FM16 también
transformaba al fenotipo silvestre a la estirpe FM2 (con
una frecuencia de de 10_6 transformantes/viables frente
a una frecuencia de reversidn espontdnea de FM2 igual-a
2:10 °), lo que apoya 1la idea de que las mutaciones de

FM2 y FM16 se localicen en genes distintos.



Figura 6. Transformacidn de las estirpes FM1 , FM6 v FMI10
de A. nidulans R2 con ADN de la estirpe FM16.

Células de las estirpes indicadas se transformaron con 50
ug de ADN extraido de la estirpe FM1l6, segfin se
describe en Materiales y Métodos. La fotografia muestra
el crecimiento en placas de medio s8lido con nitrato
como Tnica fuente de nitrdgeno de una misma cantidad de
células incubadas en ausencia (izquierda) o presencia
(derecha) de ADN de FM16.
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3.3. CARACTERIZACION DE LA ESTIRPE MUTANTE FMZ2 DE

Anacystis nidulans R2

3.1. Aspectos fisioldgicos y bioquimicos.

De acuerdo con 1lo anteriormente descrito, la
estirpe FM2 se caracteriza especialmente por carecer de
actividad nitrito reductasa y por no sufrir el efecto
represor del amonio sobre la sintesis de la nitrato
reductasa. Sobre esta segunda caracteristica, la
alteracién de la regulacidén por amonio, es sobre la que
se centran los experimentos qué se describen en este

apartado.

3.3.1.1. Regulacidn por amonio de la sintesis de nitrato
reductasa en estirpes carentes de actividad

nitrito reductasa

Una cuestidn que surge al considerar el
fenotipo de la estirpe FM2 es si la ausencia del efecto
regulador del amonio sobre la sintesis de nitrato
reductasa es consecuencia directa de 1la carencia de
actividad nitrito reductasa que presenta esta estirpe.
Para resolver esta cuestidn, se procedidé al aislamiento

de nuevas estirpes mutantes de A. nidulans R2 carentes de

actividad nitrito reductasa, en las cuales se estudid la
regulacidn por amonio de la sintesis de nitrato

reductasa. Como estirpe silvestre para la obtencidn de
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estos mutantes se utiliz® -la denominada M4 , una estirpe

derivada de A. nidulans R2 que ha perdido el pléasmido

pequeno (pUH24), 1lo cual no provoca ninguna alteracidn
fenotipica detectable. En este caso, para inducir Ilas
mutaciones, se wutilizd el conocido mutdgeno gquimico
N-metil-N'-nitrosoguanidina, empledandose la ampicilina
como antibibtico en la contraseleccidn. Se obtuvieron
dos estirpes mutantes independientes, que se denominaron
APE2 y APE4, gque no crecian con nitrato o nitrito, pero
si con amonio como fuente de nitrdgeno. La determinacidn
de los niveles de actividad nitrato reductasa y nitrito
reductasa en dichas estirpes (Tabla 13) reveld que ambas
mostraban niveles normales de nitrato reductasa,
mientras que no pudo detectarse actividad nitrito
reductasa en ninguna de ellas. Cuando se estudid el
efecto del amonio sobre 1la sintesis de nitrato reductasa
en las estirpes APE2, APE4 vy FM2 (Tabla 14) pudo verse
que, al contrario que en FM2, el amonio ejerce en APE2 y
APE4 el efecto inhibidor de la sintesis de nitrato
reductasa caracteristico de la estirpe silvestre. Hay que
concluir, por tanto, que no toda mutacidn que implica

carencia de nitrito reductasa en A. nidulans R2 se

traduce en sintesis constitutiva de nitrato reductasa.

3.3.1.2. Regulacidn por amonio del consumo de nitrato

en FM2

Puesto dque el caracter regulatorio de 1la

mutacidén de FM2 hace que en esta estirpe la sintesis de
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Tabla 13. Niveles de actividad nitrato reductasa

y _nitrito reductasa en la estirpe parental M4- y en

las estirpes mutantes derivadas APE2 y APE4

Estirpe Nitrato reductasa Nitrito reductasa

( U-mg clorofila™! )

M4 (silvestre) 0,73 0,72
APE2 1,17 0,01
APE4 0,54 0,05

Células cultivadas en medio BG110 + NH,Cl
5 mM a 30°C se transfirieron a medio BG1l1l0 (sin fuente
de nitrdgeno), ajustdndose la densidad celular a la
correspondiente a 3,5 ug clorofila-ml ~. Tras incubar
durante 19 h se determind, en alicuotas de las suspen-
siones celulares, el contenido en clorofila y las ac-
tividades nitrato reductasa y nitrito reductasa tras
permeabilizar con MTA.
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Tabla 14. Efecto del amonio sobre el nivel de activi-

dad nitrato reductasa de las estirpes mutantes caren-

tes de nitrito reductasa FM2, APE2 y APE4

Estirpe Fuente nitrogenada

ninguna amonio

Nitrato reductasa (U-mg clorofila™l)

FM2 0,5 1,6
APE2 1,7 0,0
APE4 0,7 0,0

Células de las distintas estirpes, cultiva-
das en medio con amonio, se transfirieron a medio
carente de fuente de nitrégeno o con (NH,),SO, 5 mM,
ajustdndose la densidad celular de las suspeénsiones,a
valores correspondientes a 3,5-5 pg clofila-ml .
Tras incubar durante 5,5 h se determind en alicuotas
de las suspensiones celulares el contenido en cloro-
fila y la actividad nitrato reductasa, tras permeabi-
lizar con tolueno.
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nitrato reductasa tenga__ lugar incluso en celulas
cultivadas en presencia de amonio, resultaba de interés
estudiar si dichas cé&lulas presentaban capacidad de
consumo de nitrato, lo que debe implicar 1la presencia
de un sistema operativo para el transporte de nitrato.
En 1la Tabla 15 se presentan datos que muestran due
mientras la actividad de consumo de nitrato es
indetectable en células de la estirpe silvestre
cultivadas en medio con amonio, las células de 1la
estirpe mutante FM2 cultivadas en las mismas condiciones
presentan niveles de dicha actividad equivalentes, e
incluso algo superiores, al de cé&lulas incubadas en
medio carente de fuente de nitrdgeno. Hay que concluir,
por tanto, que, al igual que ocurre con la actividad
nitrato reductasa, la actividad de transporte de nitrato

en la estirpe FM2 no se encuentra sometida a represidn

por amonio.

Como se recoge en la Introduccibén, ademds del
efecto de represidn de la sintesis de las proteinas
implicadas en la reduccidn del nitrato, el amonio ejerce
un efecto inhibidor a corto plazo "~ sobre el consumo de

nitrato en A. nidulans. Dado que FM2 no estd sujeto al

efecto regulador del amonio sobre la sintesis de las
enzimas del sistema asimilador de nitrato, resultaba de
interé&s estudiar si la mutacidn liberaba a su vez del
efecto regulador a corto plazo del amonio. Como se
deduce de los resultados expuestos en la Figura 7, la

mutacidn de FM2 no afecta a la regulacidn por amonio a



Tabla 15. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el

consumo de nitrato por las estirpes A6 y FM2 de

A. nidulans R2

Estirpe Fuente nitrogenada

ninguna amonio

Consumo de nitrato

(umol-min_l-mg clorofila™?)
A6 (silvestre) 0,5 0,0
FM2 0,4 0,5

Células cultivadas en medio con amonio se
transfirieron a medio carente de fuente de nitrdgeno
o con (NH4)ZSO 5 mM, ajustdndose la densigad celular
a la corresponéiente a 10 pg clorofila.-ml ~. Tras 3 h
de incubacidn se ensayd el consumo de nitrato en ali-
cuotas de las distintas suspensiones celulares.

110
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Figura 7. Inhibicidn por amonio del consumo de nitrato y
prevencidén de dicho efecto por MSX en las estirpes A6 y
FM2 de A. nidulans R2.

Células cultivadas en medio con amonio se transfirieron
a medio carente de fuente de nitrbgeno, ajusténdose la
degiidad celular a la correspondiente a 10 ug clorofila.

ml . Tras 3 h de incubacidn se procedid a ensayar el
consumo de nitrato en sgfpensiones celulares Qque
contenian 10 ug clorofila - ml ~. Los ensayos se iniciaron

con la adicidn de KNO, (concentracidn final 0,25 mM) tras
incubar las suspensiohes a la luz en ausencia o presencia
(simbolos llenos) de MSX 1 mM durate 15 min. En los
ensayos correspondientes se afadié NH,Cl (concentracidn
final 0,25 mM, tridngulos) inmediatamente antes de
anadir el nitrato.
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ese nivel, siendo el comportamiento de dicha estirpe
mutante completamente andlogo al de la estirpe
silvestre. Asi, el amonio inhibe el consumo de nitrato
de manera inmediata en ambas estirpes, no observéndose
dicho efecto inhibidor cuando la enzima glutamina
sintetasa se inactivaba por pretratamiento de las
celulas con MSX. Estos resultados indican dque 1los
efectos reguladores del amonio, a corto y a largo plazo,

no se encuentran estrictamente ligados.

3.3.2. Aspectos genéticos

3.3.2.1. Transformacidén de las estirpes mutantes FMI1,

FM6 y FM10 con ADN de la estirpe FM2

Como ya se comentd cuando se trataron los
estudios de transformacidn con plédsmidos conteniendo

genes de A. nidulans R2 implicados en 1la asimilacidn de

nitrato, la estirpe FM2 no pudo ser transformada al
fenotipo silvestre por ninguno de 1los tres pléasmidos
ensayados (apartado 3.1.2.2.). Los resultados indican
pues que la mutacidn que sufre la estirpe FM2 afecta a

un gen distinto a los clonados en estos tres plasmidos.

Para verificar esta propuesta se han llevado a
cabo otros ensayos de transformacibn con la estirpe FM2.
En estos tests, andlogos a los descritos en el apartado
3.2.2. para la estirpe FM16, se ensayd la capacidad del

ADN aislado de FM2 para transformar al fenotipo
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silvestre a las estirpes. mutantes FM1, FM6 vy FMI10,
representantes de los tres grupos de complementacidn en
cuestidn. Las frecuencias con que se daban estas
transformaciones se recogen en la Tabla 16. Puede
observarse que el ADN aislado de la estirpe FM2
transformaba al fenotipo silvestre a las estirpes FMI,
FM6 y FMI10. También se observa gque dicho ADN no
transformd a la propia estirpe FM2, introducida en el
experimento como control. Estos resultados confirman la
idea de que la mutacidén de FM2 probablemente afecta a un

gen de A. nidulans R2 implicado en 1la asimilacidn de

nitrato distinto a los hasta ahora descritos.

3.3.2.2. Regulacidn por amonio de la sintesis de nitrato

reductasa en revertientes de FM2

Dado que el fenotipo mostrado por 1la estirpe
mutante FM2 presenta dos caracteristicas en principio no
relacionadas entre si (ver apartado 3.3.1.1.), se
planteaba la cuestidn de si dicho fenotipo se debia a
una Gnica mutacidn o si, por el contrario, se trataba de

mutaciones en genes distintos.

Para resolver esta cuestidn se procedid a
estudiar la regulacidn por amonio de 1la sintesis de
nitrato reductasa en estirpes derivadas de FM2, bien por
mutacidn espontdnea, bien por transformacidn con ADN de
FM16, seleccionadas como estirpes que habian recuperado

la capacidad de crecer en nitrato. Como se observa en la



Tabla 16. Transformacidn al fenotipo silvestre de las

estirpes FM1l, FM2, FM6 y FM10 de A. nidulans R2 con

ADN de la estirpe FM2

Estirpe receptora Frecuencia de transformacidn

(revertientes-viables—l)

FM1 2,1-10‘6
FM2 1,3-1078
FM6 1,2-107°
FM10 1,7-107°

Aproximadamente 3-109 c8lulas de las estirpes
indicadas se transformaron con aproximadamente 50 ng
de ADN extraido de células de la estirpe mutante FM2.
Los valores resultan de dividir el nimero de trans-
formantes por el nimero de viables (c&lulas capaces
de generar colonias).
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Tabla 17, tales estirpes (dos revertientes esponténeos y
dos transformantes) presentaban, como cabia esperar,
niveles de actividad nitrito reductasa comparables a los
de la estirpe silvestre. La Tabla 18 muestra los valores
de los niveles de actividad nitrato reductasa de la
estirpe mutante FM2 y las estirpes revertientes,
derivadas de ella, cultivadas en medio con amonio o
incubadas en medio sin fuente de nitrdgeno. Se observa
que, mientras en la estirpe FM2 el nivel de actividad
nitrato reductasa presente en cé&lulas cultivadas en
amonio es equivalente al de las cé&lulas incubadas en
medio carente de fuente de nitrégeno, en 1las estirpes
revertientes el nivel en amonio es muy inferior al de
las células incubadas en medio carente de fuente de
nitrdgeno (como ocurria en la estirpe silvestre, ver
Tabla 7). Es decir, las estirpes derivadas de FM2 que se
seleccionaron por recuperar la capacidad de utilizar
nitrato para el crecimiento, recuperaron el caracter, no
seleccionado, de presentar un patrdn de regulacidn de
sintesis de la nitrato reductasa andlogo al de la
estirpe silvestre. Estos resultados apoyan fuertemente
la idea de que 1las dos caracteristicas gque constituyen
el fenotipo de la estirpe mutante FM2 son el resultado

de una mutacidn simple.
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Tabla 17. Niveles de actividad nitrito reductasa

en la estirpe A6 y en revertientes de la estirpe mu-

tante FM2
Estirpe Nitrito reductasa
(U-mg clorofila—l)
A6 (silvestre) 1,32
mutante espontdneo 1 1,26
mutante espontdneo 2 1,22
transformante 1 1,29
transformante 2 1,53

Células de las distintas estirpes cultiva-
das en medio con amonio se transfirieron a medio
carente de fuente de nitrdgeno, ajustdndose la densi-
dad, celular a 1la correspondiente a 6 ug clorofila-
ml ~. Tras incubar durante 5 h se tomaron alicuotas
de las suspensiones celulares, en las que se determind
la actividad nitrito reductasa, tras permeabilizar con
MTA y el contenido en clorofila.
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Tabla 18. Efecto del amonio sobre el nivel de actividad

nitrato reductasa en la estirpe mutante FM2 vy rever-

tientes de dicha estirpe

Estirpe Fuente nitrogenada

ninguna amonio

Nitrato reductasa

(U-mg clorofila_l)
FM2 ({parental) 0,8 0,8
mutante esponténeo 1 0,6 0,1
mutante espontdneo 2 0,5 0,1
transformante 1 1,0 0,1
transformante 2 0,9 0,1

Células crecidas en medio BG110 + NH,Cl 5 mM
a 30 °C se transfirieron a medio BG110 (sin fiente de
nitrdgeno) o a BGl1l0 + NHACl 5mM. Tras incubar durante
20 h se determind, en alicuotas de las suspensiones ce-
lulares, el contenido en clorofila vy la actividad ni-
trato reductasa, tras permeabilizar con tolueno.
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3.4. UTILIZACION DE ESTIRPES MUTANTES DE Anacystis
nidulans R2 EN ESTUDIOS DE LA ASIMILACION DEL

NITRATO

3.4.1. Determinacidn de nitrato con células de la

estirpe FM2

La particularidad de la estirpe FM2 de carecer
de actividad nitrito reductasa implica que el nitrato
consumido por las cé&lulas de esta estirpe sblo puede ser
reducido hasta el t&rmino de nitrito, el cual se excreta
al medio. Como muestra la Figura 8, esto ocurre con una
estequiometria précticamente igual a uno (1 nmol de

nitrito excretado por nmol de nitrato consumido).

Esta propiedad de la estirpe FM2 de excretar
al medio en forma de nitrito el nitrato que consume
puede emplearse para la determinacidn de la
concentracidn de nitrato en soluciones. Para ello basta
con anadir una cantidad adecuada de la solucidn problema
a una suspensidén de cé&lulas de la estirpe FM2 en un
tampdn adecuado. Tras incubar a 1la luz y con agitacidn
durante wun tiempo suficiente (idealmente a 4OOC)se
determina la concentracion de nitrito en el medio, que
corresponde a la inicial de nitrato en la suspensidn. En
la Tabla 19 se exponen los resultados de un andlisis de
nitrato utilizando distintas cantidades de dicho

compuesto. Como puede observarse, el método permite la
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Figura 8. Consumo de nitrato y excrecidn de nitrito por
la estirpe FM2 de A. nidulans R2.

Células cultivadas en medio con amonio se incubaron en
medio con nitrato como fuente de nitrdgeno durante 3 h.
El ensayo se realizd wutilizando una suspensidn celular
que contenia 10 ug clorofila - ml y se comenzd con la
adicidn de nitrato. A los tiempos indicados se tomaron
alicuotas en las gque se determind nitrato y nitrito,
tras retirar las cé&lulas por centrifugacidn.
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Tabla 19. Determinacién de nitrato con células de

la estirpe mutante FM2

NO5~ anadido NO;~ estimado
(nmol) (nmol)
1,25 1,33
2,50 2,84
5,00 4,79
10,00 10,12
15,00 15,39
25,00 25,93
50,00 51,30
75,00 76,00

100,00 98,66

A distintas vasijas conteniendo una suspen-
sion de c&lulas (10 ng clorofila) de la estirpe FM2
(provenientes de wun cultivo en medio con amonio) en
tampdén Tricina-NaOH/KOH 25 mM, pH 8,3, se afadieron
las cantidades de KNO que se indican. Tras
incubar 30 min a 40 °C con fluminacién y agitacién, se
determind nitrito en las suspensiones. El ensayo se
llevd a cabo en un volumen final de 1 ml.
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o

deteccidn de muy bajas cantidades de nitrato manteniendo
su efectividad en el intervalo ensayado de 1,25 a 100

nmol de nitrato.

3.4.2. Utilizacién de FM2 en el estudio cinético del

consumo de nitrato

La particularidad de 1la estirpe mutante FM2,
discutida en el apartado precedente, de que el nitrato
consumido pueda estimarse nitrito excretado al medio,
ofrece la posibilidad de ensayar el consumo de nitrato
para cualquier concentracidén inicial del mismo, por alta
que ésta sea. La disponibilidad de una estirpe con estas

caracteristicas ha permitido estudiar en A. nidulans el

efecto de la concentracidén de nitrato sobre su propio
consumo. En la Figura 9 se ilustra tal efecto en
experimentos realizados con la estirpe mutante FM2. La
dependencia del consumo de nitrato por su concentracidn
se manifiesta en forma de curva con dos diferentes
fases, cuya inflexidn se sitla en un valor de
concentracidn de nitrato proximo a 1 mM. Lé
representacion de estos datos seglin la ecuacidn de
inversos de Lineweaver-Burk (Figura 10) de nuevo pone de
manifiesto una cinética biféasica. Estos resultados
sugieren la existencia en el consumo de nitrato por A.
nidulans, de dos diferentes componentes cinéticos, uno
de ellos de alta afinidad, con una Km de orden
micromolar, y un segundo componente de baja afinidad,

con Km de orden milimolar. Estas experiencias se
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Figura 9. Efecto de la concentracidn de nitrato sobre la
velocidad de consumo de dicho 1i6én por 1la estirpe
mutante FM2,

Células cultivadas en medio con amonio se transfirieron
a medio carente de fuente de nitrdgeno, ajusténdose la
degiidad celular a la correspondiente a 10 ng clorofila.
ml ~, v se incubaron durante 3 h. Los ensayos de consumo
de nitrato sa llevaron a cabo en suspensiones celulares
que contenian 9 wug clorofila- ml ~. La velocidad de
consumo de nitrato se calculd a partir de la cantidad de
nitrito producido por las cé&lulas en 8 min.



123

o N
\OO\O\L

_JT(pmol N0§/min.mg clorofila)]

10

o
o

—-1—_— (mM)-!
[NO3]

Figura 10. Representacidén de inversos (Lineweaver-Burk)
del efecto de 1la concentracién de nitrato sobre 1la
velocidad de consumo de dicho ién por células de la
estirpe FM2 de A, nidulans R2.

Las condiciones fueron las mismas que las de la Figura 9.
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llevaron a cabo con cé&lulas de la estirpe mutante FM2 de

A. nidulans R2 cultivadas en medio con amonioc e incubadas

durante 3 h en medio carente de fuente de nitrdgeno. La
cinética bifasica observada para el consumo de nitrato
podria quizds derivarse de la particular situacidén de
deficiencia en nitrdgeno de las cé&lulas utilizadas. Sin
embargo, el mismo comportamiento se observd también para
células de la estirpe FM2 crecidas en medio con amonio
cuando se ensayaron directamente, sin incubacidn previa

en medio sin fuente de nitrdgeno (Fig.l1l).

Dado gque el componente de baja afinidad se
hace patente s6lo a altas concentraciones de nitrato,
pudiendo su cinética de saturacidén reflejar 1la de 1la
nitrato reductasa (Km para el nitrato aproximadamente 2
mM) , parecia razonable pensar que se correspondiera con
una entrada pasiva del nitrato en la celula. Al objeto
de contrastar esta hipdtesis, se estudid el efecto que
sobre el consumo de nitrato a alta concentracidn del idn
presentan el DCCD y el amonio. Estos compuestos inhiben

en A. nidulans el consumo de nitrato a baja

concentracidén del ién. Aunque la inhibicidn causada por
el DCCD se ha adscrito al blogqueo que provoca en la
sintesis y utilizacidén de ATP y la causada por el amonio
a un efecto regulador, en ambos casos se ha propuesto que
el blanco de la inhibicidén es el transporte activo del
nitrato al interior celular (Flores et al., 1983a;
Romero, 1986). Como puede observarse en la Tabla 20, el

consumo de nitrato a alta concentracidén del idn se ve
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Figura 11. Representacidn de inversos (Lineweaver-Burk)

del efecto de 1la concentracidn de nitrato sobre la
velocidad de consumo de dicho ién por cé&lulas de 1la
estirpe FM2 cultivadas en amonio.

Para los ensayos de consumo se utilizaron células de la
estirpe FM2 cultivadas en amonio. Las determinaciones se
llevaron a cabo en sgipensiones celulares gque contenian
2,5 mnug clorofila - ml calculdndose 1las velocidades de
consumo de nitrato a partir del nitrito producido por las
células en 10 min.



Tabla 20. Efectos de amonio y DCCD sobre el con-

sumo de nitrato por la estirpe FM2 de A. nidulans R2

NO, en el Adicidén
ensayo (mM)
ninguna amonio DCCD

Consumo de nitrato

(umol-minnl-mg clorofila™t)
0,25 0,26 0,00 0,00

20,00 0,40 0,00 0,00

Células cultivadas en medio con amonio
se transfirieron a medio carente de fuente de nitrd-
geno, ajustdndose la densidg? celular a la correspon-
diente a 10 pg clorofila.ml ~, y se incubaron durante
3 h. Los ensayos de consumo de nitrato, que se lleva-
varon a caQ? en suspensiones que contenian 10 pg
clorofila-ml =, se iniciaron, tras una incubacidn de
10 min en oscuridad, en ausencia o presencia de DCCD
a concentracidn 5 pM, afiadiendo el KNO, y encendiendo
la luz. El amonio, presente a concentracidén 0,25 mM
donde se indica, se anadid justo antes del nitrato.
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afectado por amonio y DCCD de igual modo que cuando
dicho consumo tiene 1lugar en condiciones de Dbaja
concentracidn de nitrato. (El' DCCD se utilizd
a concentraciones que no afectan a otros aspectos del

metabolismo de A. nidulans tales como el consumo de

nitrito a pH neutro o.la actividad nitrato reductasa,
Flores et al., 1983a). Los resultados obtenidos no
parecen, por tanto, apoyar la idea de que el componente
de baja afinidad observado para el consumo de nitrato

por A. nidulans refleje una entrada pasiva de dicho idn

al interior de la cé&lula.

3.4.3. Utilizacidn de FM2 en el estudio del control de

la utilizacidn de nitrato por la fijacidn de CO

2

La estirpe mutante FM2 carece de nitrito
reductasa, siendo por ello incapaz de producir amonio a
partir del nitrato que consume. De acuerdo con el modelo
propuesto para la regulacidn del consumo de nitrato por
compuestos derivados de la asimilacidn del amonio vy de
la fijacidn de CO2 (apartado 1.2.1.) , en el que el
papel positivo del CO2 se adscribe a 1la capacidad de
productos de su fijacidn para eliminar derivados del
amonio inhibidores de la utilizacidén del nitrato, cabria
esperar que la dependencia del consumo de nitrato por
fijacidén de CO2 estuviese reducida en la estirpe FM2.
Los experimentos que se describen en este apartado se han

dirigido a clarificar este punto.
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3.4.3.1. Requerimiento por CO, para la utilizacidn de

nitrato en las estirpes A6 y FM2

Se planted en primer término si la estirpe
mutante requeria CO2 para consumir nitrato. Con este
fin, se llevaron a cabo ensayos de consumo de nitrato en
vasijas cerradas en las que suspensiones celulares se
burbujeaban con aire o con aire normal pasado a través
de wuna solucidn concentrada de KOH, al objeto de
eliminar el CO2 presente. Como se desprende de los
resultados del experimento que se ilustra en la Tabla 21,
en ausencia de CO2 ,FM2, al igual que 1la estirpe

silvestre, es incapaz de consumir nitrato.

Se planted a continuacidn si el requerimiento
por CO2 para el consumo de nitrato en la estirpe mutante
era diferente al de la estirpe silvestre. Para
responder a este punto se emplearon dos aproximaciones
experimentales distintas. La primera de ellas consistid
en estudiar el efecto que sobre el consumo de nitrato
tenia la adicidén de bicarbonato al ensayo. Como se
observa en la Figura 12, 1la presencia de NaHCO3 , a
concentracidén 10 mM, en el ensayo de consumo de nitrato
se tradujo en  un incremento sensible de la velocidad de
dicho consumo por células de la estirpe silvestre. Esta
observacidn concuerda plenamente con otras realizadas

previamente para A. nidulans (Flores, 1982). Ese efecto

positivo sobre el consumo de nitrato no tuvo lugar

cuando la estirpe ensayada fue la mutante FM2. En este



Tabla 21. Efecto de 1la ausencia de CO sobre el

2
consumo de nitrato por las estirpes A6 y FM2 de A.

nidulans R2

Estirpe +CO2 —CO2

Consumo de nitrato

(umol min_l-mg clorofila™!)
A6 (silvestre) 0,30 0,0

FM2 0,26 0,0

Células cultivadas en medio con amonio se
incubaron durante 3 h en medio carente de fuente de
nitrdgeno (lT suspensidn celular contenia 10 wug
clorofila-ml 7). Los ensayos se realizaron en vasijas
cerradas, conectadas con el exterior a través de
dos agujas hipodérmicas. Una de ellas se utilizaba
para burbujear, a través de 1la §?spensién celular
(que contenia 10 ug clorofila-ml ), aire o aire
pasado por una suspensidn concentrada dJde KOH para
eliminar el CO,. La otra aguja servia como salida de
gases asi como para la toma de muestras. Los ensayos
se 1iniciaron iluminando y afadiendo KNO, (concentra-
cidén final 0,25 mM), tras haber mantenidd las suspen-
siones burbujedndose en oscuridad durante 30 min.
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Figura 12, Efecto del bicarbonato sobre el consumo de
nitrato en las estirpes A6 y FM2 de A. nidulans R2.

Las células se cultivaron en medio con amonio y se
transfirieron a medio sin fuente de nitrdgeno
ajustdndose la densigﬁd celular a la correspondiente a
10 uwg clorofila-ml ~. Tras incubar durante 3 h se
realizaron los ensayos en sgipensiones celulares que
contenian 10 ng clorofila.ml suplementadas (circulos
llenos) o no con NaHCO (concentracidén final 10 mM). Los

ensayos se iniciaron por adicidn de KNO3 (concentracidn
final 0,25 mM). ‘
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caso, la adicidén de bicarbonato no s6lo no provocd
aumento alguno de la velocidad de consumo de nitrato,
sino que caus® una moderada inhibicidén del mismo. E1
efecto negativo del CO2 en este caso podria adscribirse
a una competencia entre la utilizacidn de nitrato vy la

fijacidn de CO, por poder asimilatorio.

Por otra parte se estudid el efecto del
D,L-gliceraldehido (DLG) sobre el consumo de nitrato en
las estirpes silvestre vy FM2. E1l DLG actia en
cianobacterias como un inhibidor de la asimilacidn del
CO2 por. el ciclo reductivo de las pentosas fosfato y,
como tal, inhibe tambi&n la utilizacidn de nitrato en A.
nidulans (Lara et al., 1984; Romero et al., 1985). Como
se observa en la Figura 13, 1la estirpe FM2 es
notablemente menos sensible que 1la silvestre al efecto
inhibidor del DLG sobre el consumo de nitrato. La menor
sensibilidad del consumo de nitrato por la estirpe FM2
al DLG no se debe a gue este compuesto inhiba en menor
grado la fijacidn de CO2 en esta estirpe gque en la

silvestre (Tabla 22).

Los resultados expuestos en este apartado
indican que el requerimiento por coé para el consumo de
nitrato, aungue patente, se encuentra sensiblemente
disminuido en la estirpe FM2 con respecto a 1la estirpe

silvestre.



132

CONSUMO DE NITRATO (% del control)

®
50} ) \:MZ
@
A6
O
0 15

[DLG] (mM)

Figura 13. Efecto del DLG sobre el consumo de nitrato en
las estirpes A6 y FM2 de A. nidulans R2.

Células cultivadas en medio con amonio se incubaron en
medio carente de fuente de nitrdgeno durante 3 h
(chtenido en clorofila de 1la suspensidn celular 10 ug:
ml ). Los ensayos de consumo, en los que se utilizaggn
suspensiones celulares conteniendo 10 ng clorofila-ml —,
se iniciaron por iluminacidn vy adicidn de KNO ,
(concentracidn final 0,25 mM) , tras incubar las
suspensiones 15 min en 1la oscuridad en presencia de la
concentracidn de DLG indicada.
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Tabla 22. Inhibicién por DLG de la fijacidn de CO,_en

las estirpes A6 y FM2 de A. nidulans R2

Estirpe Inhibicidn (%)
DI.G 10 mM DLG 20 mM
A6 (silvestre) 26,9 59,6
FM2 21,1 58,1
Células cultivadas en medio con amonio

se transfirieron a medio carente de fuente de nitrdgeno,
ajusténdose la densigfd celular a la correspondiente a
10 ng clorofila .- ml . Tras incubar durante 3 h, se
estimd la velocidad de fijacion de CO en suspensiones
celylares iluminadas que contenian “10.,png clorofila
-1 . : . 1

ml 14determlnando la incorporacidn de C procedente
de [~ "CINaHCO,. Las suspensiones se pretrataron durante
15 min, en osZuridad, en presencia de las concentracio-
nes de DLG que se indican. Las velocidades de fijacidn
de CO, de 1las suspensiones control,_a las gque no s

anadid DLG, fueron: 5,§1 pmol C02-min 1°Mmg clorofila

(A6) y 3,9 pmol CO,-min - mg clorbfila -~ (FM2).
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3.4.4. Utilizacién de FM2 vy FM10 en el estudio de

interacciones entre consumo de nitrato vy de

nitrito

La disponibilidad de estirpes mutantes de A.
nidulans R2 carentes de actividad nitrato reductasa o
nitrito reductasa, ha permitido estudiar la posible
competencia entre el nitrato y el nitrito por su entrada
en la cé&lula en un sistema en el que quedan excluidas
posibles interacciones a nivel de los procesos de
reduccidn. Los experimentos que se describen a

continuacidn ilustran este aspecto.

3.4.4,1. Efecto del nitrito sobre el consumo de nitrato

Para estudiar el posible efecto del nitrito

sobre el consumo de nitrato por A. nidulans R2 se empled

la estirpe FM2, incapaz de reducir nitrito. Es de
interés comentar que en el experimento que se cita a
continuacidén, asi como en el resto de los descritos en
el apartado 3.4.4., el pH en los ensayos de consumo, O
de fijacidn de CO2 en su caso, se mantuvo en un valor
igual a 9,6. A esos valores de pH la contribucidn de la
entrada pasiva del idn al consumo de nitrito parece ser
practicamente nula y la entrada del nitrito en la cé&lula
tiene lugar en su mayor parte a través del sistema de

transporte activo (Flores et al., 1987).
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En la Tabla 23 se muestra que la presencia de
nitrito en el ensayo de consumo de nitrato inhibia dicho
consumo. Asimismo se observa que la inhibicidn aumentaba
con la concentracidn de nitrito empleada, llegando a
alcanzar un valor de mas del 70% cuando la
concentracidn de nitrito era 1 mM. El nitrito a
concentraciones no muy elevadas ejerce efectos tdxicos
sobre procesos fotosintéticos, por lo que se ~ ha
estudiado si la inhibicidn observada es un reflejo de
tal efecto. En la Figura 14 se muestra que el nitrito a
las concentraciones utilizadas no ejerce efecto

inhibidor alguno sobre la fijacidn fotosintética de co,.

Los resultados obtenidos indican pues que el
nitrito inhibe el consumo de nitrato, no pudiendo
explicarse dicha inhibicidn por wuna competencia por
poder reductor entre la reduccidn de nitrato y la de
nitrito, ni tampoco por un efecto 1inespecifico del
nitrito. La interaccidn competidora podria asi tener

lugar a nivel de la entrada de ambos iones en la celula.
3.4.4.2. Efecto del nitrato sobre el consumo de nitrito

La estirpe mutante empeada en los experimentos
que se describen en este apartado fue FM10, gque carece
de la actividad nitrato reductasa. Para estos
experimentos, las células empleadas en los ensayos se

habian pretratado con MSX. Este tratamiento, que, como
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Tabla 23. Inhibicidn por nitrito del consumo de nitrato

por la estirpe FM2 de A. nidulans R2

Nitrito anadido Consumo de nitrato
(mM) (1mol min  Y-mg clorofila™l)
0,0 0,34
0,2 0,25
0,5 0,13
1,0 0,09

Células cultivadas en medio con amonio se
incubaron durante 3 h en medio carente de fuente de
nitrogéngl(la suspensidn celular contenia 10 ng cloro-
fila -m% ). Los ensayos se iniciaron por adicidn
de KNO~, a concentracién. final 0,1 mM, a célu-
las suspendidas en tampdén glicina-NaOH 25 mM,,pH
9,6 (las suspensiones contenian 10 pg clorofila-ml 7),
suplementadas con KNO2 a las concentraciones indicadas.
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Figura 14. Efecto del nitrito sobre la fijacidn
fotosintética de CO,_por la estirpe FM2 de A. nidulans
R2. =

Células cultivadas en medio con amonio se transfirieron
a medio carente de fuente de nltrogeTo (densidad celular
equivalente a 10 ug clorofila-ml y se 1incubaron
durante 3 h. La fijacidén de CO se estimd en
susEenSlones celulares que contenlfg 10 npg clorofila.
m}4 ;midiendo 1la incorporacidén de C, procedente de

ClNaCO,H. Los ensayos se realizaron en ausencia (0O) o
en presencia de KNO2 a concentraciones 0,2 mM (4), 0,5
m (0 vy 1 mM (@).
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e

se ha comentado, implica la inactivacidn de la glutamina
sintetasa, tenia como objeto el que en las cé&lulas
utilizadas en los ensayos no tuviese lugar asimilacidn
del amonio resultante de 1la reduccidn de nitrito. De
este modo se pretendia evitar interferencias con

procesos posteriores a aquel bajo estudio.

Los resultados expuestos en la Tabla 24
muestran que el nitrato causa una efectiva inhibicidn
del consumo de nitrito cuando estd presente en el ensayo
a concentraciones no superiores a las que se utilizan
para el crecimiento de este organismo. Cuando 1la
concentracidén de nitrato en el ensayo era 20 mM se
obtuvieron inhibiciones del consumo de nitrito del orden
del 90%. Se ha estudiado también el efecto que el
nitrato ejerce sobre la reduccidn, mediada por 1la
nitrito reductasa, de nitrito a amonio. Como se observa
en la Tabla 25, concentraciones de nitrato de hasta 50
mM no tuvieron efecto negativo alguno sobre la reduccidn
de nitrito catalizada por la nitrito reductasa. Los datos
presentados indican que el nitrato inhibe el consumo de

nitrito en A. nidulans R2 y que dicha inhibicién no se

debe a competencia por poder reductor entre la
utilizacidn de dichos iones ni tampoco a inhibicidn de

la nitrito reductasa.

Se ha determinado el tipo de inhibicidn que
ejerce el nitrato sobre el consumo de nitrito. Con este

objeto se ha estudiado, en cé&lulas de la estirpe mutante
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Tabla 24. Inhibicién por nitrato del consumo de nitrito

por la estirpe FM10 de A. nidulans R2

Nitrato anadido Consumo de nitrito
(mM) (umol-min_l-mg clorofila-l)
0,0 0,52
0,2 0,13
2,0 0,09
20,0 0,04

Células cultivadas en medio con nitrito como
fuente de nitrdgeno (suspendidas en tampdn Tricina-NaOH

50 mM, pH 8,1, a razdn de 10 ng clorofila-ml ") se
trataron con MSX 1 mM en la luz, a 40°, durante 15
min. Posteriormente, se transfirieron a tampbn

glicina-NaOH 25 mM, pH 9,6, donde se 1llevaron a cabo
los ensayos de consumo, los cuales se comenzaron aha-
diendo KNO,, a concentracién final 0,1 mM, inmediata-

mente despiés de 1la adicidn del KNO3.
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Tabla 25. Efecto del nitrato sobre 1la actividad

nitrito reductasa de la estirpe FM10 de A. nidulans R2

NO3 Nitrito reductasa

(mM) (umol-min_l-mg clorofila™t)
0,0 0,82

0,5 0,87

5,0 0,81
50,0 0,80

Las cé&lulas utilizadas en el experimento se
cultivaron en medio con nitrito como fuente de nitré-
geno. Las condiciones para los ensayos de la actividad
enzimdtica fueron esencialmente las mismas descritas
en Materiales y Mé&todos, salvo que la concentracion de
nitrito en la mezcla de ensayo fue de 0,4 mM.
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FM10 pretratadas con MSX, la relacidn existente entre la
velocidad de consumo de nitrito y la concentracidn de
éste en el ensayo, tanto en ausencia como en presencia
de nitrato a concentracién 0,25 mM. El1 andlisis de los
valores obtenidos mediante la representacidn de inversos
de Lineweaver-Burk (Figura 15) indica que 1la inhibicidn
por nitrato del consumo de nitrito es de tipo
competitivo. El valor calculado de Ki para el nitrato
fue de 24 uM, muy prdximo al valor de 1la Ks del nitrito

para el consumo de nitrito, que fue de 22 pM (Figura 15)
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Figura 15.u Representacidén de inversos (Lineweaver-Burk)

del efecto de 1la concentracidn de nitrito sobre su
consumo por la estirpe mutante FM10 de A. nidulans R2
en ausencia (0O) o presencia (@) de KNO3 0,25 mM.

Células cultivadas en medio con nitrito como fuente
nitrogenada se trataron con MSX tal como se indica enla
Tabla 23. Para los ensayos se utilizaron _fuspensiones
celulares gque contenian 9 pg clorofila-ml de tampdn
glicina-NaOH 25 mM pH 9,6. Las velocidades de consumo de
nitrito se calcularon a partir de la cantidad de nitrito
desaparecido en 3 min a partir del comienzo del ensayo
por la adicidn de las células.



4, DISCUSION
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La obtencidn de una serie de estirpes mutantes

de Anacystis nidulans R2 afectadas en 1la utilizacidn de

nitrato, asi como la caracterizacidén de las miSmas,
constituye una parte esencial del trabajo desarrollado.
Se han aislado un total de 18 estirpes incapaces de
utilizar eficientemente nitrato como fuente nitrogenada.
Atendiendo a los niveles celulares de actividad nitrato
reductésa y nitrito reductasa gue presentan las
diferentes estirpes, han podido diferenciarse tres
grupos (apartado 3.1.2.1.). Uno es el representado por
la estirpe FM16, que presenta niveles significativos de
ambas actividades enzimiticas. La estirpe FM2, que
presenta actividad nitrato reductasa pero no nitrito
reductasa, define al segundo grupo, incluyendo el
tercero a las dieciséis estirpes restantes que presentan
actividad nitrito reductasa pero no nitrato reductasa.
Mediante estudios de transformacidn con tres pldsmidos

conteniendo cada uno un gen diferente de A. nidulans R2

implicado en la reduccién de nitrato (Kuhlemeier et al.,
1984é,b), se ha constatado que todos los mutantes del
tercer grupo se hallan afectados en alguno de esos tres
genes (apartado 3.1.2.2.). Las estirpes mutantes FM2 y
FM16, ademds de presentar caracteristicas fenotipicas que
las hacen diferentes del resto, son también
diferenciables desde el punto de vista genético, ya dque
ADN aislado de dichas estirpes transforma al fenotipo
silvestre a representantes de los demas tipos de

mutantes (apartados 3.2.2. y 3.3.2.1.). En el caso de
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FM2 se ha constatado, ademds, 1la incapacidad de los tres
plasmidos antes mencionados para transformar dicha

estirpe al fenotipo silvestre.

Resulta de interé&s comentar que, con alta
probabilidad, 1las transformaciones observadas dependian
de recombinacibén. La ocurrencia de transformacidén al
fenotipo silvestre de las estirpes mutantes por ADN de
FM2 o FM16 depende, obviamente, de recombinacidn puesto
que el gen introducido no se encuentra situado en
elementos con capacidad de autorreplicacidén. AGn en el
caso de. la transformacidn de estirpes mutantes con genes

clonados en plésmidos replicables en A. nidulans R2, no

puede descartarse la posibilidad de que la recuperacidn
del fenotipo silvestre tras la transformacidn se deba a
recombinacidn entre el ADN clonado y el cromosoma de la
estirpe receptora. De hecho, se ha descrito que la
transformacidn al fenotipo silvestre de mutantes
carentes de actividad nitrato reductasa se da con igual
frecuencia tanto si el vector en el que se encuentra
clonado el ADN transformante posee capacidad de
autorreplicacidén en la cianobacteria como si no
(Kuhlemeier et al.1984a). La posibilidad de verificar
inequivocamente el requerimieﬁto de recombinacidén para
las transformaciones requeriria disponer de wuna estirpe

de A. nidulans R2 deficiente en recombinacidn. Sin

embargo, aunque se ha descrito el aislamiento de
mutantes de cianobacterias sensibles a luz ultravioleta

(Zhevner y Shestakov, 1972) e incluso el clonaje de genes



146

capaces de desempenar en E. coli ciertas funciones
propias del gen recA (Borrias et al., 1985; Geoghegan y
Houghton, 1987; Murphy et al.,1987; Owttrim y Coleman,
1987), no se dispone en la actualidad de estirpe alguna
de cianobacteria con fenotipo Rec  (deficiente en

recombinacidn).

Los resultados de transformacidn al fenotipo
silvestre de una estirpe mutante con ADN cromosdmico de
otra estirpe mutante (apartados 3.2.2. y 3.3.2.1.), se

han considerado indicativos de que 1las correspondientes

mutaciones afectan a genes distintos. Podria
considerarse, sin embargo, la posibilidad de que
alguno de los casos de transformacién al fenotipo
silvestre sea consecuencia de recombinacidn

intragénica. Para ello, las mutaciones en las dos
estirpes deberian hallarse situadas en sitios
suficientemente distanciados de un mismo gen,
requiriéndose ademds la ocurrencia de recombinacidn en
sitios muy especificos, acontecimiento gue no es muy
probable. De hecho, los valores de las frecuencias con
que el ADN de FM2 o FM16 transformaba al fenotipo
silvestre a los restantes tipos de mutantes son
similares, 1lo que, para el caso de recombinacidn
intragénica, sdlo seria esperablé si las estirpes
receptoras se hallasen a su vez afectadas en el mismo
gen, no siendo &ste el caso. Puesto que, ademds, las
frecuencias de estas transformaciones no eran

especialmente bajas, parece razonable interpretar 1los



147

resultados obtenidos como indicativos de que FM2 y FM16
son estirpes mutadas en genes distintos entre si y, a su
vez, distintos a aquellos en los gque se localizan las

mutaciones de las restantes estirpes.

Resulta 1llamativo el hecho de que todas 1las
estirpes mutantes obtenidas carentes de actividad
nitrato reductasa pertenezcan a alguno de los tres
tipos de mutantes descritos por Kuhlemeier et al.
(1984a, b). Ha de considerarse, sin embargo, que 1los
métodos empleados tanto para la induccidn de mutaciones
como para la seleccidn de 1las estirpes mutantes fueron
los mismos en ambos casos. Asi, al igual que en los
trabajos de Kuhlemeier et al. (1984a), se seleccionaron
como presuntos mutantes a estirpes provenientes de
colonias que en medio s6lido BGll presentaban un tamano
menor que el normal vy color amarillento. Posiblemente,
la base de que entre las estirpes asi seleccionadas se
encuentren con alta frecuencia mutantes afectados en la
asimilacidn de nitrato radique en que el medio sbélido
contiene amonio en muy baja concentracién aunque,
aparentemente, suficiente para permitir que células de
una estirpe que no puede asimilar nitrato (fuente de
nitrégeno del medio BG1l1) formen pequenas colonias que
adquiririan color amarillento al agotarse el amonio
(Allen, 1969). De hecho, se han empleado métodos con una
base similar para la seleccidn de mutantes auxdtrofos en
diversos microorganismos (Gotto et al.,1979; Kelly vy

Sunshine, 1967). No parece probable que este método de
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seleccidn excluya 1la deteccidn de alguna posible
mutacidn particular que afecte a la asimilacidén de
nitrato ni que, por tanto, favorezca la de alglin tipo de

mutante deficiente en la asimilacidn de nitrato.

En 1lo referente al método de induccidén de
mutaciones empleado en este trabajo, al igual que
hicieran Kuhlemeier et al. (1984a), se empled el
transposdn Tn901 como agente mutagénico. Es Dbien
conocido que 1la insercidn de transposones no ocurre en
un sitio al azar dentro de la molécula de ADN blanco,
sino que existen lugares preferenciales de insercidn que
se han denominado "puntos calientes" ("hot spots",
Gridley vy Reed, 1985; Kleckner, 1981), 1lo que podria
reflejarse en la produccidn favorecida de determinadas
mutaciones. Para la mutagénesis se partia de cé&lulas en
las que el transposdn se hallaba presente, por lo que no
puede diferenciarse directamente el gue la
correspondiente mutacidn se origine por insercidén del
transposdn o espontdneamente. Como se discutirda méas
adelante, el fenotipo de la estirpe FM16, novedoso
respecto a los hasta ahora descritos, se explica mejor
como resultante de una mutacidn de tipo puntual que de

la insercidn de un transposon.

De los dos nuevos tipos de mutantes descritos
en este trabajo (FM2 y FMle), FM2 es 1la estirpe due
presenta un fenotipo m&s claro, habiendo sido mejor

estudiada desde el punto de vista genético. Su fenotipo



149

es particularmente interesante, puesto que ademds de
carecer de la actividad nitrito reductasa presenta
desrregulacidn de la sintesis de 1los componentes del
sistema de wutilizacidn de nitrato (apartados 3.1.3.2. y
3.3.1.2.). A diferencia de lo que ocurre en la estirpe
silvestre (Herrero et al., 1981; Romero, 1986) cé&lulas de
FM2 cultivadas en medio con amonio presentan plena
capacidad de transportar nitrato al interior de la
célula y reducirlo hasta nitrito (apartado 3.3.1.2.).
Asi pues, la sintesis de nitrato reductasa y de
proteinas implicadas en el transporte de nitrato no se
encuentra sujeta a represidn por amonio en esta estirpe.
La regulacidén por amonio de la actividad del sistema de
transporte de nitrato se presenta, sin embargo,
absolutamente normal en FM2. Esto implica que en la
respuesta al amonio de la sintesis de proteinas
implicadas en la asimilacidn de nitrato participa el
producto de un gen que aparentemente no interviene en la
regulacidn por amonio de la actividad del sistema de
transporte de nitrato. Por otra parte, no puede
excluirse la existencia de eiementos comunes a ambos
procesos de regulacidn, como lo sugiere la liberacidn
por MSX del efecto del amonio sobre ambos procesos
metabdlicos (Flores et al., 1980; Herrero et al., 1981).
Puesto que el fenotipo de la estirpe FM2 parece ser el
resultado de una mutacidn simple (apartado 3.3.2.2.)
debe considerarse la posible existencia de una relacidn
entre la carencia de actividad nitrito reductasa y la

desregulacién de la sintesis de elementos del sistema de
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utilizacidn de nitrato observados en esta estirpe. La
forma mads simple de explicar estos hechos es a través de
la participacidén de una proteina reguladora con accidn
negativa, activada por amonio, en la sintesis de
proteinas implicadas en la asimilacidn de nitrato. Si
el gen que codifica dicha proteina formase una @nica
unidad transcripcional con el gen estructural de la
nitrito reductasa, una mutacidn polar podria afectar la
sintesis ae ambas proteinas simultdneamente. E1 gue la
mutacién de FM2 estuviese, en efecto, causada por la
insercidn de Tn901 favoreceria la hipdtesis propuesta,
ya due la mutacidn con transposones resulta con
frecuencia en wuna mutacidn polar o/y en 1la pérdida
absoluta de funcidn de la proteina afectada (Grindley y
Reed, 1985; Kleckner, 1981). La proteina reguladora
podria ser incluso 1la misma nitrito reductasa, lo cual
no se contradice necesariamente con el hecho de que
otros mutantes carentes de nitrito reductasa (APE2 vy
APE4) presenten una regulacidn normal de 1la sintesis de
la nitrato reductasa (apartado 3.3.1.1.). Las
mutaciones en estas fGltimas estirpes no tienen porqué
afectar al mismo gen que en la estirpe FM2 ni poseer
caracter polar, siendo de hecho muy probable que sean
mutaciones puntuales, vya que se indujeron mediante
tratamiento con nitrosoguanidina. Modelos en los que una
proteina con funcidn catalitica participa en el control
de la sintesis de la ruta metabdlica de la que forma
parte se han propuesto para diversos sistemas y, en

particular, para 1los de asimilacidn de nitrato de



hongos y del alga verde Chlamydomonas

y Pateman, 1981; Ferndndez vy Céardenas, 1982; Tomsett

y Garrett, 1981).

La propiedad de 1la estirpe mutante FM1l6 de
crecer, aungque pobremente, sobre medio s6lido con
nitrato como fuente nitrogenada ha dificultado
notablemente su andlisis genético. Los Gnicos resultados
de que se dispone sobre el genotipo de FM16, mostrando
gue su ADN puede transformar al fenotipo silvestre al
resto de los mutantes‘ aislados (apartado 3.2.2.),
sugieren que FM16 porta una mutacidn en un nuevo gen. El
fenotipo de esta estirpe asi lo hace pensar, puesto que
es notablemente distinto al de los otros cuatro tipos de
mutantes disponibles. La estirpe FM1l6 presenta niveles
normales (o acaso algo elevados) de nitrito reductasa,
cuya sintesis sigue un patrdén de regulacidn normal, y
niveles bajos (aunque no despreciables) de nitrato
reductasa, dque se sintetiza de manera constitutiva

(apartado 3.1.3.2.).

Aunque los niveles de nitrato reductasa
observados en FM16 parecen ser suficientes como para
permitirle una capacidad de consumo de nitrato no
inferior al 50% de la de la estirpe silvestre, 1la
estirpe mutante no presenta actividad detectable de
consumo de nitrato a concentraciones bajas del idn,
siendo précticamente incapaz de crecer sobre medios con

nitrato como fuente de nitrdgeno cuando el 1idn se halla
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presente a baja concentracidn (3.2.1.1. y 3.2.1.3.). Una
hipdtesis atractiva para explicar estas dos fGltimas
observaciones es la de que FM1l6 sea una estirpe con
escasa o nula capacidad de transporte de nitrato. Esto
estaria de acuerdo con el hecho de que la velocidad de
crecimiento de esta estirpe sobre medios con nitrato
como fuente de nitrdgeno aumenta con la concentracidn de
dicho ibén en el medio, lo dque, por otra parte, no ocurre
en la estirpe silvestre. Puesto que esa menor afinidad
aparente por el nitrato no parece atribuible a defectos
en la reduccidn del nitrato ni en pasos posteriores de
su asimilacidn (apartados 3.2.1.1. y 3.2.1.2.), resulta
16gico considerar gque el paso afectado sea previo a la
reduccidn. Caso de confirmarse esta hipbtesis, FM16

constituiria una evidencia concluyente para A. nidulans

de 1la implicacidn de proteinas en el transporte de
nitrato al interior celular. Aunque para numerosos
organismos, incluyendo bacterias (Betlach et al., 1981;
Flores et al., 1983a; Revilla et al., 1985; Thayer y
Huffaker, 1982), hongos (Brownlee y Arst, 1983;
Goldsmith et al., 1973; Schloemer y Garret, 1974), algas
(Cresswell y Syrett, 1979; Eppley y Rogers, 1970;
Florencio y Vega, 1982; Fuggi et al., 1984; Serra et
al., 1978) vy plantas superiores (Wray, 1986) se ha
propuesto la implicacidn de un sistema de transporte en
la entrada del nitrato en la celula, s6lo en el caso del

hongo Aspergillus nidulans (Brownlee y Arst, 1983) y de

la planta Arabidopsis (Oostidié&r-Braaksma y Fenestra,

1973) se han descrito mutantes presuntamente afectados
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en dicho sistema.

El segundo aspecto de interés en el fenotipo
de FM16 es el referente a la regulacidn de 1la sintesis
de 1las enzimas implicadas en 1la reduccidén de nitrato,
estando alterada la de la nitrato reductasa aunque no la

de la nitrito reductasa (apartado 3.1.3.1.)

Para poder aclarar las bases genéticas del
fenotipo de FM16 seria importante verificar si dicho
fenotipo es, efectivamente, el resultado de una {nica
mutacidén. En el supuesto de que el fenotipo de FM16
fuese debido a wuna mutacidén simple existen diversas
posibilidades para explicar el fenotipo de 1la estirpe.
Una de 1las explicaciones mds simples seria que la
mutacidn afectase al promotor del gen de la nitrato
reductasa, provocando una transcripcidn constitutiva de
bajo nivel. La escasa capacidad de transporte de nitrato
de FM16 podria explicarse en té&rminos de que los genes
con la informacidn para las proteinas implicadas en el
transporte formasen parte de la misma unidad
transcripcional que la nitrato reductasa. Una
explicacidén alternativa seria que la mutacidn afectase
al gen de una proteina reguladora, de modo que é&sta se
comportase reconociendo los promotores de los diferentes
genes de las proteinas del sistema asimilador del
nitrato con distinta afinidad. De hecho, similarmente,
algunas mutaciones en el gen areA ("amonium repression')

de Aspergillus nidulans generan mutantes con fenotipos
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complejos que recuerdan al de FM1l6 (Marzluff, 1981;
Wiame, 1985). Se cree que el locus areA contiene la
informacidn para una proteina gque actfia como un elemento
de control positivo en 1la sintesis de varios enzimas
relacionados con el metabolismo del nitrégeno en

Aspergillus (Marzluff, 1981; Wiame, 1985). Ya se

discutid anteriormente que, aunque en la obtencidn de
los mutantes objeto de este trabajo se empled el
transposén Tn901 como agente mutagénico, no puede
descartarse a priori el que algunas de las estirpes
mutantes seleccionadas se hubiesen originado por
mutacidn espontdnea. Las dos alternativas propuestas
para explicar el comportamiento de la estirpe mutante
FM16 resultan mucho mds plausibles, de hecho, si 1la
mutacidén que afecta a esta estirpe tuviese caracter
puntual, no siendo consecuencia de la insercidn de un

transposdn.

Como se comentd anteriormente, los dieciséis
mutantes aislados carentes de actividad nitrato
reductasa pertenecen a tipos previamente descritos
(Kuhlemeier et al, 1984a, 1984b), por lo que no han sido
objeto de caracterizacidén exhaustiva en este estudio.
Resulta, no obstante, de interés comentar algunos
aspectos en relacidén a ellos. El hecho de que mutaciones
en tres genes aparentemente distintos originen
fenotipos tan similares se puede entender si se tiene en
cuenta que en otros organismos se ha descrito un buen

nimero de- genes implicados en 1la produccidén de la
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molécula activa de nitrato reductasa. Asi, ademids del gen
estructural, existen genes implicados en ’la fabricacidn
del cofactor de molibdeno gque estd presente en las
nitrato reductasas conocidas {(Cove,1978; Fernédndez vy
Matagne, 1984; Marzluff, 1981). Aunque los ejemplos
citados corresponden a nitrato reductasas eucarioticas,

diferentes y mds complejas que la de A. nidulans, los

resultados que aqui se presentan y los de Kuhlemeier et
al. (1984a, D) indican que 1la fabricacidén de la enzima
activa de este microorganismo es también un proceso que
reviste «cierta complejidad, en el que participarian

productos de al menos tres diferentes genes.

Ademds de posibilitar los estudios genéticos
del sistema afectado, el disponer de estirpes mutantes
permite profundizar en el conocimiento de la
operatividad del sistema en cuestidn, puesto que algunos
mutantes se prestan a desarrollar con ellos estudios que
no pueden ser llevados a cabo con la estirpe silvestre.
En- este sentido, una buena parte del trabajo ha
consistido en la utilizacién de algunas de las estirpes
mutantes obtenidas para el estudio de ciertos aspectos

del proceso de asimilacidén de nitrato en A. nidulans.

La estirpe mutante que ha resultado de mayor
utilidad en este cometido ha sido FM2. Carente de la
actividad nitrito reductasa, esta estirpe es capaz de

consumir nitrato y reducirlo sdlo hasta nitrito, siendo
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el nitrito asi producido excretado al medio con una
estequiometria de un mol de nitrito producido por mol de
nitrato consumido. Esta propiedad se ha utilizado, de
hecho, para desarrollar un método analitico de
determinacidn de nitrato en medios complejos (apartado
3.4.1.). Aungue se han descrito numerosos métodos
quimicos para la determinacidn de nitrato, la mayoria de
ellos no son muy satisfactorios, puesto que se hallan
sujetos a interferencias o son dificiles de wutilizar
(Barker y Volk, 1964; Cawse, 1967; Szekely,1967; Thayer
y Huffaker, 1980; Varner et al., 1953). De hecho se han
propuesto como alterhativa diversos métodos bioldgicos
basados en la reduccidn enzimdtica del nitrato a
nitrito, seguida de la posterior determinacidn del
nitrito producido (Flores, 1977; Hamano et al.,
1983;Relimpio et al., 1971). Este tipo de métodos
presenta las ventajas de alta sensibilidad y escasez de
interferencias propias de 1la determinacidén de nitrito,
asi como la de alta especificidad y eficiencia en 1la
reduccidn de nitrato, tipicas de las reacciones
enzimdticas, superiores a las de los métodos quimicos
que incluyen esa reaccidn entre sus pasos (Morris y
Riley, 1963). El metodo desarrollado permite estimar con
precisidn, en un volumen de reaccidn de 1 ml, cantidades
de nitrato tan bajas como 1 nmol y poéee la ventaja
sobre otros mé&todos bioldgicos basados en 1la reduccidn
enzimdtica del nitrato de no requerir la purificacidn de

proteina alguna como paso previo a su utilizacidn.
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Por otra parte, la disponibilidad de un
sistema como el de FM2, en el que el consumo de nitrato
pueda determinarse a partir del nitrito producido, ha
permitido 1llevar a cabo estimaciones del consumo de

nitrato por A. nidulans en presencia de elevadas

concentraciones del idén (apartado 3.4.2.), irrealizables
con la estirpe silvestre en la que el consumo de nitrato
ha de estimarse a traves de su desaparicién del medio.
La relacidn entre velocidad de consumo de nitrato vy
concentracidn del idn corresponde a una cinética
bifdsica, que denota la participacidén en el consumo de
nitrato de dos componentes con distinta afinidad por el
sustrato. La Km del componente de alta afinidad se
encuentra en el orden micromolar, siendo pues similar a
la previamente descrita para el consumo de nitrato por

A. nidulans, que se ha propuesto corresponde a 1la de un

sistema de transporte activo con alta afinidad por el
nitrato (Flores et al., 1983; Tischner vy Schmidt,
1984). E1 componente de baja afinidad muestra una Km en
el orden milimolar, siendo esta la primera vez dJue se

pone de manifiesto en A. nidulans. Este componente

cinético de baja afinidad podria ser consecuencia de una
entrada pasiva del idn, correspondiendo la Km para &l
determinada a la de la propia nitrato reductasa
(apartado 3.2.1.2.). E1 efecto negativo gque sobre el
consumo de nitrato a alta concentracidn de sustrato
ejercen compuestos como amonio y DCCD -inhibidores del

transporte activo de nitrato en A. nidulans sin afectar

notablemente 1la actividad de 1la nitrato reductasa
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(Flores et al., 1980; 1983a; Romero, 1986)- no apoyan,
sin embargo, esta hipbtesis. De hecho, los resultados
indican m&s bien gque ambos componentes corresponden a
sistemas activos sujetos a regulacidn por amonio. La
existencia de cinéticas bifasicas en el consumo de

nitrato no es exclusiva de A. nidulans, habiéndose

descrito descrito para diversos organismos, tales como
plantas superiores (Wray, 1986), algas (Fuggi et al.,
1984; Serra et al., 1978; Zevenboom 'y Mur, 1979) vy
bacterias (Thayer y Huffaker, 1982). En general, ese
tipo de cinética se ha considerado indicativo de 1la
existencia de dos sistemas para la entrada del idén a la
celula. Para algunos de los <casos citados se han
encontrado condiciones en las que opera sdlo uno de los

sistemas (Fuggi et al., 1984; Serra et al., 1978).

Se ha utilizado también la estirpe FM2 para
estudiar cémo la interrupcidn de la ruta de reduccidn
del nitrato a amonio afecta a 1la dependencia que
presenta el consumo de nitrato por fijacidén de. C02
(apartado 3.4.3.). Como se ha comentado en la
Introduccidn, en nuestro laboratorio se ha propuesto un
modelo de regulacidn de 1la utilizacidn de nitrato para
explicar los fundamentos de la citada dependencia
(apartado 1.2.1., Flores et al., 1983c¢c; Guerrero y Lara,
1987; Romero et al.,1985). Estas experiencias con FM2
trataban, en parte, de verificar si el comportamiento de
esta estirpe mutante con respecto a la fijacidén de CO

2

se ajustaba a dicho modelo. El requerimiento por C02 en
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el modelo propuesto se basa en la necesidad de eliminar
metabolitos orgdnicos nitrogenados derivados de 1la
asimilacidn de amonio. Ya que FM2 no puede generar
amonio a partir del nitrato que consume, seria esperable
que en dicha estirpe 1la dependencia por CO2 para el
consumo de nitrato desapareciese o diminuyese. De hecho,
este ltimo es el caso, ya que la dependencia por CO2 en
esta estirpe se halla sensiblemente relajada con respecto
a la silvestre. El hecho de que, aunque disminuida, la
dependencia siga existiendo puede adscribirse a que,
aunque incapaz de generar amonio a partir de nitrato, en
este organismo siguen existiendo otras vias de
generacidn intracelular de amonio, tales como 1la
degradacidn de proteinas o la fotorrespiracidn. En
cianobacterias el amonio de generacidn interna se
recicla a través de 1la glutamina sintetasa, pudiendo
suponer una fraccidn no despreciable (hasta un 10% en A.
nidulans) del amonio que continuamente se asimila por

dicha ruta (Bergman, 1984; Boussiba et al., 1984).

Por Gltimo, se ha empleado la estirpe FM2, en
conjuncién con la estirpe FM10 (carente de actividad
nitrato reductasa), en el estudio de la interrelacidn

de los consumos de nitrato y de nitrito en A. nidulans

R2 (apartado 3.4.4.). Como se comentd en la
Introduccidén, en base a estudios de competencia entre
nitrato y nitrito para su utilizacidn por celulas de A.
nidulans, tanto normales como deficientes en actividad

nitrato reductasa por tratamiento con volframio se habia
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propuesto la existencia de elementos comunes al

transporte de nitrato y de nitrito en A. nidulans

(Flores, 1982). La disponibilidad de estirpes mutantes
carentes de la capacidad de reducir nitrato o nitrito ha
permitido 1llevar a cabo estudios de competencia entre
nitrato y nitrito para su utilizacidn por células en las
que se excluye 1la posibilidad de que la citada
competencia tenga lugar a nivel de reduccidn. Asi, se ha
visto que el nitrito, a concentraciones due no
interfieren con otros procesos tales como la fijacidn de
COZ’ inhibe el consumo de nitrato en la estirpe mutante
FM2, incapaz de reducir y , por tanto, consumir nitrito.
Reciprocamente, el nitrato inhibe el consumo de nitrito
en una estirpe incapaz de reducir nitrato. En este
Gltimo caso, la inhibicidn por nitrato no parece deberse
a efectos sobre la nitrito reductasa, correspondiendo su
cinética a la de wuna inhibicidn competitiva. Puesto que
en ninguno de los casos la inhibicidn puede deberse a la
competencias por poder reductor para la reduccidn
asimilatoria del compuesto inhibidor, 1los resultados
obtenidos de nuevo son altamente indicativos de que la
inhibicidn se ejerce - a nivel de 1la entrada del
correspondiente idén en 1la c&lula. El que 1la cinética de
la inhibicidn por nitrato del consumo de nitrito
corresponda a la de un modelo competitivo supone un
fuerte apoyo a la hipdtesis de que los transportes de
ambos iones compartan alglin elemento comiin. Estos
resultados contrastan con los obtenidos en hongos vy

bacterias fotosintéticas. En Neurospora, el nitrito se




comporta como inhibidor no competitivo del cons

nitrato (Schloemer y Garret, 1974a) mientras que
nitrato no afecta al consumo de nitrito (Schloemer vy

Garret, 1974b). En Rhodopseudomonas el nitrato

interfiere con el consumo  de nitrito, habiéndose
propuesto la existencia de mecanismos distintos para el
consumo de ambos iones sobre la base del diferente
comportamiento observado para dichos procesos (Caballero
et al., 1986). Por otra parte, para el alga verde

Chlamydomonas se ha descrito que la cinética de 1la

inhibicidén gque el nitrato ejerce sobre el consumo de
nitrito se ajusta a un modelo parcialmente competitivo
(Cordoba et al., 1986), mientras gque en las diatomeas

Phaeodactylum vy Ditylium el nitrato parece inhibir

competitivamente el consumo de nitrito (Bilbao et al.,
1981; Eppley vy Coastsworth, 1968), habiéndose propuesto

para Phaeodactylum que el consumo de ambos iones podria

tener lugar mediante el mismo mecanismo (Cresswell vy
Syrett, 1982). Asi pues, parecen existir similitudes

entre los sistemas de entrada de nitrato y nitrito no

s6lo en cianobacterias sino también en otros
microorganismos fotosintéticos como algas verdes vy
diatomeas.

Las estirpes mutantes descritas en este

trabajo han resultado, pues, fGtiles herramientas en el
estudio de diversos aspectos de la asimilacidn del

nitrato en cianobacterias.
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Se han aislado 18 estirpes mutantes de Anacystis

nidulans R2 incapaces de utilizar nitrato como fuente

de nitrdgeno, habiéndose establecido que las

diferentes mutaciones afectan a cinco genes distintos.

Las mutaciones responsables de los fenotipos de las
estirpes FM2 y FM1l6 afectan a sendos genes que no se
habian descrito previamente. Ambas mutaciones, ademés
de causar la pérdida de la actividad nitrito reductasa
en el caso de FM2, y la disminucidén de 1los niveles de
las actividades de reduccidn vy consumo de nitrato en
FM16, provocan la expresifén constitutiva de actividad

nitrato reductasa.

Se ha puesto a punto un método para la determinacidn
de nitrato, gque emplea 1la estirpe FM2 para 1llevar a
cabo la reduccidn estequiométrica de nitrato a

nitrito.

En el consumo de nitrato por Anacystis nidulans R2

participan dos elementos, distinguibles cinéticamente
en la estirpe FM2, que muestran distinta afinidad por
el nitrato. Ambos componentes muestran requerimiento

energético para su actividad y se inhiben por amonio.

La incapacidad de la estirpe mutante FM2 para generar
amonio a partir de nitrato, resultante de su carencia
de actividad nitrito reductasa, se traduce en - una
atenuacidn del efecto positivo del anhidrido carbdnico

sobre el consumo de nitrato.
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En mutantes de Anacystis nidulans R2 carentes de

actividad nitrato reductasa, el nitrato inhibe
competitivamente el consumo de nitrito, actuando a su
vez el nitrito como inhibidor del consumo de nitrato en
mutantes carentes de actividad nitrito reductasa. Esta
inhibicidn reciproca parece tener lugar a nivel de
transporte del sustrato al interior celular, indicando
gue el mismo sistema sea responsable de la entrada en

la cé&lula de ambos iones nitrogenados.
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