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I. INTRODUCCION



El nitr6geno, junto con el carbono, el oxigeno y el
hidrégeno, es un elemento imprescindible para la vida, ya que
no s6lo supone el 14% del peso de las proteinas, sino que,
ademids, forma pérte de los dcidos nucleicos, vitaminas, alca-

loides y numerosos productos intermediarios del metabolismo.

En la biosfera se presenta en varios estados de oxi-
dacidn, que van desde +5, en el nitrato, hasta -3, en el amo-
niaco, las aminas, etc., pudiendo interconvertirse entre es-
tos estados y otros intermedios por los procesos metabélicos
que constituyen el ciclo bioldgico del nitrdgeno en la natu-

raleza (Esquema 1)

DESNITRIFICACION
~0.2 10° Tm/aiio

/ \

FIJACION
~0.2 10° Tm/afio

— NITROGENO
ORGANICO

ASIMILACION
~20 10° Tm /afio

NITRIFICACION
~20 10° Tm/afio

Esquema 1.- Ciclo bioldgico del nitrégeno en la naturaleza.



La asimilacidén reductiva del nitrato se da en orga-
nismos fotosintéticos ( plantas, algas, cianobacterias y bac
terias fotosintéticas ) y no fotosintéticos ( hongos y bacte
rias ) (Losada et al. 1981) y supone la incorporacidén a mol@
culas orgdnicas de 20:10° Tm de nitrdgeno inorgdnico por afio,
que es sb6lo un orden de magnitud inferior que la fijacidn de
CO. (Bowen 1966). El proceso inverso ( nitrificacién ) lo
llevan a cabo dos grupos de bacterias, Nitrosomonas y Nitro-
bacter, utilizando oxigeno como aceptor terminal de electro-
nes (Stanier et al.1971; Zumft y Cdrdenas 1979):

Algunas bacterias reducen nitrato y nitrito utilizin
dolo como aceptor terminal de electrones de la cadena respi-
ratoria en ausencia de oxigeno. Este proceso, denominado des
nitrificacién, estd acoplado a la fosforilacidén del ADP vy
produce nitrégeno molecular (Zumft y Cdrdenas 1979).

La fijacidén del dinitrégeno es un proceso asimilador
que requiere poder reductor y ATP (Burns y Hardy 1975; Schu-
bert y Wolk 1982). Esti restringido a un limitado ntGmero de
microorganismos libres: algunas cianobacterias y bacterias
quimiotréficas, y bacterias fotosintéticas. Existen ademds
algunos ( Rhizobium, Anabaena azollae,...) que llevan a cabo
la fijacidén en simbiosis con pléntas superiores. Por esta
via se fijan 10® Tm de nitrégeno por afio, cantidad equiva-
lente a la fijacidn quimica mediante la sintesis de Haber
(Losada et al. 1981).

Por Giltimo, una serie de microorganismos transfor-
man la materia orgénicé del suelo en amoniaco libre, proce-

so que recibe el nombre de amonificacién (Stanier et al. 1971).



La importancia del nitrato en organismos fotosinté-
ticos asimiladores radica también en que la asimilacidén es
el proceso limitante en la sintesis de proteinas. Por tanto,
el conocimiento y manipulacidén del proceso puede aumentar
el contenido proteico de los organismos con vistas a su po-

sible utilizacidén en la dieta alimentaria.

La asimilacidn reductiva del nitrato hasta amonio
ocurre en dos etapas enzimiticas sucesivas e independientes
que requieren dos y seis electrones respectivamente, y que
estin catalizadas por la nitrato y por la nitrito reducta-
sas, dos metaloenzimas dependientes de ferredoxina o piri-
din nucle6tidos como reductores fisiolégicos. En la actua-
lidad estd firmemente establecido que la reduccidén fotosin-
tética del nitrato estd mds acoplada, al menos en ciertos
aspectos, a las reacciones luminosas de la fotosintesis que

la del dib6xido de carbono (Losada et al. 1981)..

Generalmente, el amonio se incorpora a compuestos
orginicos a través de la ruta de la glutamina sintetasa y de
la glutamato sintasa ( GS / GOGAT ), a través de la via de
la glutamato deshidrogenasa ( GDH : aminacidn reductiva del
2-oxoglutarato ), o a través de ambas tMiflin y Lea 1977;
Stewart y Rhodes 1977; Miflin et al. 1980). En las bacterias
fotosintéticas la asimilacién de amonio se lleva a cabo fun-
damentalmente por la ruta GS / GOGAT (Slater y Morris 1974;
Johansson y Gest 1976; Brown y Herbert 1977a y b; Herbert et

al. 1978; Moreno-Vividn et al. 1983), aunque en presencia de



amonio, o cuando la GS se encuentra inactiva, puede funcio-
nar la ruta de la alanina deshidrogenasa y de la L-alanina-
2-oxoglutarato amino transferasa ( ADH / AOAT ) (Johansson
y Gest 1976; Herbert et aql. 1978; Madigan y Cox 1982; Tolx-
dorff-Neutzling y Klemme 1982; Moreno-Vividn et al. 1983)

(Esquema 2).

Esquema 2.- Reduccién de nitrato y rutas de incorporacidn de
amonio en microorganismos.
Las rutas II y III requieren s6lo 2 electrones, mientras que

la ruta I consume ademds una molécula de ATP por molécula de glutamato.
2-0G, 2-oxoglutarato.



El organismo que se ha utilizado en el presente es-
tudio, Rhodopseudomonas capsulata E1F1, es una bacteria fo-
tosintética roja de la familia Rhodospirillaceae. Las rodos-
pirildceas poseen una gran versatilidad metab6lica para adap-
tarse al medio en el que viven, pudiendo crecer en condicio-
nes fototréficas ( tanto en anaerobiosis estricta como en
condiciones microaeréfilas ) o quimioorganotr6ficamente en
presencia de oxigeno (Pfennig 1978;vTrﬁper y Pfennig 1978).
Llevan a cabo una fotosintesis anoxigénica con un solo foto-
sistema, que utiliza donadores de electrones con un poten-
cial redox mis bajo que el del agua, como el H: o compues-
tos orgdnicos simples como el succinato (Pfennig 1978; Zan-

noni e Ingledew 1983b).

Las rodospi}iléceas son incapaces de generar direc-
tamente en la luz un reductor capaz de reducir al NAD+, por
lo que requieren la aportacidén de una energié adicional (Dut
ton y Prince 1978). E1 papel de la luz es el de producir un
estado rico en energfa en la membrana que favbrece la reduc-
cién del NAD® a partir del succinato como donador de electro
nes, proceso que seria termodindmicamente desfavorable en
otras condiciones. Este flujo invertido de electrones se ha
demostrado en bacterias fotosintéticas (Klemme 1969; Knaff

1978) y también en mitocondrias (Chance y Hollunger 1960).

En condiciones de alta tensién de oxigeno, estas bac
terias pueden tener un transporte respiratorio de electrones
en el que participa un-citocromo b,;9, ademds de elementos

comunes con el sistema fotosintético de transporte, como qui



nonas, citocromos bagg y c2 y centros sulfoférricos (Zannoni

e Ingledew 1983b) (Esquema 3).

NAD*
- /7 A
/
/
/
_200 - Fe (U Q)2 / /
e /
/
/
- /
//
| 4
OF Q-10 « - - - SUCCINATO
|
I
' |
Eo(mv) - |
|
1
|
+200r |
o () ATP
citd ~ 7—'
' lzlso\
B L AN ADP, P
cit €y N .
AN N
\ N
+400F Y AN
. cit b410 N <
(cr-BCL), Tl N
/V \ hY RN ~ h R
a0
+800T- 2

Esquema 3.- Transporte de electrones en R. capsulata.

(—— ) : flujo fotosintético; (---+): flujo respiratorio;
( ~): estado de alta energia ( gradiente de H+ ); (Q-10): ubiquinonas;
Fe(UQ)2 : complejo hierro - ubiquinona; (CR-BCl), : centro de reaccidn.



Mediante estudios de resonancia paramagnética de elec
trones a baja temperatura, utilizando mutantes de R. capsula-
ta, Zannoni e Ingledew (1983a) han caracterizado seis de es-
tos centros sulfoférricos unidos a membrana. Cuatro de ellos
corresponden a ferredoxinas ( g =1.94 ), de las que dos par-
ticipan en las reacciones catalizadas por la NADH-deshidroge
nasa y tienen unos valores de Eé (pH 7.0)de -115 y -370 mV
respectivamente, y las otras dos participan en las reaccio-
nes de la succinato deshidrogenasa, siendo sus Eé (pH 7.0)
respectivos de +120 y -280 mV. El quinto de los centros sul-
foférricos es una sulfo - ferro proteiﬁa de alto potencial
( HiPIP, g =2.02 en estado oxidado y E (pH 7.0) de +60mV)
que parece ser el centro S-3 de la succinato deshidrogenasa,
Y que aparentemente esti en equilibrio con el transporte fo-
tosintético de electrones. Por Gltimo, estos autores han ca-
racterizado otra sulfo - ferro proteina que es un centro de
Rieske ( ¢ =1.90 y ES (pH 7.0) = +320 mV ) y que estd envuel
ta en el transporte de electrones, tanto en el fotosintético

como en el respiratorio.

Las rodospirildceas poseen como pigmentos fotosinté-
ticos, bacterioclorofilas a y b y carotenoides del tipo del
licopeno y del esferoideno, incluidos en sistemas internos
de membrana adosados a la membrana citopldsmica (Kondrat'eva

1963; Pfennig 1978).

Pueden extraer el poder reductor de una serie de com

puestos orgdnicos mids oxidados que el material celular (Pfen



nig 1978). Asi el L-malato es metabolizado en el ciclo de
los dcidos tricarboxilicos a través de la malato deshidroge
nasa ( MDH ) o bien mediante la accién de la enzima milica

( EM ) (Fuller 1978; Sojka 1978) en las reacciones:

fosfoenolpiruvato

Tz -p

L-malato + NADP® —EMe piruvato + €O, + NADPH + H'
MDH

oxalacetato

Son capaces, ademds, de fotoasimilar acetato, piruva
to y 4dcidos dicarboxilicos y, en algunas especies, dcidos gra
sos, metanol, etanol y azlcares. También pueden utilizar, con
gran eficacia, fuentes orgidnicas complejas>como el extracto
de levadura, aunque son incapaces de degradar macromoléculas
como el almidén, la celulosa, la pectina, la quitina, etc.

(Pfennig 1978).

La informacién existente sobre el metabolismo del
nitrato en bacterias fotosintéticas es escasa y, a menudo,
los datos son contradictorios, por lo que no estdn claras
sus implicaciones fisiolégicas y ecoldgicas (Castillo y Cédr
denas 1982a). Malofeeva et al. (1974) encontraron que R. pa
lustris podia crecer en condiciones anaerdbicas estrictas
( atm6sfera de Hz ) en la luz, utilizando nitrato como lnica
fuente de nitrégeno, aunque a una velocidad mucho menor que

con amonio o dinitrégeno. Esta capacidad de asimilar nitra-



to se ha descrito también en las estirpes de R. capsulata
DSM 155, ADZ, BK5, Drl1G, R8c, R10 (Klemme 1979) y N22 (Jack
son et al. 1981), en las de R. sphaeroides R8s, HK1 y FH2
(Klemme 1979) y en la estirpe DSM 137 de R. acidophila (Her
bert et al. 1978).

La estirpe PW5 de R. palustris es capaz de crecer en
la oscuridad anaer6bicamente con una fuente de carbono y amo
nio, utilizando el ATP producido en la desasimilacién reduc-
tiva de nitrato a nitrito (Klemme et al. 1980). Existen tam-
bién estirpes de bacterias fotosintéticas desnitrificantes
que son capaces de reducir anaerSbicamente en la luz, o en
oscuridad, NO; o NO, hasta N, u otros compuestos gaseosos de
nitrégeno, creciendo a expensas de amonio y una fuente de
carbono. A este grupo pertenecen las estirpes 1al y 11/1 de
R. palustris (Klemme et al. 1980) y R. sphaeroides forma sp.
denitrificans (Satéh et al. 1976; Satoh 1977; Sawada et al.
1978) .

Hay estirpes que reducen nitrato a nitrito anaerébi-
Camente en la luz sin asimilar posteriormente éste y sin uti
lizar la reaccibén para la respiracidén anoxigénica. Este tipo
de reduccién la realizan R. palustris DSM 123 y R. sphaeroi-
des 2ro, 2rb y DSM 158 (Malofeeva et al. 1974; Klemme 1979;
Kerber y Cdrdenas 1982).

Katoh (1963a y b) y Taniguchi y Kamen (1963) publica
ron que la estirpe S1 de R. rubrum se podia adaptar al creci
miento con nitrato como finica fuente de nitrdgeno, tanto en
condiciones fototré6ficas como en aerobiosis - oscuridad. Otros

autores, sin embargo, no han podido reproducir estos experi-
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mentos trabajando con la misma estirpe (Ketchum y Sevilla

1973; Klemme 1979). También se ha publicado que R. capsula-
ta B10 es capaz de asimilar reductivamente el nitrato en la
luz (Kelley et al. 1980), aunque cuando se intentdé cultivar
esta bacteria con nitrato, desalojando con argon el dinitrd
geno disuelto en el medio, no se obtuvo crecimiento (Perales

et al. 1981).

Se han caracterizado las nitrato reductasas de algu-
nas de estas bacterias, tanto de tipo asimilador (Alef y Klem
me 1977 y 1979 ; Klemme et al. 1981), como desasimilador (Sa-
toh 1977; Klemme et al. 1980) y no asimilador (Kerber y Car-
denas 1982), obteniéndose en forma soluble la NR asimiladora
de R. capsulata AD2 (Wesch y Klemme 1980), la no asimiladora
de R. sphaeroides DSM 158 (Kerber y Cdrdenas 1982) y la desa
similadora de R. sphaeroides forma sp. denitrificans (Satoh
1981) y unida a membrana la NR asimiladora dé R. capsulata
BK5 (Wesch y Klemme 1980). En muchas de estas enzimas el mo-
libdeno es el grupo prostético y las flavinas o los violdge-
nos reducidos actuan como donadores de electrones en la reac

cién enzimdtica (Castillo y Cdrdenas 1982a).

En cuanto a las nitrito reductasas se han caracteri-
zado varias de tipo desasimilador, asi las de R. palustris
lal y 11/1 (Klemme et al. 1980; Preuss y Klemme 1983) y 1a

de R. sphaeroides forma sp. denitrificans (Sawada et al. 1978).

A pesar de estos estudios, aun no se conoce con cer-
teza el donador fisioldgico de electrones para los procesos

de reduccién del nitrato y del nitrito en este grupo de bac-
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terias fotosintéticas , aunque se han propuesto la ferredoxi
na reducida (Malofeeva et al. 1975) y el NAD(P)H (Katoh 1963a;

Taniguchi y Kamen 1963).

En los organismos fotosintéticos, la glutamina sinte
tasa ( L-glutamato:amonio ligasa (ADP) E.C.6.3.1.2) es la en
zima que regula la incorporacidén del nitr6geno inorgdnico re
ducido al glutamato para formar glutamina y, a partir de és
ta, diversos aminodcidos y metabolitos importantes (Magasa-
nik y Rothstein 1980). E1 hecho de que en el lugar de actua-
cién de la GS confluyan el metabolismo del carbono y el del
nitrégeno, hace que el estudio del mecanismo de accidén de es
ta enzima, asf como el de su regulacién, sean imprescindibles
para el conocimiento de la asimilacién del nitrégeno inorgéa-
nico por estos microorganismos.

La actividad GS de R. capsulata, como la de la mayo-
ria de las bacterias Gram negativas, esti regulada, entre
otros mecanismos, por un procesovde modificacibén covalente
( adenilacidn - desadenilacién ), que depende de la fuente de

nitrégeno del medio (Stadtman y Ginsburg 1974) (Esquema 4).

La GS de bacterias se retroinhibe por diversos amino
dcidos y productos del metabolismo de la glutamina (Woolfolk

y Stadtman 1967; Alef y Zumft 1981; Orr y Haselkorn 1981).

En organismos fotosintéticos la actividad GS se modu
la Zn vZvo por cambios luz - oscuridad, reactividndose con 1la
luz (Rowell et al. 1979; Tischner y Hiittermann 1980; Cullimo
re y Sims 1981; Tischner y Schmidt 1982; Florencio y Vega
1983).
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GS

UR + Gin <— UR-Gin

PnUMP-AT(dﬁT R,UMP Py L7 R ATi)
AT

)
UT + 2-06 <— UT-2-06

Esquema 4.- Regulacidn por adenilacifn - desadenilaci6n de la
actividad glutamina sintetasa de bacterias.

GS(AMP) . glutamina sintetasa adenilada; PHUMP : proteina

PII uridilada; AT(a): adenil transferasa adenilante; AT( d): adenil trans

ferasa desadenilante; UR : enzima desuridilante; UT :uridil transferasa;
2-0G : 2-oxoglutarato.
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El mecanismo de accién de la enzima de bacterias, es
tudiado por Meister (1980), implica la unidn secuencial y or
denada a la GS del ATP y, a continuacién, del glutamato, en
un proceso que requiere la presencia de cationes divalentes.
El ATP transfiere un grupo fosfonio al glutamato para formar
y-glutamil fosfato. El complejo enzima :y-glutamil fosfato
reacciona con el amonio para producir, finalmente, glutamina
y ADP y regenerar la enzima libre. El papel del ATP es el de
facilitar la formacién del grupo acilfosfato, dado su alto
potencial de transferencia de grupo. En ausencia de ATP, la
reaccidn,al ser fuertemente endergénica, no podria transcu-

rrir en el sentido de la formacién de glutamina.

Como inhibidor especifico de la GS se ha estudiado
el MSX (Ronzio y Meister 1968), cuyo efecto se debe a su ca-
racter de andlogo estructural del y-glutamil fosfato y a que
posee, ademds, un grupo metilo que bloquea el lugar de unidén

del NH: a la enzima irreversiblemente (Meister 1980).

La estructura cuaternaria de la glutamina sintetasa
de los diferentes organismos responde a dos tipos fundamen-
tales: en procariotas la enzima consta de 12 subunidades si
milares, con un peso molecular que oscila entre 570 y 670
kDa (Woolfolk et al. 1966; Alef et al. 1981; Orr et al. 1981,
Engelhardt y Klemme 1982), y en eucariotas presenta forma oc
tamérica, con un peso molecular que varia entre 330 y 480 kDa
(Meister 1974; Palacios 1976; Hirel y Gadal 1980; Iyer et al.
1981; Florencio y Vega 1983), aunque la enzima del alga ver-

de Chlorella tiene un peso molecular de 320 kDa y estd forma-
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da por 6 subunidades semejantes (Rasulov et al. 1977). La es
tructura cuaternaria de la GS de procariotas se ha estudiado
también por microscopia electr6nica, y consta de dos anillos
hexagonales superpuestos, formado cada uno por seis subunida
des idénticas, con cierta forma elipsoidal (Valentine et al.
1968; Darrow 1980; Alef et al. 1981; Orr et al. 1981; Engel-
hardt y Klemme 1982).

Se han descrito dos isoenzimas de la GS en plantas
Cs3 ¥y Cy (Guiz et al. 1979; Mann et al. 1979; Kretovich et al.
1981; Hirel y Gadal 1982), algas verdes (Florencio y Vega
1983) y en bacterias no fotosintéticas (Darrow y Knotts 1977;
Fuchs y Keister 1980; Wedler et al. 1980), habiéndose postu-
lado en la bacteria fotosintética R. rubrum (Soliman et al.
1982) . Estas isoenzimas, denominadas GSI y GSII, se diferen-
cian en sus propiedades fisico - quimicas, en su localizacidn

celular y en su papel fisioldgico.

En la obtencién de muchos de estos resultados se han
empleado técnicas inmunolégicas debido, sobre todo, a su es-
pecificidad, sensibilidad y sencillez. Mediante el uso de an
ticuerpos se han localizado diferentes proteinas, por ejem-
plo 1la nitrato reductasa asimiladora de Neurospora crassa
(Rolddn et al. 1982) o la glutamina sintetasa de hojas de es
pinaca (Hirel et al. 1982). Haciendo uso de su diferente com
portamiento inmunolégico, se han podido separar las dos iso-

enzimas de esta dltima  (Hirel et al. 1982).
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En la presente memoria se recogen los resultados del
estudio de la asimilacién del nitrato por la bacteria foto-
sintética R. capsulata E1F1, asi como la caracterizacién de
las enzimas responsables de su reducci6én hasta amonio, nitra
to y nitrito reductasas, describiéndose por primera vez una
nitrito reductasa asimiladora en este tipo de bacterias. Tam
bién se ha estudiado la incorporacién del amonio al glutama-
to y se ha purificado la glutamina sintetasa mediante un mé-
todo rdpido y eficaz. Se han determinado las propiedades £fi-
sico - quimicas y moleculares de esta enzima, asi como sus pgk
rdmetros cinéticos y las caracteristicas de la regulaci6n de

su sintesis y actividad.

Parte de los resultados expuestos en este trabajo se

ha publicado previamente en forma de:

A) Articulos en revistas:

1. Assimilatory nitrite-reductase from Rhodopseudomonas cap=-
sulata E1F1,
Kerber,N.L., Caballero,F.J. y Cardenas,J. (1981) FEMS

Microbiol. Lett. 11, 249-252.

2. Nitrate Photo-Assimilation by the Phototrophic Bacterium
Rhodopseudomonas capsulata E1F1,
Castillo,F., Caballero,F.J. y Cdrdenas,J. (1981) Z. Na-

turforsch. 36c,. 1025-1029.
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B) Resfimenes presentados a congresos:

1. Caracterizacién de la nitratc reductasa asimilatoria de
la bacteria fototr6fica Rhodopseudomonas capsulata

E1F1. |
Caballero,F.J., Cirdenas,J. y Castillo,F. (1981). IT

Congreso FESBE, res. 463, Madrid.

2. Fotoasimilacién del nitrato por la bacteria fototréfica
Rhodopseudomonas capsulata E1F1.
Castillo,F., Moreno-Vivign,C., Caballero,F.J. y Cirde

nas,J. (1981). II Congreso FESBE, res. 464, Madrid.

3. Fijaci6n de dinitr6geno y asimilacién de NHy por algunas
estirpes de rodospiriléiceas.
Perales,M., Moreno-Viviin,C., Cejudo,F.J., Caballero,
F.J., Castillo,F. y Gutierrez-Navarro,A.M. (1981).

VIII Congreso Nacional de Microbiologfa, res. 46P,

Madrid.

4. Solubilization and partial characterization of an assimi

latory nitrite reductase from Rhodopseudomonas capsu

lata E1F1.
Cérdenas,J., Caballero,F.J., Kerber,N.L. y Castillo,F.

(1982) . Special FEBS Meeting, p. 152, Atenas.

5. Characterization of nitrate and nitrite uptake by the

phototrophic bacterium Rhodopseudomonas capsulata

E1F1.
Caballero,F.J., Moreno-Vividn,C., Cejudo,F.J., Casti-

11o,F. y Cardenas,J. (1982). IV International Sympo
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sium on Photosynthetic Prokaryotes, res. B1Z, Bom-

bannes - Burdeos.

6. Molecular Properties of Glutamine Synthetase from Riodo-
pseudomonas capsulata E1F1.
C4rdenas,J., Caballero,F.J., Florencio,F.J., Cejudo,
F.J. y Castillo,F. (1983). 15th FEBS Meeting, Tes.

S-05 TH-170, Bruselas.

7. Kinetic Parameters of the Glutamine Synthetase from Rhio-
dopseudomonas capsulata E1F1.
Caballero,F.J., Cejudo,F.J., Florencio,F.J., Castillo,
F. y Cardenas,J. (1983). 1st International Symposium
on Kinetiecs in Analytical Chemistry, res. P.II.5,

Cérdoba.
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IT. MATERIALES Y METODOS



II.17. ORGANISMO EMPLEADO Y CONDICIONES DE CULTIVO

IT.1.1. Cultivo de células

IT.1.1.1. Condiciones normales de cultivo

Las células de la bacteria fotosintética plrpura Rhodo
pseudomonas capsulata E1F1 (cedida por el Dr. W.G. Zumft, Uni
versidad de Karlsruhe, R.F.A.) se cultivaron fototré6ficamente
a 30°C en cdmaras climatizadas con iluminacién continua sumi-
nistrada por ldmparas de filamento de volframio de 40 W, equi

valente a 4 W m~2.

El medio de cultivo utilizado fue el RCV descrito por
Weaver et al. (1975), que contenia por litro: dcido D,L-milico,
4 g; EDTA, 20 mg; MgSO, .7 H,0, 200 mg; CaCl,.2 H,0, 75 mg;
FeSO, .7 H20, 12 mg; clorhidrato de pirofosfato de tiamina, 1
mg; tampdén fosfato potdsico 0.64 M, pH 6.8, 15 ml; y 1 ml de
una solucién de oligoelementos que contenia: MnSO,.H,0, 397.5
mg; H3BO3;, 700 mg; Cu(NO3),.3 H,0, 10 mg; ZnSO, .7 H,O0, 60 mg;
Na,MoO4 .2 H20, 197.5 mg, disueltos en 250 ml de agua destila-
da. Como fuentes de nitrégeno se usaron, segin los casos, KNOjs,
NH4NO;, NH,Cl, L-glutamato, L-glutamina, L-alanina o extracto
de levadura, todo; a la concentracién de 1 g/1, y KNO, a con-
centraciones entre 1 y 10 mM. Cuando la fuente de nitrdégeno
fue N2 se utilizé el que habia disuelto en el medio de culti-
vo (unos 14 mg/l1 a 25°C) o se mantuvo el cultivo saturado me-
diante borboteo continuo de dicho gas. En todos los casos el

pH del medio se ajustd a 6.8
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Para los cultivos fototr6ficos se utilizaron, normal
mente, tubos con tapén de rosca de 10, 55 y 125 ml, de cris-
tal PYREX, completamente llenos con medio de cultivo para con
seguir la anaerobiosis. En otras ocasiones la anaerobiosis se
logrd pasando una corriente de argon o de dinitrd6geno a tra-
vés del medio de cultivo, en frascos PYREX de 11, dotados de

un sistema estéril de entrada y salida de gases.

Para obtener grandes masas de cé&lulas se prepararon
indculos en frascos de 125 y 250 ml y, a partir de ellos, se
cultivaron las células en botellas PYREX de 1, 2 y 5 1 de ca

pacidad.

IT.1.1.2. Condiciones especiales de cultivo

En los estudios de los efectos del molibdeno y del
hierro, los medios se prepararon sin estos metales, afiadién-
dose luego las cantidades de éstos que se indican en cada
caso. Las células que se inocularon en estos medios prove-
nfian de cultivos sucesivos en medios carentes de MoO, o de

Fe?,y con NH,Cl como fuente de nitrdgeno.

Las bacterias se cultivaron en aerobiosis y oscuri-
dad en un agitador NEW BRUNSWICK G-25, a una temperatura con
trolada de 30°C y con una agitacidén constante de 200 rpm. Las
condiciones heterotréficas de cultivo se consiguieron median
te una atmésfera de aire en matraces de 500 ml que contenian
- 125 ml1 del medio RCV antes descrito, cerrados con algoddn

estéril.
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Instalacidn utilizada para el cultivo de células
de Rhodopseudomonas capsulata EIF1 en el Departamento
de Bioqutmica de la Facultad de Biologta y C.S.I.C.
de la Universidad de Sevilla
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IT.1.1.3., Mantenimiento de las células

Las cé&lulas se conservaron en punciones en medio s&li-
do compuesto por extracto de levadura al 0.3% y DIFCO-BACTOA-
GAR al 1.5%, o en tubos de 10 ml con medio RCV con KNO; o
NH4Cl como fuente de nitrégeno. En ambos casos las células se
mantuvieron iluminadas a 4°C. Las punciones se renovaron cada

3 meses y los in6culos en medio liquido cada mes.

IT.1.1.4. Pureza de los cultivos

Se determiné rutinariamente mediante la toma de mues-
tras de los cultivos, en condiciones estériles, y posterior
extencidén de las mismas sobre el medio s6lido descrito ante-

riormente.

I1.1.2. Recogida de células

Las células se recogieron por centrifugacidén a 4°C y
20 000 g durante 15 minutos en una centrifuga refrigerada RC2Z-B
de SORVALL, se lavaron con tampdén TRIS-HC1 50 mM, pH 7.5, o
con tampén MOPS-KOH 50 mM, pH 7.0, cuando se iba a determinar
la actividad GS, y finalmente se resuspendieron en uno de los
tampones, a razén de 10 ml por gramo de peso fresco de célu-

las.
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IT.2. ENZIMAS

I1.2.1. Preparacidn de extractos acelulares

En la preparacién de extractos de R. capsulata E1F1 se
utilizaron, segln los casos, dos métodos de rotura: choque os
mético, para el estudio de las actividades nitrato y nitrito
reductasas, y tratamiento con ultrasonidos, para el estudio

de la glutamina sintetasa.

I1.2.1.1. Rotura por choque osm6tico

A la suspensidén de células en el tampén TRIS-HC1 50mM,
pPH 7.5 (1 g péso fresco / 10 ml tampén ), se le afiadié glice
rol 11.62 M hasta una concentracién final de 3 M. Esta solu-
cibén se afladi6 gota a gota, con agitacidn, a un volumen diez
veces mayor de TRIS-HC1 50 mM, pH 7.5, al que se adicionaron
5 mg de DNasa. La suspensidn resultante se centrifugé a 10 000
g durante 15 minutos. El precipitado, que contenfia las membra
nas, se resuspendié en el tampdn anterior y se utilizé para

los ensayos de la nitrato y nitrito reductasas.

IT.2.1.2. Rotura por ultrasonidos

Las células se resuspendieron en tampdén MOPS-KOH 50 mM,
pPH 7.0 ( 1 g peso fresco / 10 ml tampén ) y se rompieron por
tratamiento con ultrasonidos a 0°C ( nueve periodos de 20 s a
90 W ) en un sonicador BRANSON modelo B-12. El extracto obte-

nido se centrifugé a 36 000 g durante 15 minutos y el sobrena-
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dante se utilizd para el ensayo de la GS. En los casos en que
se indica este extracto se centrifug6é 1 hora a 100 000g en una
ultracentrifuga refrigerada BECKMAN SPINCO L2 65B, usando un

rotor de receptdculos fijos tipo 30.

I1.2.2. Determinacidn de actividades enzimdticas de R. capsu-

lata EI1F1

Las actividades enzimdticas se determinaron Zn situ,
utilizando suspensiones de células permeabilizadas, o Zn vi-
tro, con extractos acelulares. El primer tipo de determinacio
nes se emple6 rutinariamente debido a su rapidez y fiabilidad,
ya que se realiza en células enteras, mientras que el sistema
in vitro estd sujeto a diversas manipulaciones para romper las
células y extraer la enzima. Por tanto, este Gltimo tipo de
ensayo se utilizd en experimentos en los que no era critica

la rapidez de la medida.

La permeabilizacién de las células se 1levé a cabo de

cualquiera de las dos formas siguientes:

1) con MT A : por cada mililitro de suspensidn celular se
afiadieron 10 ul de una solucién de MTA al 5% y se agité fuer

temente durante un minuto.

2) con tolueno : se afiadieron 20 ul de tolueno por milili-

tro de la suspensidén celular correspondiente y se agité fuer-

temente durante dos minutos.

Las unidades de actividad se definen para cada enzima

y la actividad especifica se expresa como unidades por miligra
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mo de proteina.

I1.2.2.1. Actividad nitrato reductasa

Se ensay6 como se ha descrito previamente (Paneque et
al. 1965), con metil violdgeno reducido quimicamente con di-
tionito como donador de electrones, midiendo colorimétricamen
te el nitrito formado en la reaccibén enzimdtica. La mezcla de
reaccidén contenfa, en un volumen final de 1 ml: 100 umoles de
tampén TRIS-HC1, pH 8.0; 0.2 umoles de metil violdégeno; 10
umoles de KNO3;; 0.8 mg de ditionito sédico disueltos en 0.1
ml de TRIS-HC1 0.5 M, pH 8.0, y una cantidad adecuada de en-
zima. La reaccién se 1llevé a cabo a 30°C y se detuvo por agi-

tacién enérgica, para oxidar el ditionito.

Se define una unidad de actividad enzimdtica como 1la
cantidad de enzima que cataliza la reduccién de 1 umol de ni-

trato a nitrito por minuto.

11.2.2.2. Actividad nitrito reductasa

Se determiné siguiendo el método descrito por Ramirez
et al. (1966), con metil violbégeno reducido quimicamente con
ditionito como donador de electrones, midiendo colorimétrica-
mente el nitrito desaparecido. La mezcla de reaccidn contenia
en un volumen final de 1 ml: 100 umoles de tampén fosfato, pH
7.0; 0.2 uymoles de metil violdgeno; 2 umoles de KNO.; 2.66 mg
de ditionito sédico disueltos en 0.1 ml NaHCO; 0.29 M, y una

cantidad adecuada de enzima. Se 1llev6 a cabo la reaccién a 30°C
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y se detuvo por agitacién enérgica. Para la determinacién del
nitrito fue preciso diluir la mezcla de ensayo convenientemen

te, debido a la sensibilidad del método de determinacién.

Una unidad de actividad enzimitica se define como la
cantidad de enzima que cataliza la reduccidén de 1 umol de ni-

trito a amonio por minuto.

IT.2.2.3. Actividad glutamina sintetasa

Se determindé mediante dos ensayos diferentes, uno co-
lorimétrico ( actividad transferasa ) y otro espectrofotomé-
trico ( actividad biosintética ). El primero se utilizé con
células permeabilizadas, extractos acelulares y enzima puri-

ficada, y el segundo s6lo con enzima purificada.
I1.2.2.3.1, Actividad transferasa

Se determiné mediante el método descrito por Shapiro
y Stadtman (1970), midiendo a 500 nm el y-glutamilhidroxamato
formado en la reaccién

G S
Glutamina + NH:0H — y-glutamilhidroxamato + NHj

Mn?* + ADP + As;

La reaccifn se llevé a cabo a 30°C y en 1 ml de volumen
final, que contenia: 50 umoles de tampén MOPS, pH 7.0; 30 umoles
de L-glutamina; 3 umoles de MnCl:.4 H,0; 0.4 umoles de ADP; 60
umoles de NH:OH; 20 umoles de Na,HAsO. y la cantidad adecuada
de células permeabilizadas, extracto acelular o enzima purifi-

cada. En esta mezcla se midid la actividad transferasa total
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( de la enzima adenilada y desadenilada ). Para medir la acti
vidad de la enzima desadenilada se afiadieron a la mezcla de
reaccién anterior 60 ﬁmoles de MgCl, (Stadtman y Ginsburg 1974).
La reaccibn se inicid al afiadir el arseniato y se detuvo afia-
diendo 2 ml del reactivo de hierro en medio 4cido que se des-

cribe en el apartado II.3.3 .

El grado de adenilacidén de la GS se determiné por la

férmula
1 - _actividad transferasa + 60 mM MgCl,

actividad transferasa - MgCl:

n =12

Se define una unidad de actividad enzimdtica como la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de

Y-glutamilhidroxamato por minuto.

11.2.2.3.2, Actividad biosintética

Se siguié el procedimiento descrito pbr Stewart y Rho
des (1977), acoplando la formacién de ADP con la oxidacidén de
‘NADH via piruvato kinasa (PK), fosfoenolpiruvato y laétato des
hidrogenasa (LDH), segidn las siguientes reacciones:

- reaccién bdsica

Glutamato + NH: + ATP -liii—t-Glutamina + ADP + Pi

- reacciones acopladas

ADP + Fosfoenolpiruvato —E—K——>Piruvato + ATP

+ L DH

Piruvato + NADH + H » l.actato + NAD+

En 1 ml de volumen final la mezcla de reaccién contenia:

50 umoles de tampén MOPS, pH 7.0; 100 umoles de MgCl,.6 H,0;
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100 umoles de NH4C1l; 12 ﬁmoles de ATP; 1 ﬁmol de fosfoenolpi-
ruvato; 50 umoles de KC1l; 40 ﬁmoles de MgSO, .7 H,0; 100 ymoles
de glutamato monosédico; 0.2 pmoles de NADH; piruvato kinasa
(12 U); lactato deshidrogenasa (5 U), y la cantidad adecuada
de enzima purificada. La reaccién se siguié espectrofotométri
camente, por la disminucidén de la absorbencia a 340 nm, y se
llevé a cabo a temperatura ambiente, dando comienzo al afiadir

el glutamato.

Se define una unidad de actividad enzimdtica como la
cantidad de enzima que cataliza la desaparicién de 1 umol de
NADH por minuto, en las condiciones experimentales que se han

descrito.

- I1.2.2.4, Actividad dinitrogenasa

Se determin6é midiendo la reduccidén de acetileno a eti-
leno por células enteras, en atmésfera de argon, segln el mé-
todo descrito por Zumft y Castillo (1978), en vasijas de vidrio
de 15 ml ( conteniendo 3 ml de medio de cultivo con células )
colocadas en un aparato de WARBURG con iluminacién ( 4 W m™2)
y ligera agitacién, a una temperatura constante de -30°C. La
reaccidn se inicidé al afiadir 1 ml de acetileno puro, tomindose
a intervalos fijos de tiempo, muestras gaseosas de 100 ul, en
las que se determindé el etileno formado mediante la cromatogra

fia de gases en una columna de PORAPAK N.

Una unidad de actividad enzimdtica se define como 1la
cantidad de enzima que cataliza la reduccién de 1 umol de ace-

tileno por minuto.
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11.2.3. Determinacidn de actividades enzimdticas de proteinas

usadas como patrones

IT.2.3.1. Actividad alcohol deshidrogenasa

Se determind espectrofotométricamente mediante la re-
duccién de NAD' por etanol, midiendo el incremento de absor-
bencia a 340 nm (Bergmeyer et al. 1974). La mezcla de reaccién
contenia en un volumen final de 1 ml: 37.5 umoles de tampdn
glicina-NaOH, pH 8.8; 126 umoles de Na,P;07; 126 umoles de
clorhidrato de semicarbazida; 900 umoles de etanol; 1.5 umoles
de NAD®, y la cantidad adecuada de enzima. La reaccidn se lle
vé a cabo a temperatura ambiente y se inicié con la adicién

del NAD'.

I1.2.3.2. Actividad catalasa

Se determiné midiendo la disminuci6én de la absorbencia
a 240 nm, que resulta de la descomposicién enzimidtica del agua
oxigenada (Liick 1963). La mezcla de reaccién contenfa en un vo
lumen final de 1 ml: 45 umoles de tampén fosfato potdsico, pH
7.5; 18 uymoles de H,02, y la cantidad adecuada de enzima. La
Teaccidn se 1lev6é a cabo a temperatura ambiente y se inicié

por la adicién de la enzima,
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IT.3. DETERMINACIONES ANALITICAS

11.3.1., Determinacidén de amonio

Se determiné colorimétricamente a 410 nm después de
afiadir el reactivo de Nessler, segln la técnica de microdifu-
sidén de Conway (1962). E1 NH; se liber6 de la muestra con 0.5
ml de una solucidén saturada de K,CO; y se £ij6 en 1 ml de H,SO,
0.01 N. Después de dos horas se tomaron 0.9 ml de la solucién
de (NH4).SO4 y se afiadié 0.1 ml de reactivo de Nessler ( solu
cidén A: K,HgI4; soluci6én B: NaOH, en proporcién 1:1 ). La can
tidad de amonio se calculé por comparacién con una curva de

calibrado obtenida con patrones en condiciones similares a las

experimentales.

Para medidas rutinarias, el amonio se determiné dilu-
yendo 1 ml de muestra centrifugada hasta un volumen de 5 ml,
afiadiendo 0.1 ml de reactivo de Nessler y midiendo la absorben

cia a 410 nm.

I1.3.2. Determinacidn de etileno

Se determiné por cromatografia de gases en un cromaté-
grafo PYE UNICAM serie 204 con un detector de ionizacién de 1lla
ma y con un integrador PYE UNICAM DP-88 acoplado. Para obtener
el tiempo de retencidén del etileno y calibrar el aparato, se
inyectaron 100 ul del gas puro a 35°C y a la presidén atmosféri
ca, equivalentes a 4.09 umoles de etileno. Para las determina-

ciones experimentales se inyectaron 100 ul de muestra gaseosa
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y se compararon las dreas de los picos obtenidos al tiempo de
retencidén correspondiente al etileno. En todas las operacio-
nes se utilizaron microjeringas de precisién HAMILTON para ga

ses.

I1.3.3. Determinacidn de Y-glutamilhidrozamato

Se determiné por reaccidén con FeCl; en medio dcido en
las condiciones descritas por Shapiro y Stadtman (1970). El
reactivo dcido de hierro incluia por litro: 33.33 g de FeCls.
6 Hp0; 7.73 ml de HC1 12 N, y 60.24 ml de 4cido tricloroacéti
co al 20% (p/p). Se afiadieron 2 ml de este reactivo a 1 ml de
la solucidén problema y se determind la absorbencia a 500 nm

que presentaba el complejo formado ( E1cm =3 360 ).
1

I1.3.4. Determinacidén de nitrato

Se determin6é espectrofotométricamente a 210 nm, segln
el método descrito por Cawse (1967). A 1 ml de la solucién que
contenia la muestra se le afiadié 1 ml de dcido sulfdmico al 2%
(p/v) para eliminar el nitrito presente. Al cabo de 2 minutos
se afiadieron 3 ml de dcido perclérico al 6.75% (v/v) y la so-
lucidn se dejd a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasa

dos los cuales se midié la absorbencia a 210 nm ( E1cm.= 1 400).
™

I11.3.5. Determinacidn de nitrito

Se utilizé la reaccién de diazotacién de Griess - Ilosway,

seglin el método descrito por Snell y Snell (1949). Se afiadieron
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1 ml de sulfanilamida al 1% (p/v) disuelta en HC1 2.5 Ny 1 ml
de N-naftiletilendiamina al 0.02% (p/v) a 1 ml de la solucién
con nitrito. Se dej6é desarrollar el color durante 10 minutos

y se midié la absorbencia a 540 nm (E}§m= 54 500) .

I1.3.6. Determinacidn de protetna

La cantidad de proteina se determind generalmente se
gin el método de Lowry et al.(1951) con las modificaciones
de Bailey (1967), que utiliza el reactivo de Folin y Ciocal-
teu después de una digestién alcalina en presencia de Cu (II).
Para determinaciones mds precisas, en muestras exentas de mem
branas y con menos de 25 ug de proteina por mililitro, se uti
1iz6 el método colorimétrico descrito por Bradford (1976) con
Azul de Coomassie. En ambos casos se utilizdé seroalbGmina co
mo proteina patrén. En el método de Lowry et al. se midid la

absorbencia a 750 nm y en el de Bradford a 595 nm.

I1.3.7. TZtulacidn de grupos -SH

Se 1levé a cabo midiendo el aumento de absorbencia a
255 nm debido al compuesto formado entre el pHMB y los resi-
duos -SH de la proteina (Boyer 1954), siguiendo el método des
crito por Cédrdenas et al. (1976). Las determinaciones se rea-
lizaron a temperatura ambiente y en condiciones anaerdébicas en
cubetas de cuarzo provistas de tapdn de goma. Una cantidad de
pHMB exactamente pesada_serdisolvié hasta un volumen exacto en
una mezcla 1:1 de NaOH 2 N y de un tamp6n fosfato 50 mM, pH 7.0,

con 0.02% (p/v) de SDS. Se afiadieron 10 ul de esta solucidn a
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2 ml del tamp6n con SDS en la cubeta de medida, e igual volu-
men del tampdén fosfato-SDS sin pHMB a la cubeta de referencia.
Tras hacer la anaerobiosis en las cubetas, se ajusté la absor
bencia a 255 nm en 0, y a intervalos de 10 a 15 minutos, se
afiadieron, en ambas cubetas, alicuotas con cantidades conoci-
das de la enzima, midiéndose el incremento de la absorbencia
que se producia. El proceso se siguid hasta que nuevas adicio
nes de enzima no provocaban aumento en la absorbencia corregi

da para eliminar el efecto de la dilucién.

I1.3.8. Medida del crecimiento celular

El crecimiento de las células se siguié turbidimétri-

camente midiendo a 680 nm la absorbencia de los cultivos.

I1.4. TECNICAS EXPERIMENTALES

IT1.4.1. Centrifugacidén en gradiente de viscosidad

Se utiliz6 para determinar el coeficiente de sedimen-
tacibn de la glutamina sintetasa, siguiendo el método descrito
por Martin y Ames (1961). Se empled una ultracentrifuga refri-
gerada BECKMAN SPINCO L2 65B, con un rotor de receptdculos bas
culantes tipo SW 65K. Cada tubo de centrifuga contenia 4.3 ml
de un gradiente lineal de sacarosa del 5 al 20% (p/v), desde
el menisco hasta el fondo, preparado en un tampdén MOPS 50 mM,
pH 7.0, que incluia DTE‘O.S mM, EDTA 0.5 mM y MgCl, 2.5 mM. E1

gradiente se formé con un mezclador BUCHLER (U.S.A.) de dos com
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partimentos. Se aplicaron muestras de 0.1 ml conteniendo la
glutamina sintetasa y/o las protefinas marcadoras y se centri
fugaron a 100 000 g durante 6 horas. Acabada la centrifuga-
cién se sacaron los gradientes de los tubos a un flujo de 9
ml/h, empezando por el fondo del mismo, con un aparato DENSI
FLOW de BUCHLER ( U.S.A.), acoplado a una bomba peristdltica
ULTRORAC modelo 7000 de LKB (Suecia), recogiéndose fracciones
de 2 gotas cada ﬁna.

Las proteinas marcadoras fueron: tiroglobulina (50 ug),
ferritina (50 ug), catalasa (30 ug), alcohol deshidrogenasa
(50 ug) y seroalbdmina bovina (80 ug). La catalasa y la al-
cohol deshidrogenasa se detectaron por sus actividades enzi-
miticas, y la tiroglobulina, la ferritina y la seroalbGmina
por sus absorbencias a 230 nm y, después de tratarlas con

Azul de Coomassie (Bradford 1976), a 595 nm.

I1.4.2. Cromatografia de filtracidn en gel

Se emple6 para calcular el peso molecular y el radio
de Stokes de la glutamina sintetasa, siguiendo el método des-
crito por Siegel y Monty (1966). Se utiliz6 una columna (2.5 x
36 cm) de Bio-Gel A-1.5 ( 100-200 mesh ) equilibrada con tampén
MOPS 50 mM, pH 7.0, que contenfa DTE (0.5 mM), EDTA (0.1 mM)
y MgClz (2.5 mM). En la parte superior del gel se deposita-
ron muestras de 0.3 ml de GS y/o proteinas marcadoras, y gli
cerol al 6% (p/v) y se pasaron a través de la columna con un
flujo de 30 ml/h, recogiéndose fracciones de 1.3 ml cada una.

La cromatografia se desarroll6 en una cdmara climatizada a una
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temperatura entre 0 y 4°C. E1 volumen de elucidn (Ve) de cada
proteina se determiné localizidndolas por alguno de los méto-
dos descritos en la literatura. El volumen vacio o de exclu-
sién (Vo) se obtuvo como el volumen de elucidén de una muestra
de azul dextrano al 0.3% (p/v) y el volumen total (Vt) se de-

terminé calibrando la columna vacfia con agua.

Las proteinas marcadoras fueron: tiroglobulina (2 mg),
ferritina (1 mg), aldolasa‘(s mg), alcohol deshidrogenasa ( 5
mg), seroalbdmina (5 mg) y ovoalbdmina (5 mg). Todas se detec
taron por su absorbencia a 230 nm o por su reaccién coloreada
con Azul de Coomassie (Bradford 1976), salvo la alcohol deshi
drogenasa que se detect6 por su actividad enzimdtica.

Para el tratamiento de los datos se utiliz6é la rela-
ci6n de Laurent y Killander (1964), representando (--logKav)”2

frente al radio de Stokes, siendo K, =(Ve-V0) / (Vt-Vo).

11.4.3. Cromatografia de afinidad

Se utilizé en la purificacién de la glutamina sinteta-
sa, empledndose una columna cromatogrdfica ( 0.7 x 5.5 cm ) re
llena con 2',5'-ADP sefarosa 4B equilibrada en un tampdn estin
dar ( MOPS 50 mM, pH 7.0, con MgCl, 2.5 mM, DTE 0.5 mM y EDTA
0.1 mM ). El extracto se pas6 a través de la columna a un flu-
jo de 18 ml/h. Para despegar las proteinas de la matriz se uti
1iz6 el mismo tamp6n pero se le afiadié XC1 ( 50 mM a 1 M ) y/o
ADP ( 3 a 10 mM ), empledndose un flujo de 9 ml/h y recogiéndo
se fracciones de 2.3 ml; Todo el proceso se llev6 a cabo en una

cdmara climatizada a 0 - 4°C. La localizacidén de proteinas, y en
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particular de la glutamina sintetasa, se realiz6 como se des-

cribe en los correspondientes apartados.

I1.4.4. Electroforesis

IT.4.4.1, Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida

Las separaciones analiticas mediante electroforesis
se llevaron a cabo en geles de acrilamida al 5% (p/v), segln
el método descrito por Jovin et al. (1964).

Los geles se polimerizaron a temperatura ambienté en
cilindros de vidrio ( 0.5 x 10 cm ) y se prepararon mezclan-
do 2 vol@imenes de una solucién de acrilamida al 20% (p/v) y
bis-acrilamida al 0.8% (p/v), 1 volumen de tampén TRIS-HC1 3M,
pH 8.8, que contenfa TEMED al 0.46% (v/v), 1 volumen de agua
destilada y 4 voldmenes de una solucién de persulfato améni-
co al 0.07% (p/v), preparada inmediatamente antes de su uso.
Los tubos se llenaron hasta 2 cm de su extremo superior, apro
Xximadamente, cubriéndose el menisco con una capa de agua des-
tilada para evitar el contacto con el aire.

Como tampén electrolito se usé una solucién de pH 8.3,
que contenfa TRIS (3.6 g/1) y glicina (15.28 g/1). Las mues-
tras ( 0.1 ml ) con 10 - 30 ug de proteina, glicerol al 10% (v/v)
y azul de bromofenol al 0.1% (v/v), que se us6 como marcador
del frente de la electroforesis, se colocaron en la parte su-
perior del gel y se sometieron a una corriente continua de 1.5
mA/gel durante los priméros 15 minutos y de 3 -4 mA/gel hasta

que el colorante alcanzé el extremo inferior del tubo (1.5-2h).
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Para determinar el peso molecular de la GS mediante
electroforesis se utilizdé el procedimiento descrito por He-
drick y Smith (1968), con geles de distinto grado de polime-
rizacién (3.5, 5, 6.25 y 7.5%). Como proteinas patrones se
usaron: tiroglobulina, ferritina, catalasa, lactato deshidro
genasa y seroalbtmina, de un KIT suministrado por PHARMACIA
(Suecia) . Las proteinas se disolvieron en 0.1 ml de tampé6n
electrolito y se tomaron muestras de 5ul que se diluyeron a
0.1 ml con tampén electrolito que contenfa glicerol y azul de

bromofenol a las concentraciones dadas anteriormente.

I11.4.4.2, Tincién de protefna

Las bandas de proteina se localizaron sobre los ge-
les, una vez finalizada la electroforesis, por tincién con
una soluci6én de Azul de Coomassie al 1% (p/v) en dcido acéti
co al 7% (v/v). Tras 1 -2 horas de tincién se lavaron los ge
les varias veces con una mezcla de metanol al 5% (v/v) y &ci
do acético al 7% (v/v).

En otras ocasiones los geles se tifieron con el reac-
tivo descrito por Bradford (1976) para la determinacién de
proteinas. Los geles se conservaron en una solucién de 4dcido

acético al 7% (v/v), después de lavarlos con agua.

I1.4.4.3. Deteccidén de la actividad glutamina sintetasa

Se detect6 mediante la actividad transferasade la GS,
seglin el método descrito por Lepo et al.(1979). Los geles se

introdujeron en la mezcla de reaccién descrita para el ensayo
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de la actividad transferasa a 30°C durante 30 minutos. A con-
tinuacidén se pasaron al revelador de FeCls-tricloroacético,
apareciendo bandas de color marr6n-rojizo, debidas al hidro-
xamato férrico, donde habia actividad GS. Estas bandas se di-
fuminaban y desaparecian completamente antes de una hora, por

lo que se marcaban atravesando el gel con un hilo de cobre.

IT.4.4.4. Densitogramas

Los densitogramas de los geles de poliacrilamida se
realizaron en un espectrofotémetro PYE UNICAM SP 8-100 equi-

pado con un densitbémetro 790826.

Se midi6é la absorbencia a 640 nm a lo largo de los ge
les tefiidos para proteina, colocados en tubos de vidrio de 0.5
cm de didmetro interno, a una velocidad de 0.4 mm/s. Los inter
valos de absorbencia fueron de 0 a 2 unidades, con una rendi-
ja horizontal de 2 mm y una rendija vertical derecha de 0.5 mm

para el haz de medida y un atenuador para el haz de referencia.

IT1.4.5. Métodos inmunolbgicos

I1.4.5.1. Doble inmunodifusién

Se 1levé a cabo siguiendo el método descrito por Ouch-
terlony y Nilsson (1978) con ligeras modificaciones. Se afiadie
ron 3 ml de una solucidn de agar al 1% (p/v) en tampdén fosfato
salino (P B S), fundidos a una temperatura superior a 56°C, so

bre una placa de vidrio ( 75 x 25 mm ) y se dejdé solidificar,
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conservidndola en un ambiente himedo hasta su uso. Las mues-
tras se depositaron en pocillos circulares efectuados con

una plantilla, y se dejaron difundir durante 36 horas, pasa-
das las cuales se lavaron 1-2 dias con PBS para eliminar po-
sibles proteinas no precipitadas, y posteriormente con agua
destilada para eliminar las sales del tampdn. Por dltimo, se
tifieron para proteina o para actividad GS y se dejaron secar
a temperatura ambiente. La solucién de PBS estaba compuesta
por fosfato potdsico 50 mM y NaCl 150 mM, a pH 7.2, ajustado con

KOH. Como preservante se afidié ademds NaNs al 0.02% (p/v).

11.4.5.2. Inmunoelectroforesis cruzada

Se realizd de acuerdo con Weeke (1973b) y consistid
en una primera electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
tampén TRIS (25 mM) - glicina (0.2 M) de pH 8,5, seguida de
otra en direccién perpendicular, en otro gel de agarosa que
contenia ademds anticuerpos anti-GS.

Las electroforesis se realizaron a 4°C utilizando co
mo electrolito el tampdén TRIS-glicina anterior. Se aplicd una
corriente de 10 V/cm (250 V de salida del alimentador), estando
la agarosa (10 ml) extendida sobre placas de vidrio ( 91 x 83
mm ) y empledndose como puente entre é&stas y el tampén, papel
WHATMAN n°1 empapado en dicho tampén. El tiempo de desarrollo
de la primera electroforesis fué de 90 - 105 minutos. Al fina-
lizar ésta, se cortd la banda de gel en la que se habian dis-
tribuido los antigenos y se colocd en el extremo de otra pla-

ca, que se cubrid con la mezcla de agarosa y de anticuerpos.
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El tiempo de la segunda electroforesis fue de 4 -5 horas, en
las mismas condiciones que la primera. Las placas se lavaron
durante un dia con PBS y luego una hora con agua destilada,

tifiéndose para actividad o proteina.

I1.4.5.3. Inmunoelectroforesis cuantitativa de cohete

Se desarrolld de acuerdo con Weeke (1973a) en placas
de vidrio ( 91 x 83 mm ) cubiertas con agarosa al 1% en el
tamp6n TRIS-glicina de pH 8.6 descrito en el apartado ante-
rior, conteniendo ademds anticuerpos anti-GS. Las preparacio
nes de antigeno se depositaron en pocillos efectuados en uno
de los extremos de la placa, desarrollidndose la electrofore-
sis en condiciones idénticas a las descritas anteriormente.
El lavado y la tincidn de los geles se realizé también como

se describe en el anterior apartado.

IT1.4.5.4. Tincidén de proteina

La disolucién reveladora estaba formada por Azul de
Coomassie al 0.05% (p/v) en dcido acético al 10% (v/v) e iso-
propanol al 25% (v/v). Las placas se dejaron en esta solucién
2 horas a temperatura ambiente y luego se mantuvieron 8 horas
en una mezcla de dcido acético al 10% (v/v) e isopropanol al
10% (v/v) para eliminar la tinci6én de fondo. Por Gltimo se tu
vieron una noche en agua destilada y se dejaron secar a tempe

ratura ambiente.
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I1.4.5.5. Tincidén de actividad glutamina sintetasa

Los geles, lavados con PBS y agua, se incubaron en la
mezcla de ensayo para la actividad transferasa durante 30 mi-
nutos a 30°C. A continuacidén se introdujeron en el revelador
de hierro en medio dcido, descrito en el apartado II.3.3. ,
observdndose la aparicién de las bandas de hidroxamato férri-
co donde habia actividad GS. Era necesario realizar las foto-
grafias rdpidamente, ya que el color marrén-rojizo se iba di-

fuminando hasta desaparecer con el tiempo.

I1.4.6. Determinaciones espectrofotométricas

Tanto para las determinaciones colorimétricas como pa
ra las de cinética enzimitica se empleé un espectrofotémetro
PYE UNICAM de doble haz, modelo SP 8-100, con lectura digital
y regulador de velocidad incorporado. Se utiiizaron cubetas
de 1 cm de paso de luz con una capacidad de 16 3ml, de cuarzo
para longitudes de onda inferiores a 340mm. La anchura de ban
da utilizada fué de 1 nm en todos los casos, salvo para la ob
tencién de los densitogramas, cuyas condiciones se detallan
en el apartado II.4.3.4, Todas las determinaciones espectro-

fotométricas se llevaron a cabo a temperatura ambiente.
11.4.7. Didlisis de sales y moléculas pequerias

Cuando fué preciso eliminar sales y otras moléculas de
pequefio tamafio, las soluciones enzimdticas se dializaron en bol-

sas de celu;osa regenerada VISKING (Serva, R.F.A.), previamente
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hervidas en una mezcla de NaHCO; al 1% (p/v) y EDTA al 0.01%
(p/v) durante 30 minutos y lavadas posteriormente con abun-

dante agua destilada.

I1.5. REACTIVOS Y APARATOS
I1.5.1. Procedencia de los reactivos utilizados

El agua destilada, que se utiliz6 para preparar diso-
luciones y lavar el material de laboratorio, se obtuvo en un
destilador de vidrio DRA. En los casos en que la destilacién
no era critica se emple6 agua desionizada proporcionada por

un desmineralizador SETA.

Los gases utilizados ( argon, dinitrégeno y acetileno )
fueron suministrados por la Sociedad Espafiola del Oxigeno S.A.

(Sevilla).

Los siguientes productos fueron adquiridos a la casa
‘SIGMA (St. Louis, U.S.A.) : ADH, ADP, ATP, L-aminodcidos, anti-
micina A, Azul de Coomassie, catalasa, DNasa, DTE, FAD, FMN,
HEPES, pHMB, HQNO, LDH, MES, MOPS, MSX, MTA, PEP, PK, ribo-
flavina, sacarosa, TEMED, TRIS y TRITON X-100 .

De SERVA (Heidelberg, R.F.A.) procedian: azul dextra-
no, BV, clorhidrato del pirofosfato de tiamina, ferritina, MV,

ovoalblGmina, persulfato y seroalb@mina.

De BOEHRINGER (Manheim, R.F.A.): citocromo ¢, NAD®, NADH
y NADPH. Las proteinas marcadoras para la electroforesis y pa

ra la filtracién en gel, asf como la 2',5'-ADP sefarosa 4B ,
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procedian de PHARMACIA (Uppsala, Suecia). La azida, el ciana
to y el molibdato fueron de CARLO ERBA (Mildn, Italia). E1

bacto-agar y el extracto de levadura eran de DIFCO (Detroit,
U.S.A.). De RIEDEL (Hannover, R.F.A.) el EDTA y el glicerol.
El Bio-Gel fué suministrado por BIO-RAD (Richmond, U.S.A.). La
acrilamida era de BDH (Poole, Inglaterra) y la bis-acrilami-

da de ALDRICH (Beerse, Bélgica).

La ferredoxina de Clostridium pasteurianum fué cedida
por el Dr. J. Cardenas y la de 4nabaena sp. 7119, asi como 1la
NADPRasa de esta misma cianobacteria, lo fueron por D. Aure-
lio Serrano, de nuestro laboratorio. Los anticuerpos anti-GS
de R. capsulata E1F1 fueron suministrados por el Dr. J.M. Rol
didn y por D. F. Romero, del Dpto. de Bioquimica de la Facul-
tad de Ciencias de la Universidad de Cdérdoba.

Las sales empleadas en mayor cantidad en el medio de
cultivo y en tampones ( fosfatos, carbonato e hidrdéxido sédi-
co ), el sulfato de cobre y el dcido sulfdrico eran de la ca-
sa PANREAC (Barcelona). El resto de los productos utilizados
eran de grado analitico y procedian de la casa MERCK (Darms-

tadt, R.F.A.).

I1.5.2. Aparatos

Las esterilizaciones de los medios y los recipientes

se llevaron a cabo en un autoclave SELECTA, modelo P.

Para la congelacidn de las células se utilizé un con-

gelador rdpido WESTINGHOUSE.
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Las pesadas se realizaron en una balanza METTLER mode
lo PB 3000 o en una balanza de precisidén METTLER H16. Para pe

sadas mds precisas se empled una balanza METTLER M3.

Los ensayos a temperatura fija y los tratamientos tér
micos se efectuaron en un bafio termostato de SELECTA, modelo
157.

Las medidas de pH se efectuaron en un aparato BECKMAN

modelo Expandomatic SS 2.

Las electroforesis analiticas se realizaron con un apa
rato SHANDON, con una fuente de alimentacidn de corriente cdg
tinua VOKAM, modelo SE 2761 de SHANDON. Las inmunoelectrofore
sis se desarrollaron en un equipo MULTIPHOR de LKB, modelo 2117,
con una fuente de alimentacién ATOM, modelo 500. El voltaje se
midié sobre el propio gel utilizando un multimetro digital de

SIMPSON, modelo 461,
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III. RESULTADOS



III.1. CRECIMIENTO Y ACTIVIDADES NOs3Rasa, NO2Rasa Y GLUTAMINA
SINTETASA DE CELULAS DE Rhodopseudomonas capsulata E1F1
CULTIVADAS EN CONDICIONES FOTOTROFICAS CON DIFERENTES
FUENTES DE NITROGENO

La estirpe E1F1 de R. capsulata tuvo un crecimiento
casi inapreciable cuando se cultivé en el medio RCV con KNO;
como Gnica fuente de nitr6geno en aerobiosis y oscuridad, por
lo que para estudiar las enzimas de la asimilacidén del nitra-
to, hasta formar glutamina, se emplearon condiciones fototré-

ficas ( anaerobiosis - luz ).

II1.1.1. Métodos de permeabilizacidn y rotura de células

Los distintos métodos de permeabilizacidén o rotura en
sayados determinaron la aparicién o ausencia de las distintas
actividades enzimdticas. Asi, las actividades NR y NiR finica-
mente se pudieron detectar en extractos procedentes de célu-
las rotas por choque osm6tico, mientras que la actividad GS
se pudo ensayar en extractos obtenidos por todos los métodos

ensayados (Tabla I).

II1.1.2. Niveles de crecimiento y actividades enzimdticas del
sistema reductor de nitrato en distintas fuentes de

nitrdgeno

Las cé&lulas de R. capsulata E1F1 se cultivaron anaerd

bicamente en la luz utilizando fuentes de nitrégeno en diferen

47



TABLA I

COMPARACION DE LOS METODOS DE PERMEABILIZACION Y ROTURA EMPLEA-
DOS Y NIVELES ENZIMATICOS EN R. capsulata E1F1 .

- Actividad enzimdtica ( %)
Método empleado

NOj;Rasa NO;Rasa GS
Ultrasonidos 0 0 100
Prensa de French 0 0 99
Toluenizacidn 0 0 93
Detergentes 0 0 95
Choque osmético 100 100 92

Py

Las células se cultivaron en condiciones fototr6ficas con KNOj
y se recogieron y resuspendieron como se indica en Materiales y
Métodos. Los extractos se obtuvieron en las condiciones que se
indican en la Tabla y en ellos se determinaron las actividades
enzimdticas que se describen. E1 100 % de actividad para NOjsRasa,
NO2Rasa y GS fué de 25 mU/mg, 150 mU/mg y 4.1 U/mg, respectiva-
mente.
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tes estados de oxidacifén. La Tabla II muestra los niveles de
crecimiento, tiempos de generacién y actividades enzimdticas
de la ruta de asimilacién del nitrato.

Los mayores niveles de crecimiento se alcanzaron cuan
do el nitr6geno estaba incorporado a alguno de los aminodci-
dos estudiados, especialmente a la L-glutamina. Algo inferio-
res fueron los niveles de crecimiento en amonio, extracto de
levadura y nitrato, y mds bajos atn si la fuente de nitrége-
no era nitrito o dinitrégeno.

Los tiempos de generacién mis bajos se obtuvieron con
el extracto de levadura y con la L-glutamina, mientras que la
duplicacién se produjo mis lentamente en medios con nitrito,
y algo mds rdpida con dinitrégeno. Con el resto de las fuen-
tes de nitr6geno empleadas los tiempos de generacién oscila-

ron alrededor de las 3.5 horas.

La actividad nitrato reductasa s6lo se detectd cuan-
do en el medio de cultivo habia nitrato o nitrito. Por el con
trario, la actividad nitrito reductasa siempre estuvu presen
te, aunque su nivel de actividad se incrementd en medios con
NO; y mds atGn con NO;. Este aumento no era apreciable si exis

tia simultidneamente NH: en el medio.

La actividad glutamina sintetasa se encontrdé también
en todos los medios con las distintas fuentes de nitrégeno
estudiadas. La actividad era mayor en los medios con L-gluta
mato, nitrito o nitrato, siempre que ademds no hubiese NH:,
siendo precisamente en medios con dicha fuente de nitrégeno

donde se detect6 la menor actividad de la enzima.
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111.1.3. Crecimiento con nitrato, nitrito y amonio

II1.1.3.1. Niveles de actividad nitrato reductasa

En las Figs. 1A y 2A se muestran los perfiles de cre-
cimiento de células de R. capsulata E1F1 en medios con y sin
NO; en ausencia (Fig.1) o presencia (Fig.2) de dinitrégeno di
suelto. Las células crecieron siempre en los medios con nitra
to, aunque el crecimiento fué menor en ausencia de dinitrége-
ho disuelto. En ausencia de nitrato s6lo se observ6 crecimien

to en presencia de N disuelto.

En las Figs.1B y 2B se presenta el consumo de nitrato
y la excrecidén de nitrito al medio de cultivo, en ausencia o
presencia de dinitr6geno, y con KNO; como fuente de nitrégeno.
En ambos casos se observé un consumo de NO, durante la fase
exponencial de crecimiento, acompafiado de una excrecién de NOE
al medio. El nitrato se consumié casi totalmente en presencia
de N2 y s6lo un 38% en ausencia de éste. La cinética de excre-
cib6n de nitrito fué también diferente, alcanzdndose valores 5
veces superiores en el medio sin dinitrdégeno y consumiéndose

en el medio con N, conforme se iba agotando el nitrato.

Las actividades nitrato reductasas observadas en las
condiciones de cultivo anteriores en las que tuvo lugar creci-
miento, se muestran en la Fig.3 . Los perfiles de actividad de
los medios con nitrato son similares: un midximo de actividad
que coincide con la fase de crecimiento exponencial, seguido
de una cafida al cesar el consumo de nitrato. En el medio aue

carecfa de nitrato no se observd ninguna actividad nitrato re-
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Figura 1.- Crecimiento, consumo de nitrato y excrecidn de

nitrito al medio de células de R. capsulata EIF1

cultivadas fototrdficamente con y sin KNO3 en at-

mésfera de argon.

Las células se cultivaron anaerébicamente en la luz en el
medio RCV burbujeado con Ar como se describe en Materiales y Méto-
dos. A los tiempos indicados se detemminaron los distintos pardmetros
por los procedimientos descritos en los correspondientes apartados.
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Figura 2.- Crecimiento, consumo de nitrato y exerecidn de

nitrito al medio de células de R. capsulata EIF1
cultivadas en condiciones fototrdficas con y sin

KNO3; en medios no burbujeados con argon

Las células se cultivaron en anaerobiosis en la luz y los

distintos pardmetros se determinaron como se detalla en los apartados

correspondientes de Materiales y Métodos.
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Figura 3.- Perfil de actividad nitrato reductasa de célu-
las de R. capsulata EI1F1 cultivadas fototrdficamen

te en medios con y sin KNOs.

Las células se cultivaron anaertbicamente en la luz en medios
RCV burbujeados o no con argon. La actividad NR se determind utilizan
do el ensayo colorimétrico descrito en Materiales y Métodos.
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ductasa durante todo el crecimiento.

I111.1.3.2. Efecto sobre la actividad dinitrogenasa

La presencia de nitrato en el medio tuvo un efecto ne
gativo sobre los niveles de actividad dinitrogenasa. Ademis,
cuando el dinitrégeno se eliminé del medio de cultivo con ni-
trato, por desplazamiento con una corriente de argon, las cé-
lulas de R. capsulata E1F1 no mostraron actividad dinitrogena

sa (Fig.4) .

I11.1.3.3. Niveles de actividad nitrito reductasa

Al afiadir cantidades crecientes de NO: a medios que
tenfan L-glutamato como fuente de nitrégeno, se produjo un
aumento en el periodo de latencia de los cultivos, disminuyen
do simultdneamente el nivel de crecimiento, hasta alcanzar va
lores nulos a concentraciones de nitrito de 10 mM (Fig.5). La
actividad NR solamente se detectd en los medios a los que se
afiadi6é nitrito, y siempre con valores mids bajos que los encon
trados en medios con nitrito como Gnica fuente de nitrdgeno.
Los niveles de actividad de la NiR también fueron inferiores
a los obtenidos en medios con NO; o NO; como Gnica fuente de
nitrégeno, aunque se detectd actividad en todos los casos. Se
observé ademds que habia un consumo concomitante de nitrito
durante el crecimiento exponencial (Resultados no mostrados).

Los resultados.obfenidos en medios de cultivo con NO2
como finica fuente de nitrégeno fueron parecidos a los anterio

res, aunque los periodos de latencia eran mayores y la concen
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Figura 4.- Perfil de actividad dinitrogenasa de células
de R. capsulata EIF1 cultivadas anaerdbicamente

en la luz en medios con y sin KNOs.

Las células se cultivaron fototréficamente en medios RCV
con y sin atmésfera de argon como se describe en Materiales y Méto-
dos. A los tiempos que se indican se determiné la actividad dinitro

genasa en células enteras segiin el procedimiento descrito en Mate-
riales y Métodos.
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Figura 5.~ Crecimiento de células de R. capsulata EIFI
cultivadas fototrdficamente con L-glutamato y

diferentes concentraciones de nitrito.

Las condiciones de cultivo en el medio RCV se detallan en
Materiales y Métodos. Todos los cultivos contenian inicialmente 1 g/1
de L-glutamato y concentraciones de KNO, desde 0 a 10 mM, como se
indica en la figura.
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tracién mdxima de NO, a la que se observé crecimiento fué de
3 mM, concentracién a la cual las células de R. capsulata E1F1
permanecieron viables durante una semana antes de comenzar a

crecer (Kerber et al. 1981) .

En las Figs.6A y B se presentan los perfiles de creci
miento y de la actividad NiR, respectivamente, de células de
R. capsulata E1F1 cultivadas en medios con NO; (10 mM) o NO:
(1.5 mM) como Gnica fuente de nitr6geno. No existieron dife-
rencias sustanciales en el crecimiento entre ambas condicio-
nes, con un perfil de actividad especifica caracteristico pa-
ra esta enzima, con valores muy elevados en la fase de laten-
cia que caian al iniciarse el crecimiento, para volver a aumen
tar hasta un miximo en la fase exponencial, disminuyendo otra

vez en la fase estacionaria.

ITI.1.3.4. Niveles de actividad glutamina sintetasa

La actividad glutamina sintetasa se detectd en células
de R. capsulata E1F1 cultivadas en todos los medios con las di
ferentes fuentes de nitr6geno estudiadas (Tabla II) .

En las Figs.7, 8 y 9 se presentan los perfiles de cre-
cimiento y los de las actividades GS adenilada y total, de cé-
lulas de R. capsulata E1F1 cultivadas en medios con nitrato,ni
trito o amonio como Gnicas fuentes de nitrégeno. Los niveles
mds altos de actividad total se obtuvieron en el medio con ni-
trito, siendo en el de nitrato algo inferiores, pero siempre
mayores que en el medio'con amonio. En el apartado III.6.1. se

estudiard la variacién del grado de adenilacidn de la GS en re
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Figura 6.- Perfiles de creciﬁiento y de actividad nitrito

reductasa de células de R. capsulata EI1FI1 cultiva-
das fototrdficamente con KNO; y con KNOa2.

Las células se cultivaron en anaerobiosis en la luz en el me-
dio RCV descrito en Materiales y Métodos con KNO; 10 mM o KNO2 1.5 mM
como fuente de nitrégeno. A los- tiempos que se indican se midié el cre-
cimiento y la actividad NiR como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 7.- Crecimiento y actividad glutamina sintetasa de

células de R. capsulata EIF1 cultivadas fototrdfi-

camente con KNOs.

Las células se cultivaron en anaerobiosis én la luz en el me-
dio RCV con KNO; 10 mM como fuente de nitrdgeno. A diferentes inter-
valos de tiempo se determiné el crecimiento celular y las actividades
transferasa de la GS, la dependiente de Mg** (0) y la dependiente de
Mn?®* (), como se detalla en Materiales y Mé&todos.
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Figura 8.- C(Crecimiento y actividad glutamina sintetasa de
células de R. capsulata E1F1 cultivadas fototrdfi-

camente con KNO,.

Las condiciones de cultivo son las mismas de la Fig.7, pero
utilizando KNO2 1.5 mM como fuente de nitrdgeno. Los distintos paradme-
tros se determinaron como se especifica en Materiales y Métodos.

61



1.5 I
§, l\ o—""—'——.
S 7~
O )
< 10}
o
O
Z
M
EE 0.5¢ /p
wn ®
(23]
< /
S

OC—"’T—. 3 L ] L L 1
I8
£ 15
=
¥p)
O 10}
. ’
Q
% 0.5}
< ¢ .‘,o—""'--——-. ° ° o

\O,OTO.O\O/C o) Q=

20 40 60 80
TIEMPO (h)

Figura 9.- Crecimiento y actividad glﬁtamina sintetasa de

del crecimiento y de las actividades GS se detallan en Materiales y

células de R. capsulata EIF1 cultivadas fototrdfi-

camente con NHuCL.

Las condiciones de cultivo son las de la Fig.7, salvo en la
utilizacién de NH,Cl 1 g/1 como fuente de nitrdgeno. La determinacién

Métodos .
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lacién con las distintas fuentes de nitrégeno empleadas y con

la fase de crecimiento.

I11.1.4. Efecto del pH del medio sobre el crecimiento y las ae

tividades enzimdticas

El medio RCV, descrito para el cultivo de bacterias
de la especie Rhodopseudomonas capsulata, tiene un pH estindar
de 6.8, aunque este no es el 6ptimo para el crecimiento de to-
das ellas. En las Figs.10 y 11 se muestran los perfiles de cre
cimiento y de las actividades enzimdticas implicadas en la re-
duccién y asimilaci6én del NO; por células de R. capsulata E1F1
cultivadas fototr6ficamente con KNO3: como fuente de nitfdgeno.
Los medios RCV se habian ajustado previamente a pH 6.0, 7.0 y
8.0, respectivamente.

El crecimiento disminuyd sensiblemente en el medio de
pH alcalino, siendo ligeramente mayor a pH debilmente 4dcido
que en medio neutro (Fig.10A). La actividad NR fué mayor a pH
7.0 y con un perfil muy parecido al que se obtuvo a pH 8.0,
mientras que a pH 6.0 se mantuvo a un nivel casi constante (Fig.
11A) . La actividad NiR aumentd bastante con la alcalinidad del
medio, llegando a ser a pH 8.0 tres veces mayor que a pH 6.0,
y manteniéndose a un nivel intermedio en el cultivo de pH neu-
tro (Fig.11B). La actividad GS, por el contrario, disminuyé al
aumentar el pH delymedio (Fig.TOB).

Resultados similares se obtuvieron al ajustar el pH del
medio a los mismos valores, pero utilizando KNO» 2 mM como fuen
te de nitr6geno, aunque a pH 6.0 no se observé crecimiento (Re

sultados no mostrados).
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. Figura 10.- Crecimiento y actividad glutamina sintetasa de

células de R. capsulata EI1F1 cultivadas fototrdéfica
mente con KNO3 a distintos pH.

Se utiliz6 el medio RCV con KNO; 10 mM como fuente de nitroge-
no, pero ajustando previamente su pH a los valores que se indican en la
figura. A diferentes tiempos se determind el crecimiento y la actividad
transferasa total de la GS (dependiente de Mn?**).
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Figura 11.- Perfiles de las actividades nitrato y nitrito
reductasas de células de R. capsulata EIFI cultiva-
das fototrdéficamente con KNO3 a distintos pH.

Las condiciones de cultivo son las mismas de la Fig.10. Las

actividades NR y NiR se determinaron como se describe en Materiales y
Métodos .
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III1.2. CARACTERIZACION <n situ DEL SISTEMA DE REDUCCION ENZI-
MATICA DE NITRATO A NITRITO EN CELULAS DE R. capsulata
E1F1

Dado que ninguno de los métodos ensayados para solubi
lizar las dos primeras enzimas de la ruta de asimilacidn del
NO; ( nitrato y nitrito reductasas ) resulté efectivo, se pro
cedid a caracterizarlas <n situ, permeabilizando las células
mediante las técnicas descritas para hacer que dichas enzimas

fueran accesibles a los reactivos del ensayo enzimdtico.

I11.2.1. Caracterizacidn del ensayo de la actividad nitrato re-

ductasa

Para la caracterizacién <z s<tu del ensayo de la reduc
cion de nitrato catalizada por la nitrato reductasa de células
de R. capsulata E1F1, se emplearon preparaciones obtenidas por
choque osmético y se utilizé metil violdgeno reducido con di-
tionito como donador de electrones. Solamente tuvo 1ugar‘1a TE
duccidén de nitrato cuando el sistema estaba completo (Tabla III).

La preparacidén hervida fue totalmente inactiva.

La desaparicién de NO; fué estequiométrica con la for-

macidén de NO, (Tabla IV).

II1I1.2.1.1. Donadores de electrones e inhibidores

En la Tabla V se presentan los resultados obtenidos al
ensayar diversos sistemas donadores de electrones para la reduc

cién enzimdtica de nitrato <m situ POTr extractos acelulares de
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TABLA III

CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE REDUCCION ENZIMATICA DE NO; A NO,
POR LA NITRATO REDUCTASA DE R. capsulata E1F1.

Sistema Actividad NO3;Rasa Actividad
( mU / mg ) relativa (%)
Completo 21 100
Menos nitrato 0 0
Menos metil violégeno 1 5
Menos ditionito 0 0
Completo, extracto hervido 0 0

El sistema completo incluia en un volumen final de 1 ml: 100
umoles de tampdn Tris-HCl, pH 8.0 ; 10 umoles de KNOj3; ; 0.2 umoles
de metil viol6geno ; 4.6 umoles de Na,S,0, ; 10 mg de extracto
enzimidtico. Se utilizaron preparaciones de membranas obtenidas
por choque osmético como se describe en Materiales y Métodos.
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TABLA IV

ESTEQUIOMETRIA DE LA REDUCCION DE NITRATO Y DE LA FORMACION DE NI
TRITO CATALIZADA POR LA NITRATO REDUCTASA DE R. capsulata E1F1,

Tiempo Nitrato Nitrito Nitrato desaparecido
(min) desaparecido formado Nitrito formado
( nmol ) ( nmol )
5 21.0 23.5 0.89
10 40.3 40.6 0.99
15 53.2 47.2 1.13

Se utilizd el ensayo estdndar de nitrato reductasa, a 30°C, con
metil violdgeno reducido por ditionito. Se emplearon preparacio-
nes enzimdticas con una actividad de 4.8 mU/mg (0.1 ml de ésta
por ml de mezcla de ensayo). Al tiempo indicado en la Tabla se
interrumpié la reaccién enzimdtica y, en dos alicuotas, se deter
minaron el nitrato desaparecido y el nitrito formado, seglin se
describe en Materiales y Métodos.
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TABLA V

DONADORES DE ELECTRONES Y COFACTORES PARA LA REDUCCION ENZIMATI-
CA DE NITRATO A NITRITO POR EXTRACTOS ACELULARES DE R. capsulata
E1F1 .

Donador de electrones Concentracién Actividad NOszRasa
y cofactor (mM ) ( unidades relativas )

S,04 5 0

Metil viol6geno / S,0, 0.2/ 5 100

Bencil violégeno / S,04 0.2/ 5 30

FMN / S,0. 0.1/ 5 1

FAD / S,0, 0.1/ 5 0

Riboflavina / $,0, 0.1/ 5 2

FMN / EDTA , luz 0.5/10 45

FAD / EDTA , luz 0.5/10 : 36

Riboflavina / EDTA , 1luz 0.5/10 41

NAD(P)H 0.3 0

NAD(P)H / FMN 0.3/0.1 0

NAD(P)H / FAD 0.3/0.1 | 0

Las actividades se midieron seglin se describe en Materiales y
Métodos con los diferentes donadores y cofactores a las concentra
ciones indicadas en la Tabla. Se utilizaron preparaciones de mem-
branas obtenidas por choque osm6tico como se describe en Materia-

les y Métodos. E1 100 % de actividad corresponde a 20 mU/mg .
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R. capsulata E1F1. S6lo resultaron eficaces los violégenos re
ducidos quimicamente y los flavin nucledtidos reducidos foto-
quimicamente con EDTA. De todos ellos el mds eficaz fué el me
til violdgeno reducido con ditionito, por lo que se empled co
mo donador en el ensayo estdndar. Por el contrario, las flavi
nas reducidas quimicamente fueron ineficaces, al igual que los
piridin nucledtidos reducidos, solos o en presencia de flavi-
nas.

El efecto inhibidor de diversos agentes quimicos sobre
la actividad MVH-NR se presenta en la Tabla VI. E1 CN ™, a una
concentracidén 0.1 mM, fué el inhibidor mds eficaz (78%), segui
do del pHMB y del DTE. También importante, aunque algo menor,
fué la inhibicién producida por algunos agentes quelantes de
metales, como N3, o-fenantrolina y CNO . El C103, a concentra-
cién 2 mM, s6lo inhibid un 10% la actividad NR dependiente de

metil violégeno reducido.

ITI.2.1.2. pH 6ptimo del ensayo

La actividad enzimdtica se vié afectada por el tampdn
en el que se realizé el ensayo y por el pH del mismo. En 1la
Fig.12 se recogen los valores de actividad obtenidos en tam-
p6én fosfato, TRIS-HCl y carbonato, desde pH 6.0 hasta 11.0

La mayor actividad se obtuvo en el tampén TRIS-HC1 de pH 8.0

II11.2.1.3. Efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima

Cuando la NR de R. capsulata E1F1 se incubé 5 minutos,

a temperatura ambiente, a distintos pH y con varios tampones,
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TABLA VI

EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD NITRATO RE-
DUCTASA DE EXTRACTOS ACELULARES DE R. capsulata E1F1 .

Inhibidor Concentracién Inhibicién
| ( mM ) (%)

Ninguno - 0
p-hidroximercuribenzoatoa 0.5 13

2 83
Ditioeritritol? 1 53
o-fenantrolina? 2 40
KCN 0.1 78
NaN; 2 66
KCNO ‘ 1 _ 30

KC10s3 2 10

Las actividades se midieron con metil violdgeno reducido por
ditionito, utilizando preparaciones de membranas obtenidas por
choque osm6tico como se describe en Materiales y Métodos.

a la mezcla de ensayo, sin ditionito, se preincubdé durante 5 mi-
nutos a 30°C con el inhibidor y el extracto enzimidtico.

b la enzima fué reducida por iluminacién ( 2.8 kW/m? ) a 25°C en
condiciones anaer6bicas con FMN 0.5 mM y EDTA 10mM..

71



15 O -0 Fosfato
¢-0 TRIS-HCI
A-A Carbonato

—
o
T

N

ACTIVIDAD NO,Rasa (mU/mg)

Figura 12.- pH dptimo de la reducecidédn enzimdtica de nitra-
to a nitrito por extractos acelulares de R. capsula
ta FIF1.

El ensayo de la actividad se realizé seglin se describe en Mate
riales y Métodos, con metil violdgeno reducido con ditionito como dona-
dor de electrones, utilizando en cada caso el tamp6n que se indica en
la figura a la concentracién final de 0.1 M y al pH que se indica, en
sustitucién del que se empleé rutinariamente.
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la enzima fué estable en el intervalo de pH entre 7.5 y 9.0

(Fig.13).

II1.2.2. Efecto del volframato sobre el crecimiento y la acti

vidad nitrato reductasa

La adicién de volframato al medio de cultivo con KNOs
afect6 al crecimiento y a la actividad nitrato reductasa de
células de R. capsulata E1F1 (Fig.14). Al aumentar la concen
tracién de volframato en el medio de cultivo, el crecimiento
fué disminuyendo hasta un 50% del que tenfa el cultivo con-
trol, con W04_1 mM. A esta misma concentracién la actividad
NR era un 88% inferior a 1la de los cultivos sin volframato,

observdndose, ademds, una disminucién drdstica de la excre-

cién de nitrito al medio.

II1.3. CARACTERIZACION %n situ DEL SISTEMA DE REDUCCION ENZI-
MATICA DE NITRITO EN CELULAS DE R. capsulata E1F1

I11.3.1. Caracterizacién del ensayo de la actividad nitrito re

ductasa

La nitrito reductasa de células de R. capsulata EIF1 se
caracterizé en extractos acelulares obtenidos por choque osmé-
tico, utilizando como sistema donador de electrones el metil
violégeno reducido con ditionito. S6lo se detect6 actividad sig
nificativa cuando se epsaYd el sistema completo, observindose

una cierta actividad remanente en ausencia del violdgeno o con
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Figura 13.- Efecto del pH sobre la estabilidad de la nitra

to reductasa de extractos acelulares de R. capsula-
ta FI1F1.

Los extractos se preincubaron 5 minutos al pH indicado en la
grafica con los distintos tampones y el ensayo se 1llev6 a cabo a pH 8.0
con Tris-HCl como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 14.- Efecto de la concentracidn de volframato sobre

el crecimiento y la actividad nitrato reductasa de
células de R. capsulata EI1F1.

Células cultivadas fototréficamente en medios RCV sin molib-
deno y con NH4Cl como fuente de nitrégeno se inocularon en medios con
las concentraciones de WO, que se indican en la figura y con KNOs; 10mM
como fuente de nitrégeno. A las 24 horas de cultivo se determinaron
los distintos pardmetros como se describe en Materiales y Métodos.
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extracto hervido (Tabla VII).

El proceso de reduccidén de nitrito fué estequiométri-
Co con la aparicidén de amonio en el medio, en las condiciones

del ensayo (Tabla VIII).

IIT.3.1.1. Donadores de electrones e inhibidores

Entre los diversos sistemas donadores de electrones
ensayados para la reduccién iZn situ de nitrito catalizada por
extractos de R. capsulata E1F1, el mds eficaz fué el que con-
tenia metil violdgeno reducido con ditionito. El bencil viold
geno y las flavinas, reducidos quimicamente, resultaron mucho
menos eficaces, siendo algo mayor la actividad si las flavi-
nas se reducian fotoquimicamente en presencia de EDTA. El di-
tionito por si solo también tuvo alguna efectividad como dona
dor de electrones. Los piridin nucledtidos reducidos, solos
0 en presencia de flavinas, fueron incapaces de llevar a cabo
la reduccidn del nitrito. El citocromo ¢ reducido o las ferre
doxinas reducidas de Clostridium pasteurianum y Anabaena sp.
7119 fueron eficaces donadores de electrones de la NiR de R.

eapsulata E1F1 (Tabla IX).

En la Tabla X se presenta el efecto producido por di-
versos agentes quelantes de metales sobre la actividad MVH-NiR
de extractos acelulares de R. capsulata E1F1. La o-fenantroli-
na, el dietilditiocarbamato y el EDTA produjeron una disminu-
cién de la actividad entre un 54 y un 70%, mientras que la 2,
2'-bipiridina inhibié un 39% y la 8-hidroxiquinoleina sélo un

30%, igual que el HQONO a una concentracién 9 veces menor.
q A
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TABLA VII

CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE REDUCCION ENZIMATICA DE NO, A NH.
POR LA NITRITO REDUCTASA DE R. capsulata E1F1

+

Sistema Actividad NOzRasa Actividad
( mU / mg ) relativa (%)
Completo 170 100
Menos nitrito 0 0
Menos metil viol6geno 8 5
Menos ditionito 0 0
Completo, extracto hervido 6 4

El sistema completo inclufa en un volumen final de 1 ml:
umoles de tampdn fosfato, pH 7.0 ; 2 umoles de KNO

100
0.2 umoles

de metil violGgeno ; 15 umoles de Na,S,0,, y extracto acelular

con 1 mg de proteina por ml, obtenido por choque osmético como

se describe en Materiales y Métodos.
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TABLA VIII

ESTEQUIOMETRIA DE LA REDUCCION DE NITRITO Y LA FORMACION DE AMO
NIO CATALIZADA POR LA NITRITO REDUCTASA DE R. capsulata E1F1.

Tiempo Nitrito Amonio Nitrito desaparecido
(min) desaparecido formado Amonio formado
( umol) ( umol)
10 1.9 1.8 1.05
15 2.5 2.2 1.13
20 3.2 2.7 1.18

Se utilizé el ensayo estdndar de la nitrito reductasa, a 30°C
con metil violdgeno reducido por ditionito, con preparaciones de
enzima (12.4 mg proteina /ml) que tenian una actividad especifi-
ca de 153 mU/mg ( 0.1 ml1 de preparacién por cada ml de mezcla de
ensayo). A los tiempos indicados se interrumpié la reaccién enzi
mdtica y, en dos alicuotas, se determind el nitrito desaparecido
y el amonio formado, como se describe en Materiales y Métodos.
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TABLA IX

DONADORES DE ELECTRONES Y COFACTORES PARA LA REDUCCION ENZIMATI-
CA DE NITRITO A AMONIO POR EXTRACTOS ACELULARES DE R. capsulata
E1F1 .

Donador de electrones Concentracién Actividad NOz2Rasa
y cofactor (M) (unidades relativas)
S,0, 5 8
Metil violégeno / S,0, 0.2/ 5" 100
Bencil violégeno / $,0, 0.2/ 5 14
FMN / S,0, 0.1/ 5 10
FAD / S,0, 0.1/ 5 11
Citocromo ¢ / S,0, 1/5 30
Fd Clostridium / S,0, 1 /5 61
Fd Anabaena / NADPH ¢ 1/ 2 | 21
FMN / EDTA, 1luz 0.5/ 10 20
FMN / EDTA 0.5/ 10 0
NAD(P)H 0.3 0
NAD(P)H / FMN 0.3/ 0.1 0
NAD(P)H / FAD 0.3/0.1 1

Las actividades con los diferentes donadores y cofactores, a
las concentraciones indicadas en la Tabla, se midieron seglin se
describe en Materiales y Métodos. El 100 $ de actividad correspon
de a 178 mU/mg de proteina.

a el ensayo incluye también NADPRasa de Anabaena sp 7119 .

79



TABLA X

EFECTO DE AGENTES QUELANTES DE METALES SOBRE LA ACTIVIDAD NITRI-
TO REDUCTASA DE R. capsulata E1F1 .

Quelante Concentracién Inhibicién
(mM ) (%)
Ninguno - 0
o-fenantrolina 5 54
8-hidroxiquinoleina 5 30

N -6xido de 2-n-heptil-4-hidroxi

quinoleina 0.6 30
2,2'"-bipiridina 5 39
Dietilditiocarbamato 5 62
Antimicina A 5 13
NaEDTA 5 ‘ 70

Las actividades se midieron con metil viol6geno reducido qui-
micamente, utilizando extractos acelulares obtenidos por choque
osmético como se describe en Materiales y Métodos. Excepto para
el EDTA, la enzima se incubdé 5 minutos con los quelantes antes
de iniciar la reaccidn.
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III1.3.1.2. pH 6ptimo del ensayo

La actividad NiR de extractos acelulares en los tampo
nes y a los pH que se indican en la Fig.15, era midxima en tam-
pon de fosfato a pH 7.0, observdndose que en dicho tampén 1la
influencia del pH sobre el ensayo era menos marcada que en

TRIS-HC1.

IT1.3.1.3. Efecto del pH sobre 1la estabilidad de la enzima

La NiR de extractos acelulares de R. capsulata E1F1
fué relativamente estable cuando se incubd, a temperatura am-
biente, durante una hora en tampones fosfato de pH 6.0 a 7.0
(Fig.16) . La actividad se redujo en un 50% tras una hora a pH

7.5, o tras 30 minutos a pH 8.0 .

II1.3.2. Efecto del hierro sobre el crecimiento y las activida

des mitrato y nitrito reductasas

En la Fig.17 se observa el aumento del nivel de creci-
miento de las células de R. capsulata E1F1 cultivadas con KNO3:
como fuente de nitrégeno, al aumentar la concentracién de Fe2+
en el medio de cultivo. También puede observarse como el tiem
po de generacidén disminuyd de forma progresiva en casi 2 horas
cuando se fué aumentando le concentracién de hierro desde 10 M
hasta 100 uM.

La actividad NiR aumentd considerablemente con la con-

24

centracidén de Fe , mientras que la actividad NR resulté inde-

pendiente de dicha concentracién (Fig.18).
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Figura 15.- pH éptimo de la reduccidn enzimdtica de nitri-

to a amonio por extractos acelulares de R. capsula-
ta EFIF1.

El ensayo de la actividad se realizé seglin se describe en Mate
riales y Métodos, con metil violdgeno reducido con ditionito como dona-
dor de electrones, utilizando en cada caso el tampén que se indica en
la figura a la concentracidén final de 0.1 M y al pH indicado, en susti-
tucidn del que se emple6 en el ensayo estindar.
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Figura 16.- Efecto del pH sobre la estabilidad de la nitri-

to reductasa de extractos acelulares de R. capsula-

ta EFIF1.

Los extractos se preincubaron 30 y 60 minutos en diferentes

tampones de fosfato a los pH indicados en la griafica. El ensayo se lle

v6 a cabo a pH 7.0 con fosfato como se describe en Materiales y Méto-

dos.

83



20F
-
*300[:l
7~
=
s E
: Z
Q o
© 15} 200 L
< >
i
<< O
O
P Ll
i Q
(as]
& J100 9
L =
m
< m
o
1.0F
P
0 0.01 0.1 1 10 100
[Fe*| En eL MEDIO (uM)
Figura 17.- Efecto de la concentracidén de hierro sobre el

crecimiento y el tiempo de generacidn de células de
R. capsulata E1F1 cultivadas fototrdSficamente con
KNoO;.

C€lulas procedentes de 6 cultivos sucesivos en medios deficien
tes en hierro y con NHuCl como fuente de nitrégeno, se inocularon en me
dios con las concentraciones de FeSO. que se indican en la figura y con
KNO; como fuente de nitrégeno. El crecimiento se detetminé a las 36 ho-
ras y los tiempos de generacién se calcularon a partir de los datos de
crecimiento en los distintos medios.

84



III.4. PURIFICACION HASTA HOMOGENEIDAD DE LA GLUTAMINA SINTE-

TASA DE R. capsulata E1F1

III.4.1. Precipitacidén por detergentes

A 45 ml del extracto obtenido por sonicacidn y poste-
rior centrifugacidén (cfr. I1I1.2.1.2.) se afiadieron 2 ml de MTA
al 5% ( concentracién final 0.2%, p/v ). La suspensién resul-
tante se dej6 estar a temperatura ambiente 15 minutos y se
centrifugé a 36 000 g durante 10 minutos. Se obtuvo un sobrena-
dante claro con la misma actividad total que el extracto cru-
do inicial, aunque con un 30% menos de proteina. El precipita
do tenfa una ligera actividad residual y el resto de la pro-
teina. Cuando el extracto se traté con TRITON X-100 ( concen-
tracidén final 0.6%, v/v )s6lo precipitdé un 12% de la proteina
y el sobrenadante, mids coloreado que con MTA, perdié un 5% de

la actividad inicial (Tabla XI).

I1IT.4.2. Cromatografia de afinidad en 2',5'-ADP sefarosa

El sobrenadante obtenido de la precipitacién con MTA
se diluy6 dos veces con tamp6én MOPS 50 mM, pH 7.0, y se pasé
a través de una columna de 2',5'-ADP sefarosa 4B, suspendida
en el tampén estdndar (cfr. I1.4.3.), con un flujo de 18 ml/h.

En la Fig.19 se presentan los perfiles de elucién de
proteina y de la actividad transferasa de la GS, obtenidos en
la cromatografia de afinidad. En las primeras fracciones salie

ron las proteinas que no presentaban afinidad por la matriz de
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TABLA XI

TRATAMIENTO CON DETERGENTES DE EXTRACTOS CRUDOS DE CELULAS DE
R. capsulata E1F1

Actividad GS
Volumen Protefna
Especifica Total § de la

(m1) (mg) (U / mg) (U)  inicial
Extracto sin tratar 45 315 4.3 1356 100
Sobrenadante MTA 40 - 217 6.3 1361 100
Precipitado MTA 10 113 0.7 83 6
Sobrenadante TRITON 44 283 4.6 1296 95
Precipitado TRITON 10 40 1.4 56 4

Como extracto se utilizdé el sobrenadante obtenido al centri-
fugar células de R. capsulata E1F1 rotas por ultrasonidos como
se especifica en Materiales y Métodos. E1 sobrenadante se divi-
dié en tres alicuotas de 45 ml, de las que en una se disolvid
TRITON 0.6% (p/v) y en otra MTA al 0.2% (p/v), utilizidndose 1la
tercera como control. Se trataron como se indica en el texto y
a cada fraccidn se le determind la actividad transferasa y 1la
proteina como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 19.- Cromatograffa de afinidad en 2',5'-ADP séfaro—

sa de un extracto acelular de R. capsulata EIFI1.

El sobrenadante obtenido al precipitar con MTA como se descri-
be en el texto (40 ml) se pas6 a través de una columna de 2',5'-ADP se-
farosa 4B equilibrada con el tamp6n estdndar. Se lavdé con el mismo tam-
pén con KC1 o ADP como se indica en la grifica, recogiéndose fracciones
de 2.3 ml con un flujo de 9 ml/h. En cada una se midié la actividad
transferasa de la GS y la proteina como se describe en Materiales y
Métodos.
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la columna. Para obtener la GS de R. capsulata E1F1 con un
rendimiento del 80% fué preciso afiadir al tampén que conte-
nia ADP 3 mM, KC1 0.3 M. La enzima no pudo ser separada de
la 2',5'-ADP sefarosa cuando la columna se lavé s6lo con ADP

10 mM o s61lo con KC1 1 M.

II1.4.3. Tabla de purificacidn

En la Tabla XII se resume todo el proceso de purifi-
cacién. El rendimiento obtenido es alto (80%), con un grado
de purificacién de 123 y una actividad especifica de 185 U/mg
(1.3 mg de proteina pura). En el proceso global se obtuvieron

8 mg de GS pura a partir de 4 g de peso hiumedo de células.

IIT1.4.4. Criterios de pureza

Se examin6é la pureza de estas preparaciones de gluta-
mina sintetasa, aplicando criterios electroforéticos e inmuno

l6gicos.

IT1.4.4.1. Electroforesis analitica

Cuando una preparacidén de GS recién obtenida de la co-
lumna de ADP sefarosa se dializé rdpidamente y se sometif a
una electroforesis analitica en gel de acrilamida al 5%, se
apreci6 una Gnica banda de proteina de Rf=0.25 con una pureza
mayor del 95% (Fig.20)y que correspondia a la GS como se com-
probd mediante la tincién de la actividad en el gel (Fig.21).

Si habian transcurrido 24 horas o mds desde la purificacién,
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TABLA XII

PURIFICACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE R. capsulata E1F1

Actividad Grado de

Recupe-
Vol = Proteina q,..q Especifica purifi- o cién
cacibn

(m1) (mg) (u) (U/mg) (%) (%)
Extracto crudo 50 1020 1513 1.5 1 100
Sobrenadante sonic. 45 315 1356 4.3 3 90
Sobrenadante MTA 40 217 1361 6.3 ‘ 4 90
Eluato ADP-Sefarosa 45 8 1225 153 102 81
Fraccién pico 3 1.3 240 185 123 16

Los detalles de la purificacidén se expresan en el texto. El
eluato de ADP-Sefarosa se compone de las fracciones con actividad
glutamina sintetasa y la fraccidén pico se refiere a la de mayor
actividad de las obtenidas en la elucién.
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Figura 20.- Electroforesis analltica en gel de poliacrila-

mida de la glutamina sintetasa nativa de R. capsu-
lata EI1F1.

Se aplicd una muestra de 0.1 ml que.contenia 30 ug de protei-
na recién purificada, a un gel de poliacrilamida al 5% y se someti6 a
un campo eléctrico en presencia de tampSén Tris-glicina, pH 8.3, como
se describe en Materiales y-Métodos. Una vez finalizada la electrofo-
Tesis se tifi6 el gel para proteina como se especifica en dicho aparta-
do y se obtuvo el correspondiente densitograma a 640 nm.
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Figura 21.- Visualizacidn de la electroforesis analitica
en gel de poliacrilamida de la glutamina sinteta-

sa purificada de R. capsulata EIF1.

La fotografia corresponde a una electroforesis desarrollada
en las condiciones detalladas en la Fig.22. Las tinciones para protei
na y para la actividad glutamina sintetasa se realizaron como se des-
cribe en Materiales y Métodos.

P
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al desarrollar la electroforesis se observé, ademds de 1la ban
da de Re 0.25, cinco nuevas bandas nitidas de proteina ( con
Re de 0.30; 0.39; 0.50; 0.66 y 0.81, respectivamente ), asi como
otras dos mds tenues ( Rf:(LSS)rO.45), que representaban, en
conjunto, un 35% de la proteina total (Fig.22). En estas nue-
vas bandas no se pudo detectar actividad GS por tincibn espe-

cifica del gel.

1IT1.4.4.2. Métodos inmunolégicos

En la Fig.23A se observa que sélo se obtuvo una banda
de precipitacidén en la doble inmunodifusién ( Ouchterlony )
entre soluciones de GS pura y una preparacién de anticuerpos
anti-GS, purificados mediante una columna de inmunoafinidad.
Esta banda fué sensible a la tincién de la actividad transfe-

rasa de la GS (Fig.23B).

El desarrollo de la inmunoelectroforesis cruzada de
una solucidén de GS pura en gel de agarosa, que contenfa anti-
cuerpds anti-GS purificados, dio lugar a la aparicién de dos
picos de precipitacién (Fig.24A). Esto indica la presencia de
dos proteinas que son inmunolégicamente diferentes, como se
desprende del cruce de las lineas en la zona de solapamiento
de los precipitados. La tincién de actividad enzimdtica mos-
tré que ambos picos poseian actividad GS (Fig.24B). Por Glti-
mo, la forma abierta de los picos puede ser debida a la diso-
ciacidén de la proteina en subunidades.

La monoespecifibidad antigeno - anticuerpo puede utili
zarse como criterio de pureza para las preparaciones enzimdti

cas y para los anticuerpos.
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Figura 22.- Electroforesis analitica en gel de poliacrila-

mida de una preparacidén de glutamina sintetasa puri
ficada de R. capsulata EIFI.

Los detalles de la electroforesis y de la obtencién del corres
pondiente densitograma son los mismos que se detallan en la Fig.20 con
la diferencia de que la preparacién enzimitica se habia obtenido 24 ho-
ras antes del desarrollo de-la electroforesis.
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Figura 23.- Doble inmunodifusidén de la glutamina sintetasa

de R. capsulata EIF1 frente a anticuerpos anti-GS.

La doble inmunodifusién (Ouchterlony) se 1levé a cabo segln
se describe en Materiales y Métodos, con alicuotas de 10 ul en cada
pocillo. En el central se colocd una preparacién de GS purificada (9.6
g con una actividad de 1.6 U), en los pocillos 1, 2,4 y 5 preparacio-
nes de anticuerpos purificados (4.3 pg en cada uno) y en los pocillos
3 y 6 agua destilada. Las placas se tifieron para proteina (A) o para
actividad GS transferasa (B) .
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Figura 24.- Inmunoélectroforesis eruzada de la glutamina
sintetasa de R. capsulata EIF1 frente a anticuer-
pos anti=GS.

La electroforesis en la primera dimensién se realizé con 25
ﬁl de preparaciones de GS purificada (24 ug con una actividad de 4 U),
siendo la segunda sobre un gel de agarosa que contenia anticuerpos pu-
rificados (8.6 ug/ml gel). El resto de las condiciones experimentales,
asi como los procedimientos para la tincién de proteina (A) y actividad
GS (B), se describen en Materiales y Métodos. '
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II1.5. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA GLUTAMINA SINTETA-

SA DE R. capsulata EIF1

111.5.1. pH Sptimo

En la Fig.25 se presentan los resultados obtenidos al
ensayar a distintos pH la actividad de la GS, parcialmente pu
rificada, de células dé'R. capsulata E1F1 cultivadas en medios
con diferentes fuentes de nitr6geno. Cuando el grado de adeni-
lacién era pequefio (n cercano a 1) la actividad era mdxima a
pH 7.5, mientras que si la enzima estaba bastante adenilada
(n alrededor de 9) el pH 6ptimo era de 6.5 ;En el caso de cé-
lulas cultivadas en medio RCV con extracto de levadura, con
un valor de n = 6 para la GS, la mayor actividad se obtuvo a
pH 7.0 (Résultados no mostrados).

Como tampones para realizar el ensaya se emplearon, en
sustitucién del utilizado en el ensayo estdndar, MES (pKa=5.96L
MOPS (pKa= 7.20) y TRICINA (pK,= 8.15) a la concentracidn final

de 0.1 M en un intervalo de pH comprendido entre 5.5 y 8.5.

1I1.5.2. Temperatura Sptima

La determinacidén de la actividad transferasa de la GS
se 1lev6 a cabo en un rango de temperaturas comprendido entre
0 y 70°C, observdndose que dicha actividad aumentaba con la
temperatura hasta alcanzar un valor midximo a 43°C, descendien
do a continuacién rdpidamente hasta ser s6lo un 15% a 60°C, y

prdcticamente nula a 70°C (Fig.26).
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Figura 25.- pH Sptimo para la actividad transferasa de la

glutamina sintetasa adenilada y desadenilada de R.
capsulata EI1F1.

Se detemminé la actividad transferasa de preparaciones de GS
parcialmente purificadas, obtenidas de cultivos con las distintas fuen
tes de nitrdgeno que se indican en la figura. Se utilizaron los tampo-
nes MES, MOPS y tricina a 1la concentracién final de 0.1 M. El1 grado
de adenilacién de las distintas GS era: en NOz, 0.5; en N2, 0.7; en
L-glutamato, 1.2; en NO;, 8.4; en L-alanina, 9.1; y en Ny, 10.7.
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Figura 26.- Temperatura dptima para el ensayo de la active

dad transferasa de la glutamina sintetasa de R. cap
sulata FI1F1.

Las actividades se ensayaron a las distintas temperaturas uti-
lizando el procedimiento estdndar descrito en Materiales y Métodos. Se
utilizaron preparaciones de la proteina pura (40 ul con 1.5 ug de pro-
teina) con una actividad de 6.35 U/ml a la temperatura Gptima.
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Entre 0 y 43°C los valores de velocidad midxima, re-
presentados segln la ecuacién de Arrhenius, se ajustaron a

una recta (Fig.27). La forma de esta ecuacifn es:

Eq

log Vm = log A -

2.303R T

donde Vm es la velocidad medida en el ensayo, A es una cons-
tante, E, la energia de activaci6én de la reacci6n, R la cons
tante de los gases (8.3 J.K'.mol™) y T la temperatura medi
da en K. A partir de la pendiente de la recta se obtuvo un
valor de 21.6 kJ.mol™! para la energfa de activaci6n de esta
reaccioén.

Utilizando los datos anteriores y mediante la férmula

10 E,

2,303 R T T,

1og Qm =

se calculd un valor de Qp = 1.32, para el intervalo entre 30

y 40°C.

I11.5.3. Estabilidad a distintos pH y temperaturas

La GS no se afect6 por el pH, durante al menos 2 ho-
ras, en el intervalo entre 5.5 y 8.0, y la disminucién de la

actividad no fué sensible hasta pH 9.0 (Fig.28).

A 4°C o temperaturas inferiores la desnéturalizacién
de la enzima fué imperceptible durante varias semanas. La
pérdida de actividad fué inferior al 25% después de 2 horas
a temperaturas menores de 35°C, disminuyendo rédpidamente la

actividad a temperaturas superiores (Fig.29).
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Figura 27.- Energfa de activacidn para la actividad trans-—

ferasa de la glutamina sintetasa de R. capsulata EFIFI.

La grafica corresponde a la representacién de Arrhenius de los
datos de la Fig.26 para el rango de temperaturas entre 0 y 43°C.
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Figura 28.- Estabilidad de la glutamina sintetasa de R.

15

capsulata EIF1 a distintos pH.

Las preparaciones de GS purificada se mantuvieron a los pH y

los tiempos indicados en la figura, al cabo de los cuales se tomaron

alicuotas y se midié la actividad transferasa de la enzima a pH 7.0 .

Se utilizaron tampones citrato, MES, MOPS, tricina y glutamato

a la concentracién de 0.1 M.
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Figura 29.- Fstabilidad de la glutamina sintetasa de R.

capsulata EIF1 a distintas temperaturas.

Las preparaciones de GS purificada se incubaron a las tem-
peraturas que se indican. A distintos intervalos de tiempo se de-
terminé la actividad transferasa a 30°C en alicuotas tomadas al
efecto.
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111.5.4. Pardmetros cinéticos

Las cinéticas de las actividades transferasa y biosin
tética fueron lineales durante al menos 30 y 15 minutos, res-
pectivamente, en las condiciones 6ptimas de ensayo (Resulta-

dos no mostrados).

En la Tabla XIII se presentan los valores de Km y velo
cidades midximas de la glutamina sintetasa de R. capsulata E1F1
para las dos actividades, transferasa y biosintética. La Km
para el ADP fué tres 6rdenes de magnitud inferior a la de los
otros dos sustratos de la actividad transferasa. En el caso
de la actividad biosintética la Km para el NH., y para el ATP
fué semejante, siendo mayor para el glutamato. La velocidad
midxima para la actividad transferasa, a una misma cantidad de
proteina, es 22.4 veces mayor que para la actividad biosinté-
tica.

Un mol de GS de R. capsulata E1F1 produce 70 moles de

glutamina por segundo (N.C. = 70, Tabla XIII) .

I11.5.5. Pardmetros moleculares

ITI.5.5.1. Radio de Stokes

Se determind por cromatografia de filtracidén en una co
lumna de Bio-Gel, como se describe en Materiales y Métodos. En
172
la Fig.30 se representan los valores obtenidos de (-log Qn)

frente a los radios de Stokes de las proteinas usadas como pa-
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TABLA XIII

PARAMETROS CINETICOS DE LAS REACCIONES CATALIZADAS POR LA GLUTAMI

NA SINTETASA DE R. capsulata E1F1 .

ACTIVIDAD TRANSFERASA ACTIVIDAD BIOSINTETICA
Sustrato Km VmaX Km VmaX N.C.

(mM) (rmol s™") (mM) (mmol s™') (s™')
L-Gln 12 15 _ - - -
NH , OH 6 15 - - -
ADP 1072 17 - - -
L-Glu - - 6.5 3 70
NH: - - 0.3 3 70
ATP - - 0.5 3 70

Los distintos valores se obtuvieron mediante representaciones de
dobles reciprocos de la velocidad y la concentracién ( Lineaweaver -
- Burk ). Las condiciones experimentales son las descritas en Mate-
riales y Mé&todos para cada actividad, variando en cada caso la con-
centracién del sustrato de que se trate. Para las determinaciones de
actividad transferasa se emplearon preparaciones que contenian 7 ug
de enzima parcialmente purificada y para las de actividad biosintéti
ca otras con 30 uyg de enzima pura. N.C., nimero de cambio.
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Figura 30.- Determinacidn del radio de Stokes de la glu-

tamina sintetasa de R. capsulata EIF1 por cromato-
grafta de filtracidén en gel.

La cromatografia se 1lev6 a cabo en una columna de Bio-gel
A 1.5m (100-200 mesh) y se recogieron fracciones de 1.3 ml con un
flujo de 30 ml/h. Como proteinas patrones se utilizaron: ovoalb@mina
(2.76 nm) ; seroalbGmina (3.55 mm); alcohol deshidrogenasa (4.61 mm);
aldolasa (4.81 nm);'ferritina (7.80 nm) ; y tiroglobulina (8.50 nm).
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trones (Laurent y Killander 1964). Se obtuvo un radio de Sto-

kes para la GS de 8.35 nm.

111.5.5.2. Coeficiente de sedimentacidn

En la Fig.31 se representan los coeficientes de sedi-
mentacién de sustancias patrones en funcidén de los nimeros de
las fracciones en que se obtuvieron después de centrifugarlas
en un gradiente de viscosidad (Martin y Ames 1961). Al efec-
tuar la representacidén para la GS de R. capsulata E1F1 se ob-

tuvo un valor de SZO,w de 19.2 S.

II1.5.5.3. Peso molecular

La determinacién del peso molecular de la glutamina
sintetasa de R. capsulata E1F1 se realizé por tres procedi-

mientos diferentes.
I11.5.5.3.1. Filtracién en gel

El peso molecular se obtuvo representando los valores
de Kav de las proteinas, obtenidos en la cromatografia de fil
tracibén, en funcidén de los logaritmos de sus pesos molecula-
res (Fig.32). El1 peso molecular para la enzima nativa resultd
de 660 kDa.Ademds se obtuvieron los pesos de distintos o0ligé-

meros ( 2, 3, 4, 6 y 8 subunidades con 110, 170, 230 y 465 kDa,

respectivamente) y el del mondmero (56 kDa).
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Figura 31.- Determinacidén del coeficiente de sedimentacidn

de la glutamina sintetasa de R. capsulata EI1F1 por

ultracentrifugacidn en un gradiente de sacarosa.

Se aplicd una muestra de 0.1 ml de GS purificada (25 ug) en
un tubo de centrifuga con 4.6 ml de un gradiente de sacarosa entre el
5y el 20% y se centrifugé a 100 000 g durante 6 horas. Como protei-
nas de S;o,w conocido se emplearon: seroalbtmina (4.6 S); alcohol des
hidrogenasa (7.6 S); catalasa (11.3 S); ferritina (17.6 S); y tiroglo
bulina (19.4 S).
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Figura 32.- Pesos moleculares de la glutamina sintetasa

nativa de R. capsulata EIF1 y de sus diferentes

oligémeros obtenidos por cromatografifa de filtra
eidn en gel.

Las condiciones experimentales son las de la Fig.30. Los di
ferentes olig6meros se designan por o, donde n representa el ndmero
de subunidades que lo componen. Como patrones se utilizaron: ovoalbd
mina (45 kDa); seroalbtmina (67 kDa); alcohol deshidrogenasa (141 kDa);
aldolasa (158 kDa); ferritina (440 kDa); y tiroglobulina (669 kDa).
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111.5.5.3.2. Filtracién en gel y centrifugacién en gradiente de

viscosidad

A partir de los valores del radio de Stokes (Fig.30)
y del coeficiente de sedimentacién (Fig.31) se puede determi-
nar el peso molecular de la enzima empleando la ecuacidn des-

crita por Siegel y Monty (1965)

6 ren N SZO,W

1 -vop

donde v es el volumen especifico aparente (0.725 cm®.g™ para
la proteina), n la viscosidad del medio (0.01001 g.s™'.cm™t

para un medio acuoso como el empleado), p es la densidad del
mismo (0.99823 g.m1~'), N el ntmero de Avogadro, r el radio

de Stokes de la proteina y Sy0.w SU coeficiente de sedimenta
b

cién. E1 peso molecular calculado fué de 661 kDa.

I11.5.5.3.3. Electroforesis en geles de acrilamida

Se emple6 el método de Hedrick y Smith (1968) con ge -
les de acrilamida con distinta porosidad. En la Fig.33 se re
presentan, en el recuadro interior, las rectas que se obtie-
nen para cada proteina patr6n, asi como la de la GS de R. cap -
sulata E1F1, estando sus pendientes en relacifn directa con
los pesos moleculares (figura principal). El peso molecular

asi obtenido fué de 670 kDa.

En la Fig.34 se representan los valores de Re de 1las

bandas obtenidas en la electroforesis de 1la Fig.22 ( 5% de
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Figura 33.- Determinacidn del peso holecular de la glutami-

na sintetasa de R. capsulata EIF1 por electroforesis

en geles con diferente concentracidn de acrilamida.

En el recuadro interno se muestran los valores obtenidos al de
sarrollar las electrdforesis a las distintas concentraciones de acrila-
mida. Los valores de las pendientes de las rectas que se obtienen se re
presentan en el eje de ordenadas de la grdfica principal. Como patrones
Se utilizaron: seroalbimina (67 kDa); lactato deshidrogenasa (140 kDa);
catalasa (232 kDa); ferritina (440 kDa); y tiroglobulina (669 kDa).
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Figura 34.- Pesos moleculares de la glutamina sintetasa

nativa de R. capsulata EIFI1 y de los diferentes
oligémeros obtenidos por electroforesis en gel de

poliacrilamida.

Los valores que se emplean son los correspondientes a la elec
troforesis de la Fig.22 . Se designan como o, los distintos oligdmeros,
siendo n el nGmero de subunidades de gque se componen.
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acrilamida ) en funcién de los logaritmos de sus pesos molecu
lares ( suponiendo para la enzima nativa, o2 , un valor de 660
kDa ). Los valores se ajustan a una recta, calculdndose un pe
so molecular para la banda de Rf mds alto de 56 kDa, lo que
corresponderia a la forma monémera. Ademis se obtienen 1los
tamafios de olig6meros de 2, 3, 4, 6, 8 y 10 subunidades, a
las que corresponden valores de 110; 165, 220, 330, 440 y 550

kDa, respectivamente.

IIT.5.5.4. Coeficiente de fricci6n y friccif6n relativa

El coeficiente de friccién, £ , da idea de la asime-
tria de las macromoléculas y es funcién de su radio de Stokes
(Brewer et al. 1974):

f =67 n T

Para la GS de R. capsulata E1F1 el coeficiente de
friccién calculado fué de 1.577 -10°7 gs-! .
También es interesante el valor de friccién relativa

(£/ f,), siendo 1/3

_ _ 13 M
fo=6mnry Y To " \ 4 n

Zc

los valores del coeficiente de friccién y del radio de la
proteina, respectivamente, si ésta fuera globular. La fric-
cién relativa es (Brewer et al. 1974):

T
£f/f = =

v \1/3
N

° 3
)

El valor de friccién relativa que se obtiene para la

A=

GS de R. capsulata E1F1 es de 1.45
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I111.5.6. Grupos =SH de la glutamina sintetasa de R. capsulata

E1F1,

La determinacidén de los grupos -SH de la enzima se
llevé a cabo titulando una solucién de pHMB de concentracién
conocida, con otra de glutamina sintetasa pura, midiendo el
aumento de la absorbencia a 255 nm (cfr. II1.3.8.). Se requi-
rieron 0.345 nmol de enzima para la valoracién de 38nmol de
pHMB (Fig.35), equivalentes a 110 nmol pHMB / nmol GS, es de
cir, 9+0.2 grupos -SH por cada una de las 12 subunidades de

la enzima

En la Tabla XIV se resumen todas las propiedades fi-
sico - quimicas estudiadas de la glutamina sintetasa de R. cap

sulata E1F1.

III.6. ESTUDIOS DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD GLUTAMINA SINTE-

TASA EN R. capsulata E1F1,

En el apartado III.1.3.4. se describié la variacién de
los niveles de actividad GS cuando la fuente de nitrdgeno del
medio de cultivo era NO3, NO; o NH,. En los apartados que si-
guen se van a estudiar los efectos de diversos compuestos sSoO-
bre la glutamina sintetasa de R. capsulata E1F1 y su estado
de adenilacidén, de interés para el sistema regulador de 1la

asimilacidén de amonio en esta bacteria. También se va a estu-
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Figura 35.- 7TZtulacidén de los grubos -SH de la glutamina

sintetasa de R. capsulata EIFI.

Se tituld una solucién que contenfa 38 nmoles de pHMB con

otra de enzima purificada (1.72 nmol/ml). El proceso se siguidé midien

do el incremento de la absorbencia a 255 mm. Los datos que se muestran

son los obtenidos al corregirlos debido a la dilucién. Los detalles de

la titulacién se indican en Materiales y Métodos.
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TABLA XIV

CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA GLUTAMINA SINTETASA PURI-
FICADA DE Rhodopseudomonas capsulata E1F1

Radio de Stokes (nm) 8.35
Coeficiente de sedimentacién (S) 19.20
Cociente friccional (f/ £,) 1.43
Peso molecular / id. de 1la subunidad (kDa)

- filtracién en gel 660 / 55

- " 'y centrifug. en grad. de viscosidad 661 / 55

- electrofor. en geles con difer. % de acrilamida 670 / 56
Grupos -SH por subunidad 9
Temperatura Sptima (activ. transferasa) (°C) 43
Energia de activacién (kJ / mol) 21.6
Q1o (30 -40°C) 1.32
Actividad especifica (U/mg)

- transferasa 167

- biosintética 6.7

- transferasa /biosintética ' 24.9

Ntmero de cambio (s7})
- activ. transferasa 2035
- activ. biosintética 70
Km actividad transferasa (mM)

- L-glutamina 12

- NH:0H 6

- ADP 0.01
Km actividad biosintética

- L-glutamato 6.5

- NHy | 0.3

- ATP ' 0.5
pH optimo (activ. transferasa)

- forma adenilada ' 6.5

- forma desadenilada 7.5
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diar el efecto de la oscuridad sobre dicha actividad enzimi-

tica y sobre el nivel de crecimiento de las células.

II1.6.1. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el grado de

adenilacidén de la glutamina sintetasa

En la Fig.36 se observa la variacién del grado de
adenilacién de la GS, medida in situ, en cé&lulas de R. capsu
lata E1F1 cultivadas en medios con distintas fuentes de ni-
trégeno. En los medios con formas oxidadas de nitr6geno o ex
tracto de levadura la enzima estaba desadenilada en la fase
logaritmica de crecimiento, mientras que en los medios con
L-glutamato y L-alanina la disminucién del grado de adenila-
cidén de la GS comenzd con un desfase de unas 10 horas. En
L-glutamina el grado de adenilacién de la enzima prdcticamen
te no varidé a lo largo del crecimiento y se mantuvo en torno
a 8. En amonio la adenilacién fué aumentando durante la fase
de crecimiento exponencial hasta alcanzar un valor de 10, vol

viendo a bajar hasta 8 en la fase estacionaria.

La correlacién que se encontr6 entre la altura de los
cohetes obtenidos por inmunoelectroforesis cuantitativa y 1la
actividad total de la enzima ( adenilada y desadenilada ) fué
muy buena cuando se emplearon preparaciones parcialmente pu-
rificadas de aquella (cfr. II.2.1.2.). Esta correlacidén se
mantuvo en todos los medios de cultivo con las diferentes

fuentes de nitrégeno (Fig.37).
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Figura 36.- Variacidn del grado de adenilacidén de la glu-—

tamina sintetasa de R. capsulata EIFI durante el

erecimiento.

Las células se cultivaron en condiciones fotosintéticas con
las distintas fuentes de nitrégeno que se indican en la figura. El gra

do de adenilacién se determind camo se especifica en Materiales y Mé-
todos.
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37.- Correlacidn entre la actividad transferasa y

la concentracidn intracelular de glutamina sinte-
tasa de células de R. capsulata EIF1 cultivadas

fototréficamente con diferentes fuentes de nitrdgeno.

Se utilizaron preparaciones de GS parcialmente purificadas de

células cultivadas en las distintas fuentes de nitrégeno y recogidas a
diferentes tiempos de cultivo. Las proporciones de GS adenilada y desa-
denilada y las cantidades de enzima (por inmunoelectroforeéis cuantita-
tiva) se deteminaron como se describe en Materiales y Métbdos.
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111.6.2. Regulacidn in vivo de la actividad glutamina sinteta

sa por amonio y L=alanina

La adicién de amonio o L-alanina a cultivos de célu-
las de R. capsulata E1F1 con KNO3; como fuente de nitrégeno
provocd una disminucién en los niveles de actividad GS, en
relacién con los del cultivo control sin adiciones (Fig.38 A),
aunque el crecimiento se acelerd en aquellos medios respecto
del que s6lo tenia NO; ( Resultados no mostrados ). Ademis de
este efecto sobre la actividad total, también tuvo lugar un
aumento del grado de adenilacién de la GS, que fué mds marca
do en el medio al que se habia afiadido amonio, llegando 1la

enzima a estar casi totalmente adenilada (Fig.38 B).

El andlisis de inmunoelectroforesis cuantitativas de
las GS obtenidas en los tres medios anteriores mostré que no
existian diferencias apreciables entre ellas, manteniéndose
en todo momento la correlacién entre la actividad total y 1la
cantidad de esta proteina detectada en los inmunoprecipita-

dos ( Resultados no mostrados ).

111.6.3. Inactivacidén in vivo de la glutamina sintetasa por

MSX

Al afiadir MSX 50 uM a células de R. capsulata E1F1
cultivadas fototr6ficamente en medios con KNOs3 como fuente
de nitrégeno, el crecimiento se inhibié durante unas 6 ho-
ras, reanuddindose éste ‘luego con un tiempo de generacién

semejante al del cultivo control (Fig.39). Simultdneamente
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Figura 38.- Efectos del amonio y de la L-alanina sobre la

actividad glutamina sintetasa y su grado de adeni-
lactén, en células de R. capsulata EIFI1 cultivadas
fototréficamente con KNOs;.

A diferentes cultivos creciendo exponencialmente con KNOs como
fuente de nitrégeno, se afiadié NH: o L-alanina 5 mM al tiempo indicado
por la flecha. A diferentes tiempos, eliminados estos productos por cen
trifugacién, se determind la actividad transferasa total y dependiente

de Mg** y se calculé el grado de adenilacién como se describe en Mate-
riales y Métodos.
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Figura 39.- Efecto del MSX sobre el crecimiento de células

de R. capsulata EIF1 cultivadas fototrdficamente con

KNOj3.

Se determind el crecimiento en dos cultivos paralelos de célu-
las de R. capsulata E1F1 en condiciones fotosintéticas y con KNOs como

fuente de nitrégeno, a uno de los cuales se le afiadié MSX 50 uM en el
momento indicado en la grafica por la flecha.
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se observé una disminucién de la concentracién de NO2 en el
medio, asi como la excrecién de amonio al mismo hasta concen

traciones superiores a 1 mM (Resultados no mostrados).

La actividad GS de las células del medio con MSX se
hizo practicamente nula en menos de 1 hora y se mantuvo en
valores préximos a 0 hasta que se reanuddé el crecimiento,
aumentando entonces, pero s6lo hasta un 15% de la actividad
del control sin MSX (Fig.40 A) .

Se purificd parcialmente la GS de cada una de las
fracciones obtenidas en el experimento anterior, utilizando
el procedimiento de sonicacién y ultracentrifugacidn descri-
to en el apartado II.2.1.2., y se procedid arexaminarlas por
inmunoelectroforesis cuantitativa. En la Fig.40 se observa
el gran parelelismo que existe, para ia GS de células culti-
vadas en medios con nitrato dnicamente, entre la variacidn
de su actividad especifica y la de la altura de los cohetes
obtenidos en las respectivas inmunoelectroforesis. Sin embar
go, en las preparaciones que provenian de células en medios
con MSX, mientras la actividad GS disminuia hasta niveles
muy bajos, las alturas de los cohetes aumentaban progresiva-
mente, siendo en todo momento superiores a las alturas del

cultivo control.

II1.6.4. Efecto de la oscuridad sobre el crecimiento y la ac-

ttvidad glutamina sintetasa

En la Fig.41 se muestran los perfiles de crecimiento

y de actividad GS de células de R. capsulata E1F1 cultivadas
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Figura 40.- Efecto del MSX sobre la actividad y la concen-—
tracidn intracelular de glutamina sintetasa de cé-
lulas de R. capsulata EIF1.

Se utilizaron preparacicnes de GS parcialmente purificadas
obtenidas en los cultivos con y sin MSX afiadido de la Fig.39 .La acti
vidad transferasa total y la cantidad intracelular de enzima (por in-

muno electroforesis cuantitativa) se determinaron segln se describe
en Materiales y Métodos.
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Figura 41.- C(Crecimiento y actividad glutamina sintetasa de

células de R. capsulata EIF1 cultivadas en aerobio-

si8 y oscuridad.

Las c€lulas, procedentes de cultivos fotosintéticos con- KNOs,
se inocularon en medios RCV con las diferentes fuentes de nitrégeno
que se indican en la figura a la concentracién de 1 g/1, excepto en
el caso del dinitrégeno en que se utilizdé el N2 disuelto en el medio
(15 mg/1 a 30°C). En cada uno de los puntos se detemind el crecimien
to y la actividad transferasa total de la GS.
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en aerobiosis y oscuridad con distintas fuentes de nitrége-
no. Sélo se obtuvo un crecimiento apreciable en medios con
NH, . En los medios con NO; o L-alanina como fuente de nitr6-
geno también hubo crecimiento, aunque fué 5 6 6 veces menor
que con amonio. En esas condiciones las células no crecieron
con Nz. En el medio con NO3 la concentracién de este i6n per
maneci6 prédcticamente constante, aunque hubo un ligero aumen
to de la concentracién de NOz en el medio ( Resultados no mos
trados).

El nivel de la actividad transferasa de la GS no se
afect6 por la oscuridad en el medio con KNOs3. En el de L-ala-
nina la actividad se mantuvo en las primeras 12 horas, dismi
nuyendo rdpidamente hasta un 60% de la inicial y manteniéndo
se luego a este nivel. Con L-glutamato se obtuvo el mismo
comportamiento ( Resultados no mostrados ). En medios con amo
nio la actividad disminuy6 desde el primer momento hasta al-
canzar un 45% de la inicial a 1las 10 horas, recuperdndose
lentamente durante el periodo de crecimiento hasta llegar al
55% (Fig.40 B). La actividad total GS permanecidé constante
cuando células de R. capsulata E1F1 cultivadas fototré6fica-
mente con KNO; se transfirieron a condiciones de oscuridad y

anaerobiosis ( Resultados no mostrados ).

111.6.5. Efecto de los distintos aminodcidos sobre la activi-

dad glutamina sintetasa

En la Tabla XV se presenta el efecto de distintos

L-aminodcidos sobre las actividades transferasa y biosinté-
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TABLA XV

EFECTO DE DIFERENTES AMINOACIDOS SOBRE LAS ACTIVIDADES CATALIZA

DAS POR LA GLUTAMINA SINTETASA DE R. capsulata ETF1,

Actividad
L-aminodcido

Transferasa Biosintética
(%) (%)
Glutamina 100 100
Glutamato 94 100
Treonina 99 100
Cisteina 102 97
Leucina 95 96
Metionina 94 94
Isoleucina 89 100
Histidina 87 99
Prolina 81 99
Asparragina 90 : 92
Lisina 90 92
Fenilalanina 85 94
Valina 91 85
Serina 73 87
Aspartato 83 82
Glicina 62 82
Alanina ’ 20 79

Las actividades transferasa y biosintética se determinaron co
mo se describe en Materiales y Métodos, utilizando preparaciones
de la enzima pura (2 y 6 ug respectivamente), incluyendo ademis
en la mezcla de reaccién los aminodcidos indicados en la Tabla a
la concentracién final de 5 mM. E1100% de actividad corresponde
a 134.5 y a 5.4 U/mg para fas actividades transferasa y biosinté-
tica, respectivamente.
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tica de la GS purificada de células de R. capsulata E1F1.
La L-alanina inhibié fuertemente ambas actividades, disminu
yendo la actividad transferasa en un 80%. También la L-gli-
cina y la L-serina fueron inhibidores de ambas actividades,
aunque menos drdsticos. El1 L-aspartato produjo una inhibi-
cién semejante sobre las dos aétividades (17 y 18 % respec-
tivamente ). Ademds la L-prolina, la L-fenilalanina y la

L-isoleucina inhibieron entre un 18 y un 11% la actividad

transferasa, pero no ejercieron ningln efecto apreciable so-
bre la actividad biosintética, que resultd mis afectada por

la L-valina.

La inhibicién ejercida sobre la actividad biosinté-
tica por los L-aminodcidos alanina, aspartato, glicina, se-
rina y valina, a concentracién 5 mM, se presenta en la Fig.
42, La inhibicién, de tipo no competitivo respecto al glu-
tamato, fué mayor con el L-aspartato, llegando al 44% cuan-
do la concentracién de L-glutamato era 5 mM. El1 grado de
adenilacifn de la GS utilizada en los experimentos de inhi-

bici6n era 8.

II1.6.6. Efecto del Mn?* sobre la actividad biosintética de

la glutamina sintetasa

La actividad biosintética de la GS purificada de
células de R. capsulata E1F1 (n= 7) aument6 con la concen
tracién de Mn?' afiadido a la mezcla de ensayo, siendo mixi-
ma a una concentracién.17 mM de Mn?" . La actividad disminu-

y6 lentamente al aumentar mids la concentracién de dicho ién,
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Figura 42.- Inhibicidn por distintos aminodcidos de la ac
tividad biosintética de la glutamina sintetasa de
R. capsulata EIF1.

Se utiliz6 el ensayo biosintético de la GS descrito en Mate-
riales y Métodos, pero variando la concentraci6én de L-glutamato como
se indica en la figura y en presencia de cada aminodcido a una concen
tracién 5 mM. La cantidad de enzima que se empleS en cada ensayo fué
defiﬁg.
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aunque fué siempre mayor que la del ensayo estdndar, sin
Mn?* (Fig.43). La concentraci6én de ATP en la mezcla de ensa
yo era 15 mM, por lo que la relaci6n Mn?'/ ATP en el punto de

mayor actividad resulté ser de 1.13

I11.6.7. Efectos antagdénicos del pHMB y del DTE sobre la acti

vidad transferasa de la glutamina sintetasa

En la Fig.44 se muestra la inhibicién por el pHMB de
la actividad transferasa de la GS de R. capsulata E1F1. Una
concentracién 0.1 mM de inhibidor produjo una disminucién de
la actividad de un 30%, siendo del 70% a concentracién 1 mM
del inhibidor y del 97% con 10 mM de pHMB. La Ki que se cal-
culdé para esta inhibicién no competitiva fué de 235 uM (Fig.
45) .

Este efecto del pHMB se revirti6 parcialmente cuan-
do se afiadié DTE (Fig.46). En la Fig.47 se observa el efec-
to del DTE sobre preparaciones enzimdticas tratadas y sin
tratar con pHMB 0.5 mM, Hasta una concentracién 0.1 mM, el
DTE reactiv6 en mds del 40% a la GS de preparaciones que ha
bian perdido el 90% de la actividad al tratarlas con pHMB.
La adicién de DTE a concentraciones superiores ( hasta 0.5
mM ) sélo produjo una reactivacidén del 50%, debido a que,
como hemos observado, a esas concentraciones el DTE ejerce

también un efecto inactivador bastante potente.
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Figura 43.- Efecto del Mn** sobre la actividad biosintdti-

ca de la glutamina sintetasa de R. capsulata EIFI.

El MnCl, se afiadi6 a la mezcla del ensayo biosintético de la
GS descrito en Materiales y Métodos, en sustitucién del MgCl,. Se uti-

lizaron preparaciones enzimidticas que contenian 1.5 ﬁg de enzima puri-
ficada (n = 7.0).
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Figura 44.- Efecto del pHMB sobre la actividad transfera-
sa de la glutamina sintetasa de R. capsulata EIFI.

Preparaciones de GS con distintas cantidades de proteina pu-
rificada (de 0.61 a 6.15 pg) se incubaron 15 minutos con pHMB a las
concentraciones nM que se indican en la figura, y al cabo de dicho
tiempo se les determind la actividad transferasa como se describe en
Materiales y Métodos.
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Figura 45.- Representacidn de Dizon para el efecto del

PHEMB sobre la actividad transferasa de la gluta-
mina sintetasa de R. capsulata EIF1.

Las condiciones del experimento son las de la Fig.44 .Cada
Tecta estd obtenida para la cantidad de enzima (ﬁg) que se indica en
la figura, a concentraciones saturantes de todos los sustratos de la
actividad transferasa.
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Figura 46.- Inhibicidén con pHMB y reactivacidn con DTE de

la actividad transferasa de la glutamina sintetasa
de R. capsulata EIFI.

Se incubaron a 30°C dos preparaciones con 30 ug de GS purifi-
cada en 15 ml de la mezcla de ensayo transferasa. Una de ellas contenia
pHMB solﬂw desde el tiempo 0,y en el momento indicado por la flecha se
le afiadi6 DTE hasta una concentracién 100 uM. A distintos intervalos de
tiempo se tomaron alicuotas de 1 ml a las que se les afiadié el revela-
dor de FeCl; descrito en Materiales y Métodos.
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Figura 47.- Efecto del DTE sobre la actividad transferasa

de la glutamina sintetasa de R. capsulata EIF1

Se afiadié DTE a las concentraciones que se indican en la figu
ra a distintas preparaciones de GS purificada (12 pg/ml), preincubadas
(e) y no preincubadas (0) con pHMB 0.5 mM, y se determiné su actividad
transferasa total como se describe en Materiales y Métodos. El1 100% de
la actividad corresponde a. 125 U/mg.
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IV. DISCUSION



Como se deduce de los resultados del presente tra
bajo y de otros encontrados recientemente (Cejudo 1982;
Moreno-Vividn et al. 1983), la ruta principal de asimila-
cién del nitr6geno nitrico en Rhodopseudomonas capsulata
E1F1 comprende las reacciones catalizadas por las enzimas
glutamina sintetasa y glutamato sintasa ( GS/ GOGAT), pre
via reduccibén del nitrato a amonio mediante la nitrato Yy

la nitrito reductasas.

Las células de R. capsulata E1F1 crecen fototr6-
ficamente con KNO3 o KNO, como fuentes de nitrégeno. Este
crecimiento se debe a una asimilacién del nitrégeno nitri
coy no a la fijaci6én del N2 disuelto en el medio de cul-
tivo, ya que la densidad celular alcanzada es mucho mayor
en presencia de KNO; que en presencia de Nz'como Gnica
fuente de nitrégeno (Fig.2). Por otra parte, si se elimi
na el dinitrégeno disuelto ( aproximadamente 16mg/1l a 30°C)
mediante burbujeo con argon del medio dé cultivo a lo lar
go del crecimiento, solamente se observa crecimiento én
los medios que llevan KNO; (Figl).

Una prueba adicional de que esta bacteria es ca-
paz de fotoasimilar el nitrato es que éste es consumido
casi totalmente, sobre todo en los medios no burbujeados
con argon (Fig.2). La posibilidad de que el nitrato sea
utilizado por via desasimiladora debe ser desechada ya que

no se excreta nitrito al medio estequiométricamente con el
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nitrato consumido y, ademds, no se han detectado gases pro
cedentes de la desasimilacién reductiva del nitrito (N2 o0

N.0 ).

Las actividades NR, NiR y GS son similares en pre-
sencia o ausencia de dinitrégeno. Sin embargo, la dinitro-
genasa se inhibe en presencia de nitrito (Fig.4), como se
ha observado en otras rodospirildceas (Kelley et al. 1980;
Castillo y Cirdenas 1982b) y bacterias no fotosintéticas
fijadoras de dinitr6geno (Trinchant y Rigaud 1980; Casti-
llo y Cardenas 1982b).

El nitrito también puede ser fotoasimilado por es-
ta bacteria, pero inhibe el crecimiento a concentraciones
mayores de 3 mM. El efecto letal del nitrito puede ser de-
bido a la formacidn de pequefias cantidades de 6xido hitri-
co, el cual, al formar complejos hierro - nitrosilo, destru
ye los centros sulfoférricos funcionales de‘las ferredoxi-

nas (Reddy et al. 1983).

El pH del medio afecta al crecimiento de R. capsu-
lata E1F1 (Fig.10A). A pH 8.0 se observa una disminucién
en las actividades NR y GS respecto a las observadas en cé
lulas cultivadas en medios neutros o débilmente dcidos.
Por el contrario, los valores mds altos de la NiR se encuen
tran a pH 8.0 y los mds bajos a pH 6.0, lo que explica el
que a este pH no crezcan las células cuando el nitrito es
la dnica fuente de nitrégeno. Ademds el pH puede interfe-
rir con el crecimiento afectando a los sistemas de trans-

porte del nitrato y del nitrito a través de la membrana.
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La NR y la NiR de R. capsulata E1F1 son, al pare-
cer, protefnas unidas a la membrana y fdcilmente accesi-
bles, ya que sus actividades pueden determinarse en célu-
las enteras (Moreno-Vividn 1981). De hecho, las NR y NiR
desasimiladoras de R. sphaeroides forma sp. dentitrificans
se encuentran en el espacio ﬁeriplésmico de la bacteria
(Sawada y Satoh 1980). Las NR y NiR de R. capsulata E1F1
son muy ldbiles y s6lo se pueden detectar en extractos
acelulares obtenidos por tratamiento con glicerol (Tabla
I). En R. rubrum también se ha podido determinar la acti-
vidad NR en células enteras (Katoh 1963a), aunque en este
caso la enzima se solubiliza fdcilmente por sonicaci6n,
al igual que la NR de R. capsulata AD2 (Alef y Klemme 1977).
La NR de R. capsulata BK5 se solubiliza por tratamiento
con detergentes después de una extraccifn con acetona en
frio (Klemme et al. 1981). Por el contrario, la NiR desa-
similadora de R. palustris 1al y la de R. sphaeroides for
ma sp. denitrificans se solubilizan fdcilmente con ultra-

sonidos (Sawada et al. 1978; Preuss y Klemme 1983).

A diferencia de la NR y de la NiR, la GS de R. cap
sulata E1F1 se solubiliza fdcilmente (Tabla I). También de
be ser diferente su localizacifén celular, ya que no se de-

tecta actividad en células enteras, siendo preciso un tra-

tamiento permeabilizador previo con tolueno o MTA.

Las enzimas estudiadas de la ruta de asimilacidn
reductiva del nitrato son adaptativas, a excepcifén de la

NR que s6lo se detecta cuando en el medio de cultivo estén
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presentes el NO; o el NO,. La NiR y la GS se detectan siég
pre, independientemente de la fuente de nitrégeno utiliza-
da, encontridndose los valores mds altos en células cultiva
das en medios con nitrato o nitrito (Tabla II). El efecto
de estos dos aniones, inductores de la NR y activadores de
la NiR y de 1la GS, corrobora el caridcter operativo de esta
ruta para la asimilacién de ambos, como se ha propuesto pa
ra bacterias fototréficas (Slater y Morris 1974; Johansson
y Gest 1976; Brown y Herbert 1977a y b; Herbert et al. 1978;
Madigan y Cox-1982).

La baja actividad NR observada en cé&lulas cultiva
das en medios con NH,NO; se debe, probablemente, al efecto
inhibidor del NHy sobre la entrada del NO; en las células
(Jackson et al. 1981; Moreno-Vividn et al. 1982), como se
ha descrito en cianobacterias, algas vefdes y plantas supe

riores (Guerrero et al. 1981).

Al igual que en R. rubrum y R. capsulata B10 (Jo-
‘hansson y Gest 1977; Falk et al. 1982; Yoch et al. 1983),
el amonio disminuye la actividad GS de las células de R.
capsulata E1F1, Con L-glutamato se obtienen valores muy al
tos de la actividad GS, lo que puede deberse a la induc-
cién de la enzima por su sustrato fisioldgico, como se ha
descrito en la estirpe B10 de R. capsulata (Johansson vy
Gest 1977) y en otros microorganismos no fotosintéticos

(Mora et al. 1980).
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Como se ha descrito en otras NR de bacterias foto-
sintéticas (Alef y Klemme 1977; Wesch y Klemme 1980; Satoh
1981; Kerber y Cdrdenas 1982) y quimiotr6ficas (Guerrero
et al. 1973; Villalobo et al. 1977), la NR particulada de
R. capsulata E1F1 utiliza violdégenos reducidos quimicamen-
te como donadores de electrones (Tabla V). También puede
utilizar flavinas reducidqs fotoquimicamente, de manera se-
mejante a las NR de hongos, algas verdes y bacterias (Zumft
et al. 1980). Si la reduccidén de las flavinas se lleva a
cabo quimicaménte con ditionito no se produce la transfe-
rencia enzimidtica de los electrones al nitrato, probable-
mente porque lo impida algln subproducto formado en la oxi

dacién del ditionito. Como en la mayoria de los organis-

mos procariotas y al contrario que en hongos y plantas su-
periores, los piridin nuclebétidos reducidos no son donado-
res de electrones en esfe proceso enzimdtico (Guerrero et
al. 1981). Se han obtenido resultados semejantes en la re
duccidén de nitrato por células enteras de esta misma bac-

teria (Moreno-Vividn 1981).

El requerimiento de metal(es) pesado(s) para la
reaccidn catalizada por la NR se deduce del efecto inhibi
dor de agentes quelantes de metales como el cianuro, 1la
azida o la o-fenantrolina (Tabla VI). Una inhibicién simi
lar por CN™ o N3 se ha descrito en otras bacterias fotosin
téticas (Wesch y Klemme 1980). Experimentos fisiolégicos,
realizados afiadiendo cantidades crecientes de volframato a

células que asimilan nitrato, indican que la NR de R. cap-
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sulata E1F1 es una molibdoenzima. La presencia de molibde-
no se ha propuesto para las NR de R. sphaeroides forma sp.
denitrificans y DSM 158 (Satoh 1981; Kerber y Ciardenas
1982) y se ha demostrado en 1a  NR de R. capsulata AD2Z
(Alef y Klemme 1979), asfi como en las de otros muchos pro-

cariotas (Guerrero et al. 1981).

En la NR de R. rubrum se ha sugerido la presencia
de hierro no heminico (Katoh 1963)‘y en la NR purificada
de R. capsulata AD2 se han detectado grupos hemo (Alef Yy
Klemme 1979). Sin embargo, la NR de la estirpe BK5 de R.
capsulata no contiene ninguna forma de hierro (Wesch vy
Klemme 1980). Los experimentos fisioldégicos, realizados
afiadiendo cantidades crecientes de hierro a distintos cul
tivos de R. capsulata E1F1, no parecen indicar que la NR

de esta bacteria sea una hierroproteina.

La fuerte inhibicidén que ejercen los mercuriales,
tipicos reactivos de grupos sulfhidrilos en proteinas (Liu
1977), sobre la NR de R. capsulata E1F1 sugiere la presen-
cia de grupos -SH esenciales para la catdlisis enzimdtica.
E1l DTE, agente reductor de enlaces disulfuro (Konigsberg
y Steinman 1977), inhibe considerablemente la NR de esta
bacteria, lo que indica que los puentes S-S son necesarios
para mantener la conformacién activa de la enzima. Se han
descrito efectos inhibidores semejantes para las NR de di-

ferentes organismos (Guerrero et al. 1981).

El clorato inhibe competitivamente la NR de dis-

tintos procariotas (Notton y Hewitt 1979), pero no las NR
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de R. capsulata AD2 y BKS (Wesch y Klemme 1980). La enzima
de R. capsulata E1F1 tampoco se inhibe sigﬁificativamente

por dicho anién.

También la NiR utiliza como donadores de electro-
nes los violdégenos reducidos quimicamente, principalmente
MV H. La eficiencia de las flavinas reducidas, quimica o
fotoquimicamente, como donadores de electrones para la NiR
no es muy alta. Los piridin nucledtidos son totalmente ing
ficaces como donadores. Por el contrario, el citocromo c y
la ferredoxina de procariotas son buenos donadores de elec
trones (Tabla XI). Estos resultados coinciden con los obte
nidos para las NiR de otros organismos fotosintéticos, que
son dependientes de ferredoxina, frente a las NiR de los
organismos no fotosintéticos, que son dependientes de piri
din nucle6tidos (Guerrero et al. 1981). E1 citocromo ¢, se
ha propuesto como donador fisioldgico de electrones para
la NiR desasimiladora de R. sphaeroides forma sp. denttri

fieans (Sawada y Satoh 1980).

La NiR asimiladora de organismos fotosintéticos es
una hierroprotefna, con el hierro formando parte de un si-
rohemo o de centros sulfoférricos (4Fe - 4S) (Vega et al.
1980) . Los resultados obtenidos con la enzima de R. capsu-
lata E1F1 sugieren la presencia de hierro, ya que la acti-
vidad aumenta con la adicién al medio de cantidades cre-
cientes de hierro (Fig.18) y, ademds, es muy sensible a di

ferentes agentes queléntes de metales (Tabla X).
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E1 pHMB inhibe la NiR de eucariotas (Vega et al.
1980), pero no la de cianobacterias (Manzano 1977 ; Méndez
et al. 1981), andlogamente a lo que ocurre con la NiR de
R. capsulata E1F1, que tampoco se inactiva con la azida

ni con el cianato (Tabla X).

La estabilidad térmica de la NR y de la NiR de R.
capsulata E1F1 es bastante diferente. Asi, la NiR mantie-
ne prdcticamente su actividad a 40°C durante 10 minutos
(Kerber et al. 1981), mientras que la NR pierde su activi

dad a temperatura ambiente con bastante facilidad.

El pH 6ptimo descrito para la actividad de dife-
rentes NR y NiR estd en torno a 7.5 (Guerrero et al. 1981).
El pH 6ptimo para la NR de R. capsuZ;;a E1F1 es 8.0, y pa
ra la NiR es 7.0 . Las zonas de pH en las que son mds es-
tables ambas enzimas son también algo diferentes, y asi
mientras la NR es relativamente estable en el rango de pH
entre 7.5 y 9.0, la NiR lo es entre 6.0 y 7.0, resultados
que estdn en contradiccién con los obtenidos en los expe-
rimentos fisiol6gicos de crecimiento a distintos pH (Fig.
11) . Estas diferencias pueden explicarse por una variacién
en la conformacidén de las proteinas debido al procedimien-
to de permeabilizacién empleado, o por un efecto in vivo
del pH del medio sobre los sistemas de transporte del ni-
trato y del nitrito, que afecta a las actividades NR y NiR

intracelulares.
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Los estudios realizados sobre las etapas enzimdti
cas de reduccidén del nitrégeno nitrico a amoniaco, que aca
bamos de discutir, se han completado con otros sobre la re
gulacidn de la sintesis y de la actividad GS, asi como so-
bre sus propiedades moleculares. La importancia de estos
estudios, en los que se han empleado algunas técnicas inmu
noldégicas, radica en el papel clave que desempefia esta en-
zima en el metabolismo de las bacterias, ya que en la reac
Cidén que cataliza confluyen los productos de los ciclos me
tab6licos del carbono y del nitrégeno (Stadtman y Ginsburg

1974 ; Magasanik y Rothstein 1980).

La mayoria de las glutaminas sintetasas de bacte-
Tias Gram-negativas estdn reguladas por diversos mecanismos:

(1) por represidn -desrepresién de 1la sintesis de la en-
zima;

(2) por alteraciones covalentes reversibles ( adenila-
cibn - desadenilacién ) de un residuo especifico
de tirosina de cada subunidad;

(3) por retroinhibicién acumulativa por productos del
metabolismo de la glutamina; y

(4) por interconversidén de la forma relajada ( inacti-
va ) en la forma tensa ( activa ) como respuesta
a la concentracién de cationes divalentes (Shapi-
ro y Stadtman 1970; Tyler 1978; Magasanik y Roths
tein 1980).

Los diversos tipos de regulacidén se han estudiado

en bacterias fotosintéticas de la familia de las rodospiri
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ldceas (Johansson y Gest 1977; Alef y Zumft 1981; Engel-
hardt y Klemme 1981; Sakhno et aql. 1981; Davies y Ormerod
1982; Moreno-Vividn et al. 1983; Yoch et al. 1983). En
otros organismos fotosintéticos como cianobacterias, al-
gas verdes y plantas superiores, la GS no se regula por
adenilaci6n - desadenilacién, sino por retroinhibicidn por
metabolitos de la glutamina, principalmente aminodcidos y

nucledtidos (Stewart y Rhodes 1977).

La sintesis de la GS de R. capsulata se reprime
fundamentalmente por amonio y, en menor grado, por L-alani
na y L-glutamina (Tabla II y Figs.9 y 37). Este efecto tam
bién se ha descrito en otras bacterias de la misma familia
(Johansson y Gest 1977; Brown y Herbert 1977b; Engelhardt
y Klemme 1981; Sakhno et aql. 1981) y tiene lugar a nivel
de expresidn genética. Mediante estudios con mutantes, Ma-
gasanik y Rothstein (1980) han descrito un cbmplejo siste-
ma de regulacién en enterobacterias mediante el cual el
efecto del amonio se explica en funcién de la presencia de
la proteina Pr1 ( represién de 1la GS ) o de PII-UMP ( final
de la represidén ). En células carentes de amonio, la razén
(glutamina) / (2-oxoglutarato) es baja, por lo que se acti-
va la enzima UTasa,y P11 se transforma en P;;-UMP,con 1o
que la GS se desreprime. Lo contrario sucede en presencia
de amonio ( vease el Esquema 4 de la Introduccién ). Este
mismo sistema de regulacién puede ser operativo para la GS

de R. capsulata E1F1.
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La regulacién de la actividad GS por el mecanismo
de adenilacién - desadenilacibn, descrito para Escherichia
coli (Shapiro et al. 1967) y comprobado en diversas bacte
rias fotosintéticas (Johansson y Gest 1977; Alef y Zumft
1981; Engelhardt y Klemme 1981; Davies y Ormerod 1982;
Khanna y Nicholas 1983a y b), también tiene Ilugar en R.
capsulata E1F1 (Figs.7 -9 y 36). En algunas bacterias fo-
tosintéticas verdes, por el contrario, no se ha podido de
mostrar la existencia de este tipo de interconversifn me-
tabélica reversible de la GS (Davies y Ormerod 1982; Kau-
len y Klemme 1983).

El grado de adenilacién de la GS de R. capsulata
E1F1 es funcién de la fuente de nitrdgeno del medio, de la
fase de crecimiento en que se encuentra el cultivo y de la
intensidad luminosa que éste recibe. Durante la fase de la
tencia la GS se encuentra adenilada en mds del 50% (n=6),
debido probablemente a que en dicha fase el requerimiento
de nuevos compuestos nitrogenados no debe ser muy elevado.
Sin embargo, en el caso en que la fuente de nitrégeno es
el N, disuelto, el grado de adenilaci6én es inferior a 2 du
rante la fase de latencia, llegando a estar casi completa-
mente desadenilada en 1la fase de crecimiento exponencial.
Este proceso de desadenilaci6n durante el crecimiento se
requiere porque la GS desadenilada promueve la activacidn
de la dinitrogenasa, enzima responsable del crecimiento en
medios con N2 como fuepte'de nitrégeno (Tyler 1978; Magasa
nik y Rothstein 1980; Falk et al. 1982).

En los medios que contienen formas oxidadas de ni-
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trégeno, el grado de adenilacién disminuye al comenzar la
fase de crecimiento exponencial, a la vez que aumenta la
actividad especifica de la enzima. Estos resultados estédn
de acuerdo con la idea de que,para la activacién de la sin
tesis de enzimas del metabolismo del nitrdgeno,es necesa-
rio que aumenten los niveles celulares de GS y que ésta se
encuentre desadenilada (Magasanik y Rothstein 1980). La
disminucién en el grado de adenilacidén de la GS se produce
también cuando la fuente de nitr6geno es extracto de leva-
dura, L-glutamato y L-alanina, aunque en los medios con es
tos aminodcidos se mantiene el grado de adenilacién al prin
cipio de la fase exponencial, para disminuir cuando el cul-
tivo ha alcanzado ya un cierto nivel de crecimiento. Esta
variacién puede explicarse suponiendo que al principio las
concentraciones de estos aminodcidos son suficientes para
mantener el crecimiento celular y que solamente cuando se
han consumido en parte, la GS se desadenila y se pone en
marcha el mecanismo activador de las enzimas encargadas de
la asimilacién del nitrégeno inorgdnico. Cuando la fuente
de nitrégeno es la L-glutamina el grado de adenilacién se
mantiene siempre alto (n=8), como era de esperar por los
altos valores de la relacién (glutamina) / (2-oxoglutarato).
En presencia de amonio el grado de adenilacién aumenta du-
rante la fase de crecimiento exponencial, a la vez que 1la
actividad especifica permanece constante (Fig.9), lo que
puede explicarse en términos del efecto del amonio sobre

el sistema de regulacién biciclico propuesto por Magasanik

y Rothstein (1980) y que se ha discutido anteriormente.
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Estos resultados se han corroborado mediante estu
dios de inmunoprecipitacidn cuantitativa. En esta técnica
inmunolégica la altura de las bandas de precipitacidén es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno presen
te en las muestras e inversamente proporcional a la concen
tracidén de anticuerpo en el soporte utilizado para la elec
troforesis (Weeke 1973a). Los anticuerpos son .capaces de
reaccionar con las formas no degradadas del antigeno, siem
pre que éste conserve los determinantes antigénicos. En el
caso de la GS de R. capsulata E1F1 los anticuerpos anti-GS
detectan tanto la forma adenilada como la desadenilada (Ro

mero 1983).

En el presente estudio se ha podido observar cémo
la adicién de amonio o L-alanina afecta tanto al nivel en-
zimdtico como al estado de adenilacién de la GS en células
que estidn creciendo en medios con nitrato como fuente de
nitré6geno (Fig.38). El amonio, y en forma similar aunque
menos pronunciada la L-alanina, provoca la rdpida adenila-
cidn de la enzima y la disminucidn de su actividad especi-
fica. Los resultados inmunoelectroforéticos muestran tam-
bién una disminucién de la cantidad de enzima presente en
estas células. El efecto ejercido por el amonio ya se ha
explicado anteriormente por la produccién de una mayor pro

porcién de la proteina Prq; respecto a Pyy-UMP.

En Klebsiella aerogenes se ha descrito un mecanis
mo proteolitico de degradacidn de la GS en dos pasos, el

primero de los cuales consiste en la oxidacidn especifica
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de un residuo de histidina de cada subunidad, siendo esta
oxidacién tanto mds fdcil cuanto mayor es el grado de ade
nilacién de la enzima (Levine et al. 1981). Este mecanis
mo también puede explicar los resultados encontrados para
la GS de R. capsulata E1F1, ya que la concentracidén intra
celular de GS es minima en las células cultivadas en me-
dios en que la enzima tiene un grado de adenilacifén méxi-

mo.

Al afiadir MSX 50 uM a cultivos de R. capsulata EIF1
creciendo en la luz con KNO;, se detiene el crecimiento
instantdineamente. Este efecto se revierte totalmente a las
5-10 horas (Fig.39). Durante este periodo se inactiva la
GS y aumenta la concentracién de amonio en el medio, el cual
es reasimilado al reanudarse el crecimiento, aunque sé6lo
se recupera un 5% de la actividad GS. Moreno-Vividn et al.
(1983) han demostrado que en presencia de MSX las cé€lulas
de R. capsulata E1F1 inducen las actividades alanina des-
hidrogenasa y alanina : 2-oxoglutarato aminotransferasa, lo
que puede explicar el crecimiento mediante la ruta alter-
nativa ADH / AOAT cuando se afiade el MSX.

El estudio inmunolégico de la cantidad de GS en
células tratadas con MSX revela que existen diferencias
respecto a lo descrito anteriormente para células culti-
vadas en distintas fuentes de nitrégeno (Fig.40). El1 de-
sarrollo de la inmunoelectroforesis cuantitativa indica
que en las células tratadas con MSX existe un tipo de GS

inactiva que no se detecta por el ensayo de la actividad
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transferasa. En 1la cianobacteria Anabaena sp. 7120, cuya
GS no esti modulada por adenilacién - desadenilacién, se
ha descrito un comportamiento inmunolégico parecido en
respuesta a la adicién de MSX (Orr y Haselkorn 1982). La
superproduccién de GS puede ser una forma de eliminar el
MSX del medio, ya que &éste se une especifica e irreversi-

blemente a la enzima (Meister 1980).

En esta misma estirpe de R. capsulata se ha des-
crito también que en presencia de MSX primero se bloquea
parcialmente la entrada de nitrato y luego, cuando se rea
nuda el crecimiento, se desregula el sistema de transpor-
te y el amonio y él nitrato entran simultineamente en las

células (Caballero et al. 1982; Moreno-Vividn et al. 1983).

En R. capsulata E1F1 la luz afecta al proceso de
asimilacién del nitrégeno inorgidnico en distintos puntos
de esta ruta metab6lica. La oscuridad, ademds de impedir
la fijaci6n de N2, impide el consumo de nitrato (Moreno-
Vividn et al. 1982), L-glutamato y L-alanina (Fig.41A)y
dispara el proceso de adenilacién de la GS, si bien no
altera esencialmente las actividades enzimdticas totales
" de la NR, la NiR y 1la GS.

El efecto de la intensidad de la luz sobre el es-
tado de adenilacién de la GS se ha estudiado en R. capsu-
lata B10 (Johansson y Gest 1977), encontrdndose que, sal-
vo cuando la concentracién de amonio en el medio es alta,
al aumentar la intensidad luminosa disminuye el grado de

adenilacién. Este efecto se ha atribuido al aumento de 1la
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concentracién intracelular de ATP u otros nucledtidos tri-
fosfatos que interaccionan con el sistema de control bici-
clico de la adenilacién. Un efecto similar de la intensi-
dad luminosa sobre el grado de adenilacién se ha descrito
en R. sphaeroides DSM 158 (Engelhardt y Klemme 1981) y se
ha encontrado en R. capsulata E1F1. La disminucién de la

intensidad luminosa relativa que reciben las células eﬁ

la fase estacionaria, debido al aumento exponencial de su
nimero, puede ser una de las causas del aumento del grado
de adenilacién de la GS de R. capsulata E1F1 que se obser

va en dicha fase.

Los resultados discutidos anteriormente acerca de
la inhibici6én del consumo de nitr6geno nitrico y de L-ami-
nodcidos en la oscuridad, asi como la adenilacién y subse-
cuente inactivacién de la GS provocada por la oscuridad,
demuestran que existe una estrecha relacién entre el fun-
cionamiento del aparato fotosintético y el metabolismo

del nitrégeno en R. capsulata E1F1,

En los dltimos afios se han descrito diversos méto
dos de purificaci6én de la GS de bacterias fotosintéticas,
tanto rodospirildceas como clorobidceas . Lepo et al.
(1979) han purificado por cromatografia de afinidad en
Azul de sefarosa la GS de R. shaeroides 2.4.1. Ga, obte-
niendo un grado de purificacién de 66, una actividad es-
pecifica de 103 U/mg y un rendimiento del 45%. Empleando
la cromatografia de afinidad en Azul de sefarosa C1l-6B

(Pharmacia), se ha purificado 32 veces ( 107 U/mg de acti
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vidad especifica y 27% de rendimiento ) la GS de R. palus-
tris (Alef et al. 1981). Soliman et al. (1981) han logrado
una purificacién similar de la GS de R. rubrum, empleando
la afinidad en ADP-agarosa. La GS de R. sphaeroides DSM
158 se ha purificado, siguiendo un método semejante, unas
200 veces con un rendimiento del 46% y una actividad espe
cifica de 120 U/mg (Engelhardt y Klemme 1982). La GS de
R. rubrum S-1 se ha purificado 33 veces, aunque con una
actividad especifica y un rendimiento muy bajos ( 65U/mg
y 3%, respectivamente ), mediante un tratamiento de cinco
pasos con la inclusién de varios procesos cromatogrificos
(Yoch et al. 1983). También se ha purificado la GS de Chlo
robium vibriforme f. thiosulfatophilum (Khanna y Nicholas
- 1983a), mediante tres pasos sucesivos de cromatografia en
DEAE-celulosa y en sefarosa 6B, obteniéndose una activi-

dad especifica de 50 U/mg y un rendimiento del 35%.

La mayorfa de los métodos de purificacién mencio-
nados constan de varias etapas, con las consiguientes pér
didas a lo largo del proceso. El método utilizado en 1la
purificacién de la GS de R. capsulata E1F1 es similar al
descrito para la enzima de R. rubrum por Soliman et al.
(1981), aunque se diferencia de éste en la forma de obte-
ner el extracto utilizado para la columna de afinidad, en
el tipo de matriz de la columna y en el mayor rendimiento
del proceso. En la columna de 2',5'-ADP sefarosa se intro
duce el sobrenadante que resulta al precipitar con MTA

el extracto obtenido mediante ultrasonidos (Tabla XII). La
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afinidad de la enzima por esta matriz es bastante grande,
como se puede deducir del hecho de que al lavarla con ADP
10 mM s6lo se obtiene el 8% de la actividad, y de que es
necesario afiadir fuerza i6nica al tampén ( KC1 0.3 M, ADP 3
mM ) para recuperar la mayor parte de la enzima (Fig.19).

Los distintos métodos de purificacién enumerados emplean

tGnicamente ADP para despegar la GS de la matriz. La GS de
R. capsulata E1F1 se ha obtenido con un grado de purifica
cién de 123, con una actividad transferasa especifica de

185 U/mg y una recuperacién del 81% (Tabla XII).

La preparacién enzimdtica obtenida por este proce
dimiento es homogénea segln criterios electroforéticos e
inmunolégicos. En la electroforesis analitica discontinua
en gel de poliacrilamida de preparaciones recién obtenidas
aparece una Gnica banda de proteina con actividad GS (Figs.
20 y 21). Mediante la técnica de doble inmunodifusibén se
confirma este resultado, ya que s6lo se obtiene una banda
~de precipitacién, con la que coincide la de la actividad
GS (Fig.23). El andlisis electroforético de muestras de en
zima, varias horas después de su purificacién (Fig.22),
indica la existencia de diversas bandas debidas a la diso
Cciacifn parcial de la enzima nativa en distintos olig6me-
ros, como se discutird mds adelante. Una disociacién pare
cida se ha encontrado en la GS de R. palustris (Alef et
aZ.'1981) y en la de Azotobacter vinelandii (Kleinschmidt

y Kleiner 1978).
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Recientemente se han separado dos isoenzimas de la
GS en diversas bacterias de los géneros Rhizobium y Agro-
bacterium (Darrow y Knotts 1977; Fuchs y Keister 1980a yb).
Soliman et al. (1982) han propuesto la separacién de dos
isoenzimas de la GS en la bacteria fotosintética R. rubrum
mediante filtracioén en gel y electroenfoque. En el alga ver
de Chlamydomonas reinhardii se han separado dos GS median-
te cromatografia de afinidad en 2',5'-ADP sefarosa 4B (Flo
rencio y Vega 1983). En R. capsulata E1F1 no se ha podido
detectar la existencia de tales isoenzimas pbr las diferen
tes técnicas ensayadas, aunque los resultados de la inmuno
electroforesis cruzada apuntan hacia la existencia, en es-
ta bacteria, de dos formas de GS inmunolégicamente dife-

rentes (Fig.24).

La GS de R. capsulata E1F1 tiene diferentes pH 6p-
timos para la forma adenilada (6.5) y para'la desadenila-
da (7.5) (Fig.25). Cuando el grado de adenilacibén es 6 el
pH dptimo es la media de los dos valores (7.0). La exis-
tencia de un pH 6ptimo para cada forma es un hecho bastan-
te general en las GS de bacterias. Asi, en R. palustris los
pH 6ptimos son 7.3 y 7.8 para las formas aaenilada y desa-
denilada, respectivamente (Alef y Zumft 1981), en E. col<,
6.9 y 8.0 (Shapiro y Stadtman 1970) y en A. vinelandii, 6.0
y 7.0 (Kleinschmidt y Kleiner 1978).

La enzima conserva prdcticamente toda su actividad
si se mantiene durante 2 horas a temperatura ambiente a di

ferentes pH entre 5.5 y 9.0 (Fig.28). La amplitud de esta
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zona permite que la GS pueda existir a los pH 6ptimos de

las dos formas sin degradacidén apreciable.

La GS de R. capsulata E1F1 presenta una temperatu-
ra 6ptima de 43°C para la actividad transferasa (Fig.26) vy
una moderada estabilidad con la temperatura, manteniéndose
mis del 80% de actividad al cabo de 90 minutos a 35°C y el
90% a 20°C durante 2 horas, mientras que pierde la mitad de
la actividad en 1 hora a 60°C (Fig.29). Esta resistencia a
la temperatura no es un fen6meno aislado en las GS bacte-

rianas (Darrow y Knotts 1977; Fuchs y Keister 1980b).

El valor de energfa de activacién para la activi-
dad transferasa ( 21.6 kJ-mol~™!; Fig.27) es inferior a los
descritos para las GSI y GSII de C¢. reinhardii (Florencio

y Vega 1983).

En la Tabla XVI se comparan los valores de algu-
nos pardmetros cinéticos y moleculares para las GS de dife
rentes bacterias. Hasta el momento, las GS bacterianas des
critas son oligémeros de peso molecular cercano a 600 kDa,
compuestos de 12 subunidades idénticas, segfin se desprende
del andlisis secuencial de aminodcidos (Orr et al. 1981).
Sin embargo, existen excepciones como la GSII de Rhizobium
Japonicum, que no se modula por adenilacién - desadenila-
cidén, tiene un peso molecular de 205 kDa y estd compuesta
por 6 subunidades mis pequefias ( 36 kDa ) que las de la GSI
( 59 kDa) (Darrow 1980; Darrow et al. 1982). La enzima de

R. capsulata E1F1 estudiada en el presente trabajo respon-
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Referencias de 1la Tabla XVI

v B W

o w9 O

11
12
.13
14
15
16
17

Este trabajo

Alef et al. 1981

Alef y Zumft 1981
Soliman et al. 1981

Yoch et al. 1983
Engelhardt y Klemme 1982
Khanna y Nicholas 1983a
Woolfolk et al. 1966
Valentine et al. 1968
Stadtman y Ginsburg 1974
Kleinschmidt y Kleiner 1978
Siedel y Shelton 1979
Orr et al. 1981

Orr y Haselkorn 1981
Sampaio et al. 1979
Sawhney y Nicholas 1978

Florencio y Ramos 1983

(*) valores de ntGmero de cambio calculados como:

N.C. = Activ. especif. (U/mg)x

Peso molec (kDa) x 1 min

1 umol enzima

60 s
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de al tipo general de las GS bacterianas, con un peso mole-
cular para la enzima nativa de 660 kDa, obtenido por filtra
cibén en gel (Fig.32), de 661 kDa por filtracifn en gel y cen
trifugacién en gradiente de viscosidad (Figs.30 y 31), o de
670 kDa por electroforesis con geles de acrilamida de dis-
tinto tamafio de poro (Fig.33). Estd compuesta por 12 subuni
dades facilmente disociables como indican los datos de fil-
tracidén en gel y de electroforesis, asi como la forma ancha
del precipitado inmunoelectroforético (Fig.24). Esta facili
dad de desagregacidén explica el hecho de que no se obtenga
un solo pico en la cromatografia de filtracibén en gel y la
aparicién de nuevas bandas al desarrollar la electroforesis
de muestras de GS varias horas después de su purificacién
(Figs.20 y 22). La representaci6én de los valores de K0
obtenidos ‘por cromatografia, o de los Rf de las bandas
electroforéticas, en funcidén del logaritmo del peso molecu
lar, permite concluir que corresponden a distintas agrupa-
ciones oligoméricas de la proteina, desde 12 ( enzima nati
va ) hasta 1 ( mondmero ) (Figs.32 y 34). En A. vinelandii
Y en R. palustris también se han descrito formas oligoméri
cas con distinta movilidad electroforética (Kleinschmidt y

Kleiner 1978; Alef et al. 1981).

El coeficiente de sedimentacién de la GS de R. cap
sulata E1F1, 19.2 S (Fig.31), es semejante a los encontra-
dos para otras bacterias (Tabla XVI) y mayor que el de las
GS de C. reinhardii ( 14.6; Florencio y Vega 1983) y cebada
( 14.1; Mann et al. 1979) o el de la GSII de R. japonicum
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(9.5; Darrow et al. 1982). El valor obtenido para el ra-
dio de Stokes de la GS de R. capsulata E1F1 es algo mayor
que el calculado para la enzima de 4. nidulans (Tabla XVI)
y bastante diferente de los descritos para eucariotas, que
son del orden de 6.3 nm (Mann et al. 1979; Florencio y Ve
ga 1983). Estas semejanzas y diferencias no son sorpren-
dentes, ya que la GS bacteriana es un dodecdmero con un
peso molecular de unos 600 kDa, mientras que la de euca-'
riotas es una proteina octamérica con un peso molecular

cercano a 350 kDa.

El valor de 1.45 para la friccidén relativa indica
que la GS de R. capsulata E1F1 no es esférica, sino elip-
soidal (Tabla XV). Los estudios de microscopia electrénica
de las GS de bacterias confirman dicha forma de la enzima,
consistente en dos agrupaciones hexagonales superpuestas
con seis subunidades cada una, con un diidmetro de unos 14
nm y una altura total de 8 -11 nm, lo que implica una fric |
.£10n relativa del orden de 1.5 (Tabla XVI). En algunos mi-
croorganismos, como Bacillus caldolyticus y Anabaena 7120,
se ha observado un cierto desplazamiento relativo de 1los
anillos hexagonales (Wedler et al. 1980; Orr et al. 1981),
pero en la mayoria de las GS estudiadas la superposicién es
total (Valentine et al. 1968; Alef et al. 1981; Engelhardt
y Klemme 1982).

Los valores de Km de la GS para el NHy y el ATP
son muy bajos,y semejaﬁtes a los descritos en otras bacte-

rias (Tabla XVI). Estos resultados estdn de acuerdo con el
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efecto regulador del amonio y el ATP (y no del glutamato)
sobre la actividad GS <Zn vZvo. La Km para el ADP también
es bastante baja, tal como se ha descrito para las GS de
E. col? (Woolfolk et al. 1966) y de arroz (Iyer et al. 1981).
En R. palustris se ha observado una alta especificidad de

la GS para el ADP (Alef et al. 1981).

El nGmero de cambio encontrado para la actividad
biosintética de la GS de R. capsulata E1F1 ( 70 mol sustra-
to /mol enzima-.s ; Tabla XIII) es intermedio entre los obte
nidos en otras GS bacterianas, mientras que el de la acti-
vidad transferasa estd entre los mis elevados de los des-
critos en este tipo de microorganismos (Tabla XVI). Los va
lores del ntGmero de cambio para ambas actividades de la GS
de bacterias fotosintéticas, calculados a partir de las ac
tividades especificas de las enzimas purificadas, son meno

res que los de R. capsulata E1F1,

La actividad GS disminuye en presencia de diferen
tes productos del metabolismo de la glutamina. Esta retro-
inhibicidén se ha estudiado ampliamente en bacterias, encon
trdndose que los L-aminodcidos alanina, glicina y serina
suelen ser unos potentes inhibidores de 1la acti?idad GS,
variando su efecto de unos organismos a otros (Woolfolk y
Stadtman 1967; Orr y Haselkorn 1981). Estos tres aminodci-
dos interaccionan con la GS de E. coli en el mismo sitio,
lo que provoca un efecto acumulativo de la retroinhibicidn
(Stadtman y Ginsburg 1974). En algunas GS también se ha ob

servado retroinhibicién por otros L-aminodcidos como gluta
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mina, aspartato, tript6fano o cisteina (Orr y Haselkorn

1981) . En organismos cuya GS no estd regulada por adenila-
cién - desadenilacién se han determinado las concentracio-

nes intracelulares de estos aminodcidos ( aproximadamente

1 mM para alanina y glicina en Anabaena cylindrica) . Es-
tos valores son suficientemente altos como para producir

una inhibicidén significativa, por lo que en dichos organis-
mos la GS puede estar regulada de un modo efectivo por es-
te mecanismo (Orr y Haselkorn 1981).

En la bacteria fotosintética R. palustris también
se da este tipo de retroinhibicién, variando el efecto de
los distintos aminodcidos con el grado de adenilacidén de
la GS y siendo mids acentuados los efectos sobre la activi
dad transferasa que sobre la biosintética. La alanina,
la glicina y la serina son los inhibidores mds fuertes de
la enzima desadenilada (Alef y Zumft 1981).. En R. capsu-
lata E1F1, ademds de estos tres aminodcidos, el aspartato
y la valina inhiben no competitivamente respecto al gluta
mato (Tabla XV y Fig.42). Los datos existentes sobre este
punto en otros organismos son escasos e incluso contradic
torios. En E. col< la inhibicidén producida por la glicina
y la alanina es competitiva respecto al glutamato (Stadt-
man y Ginsburg 1974), mientras que en A. ntdulans la inhi
bicién por alanina y aspartato es no competitiva (Floren-
cio y Ramos 1983). También es de tipo no competitivo, res-
pecto al glutamato, la inhibicién por el aspartatoy la serina
en Anabaena sp. C.A. y 7120 (Stacey et al. 1979; Orr y Hasel

korn 1981). En 4. cylindrica la inhibicién por alanina
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y serina es de tipo incompetitivo (Sawhney y Nicholas 1978)
y en Anabaena flosaquae la inhibicién por alanina es de ti-

po mixto (McMaster et al. 1980).

Ginsburg y Stadtman (1973 y 1974) han estudiado
el efecto de determinados cationes divalentes, como Mg?*,
Ca® o Mn?*", sobre la GS de E. colZ, encontrando un requeri
miento esencial de los mismos para la estabilidad de la en
zima que, en presencia de agentes quelantes de metales co-
mo el EDTA, se hace sensible al ataque por reactivos de
grupos sulfhidrilos y por agentes desnaturalizantes como
SDS o urea. E1 aumento de la concentracién de estos catio-
nes en el medio va acomﬁaﬁado de un incremento en la acti-
vidad de la GS, lo que se explica en términos de conver-
si6n de la forma relajada de la enzima ( inactiva) en la
forma cataliticamente activa. En este cambio conformacio-
nal, catalizado por Mg?*,Ca®*o Mn?*, participan un residuo
de triptéfano, otro de tirosina y un grupo -SH por subuni-
dad, y va acompafiado de la pérdida de reactividad de los
grupos -SH. También se ha encontrado que al aumentar el
grado de adenilacidén de la enzima aumenta la actividad bio
sintética dependiente de Mn?*' y disminuye la que es depen-
diente de Mg?" . En general, la actividad GS de bacterias
depende principalmente de Mg? y estd regulada por la con-
centracidén de otros cationes como Mn?*, Co?" y Ca?" (Tyler
1978; Ip et al. 1983). En R. capsulata B10 la actividad
biosintética de la GS de células cultivadas con amonio re-

quiere Mn?®", mientras que la de las células cultivadas con
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dinitrdgeno como dnica fuente de nitrégeno es dependiente
de Mg?* ( Johansson y Gest 1977).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
con preparaciones semiadeniladas de GS de R. capsulata
E1F1 (n= 7.0), indican que la actividad biosintética
de la forma adenilada depende de iones Mn?', encoﬁtréndg
se que el valor midximo se obtiene cuando la relacidn de
Mn?* a ATP es aproximadamente 1 (Fig.43), lo que hace pen
sar que el sustrato activo para la enzima adenilada debe
ser el complejo MnATP2" . Resultados similares han obteni-

do Alef y Zumft (1981) con la GS de R. palustris.

Por dltimo se ha examinado el papel que juegan
los grupos -SH en la actividad enzimdtica de la GS de R.
capsulata E1F1. La titulacién de los grupos sulfhidrilos
de la enzima, realizada en un tampén con SDS para hacer-
los accesibles al pHMB, indica la existencia en esta pro
teina de 9 grupos -SH por cada subunidad (Fig.35), lo que
coincide con el ntmero de cistefinas encontradas en cada
subunidad de la GS de R. palustris (Alef et al. 1981).
.Este nimero, sin embargo, es bastante mayor que el encon-
trado en otras bacterias (Tabla XVI), aunque es inferior
al nimero de cistefnas por subunidad de algunas GS de ma-

miferos (Tate y Meister 1973).

El pHMB es un inhibidor no competitivo de la acti
vidad transferasa de la GS de R. capsulata E1F1 ( Ki =235uM;
Fig.45), lo que sugieré la varticipacién de grupos sulfhi-

drilos en el proceso catalitico. La actividad transferasa
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de la GS de Anabaena L-31 se afecta también fuertemente por
el pHMB, con independencia de la fuente de nitrégeno del me
dio de cultivo del que provengan las células (Tuli y Thomas
1981). En el alga verde C. reinhardii las dos GS se inacti-
van completamente por este compuesto (Florencio y Vega 1983).
En plantas superiores se ha encontrado que la actividad de
la GS estd modulada por el cambio de la orientacién y del
estado de oxidacién de determinados residuos de cisteina

(Rhodes et al. 1979).

En cianobacterias (Florencio y Ramﬁs 1983), algas
verdes (Schmidt 1981; Tischner y Schmidt 1982; Florencio y
Vega 1983) y plantas superiores (Rhodes et al. 1979), la
GS inactivada por la oscuridad, por reactivos de grupos -SH
0 por haber suprimido del medio los ligandos estabilizado-
res, puede ser reactivada afiadiendo diversos ditioles tales
como la tiorredoxina, el DTE, el DTT o el 2',3'-dimercapto-
praopanol. Los monotioles son incapaces de producir la reac-
tivacidén de la GS de Chlorella (Schmidt 1981), mientras que
el 2-mercaptoetanol o la cisteina son capaces de aumentar
2 y 3 veces, respectivamente, la actividad de las dos GS de
Chlamydomonas (Florencio y Vega 1983). El 2-mercaptoetanol
también reactiva la GS inactiva de 4Anabaena (Sampaio et al.
1979) . Basdndose en estos resultados se ha propuesto un me-
canismo de activacién de la GS Zn vZvo mediado por la tio-
rredoxina y muy sensible a los cambios luz / oscuridad, en
el alga verde Chlorella (Tischner y Schmidt 1982). La GS de
R. capsulata E1F1, inaéfivada con pHMB, también se reactiva

con DTE (Figs.46 y 47). Esta reactivacién no es completa de
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bido a que el DTE, a concentraciones mayores de 0.1 mM,

inactiva parcialmente a la GS de esta bacteria (Fig.47).
El significado fisioldgico de esta reactivacién estd me-
nos claro que en el caso de algas verdes, ya que la acti
vidad transferasa dependiente de Mn2?' en R. capsulata E1F1
no se ve sensiblemente afectada por la oscuridad (Fig.41)
Y, por tanto,no es presumible la existencia en esta bacte-
ria de un mecanismo adicional de regulacién de la GS que
implique el estado de oxidacidén de sus numerosos grupos

sulfhidrilos y que responda a los cambios luz / oscuridad.
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V. CONCLUSIONES



1. La bacteria Rhodopseudomonas capsulata E1F1 asimila el

La

La

La

La

nitrégeno nitrico dnicamente en condiciones fotosin-

téticas ( luz y anaerobiosis).

ruta preferente de asimilacién del nitrdgéno nitrico
en Rhodopseudomonas capsulata E1F1 es la catalizada
por las enzimas nitrato y nitrito reductasas, gluta-

mina sintetasa y glutamato sintasa.

nitrato y la nitrito reductasas de Rhodopseudomonas

capsulata E1F1 se encuentran estrechamente ligadas a
sistemas de membrana, mientras que la glutamina sin-
tetasa se solubiliza con facilidad independientemen-

te del método de ruptura empleado.

nitrato reductasa de esta bacteria es una enzima in-
ducible por nitrato o nitrito, mientras que la nitri
to reductasa y la glutamina sintetasa son enzimas

adaptativas.

nitrato y la nitrito reductasas de Rhodopseudomonas
capsulata E1F1 contienen, al parecer, molibdeno e

hierro como grupos prostéticos, respectivamente. Am
bas enzimas son de tipo asimilador, ya que sus pro-
ductos de reacci6én son el NO; y el NH,, respectiva-

mente.
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6. La glutamina sintetasa de Rhodopseudomonas capsulata
E1F1 se ha purificado hasta homogeneidad seglGn cri
terios electroforéticos e inmunolégicos, mediante

cromatografia de afinidad en 2',5'-ADP sefarosa.

7. La glutamina sintetasa de Rhodopseudomonas capsulata
ET1F1 es una proteina de 665+ 5 kDa compuesta por 12
subunidades idénticas de 55 kDa cada una y posible-
mente situadas en dos hexdmeros superpuestos. La en
zima nativa se disgrega espontfineamente en oligéme-

T0os que retienen parte de la actividad enzimitica.

8. La concentracidén intracelular de glutamina sintetasa
disminuye drdsticamente en presencia de amonio vy

aumenta en presencia de MSX.

9. La glutamina sintetasa de Rhodopseudomonas capsulata

E1F1 estd regulada por un mecanismo de adenilacién -
desadenilacidén. La forma adenilada es biolGgicamen
te inactiva y el grado de adenilacién es mdximo du-
rante la fase estacionaria del crecimiento, en pre-
sencia de amonio o glutamina, o cuando las cé&lulas

Se encuentran en la oscuridad.

10. El1 grado de adenilacién de la glutamina sintetasa de
Rhodopseudomonas capsulata E1F1 influye en el pH 6p
timo de la enzima y en la dependencia de la activi-
dad enzimdtica de la presencia de cationes divalen-

tes. La actividad biosintética de la forma adenila-
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11.

12.

La

La

da depende de Mn?*y utiliza como sustrato el com-

plejo MnATP?-.

actividad transferasa de la glutamina sintetasa de-
sadenilada de Rhodopseudomonas capsulata E1F1 se in
hibe por L-alanina, L-glicina, L-aspartato y L-seri
na. La actividad biosintética se inhibe por estos

aminodcidos en una proporcién mucho menor.

glutamina sintetasa de Rhodopseudomonas capsulata

E1F1 contiene alrededor de 108 grupos sulfhidrilos.
La enzima se inhibe por mercuriales orgédnicos y se
reactiva Znvitro en presencia de ditioles, pero no
estd regulada por interconversidn redox desencade-

nada por cambios luz / oscuridad.
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