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Introduccién

1. LA ASIMILACION DE NITROGENO HASTA
AMINOACIDOS EN PLANTAS SUPERIORES.

El nutriente mineral necesitado en mayor abundancia por los vegetales
es el nitrégeno. La asimilacion de nitrégeno tiene un marcado efecto sobre la
productividad de las plantas, su biomasa y el rendimiento de las cosechas
(Lam et al., 1996), y constituye un proceso clave del ciclo del nitrogeno en la
biosfera (Fig.1). La provisién de nitrégeno en una forma asimilable es
frecuentemente el principal factor limitante del crecimiento de las plantas.
Estas deben competir por el nitrégeno en el suelo con procesos biéticos, como
es Su consumo por microorganismos, asi como abidticos, como es la erosién
y lavado (Crawford, 1995). En agricultura, es frecuente el uso de fertilizantes
con nitrato para aumentar el rendimiento de las cosechas. Los fertilizantes
amoniacales son también convertidos rdpidamente en nitrato por la flora
bacteriana nitrificante. El alto nivel de nitrato en los suelos y su lavado ha
constituido en los tltimos tiempos un motivo de preocupacion a nivel
mundial, debido a que plantea problemas a nivel econémico, ecolégico y
sanitario. Es por ello que la investigacion en la asimilacion de nitrégeno es de
interés no sélo agricola y econ6mico, sino también en una dimension
‘ecolégica e incluso politica (Campbell y Kinghorn, 1990).

Fig.1. Ciclo del nitrégeno en la biosfera.
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Algunas bacterias, hongos, algas y plantas obtienen el nitrégeno a partir
de la reduccion en dos etapas del nitrato hasta amonio. Se ha estimado que
mas de 10" toneladas de nitrato son asimiladas hasta amonio por estos
organismos cada afio (Guerrero et al., 1981). Aunque las plantas pueden usar
como fuente de nitrégeno inorganico nitrato o amonio, el primero constituye
la forma disponible de nitrégeno mas comin en los suelos, debido a la
ubicuidad en éstos de los microorganismos antes referidos (e.g. especies de
Nitrosomonas y Nitrobacter), capaces de convertir el amonio en nitrato
(Oaks, 1992). Por otro lado, un grupo especializado de plantas (e.g. especies
de leguminosas y de los géneros Alnus y Casuarina) puede obtener el
nitrégeno gracias a la capacidad que han desarrollado de establecer relaciones
simbidticas con microorganismos fijadores de dinitrogeno (Rhizobium,
Bradyrhizobium, y especies de actinomicetos) (Oaks, 1992). La fijacion de
dinitrégeno es 100 veces inferior al valor estimado de la asimilacion de nitrato
(Gallon y Chaplin, 1987). Cuando a este tipo de plantas se les suministra
nitrato lo utilizan preferencialmente, no desarrollando el proceso de fijacién
de dinitrégeno, excepto en mutantes supernodulantes o tolerantes a nitrato
(Vessey y Waterer, 1992).

Junto con la reduccion de nitrato hasta amonio (asimilacion
primaria de nitrégeno), hay otros procesos en el interior de los vegetales en
los que se genera amonio que es necesario reasimilar por el vegetal
(asimilacién secundaria y reasimilacion). Entre estos procesos destacan la
fotorrespiracion, el catabolismo de proteinas y otros compuestos
nitrogenados, asi como el amonio generado en determinadas reacciones
biosintéticas (reciclaje de nitrogeno) (Fig. 2).

Cada uno de estos procesos se analiza en mas detalle en los siguientes
apartados, describiendo las propiedades moleculares de los sistemas
enzimaticos implicados al hacer referencia a la asimilaciéon primaria de
nitrégeno.

1.1. Asimilacién primaria de nitrato.

La ruta de asimilacion de nitrato en plantas estd compartimentada entre
diferentes organulos dentro de la célula y entre diferentes organos de la
planta. Una vez que el nitrato es incorporado a la raiz, éste puede ser
almacenado en la vacuola, reducido en la propia raiz, o transportado via
xilema hacia la hoja, donde es reducido.
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Hay distintos tipos de plantas en este sentido: a) En las plantas no
leguminosas y leguminosas tropicales la reducciéon de nitrato ocurre
mayoritariamente en las hojas, donde estan directamente disponibles el
carbono, el poder reductor y la energia necesarios, independientemente de la
concentraciéon de nitrato en el suelo. b) Sin embargo, las plantas no
leguminosas perennes y leguminosas anuales de los climas templados parecen
haber desarrollado mecanismos adaptativos especiales, ya que en éstas,
cuando crecen en suelos no agricolas, la reduccion de nitrato tiene lugar
mayoritariamente en las raices. A altas concentraciones de nitrato, la
proporcion de nitrato reducido en las hojas de estas plantas aumenta. ¢) Un
tercer grupo de plantas esta constituido por aquellas en que la reduccion de

nitrato se lleva a cabo tanto en hojas como en raices (plantas anuales no

leguminosas de los climas templados). La proporcion de nitrato que es
reducida en uno u otro 6rgano puede variar en las mismas especies de plantas
no sélo en respuesta a la concentracion de nitrato en el suelo, sino también a
otros factores externos o internos. (Andrews, 1986; Oaks, 1992).

NO;
PLASMALEMA
CITOSOL
NAD@Y NO;
(2 electrones)
N NR VACUOLA
NAD(P) .
NO;
NO;
Ferredoxina red (I:OOH
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Ferredoxina 5 NRR (|:Hz
CH,
[}
COOH
Acido Glutdmico
NH’ GS NA‘?H COOH (EOOH
4 GOOH  Fq g HCNH;  HCNH,
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* . CH i 2
4 F 2 CH CH
"' 5 (IJH 2 P2
S 1 AP 3 2NH COOH  COOH
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A ]
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“ Glutamina
s coon TRANS ASA
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Fig. 2. Ruta de asimilacién primaria de nitrato y reasimilacién de amonio. (Modificado de
Daniel-Vedele y Caboche, 1996)
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Las etapas fundamentales de la asimilacion de nitrato a nivel celular
son: transporte de nitrato al interior celular, reduccion de nitrato hasta
amonio, y asimilacion de amonio hasta aminoacidos.

1.1.1.Transporte de nitrato al interior celular.

Las plantas deben adquirir una cantidad 6ptima de nitrato en un
ambiente donde la concentracion de nitrato en el suelo puede variar entre
concentraciones de 10 uM a 100 mM. Para ser competitivas en estas
condiciones, las plantas han desarrollado un sistema de transporte de nitrato
versatil, activo y regulado (Crawford, 1995).

El nitrato es inicialmente transportado a través de la membrana
plasmatica de las células epidérmicas y corticales de la raiz (Larsson y
Ingemarsson, 1989). Varias evidencias sugieren que el transporte de nitrato al
interior de la raiz se produce en contra de un gradiente de potencial
electroquimico y que esta acoplado al cotransporte electrogénico de 2 6 mas
protones, produciéndose una despolarizacion transitoria de la membrana
plasmatica y la alcalinizacion del medio externo. Las plantas presentan dos
tipos de sistemas de transporte con distinta afinidad por el nitrato. Por un
lado, los denominados sistemas de alta afinidad son sistemas que operan a
concentraciones de nitrato externas bajas (por debajo de 0,5-1 mM). Por otro
lado, las plantas presentan también sistemas de transporte de nitrato de baja
afinidad, que opera a concentraciones superiores a 0,5-1 mM (Crawford,
1995; Trueman et al., 1996; Quesada et al., 1997).

1.1.2. Reduccion de nitrato hasta amonio.

Las enzimas para la reduccion de nitrato hasta amonio se han localizado
tanto en las raices como en las hojas de las plantas (Oaks y Hirel, 1985). La
reduccion de nitrato hasta amonio requiere un total de 8 electrones en dos
etapas consecutivas de reduccion, catalizadas por las enzimas nitrato
reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR).

1.1.2.1. Nitrato reductasa.

La NR, que cataliza la reduccién de nitrato a nitrito, esta localizada en
el citosol de las células del meséfilo de las hojas y de las células corticales y
epidérmicas de las raices (Vaughn y Campbell, 1988; Fedorova et al., 1994).
La reaccion de la NR requiere dos electrones, suministrados por piridin
nucleétidos reducidos. Aunque en plantas la isoforma mas comun de NR es la
dependiente de NADH (NADH-NR: E.C. 1.6.6.1) , en algunas plantas
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también se han identificado isoformas biespecificas, que usa indistintamente
NADH o NADPH (NAD(P)H-NR: E.C. 1.6.6.2) (Campbell y Kinghorn,
1990). En hojas, se ha propuesto que la fuente mayoritaria del NADH para la
reduccion del nitrato a nitrito en el citosol procede del NADPH generado por
el fotosistema II en el cloroplasto, que es exportado al citosol como NADH
por la lanzadera malato/oxalacetato entre ambos compartimentos celulares
(House y Anderson, 1980). Por otra parte, cuando la reduccion de nitrato tiene
lugar en las raices, el poder reductor necesario procede del ciclo oxidativo de
las pentosas-fosfato (Oaks y Hirel, 1985).

La NR en plantas superiores es un homodimero de 100 a 115 kDa por
subunidad (Campbell y Kinghorn, 1990; Kleinhofs y Warner, 1990; Caboche
y Rouzé, 1990; Campbell, 1996). En cada una de las subunidades se unen tres
grupos prostéticos: FAD, hemo, y un cofactor de molibdopterina (MoCo), en
relacion 1:1:1. Ademas de la actividad fisiologica NAD(P)H-nitrato
reductasa, la enzima puede catalizar in vifro las actividades parciales
NAD(P)H-ferricianuro reductasa o NAD(P)H-citocromo c¢ reductasa
(actividad diaforasa) y MV-nitrato reductasa (actividad terminal). Durante la
reduccion del nitrato, los electrones fluyen desde el NAD(P)H hasta el nitrato
siendo transportados sucesivamente por estos tres centros redox. Los distintos
grupos prostéticos se localizan en dominios funcionales caracteristicos en la
NR, y que han sido definidos en base a homologias de secuencias con
distintas proteinas de mamiferos, plantas y levaduras, analogas en grupos
prostéticos, asi como en base a andlisis de degradacion proteolitica de la NR,
que rinde fragmentos de la enzima con las actividades cataliticas parciales
(Solomonson y Barber, 1990). Dichos dominios pueden confirmarse también
mediante estudios con mutantes de N. plumbaginifolia afectados en las
actividades parciales de la NR, los cuales han demostrado ademas que la NR
muestra complementacion intragénica, de modo que durante la reduccién de
nitrato los electrones pueden fluir a través de los centros redox de una
subunidad a otra (Pelsy y Gonneau, 1991). El anilisis de secuencia de
aproximadamente 20 clones disponibles de los genes de NR eucarioticas, ha
mostrado una alta conservacion de la secuencia dentro de los dominios del
FAD, hemo y MoCo entre las diferentes NRs. Separando estos dominios se
encuentran secuencias de menor grado de conservacion, que se denominan
bisagras, y son los sitios susceptibles de degradacion proteolitica de las NRs.
Por otro lado, proxima al extremo N-terminal de la proteina, se encuentra una
secuencia de longitud variable y poco conservada, rica en aminoéacidos de
caracter acido (Campbell, 1996). Recientemente se ha demostrado el papel de
esta secuencia en la regulacion post-transcripcional de la NR (Nussaume et
al., 1995), a la que se hara mencion posteriormente.
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El analisis genético de la NR se ha desarrollado gracias a la obtencion
de mutantes, la mayoria de los cuales estan afectados en el gen estructural, y
ha revelado que en la mayoria de las pantas la NR esta codificada por mas de
un gen (Kleinhofs et al., 1989; Cheng et al., 1988; Crawford y Arst, 1993;
Caboche y Rouzé, 1990).

Un aspecto interesante e inesperado se ha derivado de los estudios de la
NR a nivel genético y molecular, y es que los niveles de NR parecen estar en
exceso sobre los que se requieren para el crecimiento vegetativo normal de las
plantas. Asi, los mutantes de cebada en el gen nar 1, o los de A. thaliana en el
gen nia 2 de, que carecen del 90% de la actividad NR en las hojas, pero que
crecen como las plantas del tipo silvestre en presencia de nitrato (Kleinhofs y
Warner, 1990; Wilkinson y Crawford, 1991), hecho que se ha confirmado con
plantas mutantes de N. plumbaginifolia, sin actividad NR, que pueden ser
complementadas con la expresion de un transgén de NR, que sélo se expresa a
un 10% del nivel del tipo silvestre (Vincentz y Caboche, 1991; Dorbe et al.,
1992).

1.1.2.2. Nitrito reductasa.

En organismos fotosintéticos, una vez que el nitrato es reducido a
nitrito (Fig. 2), éste es reducido hasta amonio mediante la reaccion catalizada
por la Fd-NiR (E.C. 1.7.7.1), enzima codificada por un gen nuclear y
localizada en el estroma de los cloroplastos en hojas y de los plastos en raices
(Gupta y Beevers, 1987). La reduccion de nitrito a amonio requiere 6
electrones, que son suministrados por la ferredoxina reducida a partir del
transporte no ciclico fotosintético de electrones. En raices, isoformas
especificas de Fd-NADP" reductasa reducen a isoformas también especificas
de ferredoxina a partir del NADPH generado en el ciclo oxidativo de las
pentosas-fosfato, suministrando el poder reductor para la reacciéon de la Fd-
NiR (Suzuki et al., 1985; Bowsher et al., 1989).

La Fd-NiR de plantas superiores es un monémero de alrededor de 63
kDa, y contiene 2 centros redox como grupos prostéticos: un centro
sirohemo, y un centro 4Fe-4S. Se piensa que estos dos centros se localizan en
la mitad C-terminal de la proteina, en base a la comparacién de secuencias
con otras proteinas, mientras que el dominio de interaccion con la ferredoxina
estaria en la region N-terminal (Campbell y Kinghorn, 1990).

En el grupo de las plantas superiores el gen de la Fd-NiR ha sido
clonado a partir de distintas fuentes (Daniel-Vedele y Caboche, 1996). La
comparacion de las secuencias muestra una alta homologia entre los distintos
clones de NiR (66-79%).
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1.1.3. Asimilacidon de amonio hasta aminoacidos.

El amonio es incorporado a esqueletos carbonados para dar lugar a
aminoacidos gracias a la accidn consecutiva de las enzimas glutamina
sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT) (Lea y Miflin, 1974). Ambas
enzimas trabajan de forma combinada en lo que se ha denominado ciclo GS-
GOGAT (Fig. 2). El amonio es primeramente incorporado sobre glutamato
para rendir glutamina, mediante la reaccion acoplada a la hidrélisis de ATP
catalizada por la GS. Posteriormente, el grupo amida de la glutamina es
transferido al 2-oxoglutarato, mediante la transaminacion reductiva catalizada
por la GOGAT, quedando incorporado en la posicién 2-amino del glutamato.
Una de las dos moléculas de glutamato formado puede funcionar como
aceptor de amonio para un nuevo ciclo, mientras que la otra constituye el
producto final del ciclo GS-GOGAT, y puede funcionar como sustrato de

enzimas de transaminacion. LU

1.1.3.1. Glutamina sintetasa.

Esta enzima (E.C. 6.3.1.2) en plantas superiores es% foteina
octamérica de masa molecular de 350 a 400 kDa (Stewart et al., 1980),
compuesta de subunidades carentes de grupos prostéticos, de masas
comprendidos entre 38 y 45 kDa. Diferentes isoformas de GS se han
identificado en hojas, raices y nddulos de las raices de leguminosas. En hojas
se han aislado dos isoenzimas de GS: GS;, localizada en el citosol, y GS,,
localizada en los cloroplastos, variando la proporcion de ambas isoenzimas de
unas especies a otras (McNally et al., 1983). Dicha proporcion también puede
alterarse dependiendo del estado de desarrollo (Tobin et al., 1985; Yamaya et
al., 1992) y de factores ambientales como la luz (McNally y Hirel, 1983;
Edwards y Coruzzi, 1989).

En raices se ha identificado una isoforma distinta, GS,, muy similar a la
isoforma citosolica de hojas (Hirel y Gadal, 1980), y, en algunas plantas
también la isoforma GS,, localizada en los plastos (Sechley et al., 1992;
Woodall, 1994). Por otra parte, la GS es expresada a altos niveles en nédulos
de leguminosas. En el caso de Phaseolus vulgaris, 1a GS de nodulos puede ser
separada en dos distintas isoenzimas, denominadas GSy y GSy, (Lara et al,
1983). Todas estas isoformas de GS en raices y nodulos son de localizacion
citosdlica.

La base molecular que determina la presencia de distintas isoformas de
GS ha sido establecida a partir de la clonacién de una familia de genes que
codifican para distintas subunidades (Forde y Cullimore, 1989; McGrath y
Coruzzi, 1991; Sakakibara et al., 1992a; Peterman y Goodman, 1991;
Sakamoto et al., 1989). Los distintos genes presentan una homologia del 86-
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91%, lo cual ha sugerido que esta familia de genes haya derivado de un gen
ancestral comun. Las distintas isoenzimas de GS se derivan del ensamblaje de
distintos tipos de subunidades para formar el complejo octamérico: en P.
vulgaris, la isoenzima citosdlica de hojas y de raices (GS; y GS;) contiene
subunidades de tipo o y B. La isoenzima GS, esta formada inicamente por
subunidades de tipo 8. En las isoenzimas de GS de nddulos se ensamblan
unicamente subunidades de tipo B (GSy,) 6 de los tipos By y (GSn) (Forde y
Cullimore, 1989).

1.1.3.2. Glutamato sintasa.

En plantas superiores existen dos proteinas antigénicamente distintas
con actividad glutamato sintasa: una de ellas es dependiente de NADH como
donador de electrones, NADH-GOGAT (E.C. 1.4.1.14) y otra que usa
especificamente ferredoxina reducida, Fd-GOGAT (E.C. 1.4.7.1). En general,
la Fd-GOGAT, de localizacion cloroplastica, es la forma mayoritaria en hojas,
donde también se ha comprobado la presencia de NADH-GOGAT. La
NADH-GOGAT esta localizada en los plastos, pero donde es mas abundante
es en los nddulos de raices de leguminosas (Sechley et al., 1992). En los
plastos de raices también se ha comprobado la presencia de Fd-GOGAT, que
en el caso de arroz, parece ser una proteina relacionada con la Fd-GOGAT de
hojas, pero no idéntica (Suzuki et al., 1982).

La Fd-GOGAT de distintos organismos fotosintéticos ha sido bien
caracterizada a nivel bioquimico (Lea et al., 1990). En plantas superiores, la
Fd-GOGAT consiste en un monémero de masa molecular comprendida entre
130 y 180 kDa. La enzima ha sido purificada de varias fuentes, y contiene
como grupos prostéticos flavina y un centro  sulfoférrico. Aunque
inicialmente en la enzima de espinaca, al igual que en el alga verde
Chamidomonas reinhardtii (Marquez et al., 1986), se describi6 la presencia
de FAD y FMN como flavinas, en un trabajo reciente se ha concluido que la
enzima solo presenta FMN (Hirasawa et al., 1996). El centro sulfoférrico es
del tipo 3Fe-4S (Knaff et al., 1991).

En la presente década, la obtencion sucesiva de clones totales o
parciales de los genes que codifican para la Fd-GOGAT en maiz (Sakakibara
et al., 1991), tabaco (Zehnacker et al., 1992), cebada (Avila et al., 1993),
espinaca (Nalbantoglu et al., 1994), pino (Garcia-Gutiérrez et al., 1995), la
cianobacteria Synehcocystis (Navarro et al., 1995) y recientemente A. thaliana
(Suzuki y Rothstein, 1997) han permitido el avance en los estudios de
biologia molecular de esta enzima. La comparacion de las secuencias de los
distintos clones ha revelado una alta homologia entre las secuencias de
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aminoacidos de las Fd-GOGATs, del orden del 85%. Las secuencias de las
Fd-GOGAT muestran una homologia menor (alrededor del 43%), con uno de
los genes responsables de la NADPH-GOGAT de Echerichia coli 'y con la
region equivalente del gen para la NADH-GOGAT de nédulos de alfalfa. En
las secuencias de los clones de Fd-GOGAT se han identificado las regiones
implicadas en la unién de los grupos prostéticos, FMN y centro sulfoférrico,
en base a la homologia con el dominio de union del FMN en el
flavocitocromo b, de levadura, y la presencia de 4 residuos de cisteina
conservados que podrian participar en la union del centro sulfoférrico
(Sakakibara et al., 1991; Zehnacker et al., 1992; Nalbantoglu et al., 1994,
Garcia-Gutiérrez et al., 1995; Navarro et al., 1995). Ambas regiones se
localizan en la mitad C-terminal de la proteina. En el dominio N-terminal se
han identificado secuencias conservadas entre muy distintas glutamina-
amidotransferasas del tipo pur-F, que se han interpretado como posibles
secuencias implicadas en la interaccion de la glutamina (Avila et al., 1993,
Nalbantoglu et al., 1994).

El namero de genes de la Fd-GOGAT por genoma varia de unas
especies de plantas a otras. En cebada, los niveles de actividad Fd-GOGAT
son reducidos hasta el 6% de los del tipo silvestre tanto en hojas como en
raices de los mutantes fotorrespiratorios deficientes en Fd-GOGAT, indicando
que las enzimas de ambos tejidos estan codificadas por un tnico gen (Kendall
et al., 1986; Avila et al., 1993). En maiz, espinaca y pino se ha comprobado
asimismo la presencia de una sola copia del gen para la Fd-GOGAT por
genoma (Sakakibara et al., 1991; Nalbantoglu et al., 1994; Garcia-Gutiérrez
et al., 1995). Sin embargo, en arroz (Suzuki et al., 1982) se habia sugerido la
existencia de distintas isoformas en hojas y raices, y en A. thaliana
recientemente se ha comprobado la existencia de dos genes, uno (glul) se
expresa predominantemente en hojas, y otro, (g/u2) que lo hace en raices
(Lam et al., 1995; Oliveira et al., 1997). Resulta también muy interesante que
en la cianobacteria Synechocystis se hayan identificado dos genes para Fd-
GOGAT, gltB y gltS, ambos similares a la subunidad grande de la NADPH-
GOGAT de bacterias, siendo uno de ellos mas parecido a la NADH-GOGAT
que a la Fd-GOGAT de plantas. Sin embargo, los mutantes en que alguno de
los genes anteriores son mutagenizados mediante inserciones, retienen niveles
sustanciales de actividad Fd-GOGAT, mientras que no ha podido detectarse
actividad dependiente de piridin nucleétidos en este organismo. Los autores
concluyen que ambos genes codifican para Fd-GOGAT (Navarro et al,
1995).

En general, la informacién sobre la NADH-GOGAT es mas limitada en
comparacién con la Fd-GOGAT. La proteina es un mondmero de tamafio
molecular comprendido entre 158 y 240 kDa (Lea et al., 1992), y contiene
flavina y un centro sulfoférrico como grupos prostéticos. El gen para NADH-
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GOGAT ha sido clonado a partir de nédulos de alfalfa, y recientemente a
partir de A. thaliana. En la secuencia de estos clones se han identificado
secuencialmente dos regiones de alta homologia con los genes para las
subunidades grande y pequefia de la NADPH-GOGAT de E. coli
respectivamente. En la region C-terminal de las secuencias se ha localizado
una zona que podria estar implicada en la union del NADH, que esta presente
también en la subunidad pequefia de la NADPH-GOGAT bacteriana
(Gregerson et al., 1993; Lam et al, 1996). En alfalfa, los anticuerpos
obtenidos frente a la enzima de n6dulos no reaccionan con la NADH-GOGAT
de hojas o de raices, sugiriendo la presencia de distintas isoenzimas
(Anderson et al., 1989), aspecto también confirmado en P. vulgaris (Cheng y
Cullimore,1988).

1.2. Asimilacién de amonio fotorrespiratorio.

Ademas del amonio procedente de la asimilaciéon primaria, existen
otros procesos que también pueden generar amonio a nivel intracelular. Uno
de estos procesos es la fotorrespiracion. En plantas de metabolismo
fotosintético C; se ha estimado que el flujo de nitrogeno a través de la ruta
fotorrespiratoria puede exceder en 10 veces la tasa de asimilacién primaria
(Keys et al., 1978). La fotorrespiracion es iniciada por la actividad oxigenasa
de la Rubisco, que supone la desviacion de una porcion de la ribulosa 1,5-
bifosfato fuera del ciclo de Calvin y su conversion a una molécula de
fosfoglicolato y otra de fosfoglicerato. Tras una serie de reacciones que tienen
lugar en secuencia en el cloroplasto y el peroxisoma y en la mitocondria, dos
moléculas de fosfoglicolato son convertidas en una molécula de serina,
liberandose CO, y amonio. Posteriormente, mediante reacciones consecutivas
en el peroxisoma y en el cloroplasto la serina es convertida en fosfoglicerato
que puede reintegrarse en el ciclo de Calvin (Fig. 3),con lo que, como
consecuencia de este flujo, la célula recupera el 75% del carbono que se
desvid por esta via (Sechley et al., 1992). Por su parte, el amonio generado
durante la decarboxilacion de la glicina debe ser reasimilado para evitar la
pérdida de nitrégeno. La implicacion inequivoca del ciclo GS,/Fd-GOGAT
cloroplastico en la reasimilacion del amonio fotorrespiratorio ha sido
definitivamente establecida con la obtencién de mutantes fotorrespiratorios
deficientes en Fd-GOGAT y GS; (Lea y Forde, 1994).
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P-Glicerato
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Fig. 3. Integracién de los ciclos de reduccién de carbeno (CALVIN) y de fotorrespiracion (PR).
El esquema muestra solo la estequiometria en la porcion referida al ciclo de carbono fotorrespiratorio.

1.3. Asimilacién de amonio derivado del reciclaje de nitrégeno.

En las plantas puede también generarse amonio como producto del
catabolismo de proteinas, la desaminacion de aminoacidos y en determinadas
reacciones biosintéticas, como las que implican la sintesis de metionina,
isoleucina o lignina. Para una mayor eficiencia en el uso del nitrégeno, el
amonio derivado de estos procesos es reasimilado (Lam et al., 1996).

Existen dos momentos en que el reciclaje de nitrogeno en las plantas es
de mayor intensidad, que son la germinacion y la senescencia. Durante la
germinacién, las proteinas de reserva de las semillas son degradadas y el
nitrogeno es movilizado como glutamina hacia la plantula en desarrollo. Por
otra parte, durante la senescencia de las hojas, proceso que comprende la
etapa final del desarrollo y en el que se suceden una serie de sucesos
bioquimicos y fisioldgicos que responden a un programa genético (Smart,
1994), las proteinas y otros compuestos nitrogenados, como la clorofila, son
degradados, generando amonio que es reciclado y asimilado como glutamina
y asparraguina, que son los compuestos de nitrogeno reducido que
comunmente se transportan en las plantas hacia distintos sumideros
metabolicos, como las hojas jovenes, los frutos en desarrollo o el sistema
radicular (Simpson y Dalling, 1981; Kamachi et al., 1991; Sechley et al,
1992; Lam et al., 1996; Oliveira et al., 1997).

Tanto durante la germinaciéon como la senescencia, sin embargo,
también es requerida la sintesis de determinadas proteinas (Kawakami y
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Watanabe, 1988a y b). Previo al inicio de esta Tesis se conocia muy poco
sobre el papel de las distintas isoformas de GS y GOGAT en relaciéon con
estos procesos (Forde et al., 1989). Paralelamente con nuestro trabajo se ha
ido describiendo la expresion diferencial de determinadas isoformas de GS y
GOGAT, que indican un papel para éstas en dichos procesos.

2. LA REGULACION DE LA ASIMILACION DE NITROGENO.

La regulacion de la asimilacion de nitrogeno ha sido extensamente
estudiada en hongos, algas, bacterias y plantas superiores. Sobre una base
bioquimica y fisiologica, los estudios de regulacion se han desarrollado
posteriormente con la obtencion de clones y mutantes para las distintas
enzimas, y con los estudios de expresion de los genes que codifican para éstas
en plantas transgénicas.

Dos hechos de la asimilacion de nitrogeno se pueden destacar como
generalidades: en primer lugar la existencia de multiples isoformas de las
distintas enzimas implicadas en el proceso (Crawford, y Arst, 1993; Lam et
al., 1996). Por otra parte, podria decirse que en cuanto a regulacion hay
diferencias cualitativas muy importantes entre la primera fase de reduccion de
nitrato hasta amonio, catalizada por las enzimas NR y NiR, que constituye un
sistema inducible/reprimible, que responde con presencia/ausencia de las
enzimas, y la asimilacion de amonio, con niveles enzimaticos constitutivos
pero que oscilan en funcion de distintas condiciones y de las isoenzimas e
isoformas particulares.

En los apartados siguientes resumimos los aspectos mas relevantes de
la regulacion de la asimilacion de nitrato, centrandonos fundamentalmente en
la regulacion de la NR y de la Fd-GOGAT, aspectos claves en los objetivos
planteados en esta Tesis.

2.1. Regulacion de la Nitrato reductasa.

La regulacion de la asimilacion de nitrato ha sido intensivamente
estudiada debido al papel fundamental de éste en la nutricion de las plantas.
La NR, primera enzima de la ruta de asimilacion de nitrato, y etapa limitante
del proceso (Guerrero et al., 1981) , es controlada por una red compleja de
factores externos e internos, que ejercen su efecto regulador bien modificando
la transcripcion del gen (regulacion transcripcional) o bien alterando los
niveles de enzima asi como su estado de actividad (regulacién post-
transcripcional y post-traduccional). Este sistema complejo de regulacion
sirve para integrar la asimilaciéon de nitrato, que requiere poder reductor,
energia y compuestos reducidos de carbono, con la fotosintesis y el
metabolismo del carbono.
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La obtencion de clones para NR de distintas fuentes, y posteriormente
la expresion de los genes de NR en plantas transgénicas bajo promotores
constitutivos, o de genes marcadores bajo los promotores de NRs han
supuesto un avance importante para establecer los niveles a los que distintas
sefiales controlan la expresion de la NR. Asi, la NR es regulada a nivel
transcripcional, siendo inducible por nitrato y luz (bien implicando el
fitocromo, o de una manera indirecta a través de compuestos de carbono
reducido), y experimenta retrocontrol por compuestos de nitrogeno reducidos,
si bien en plantas no existe la represion por amonio caracteristica de
procariotas y eucariotas inferiores (algas y hongos) (Crawford, y Arst, 1993).
También se conoce la influencia de los ritmos endégenos circadianos, factores
plastidicos y hormonas (Crawford, 1995; Daniel-Vedele y Caboche, 1996).

Junto a la regulacion transcripcional, existen evidencias del control de
la expresion de la NR a nivel post-transcripcional y post-traduccional. El
interés de la regulacion post-transcripcional se ha hecho patente a partir de
los datos con plantas transgénicas que expresan el gen de la NR bajo
promotores constitutivos. En estas plantas se detectan situaciones en que los
niveles de mRNA no se ven alterados, pero la proteina y la actividad
enzimatica disminuyen (Daniel-Vedele y Caboche, 1996).

Por otra parte, diferentes mecanismos de control de la actividad han
sido descritos en los diferentes organismos. El mecanismo de interconversion
redox ha sido extensamente estudiado en algas verdes, donde se ha propuesto
la existencia de la enzima en dos estados interconvertibles, uno oxidado
(enzima activa) y otro reducido (enzima inactiva) (revisado por Garcia
Guerrero et al., 1981; Solomonson y Barber, 1990). In vitro, la enzima es
inactivada por NADH y bajas concentraciones de cianuro u O, en ausencia de
nitrato (Solomonson y Vennesland, 1972; de la Rosa, 1983), siendo
reactivada por ferricianuro y luz azul (Solomonson, 1974; Maldonado y
Aparicio, 1987). La luz y el O,, en ausencia de nitrato y CO,, son requeridos
para la conversién a la forma inactiva de la enzima in vivo (Pistorius et al.,
1976). Aunque en plantas superiores se ha descrito un sistema similar de
interconversion redox, no se ha conseguido purificar un complejo inactivo
NR-cianuro como en el caso de la enzima de algas (Lorimer et al., 1974).

Otros mecansimos de inactivacion de la NR en plantas superiores han
sido referidos en la literatura. Una serie de endopeptidasas mds o menos
especificas que afectan la actividad de la NR han sido referidas (Wallace y
Oaks, 1986; Batt y Wallace, 1989), asi como otros factores inactivantes de la
NR, proteinas que parecen no actuar mediante proteolisis limitada, sino por
uniéon a la NR, llevando a una inactivacion reversible o irreversible
(Yoshimura et al., 1992).
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En los ultimos afios, un mecanismo de modificacion covalente de la
NR mediado por fosforilacion reversible ha constituido un area de intensa
investigacion en plantas superiores, y ha sido estudiado principalmente en la
NR de hojas de espinaca, aunque dicho mecanismo ha sido descrito que opera
sobre la NR de otras fuentes (de Cires et al., 1993a y b; Lillo, 1993; Huber et
al., 1994a; LaBrie y Crawford, 1994; Kojima et al., 1994; Bergareche et al.,
1994; Merlo et al., 1995; Nussaume et al., 1995) . Este mecanismo puede
explicar los cambios rapidos de actividad NR que tienen lugar en tan sélo
minutos durante las transiciones de luz a oscuridad, y en respuesta a la
disponibilidad de carbono (CO,, carbono reducido) asi como en condiciones
de cierre estomatico como consecuencia del estrés hidrico (Huber et al.,
1994a y b; MacKintosh, 1997). Por otra parte, un mecanismo similar parece
ser responsable de la inactivacion de la NR en raices de guisante y cebada en
respuesta a la hiperaerobiosis (Glaab y Kaiser, 1993; Botrel et al., 1996).

El estado de activacién de la NR in vivo s6lo puede ser detectado in
vitro en presencia de cationes Mg”* en los ensayos, de manera que los ensayos
en ausencia de Mg®* reflejan el nivel maximo de actividad, mientras que en
presencia del cation, se detectan las alteraciones de actividad relacionadas con
el mecanismo de activacion/inactivacion al observarse menor nivel de
actividad (enzima inactiva) en oscuridad, bajos niveles de CO,, déficit hidrico
y hiperaerobiosis (Huber et al., 1994b; MacKintosh, 1997).

Una serie de evidencias han puesto de manifiesto que este mecanismo
de inactivacion/activacion estd mediado por fosforilacion/ defosforilacion: la
NR en extractos desalados de hojas iluminadas es inhibida en presencia de
cationes Mg** por diversos nucledsido trifosfatos, y por una proteina quinasa
que puede ser separada de la NR mediante cromatografia. Ademads, la enzima
extraida de hojas en oscuridad puede ser reactivada por fosfatasas endogenas.
Por otra parte, la NR es fosforilada in vivo al suministrar a las hojas **P-Pi,
observandose una correlacion inversa entre el estado de fosforilaciéon y el
estado de activacion (Huber et al., 1994b). Otras evidencias de la operatividad
de dicho mecanismo in vivo son el hecho de que la reactivacion de la NR
durante las transiciones de oscuridad a luz es bloqueada al suministrar a las
hojas inhibidores de fosfatasas, y el que en hojas en oscuridad en presencia de
manosa (secuestrador de fosfato) se observe la activacion de la enzima
(Mackintosh, 1992; Huber et al., 1992; Glaab y Kaiser, 1995). Sin embargo,
la fosforilacién de la NR por si sola no conlleva la inactivacion de la enzima,
sino que ésta solo se produce por la unién a la NR fosforilada de la proteina
inhibidora NIP (Nitrate reductase Inhibitor Protein) en presencia de cationes
Ca®* 6 Mg®* (MacKintosh, 1997). La Fig. 4 recoge el modelo propuesto de
regulacion de 1a NR de hojas de espinaca por el mecanismo descrito.
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S @ X' alto CO,
ADP-Mg
Pi
'P
PP2 A actlva

NR oscuridad

bajo CO
baja actividad oL

Fig. 4. Modelo del mecanismo de inactivacién reversible de 1a NR de hojas de espinaca por
fosforilacién/defosforilacién propuesto por MacKintosh et al (1995).

Recientemente se ha identificado la proteina NIP como una mezcla de
proteinas del grupo 14-3-3, que estan implicadas en las interacciones
proteina-proteina y en sucesos relacionados con quinasas en rutas de
transduccién de seiiales (Bachmann et al., 1996; Moorhead et al., 1996).
Aunque diferentes residuos de la NR de espinaca son fosforilados in vivo, se
ha identificado el residuo de serina 543, localizado en la region bisagra que
separa el dominio de hemo y el dominio del MoCo, como el sitio clave
implicado en la regulacion de la actividad enzimatica (MacKintosh, 1997). En
extractos crudos de espinaca se han separado dos picos con actividad NR
quinasa mediante cromatografia de intercambio anionico, uno de los cuales
también muestra actividad quinasa sobre la SPS (sacarosa fosfato sintasa)
(Mackintosh, 1997) Una de las quinasas es dependlente de Ca™', y la otra es
regulada por Ca®*/Mn®", lo cual podria sugerir que los niveles de Ca** en el
citosol puedan actuar como sefial reguladora (Bachmann et al., 1995).

En el citosol otras enzimas, en este caso del metabolismo del carbono,
estan reguladas por fosforilacion/defosforilacion: SPS 'y PEPC
(fosfoenolpiruvato carboxilasa). El estado de activacion de la NR, SPS y
PEPC parece cambiar de manera coordinada en respuesta a determinadas
seflales, aunque no a otras. Se piensa que el resultado de esta regulacion
podria ser la coordinacion del metabolismo del carbono y del nitrégeno
(Champigny, 1995; MacKintosh, 1997).
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2.2. Regulacion de la Fd-GOGAT.

La asimilacion del amonio hasta aminoacidos, como se indicd
anteriormente, tiene lugar a través del ciclo GS/GOGAT. En las células
vegetales existen distintas isoenzimas e isoformas de cada una de estas
enzimas. La expresion de cada una de estas isoformas esta diferencialmente
regulada en respuesta a estimulos ambientales como la luz, el estado de
desarrollo, el tipo de 6rgano y el tipo celular (Sechley et al., 1992; Lam et al.,
1996; Oliveira et al., 1997).

En la mayoria de las plantas, se ha observado que la Fd-GOGAT es
estimulada por luz durante la iluminacién de las plantas etioladas (Walsgrove
et al., 1982, Matoh y Takahashi, 1981) lo que parece responder a un control
transcripcional (Sakakibara et al., 1992a y b; Zehnacker et al., 1992; Becker
et al., 1993). En algunos casos se ha descrito la implicacion del fitocromo
(Hecht et al., 1988; Elmlinger y Mohr, 1991; Becker et al., 1993). En Pinus
pinaster, sin embargo, Garcia-Gutiérrez et al. (1995) han descrito la expresion
independiente de la luz de la Fd-GOGAT, que podria estar relacionada con la
provision de glutamato para la biosintesis de compuestos nitrogenados
durante la biogénesis de los cloroplastos en oscuridad, que ocurre en pino y en
otras especies de gimnospermas. A diferencia de la Fd-GOGAT, la NADH-
GOGAT no parece ser estimulada por luz, sino que en algunos casos se ha
descrito un descenso en los niveles de actividad tras la iluminaciéon (Suzuki y
Rothstein, 1997). La estimulacion por luz de la FA-GOGAT sugiere que la
funcién de esta enzima esté relacionada con procesos dependientes de luz,
como la fotosintesis y la fotorrespiracion (Lam et al., 1996; Oliveira et al.,
1997)

Los resultados del analisis de mutantes fotorrespiratorios deficientes en
Fd-GOGAT (Somerville y Ogren, 1980; Kendall et al., 1986; Blackwell et
al., 1988b; Lea et al., 1992) sugieren un papel fundamental para la Fd-
GOGAT en la reasimilaciéon del amonio fotorrespiratorio, y, por otra parte,
que la Fd-GOGAT puede ser dispensable para otras funciones, ya que los
mutantes deficientes en esta enzima pueden crecer normalmente en
condiciones no fotorrespiratorias. Los mutantes aislados en cebada deficientes
en actividad GS, (Blackwell et al., 1987, Wallsgrove et al., 1987) muestran
un fenotipo letal condicional similar a los deficientes en Fd-GOGAT, lo cual
apoya que en los cloroplastos, el ciclo GS,/Fd-GOGAT trabaja
fundamentalmente en la reasimilacion del amonio generado en
fotorrespiracion. Otros resultados de estudios de la regulacion de estas
enzimas apoyan dicha funcién, como el hecho de que la Fd-GOGAT y la GS,
sean estimuladas por luz de manera coordinada especificamente en las células
de la vaina en maiz, donde opera la fotorrespiracion, aunque reducida
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(Sakakibara et al., 1992b). Igualmente, en A. thaliana se ha descrito una
regulacion de ambas enzimas por luz de manera coordinada (Oliveira et al.,
1997). En un trabajo reciente, Migge et al. (1997) han demostrado, sin
embargo, que la supresion de la fotorrespiracion no tiene efecto alguno sobre
los niveles de mRNA de la GS; y FA-GOGAT en hojas de tabaco, a diferencia
de lo descrito previamente (Edwards y Coruzzi, 1989). La supresién de la
reduccion de nitrato por el tratamiento de las plantas con tungsteno no altera
tampoco la expresion de los genes de GS; y Fd-GOGAT en esta planta. Los
autores proponen que la expresion estable de estos genes podria proveer un
exceso de capacidad de asimilacion de amonio en condiciones en que la
demanda de compuestos reducidos de nitrogeno excede la tasa de asimilacion
primaria.

Aunque el fenotipo fotorrespiratorio condicional de los mutantes de Fd-
GOGAT y GS; indican que la funcién principal de ambas enzimas es la
asimilacion del amonio fotorrespiratorio, en distintos sistemas se ha descrito
la regulacién de la Fd-GOGAT y la GS; por nitrégeno exdgeno, no pudiendo
entonces descartar la implicacion de éstas en la asimilacién primaria. Sin
embargo, la regulacion de la Fd-GOGAT por nitrégeno exdgeno es un tema
de controversia, hasta el punto de que en un mismo sistema se han descrito
distintas respuestas de la enzima al nitrogeno exdgeno (Sakakibara et al.,
1992b; Redinbaugh y Campbell, 1993). También se han descrito distintas
respuestas en distintos sistemas. En algunos casos se ha descrito la induccion
especifica de la Fd-GOGAT por nitrato, pero no por otras fuentes de
nitrogeno (Watanabe et al., 1996). En otros casos, por el contrario, la Fd-
GOGAT es igualmente estimulada por nitrato o amonio (Suzuki et al., 1996).
Aunque algunos autores han descrito la induccion rapida, transitoria e
independiente de la sintesis de proteina de la F-GOGAT por nitrato exogeno
(Redinbaugh y Campbell, 1993; Mattana et al., 1996), otros autores son mas
bien partidarios de que la leve respuesta de la GS, y de la Fd-GOGAT al
nitrégeno exodgeno no es especifica como en el caso de la NR y la NiR, y mas
bien parece formar parte de la respuesta general de la planta a la carencia de
nitrégeno (Migge y Becker, 1996).

La coexistencia de la Fd-GOGAT y NADH-GOGAT en los plastos de
raices plantea la cuestion sobre si estas dos isoformas desarrollan funciones
solapantes en dicho tejido. Suzuki y Gadal (1984) han postulado que la
NADH-GOGAT podria desarrollar una funcién auxiliar en la asimilacion de
amonio, especialmente en raices o en oscuridad. Recientemente se ha
mostrado que la NADH-GOGAT est4 localizada en el parénquima vascular de
hojas jovenes de arroz (Hayakawa et al., 1994). Los cambios en el contenido
de las dos isoenzimas de GS y de las dos GOGATSs han llevado a proponer
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que la NADH-GOGAT y la GS; estan involucradas en la sintesis de glutamato
a partir de la glutamina que es transportada desde tejidos senescentes a través

del floema hasta tejidos no verdes que actiian como sumideros metabdlicos en
hojas de arroz (Yamaya et al., 1992; Kamachi et al., 1991; 1992).

3. OBJETIVOS.

Como objetivos de esta Tesis, hemos tenido la oportunidad de estudiar
aspectos de regulacion o expresion en relacion con la NR y Fd-GOGAT.

Por un lado, hemos llevado a cabo estudios de regulacion de la
expresiéon de la Fd-GOGAT en una planta de interés agricola como es la
cebada, haciendo uso de herramientas disponibles, esto es, anticuerpos
policlonales especificos obtenidos frente a la enzima purificada de hojas
(Marquez et al., 1988) y un clon parcial de ¢cDNA de la Fd-GOGAT,
correspondiente al extremo N-terminal de la proteina (Avila et al., 1993), asi
como lineas mutantes fotorrespiratorias deficientes en la actividad Fd-
GOGAT (Kendall et al., 1986). En concreto, nuestro trabajo se ha dirigido a:

a) Estudiar a nivel de actividad enzimdtica, proteina y mRNA la
regulacion de la expresion de la Fd-GOGAT en respuesta a factores
como la luz y el carbono, la disponibilidad de nitrégeno, el estado de
desarrollo y la diferenciacion de d6rganos en plantas silvestres de
cebada, analizando desde una perspectiva inmunoldgica la posible
identidad de las enzimas Fd-GOGAT de hojas y raices.

b) Examinar la expresion de la Fd-GOGAT a nivel de proteina y
mRNA en las lineas mutantes fotorrespiratorias de cebada RPr 82/1,
RPr 82/9, RPr 84/42 y RPr 84/82, todas deficientes en actividad Fd-
GOGAT, con el fin de determinar las posibles lesiones que afectan a
estos mutantes.

Si bien la NR ha sido mds ampliamente estudiada y, como vimos
anteriormente, se ha establecido que es regulada por una compleja red en
respuesta a distintos factores, es todavia patente la falta de informacion sobre
algunos aspectos relacionados con la regulacion de esta enzima
comparativamente en distintos sistemas. Aprovechando la financiacién
disponible en un proyecto de investigacion de la CE, en colaboracién con
otros 4 grupos europeos, para trabajar con L. japonicus, planta recientemente
propuesta como leguminosa modelo y de la que no existen publicaciones
sobre la asimilacion de nitrato, hemos iniciado el estudio de la expresion de la
NR en esta planta. El hecho de que esta planta haya sido propuesta como
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planta modelo para los estudios de bioquimica y biologia molecular se basa en
las siguientes propiedades: su corto periodo de generacion (3 meses); alto
rendimiento en la produccion de semillas (alrededor de 6000 semillas por
planta); es una planta autégama diploide con un pequefio tamafio de genoma
(0,5 pg de DNA por genoma haploide) y, por ultimo, constituye un sistema
idoneo para la transformacion con Agrobacterium (Handberg y Stougaard,
1992; Jiang y Gresshoff, 1997). En particular en esta Tesis hemos abordado
los siguientes objetivos:

a) El estudio de la expresion a nivel de actividad enzimatica y proteina
de la NR en hojas y raices de L. japonicus, y el anélisis de la
presencia de distintos factores inactivantes. Voluntariamente se han
omitido estudios a nivel d¢ mRNA, ya que éstos eran objetivos de
otros grupos colaboradores, si bien haremos referencia a los mismos
cuando sea preciso.

b) El objetivo anterior se completa comparandolo con el andlisis del

efecto de la expresion en hojas del transgén de NR de espinaca bajo
el promotor cab en plantas transgénicas de L. japonicus.
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1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
1.1. Organismos.
Para la realizacion de este trabajo se usaron los siguientes organismos:

Cebada (Hordeum vulgare L., Poaceae): Se ha utilizado la estirpe
silvestre de cebada de la variedad Maris Mink, asi como las lineas mutantes
fotorrespiratorias PrR 82/1, PrR 82/9, PrR 84/42 y PrR 84/82, todas
deficientes en actividad Fd-GOGAT, y las lineas RPr 83/32 y RPr 84/90
deficientes en las actividades GS; y PGP, respectivamente. Las semillas del
tipo silvestre asi como de los mutantes fueron cedidas amablemente por el Dr.
Brian G. Forde (Rothamsted Experimental Station, Harpenden, U.K.)

Lotus japonicus (Regel) Larsen, (Leguminosae): Las semillas de L.
Jjaponicus de la generacion Fs, al menos un 97% homocigoéticas, obtenidas a
partir de una linea endogamica del Ecotipo Gifu (nimero de acceso B-129),
fueron cedidas gentilmente por el Dr. Jens Stougaard (Universidad de Aarhus,
Dinamarca). Las plantas fueron posteriormente propagadas en macetas con
suelo artificial (90% turba finlandesa 10% perlita v/v) como soporte para la
obtencién de semillas por auto-fertilizacion en un invernadero. Los esquejes
de las plantas transgénicas de L. japonicus transformadas con el gen de la NR
de espinaca bajo el promotor cab fueron amablemente cedidas por el Dr. lan
Prosser (IACR-Long Ashton, Bristol, U.K.). Estas plantas se propagaron
vegetativamente a partir de los esquejes de ramas en cultivo hidropoénico, ya
que resultaron estériles en nuestras condiciones de cultivo.

Espinaca (Spinacia oleracea L., Chenopodiaceae): Las plantas de
espinaca usadas en algunos experimentos fueron obtenidas frescas en el
mercado.

Chlamydomonas reinhardtii (Clorophyta): La estirpe silvestre 21 gr de
C. reinhardtii fue usada para la purificacion de ferredoxina. Esta estirpe fue
cedida amablemente por el Dr. Emilio Fernandez (Universidad de Cordoba) y
se mantenia en condiciones axénicas en agar con medio minimo.

1.2. Condiciones de cultivo.

Cebada (Hordeum vulgare):

Las semillas de cebada fueron esterilizadas en una solucion de
hipoclorito sédico al 1% (p/v) durante 20 minutos y posteriormente lavadas
con abundante agua destilada, ¢ hinchadas en agua destilada a 4°C durante
aproximadamente 20 horas. Las semillas hinchadas fueron sembradas en
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macetas de 1 dm® con 0,8 dm® de vermiculita como soporte, lavada con agua
destilada. En cada maceta se sembraron 20 semillas. Las semillas fueron
regadas con agua destilada durante los dos primeros dias desde la siembra, y
con solucion de nutrientes a partir de entonces. La soluciéon de nutrientes
usada para el riego diario de las plantas fue la descrita previamente por
Walker et al. (1987), y se preparaba diluyendo en agua destilada las
soluciones concentradas de nutrientes A y B, cuya composicion describimos a
continuacion:

200 x Solucién A: FeNa(EDTA) 10 mM
Ca(NO3)2 0,8 M

200 x Solucion B: KNO; 12 M
KH,PO, 0,2 M
MgS0,4 0,4 M
H;BO; 10 mM
MnCl, 2 mM
ZnS0O,4 0,2 mM
CuSO,4 0,1 mM
N82M004 0,02 mM

El pH de la solucion de riego se ajustaba a un valor de alrededor de 6,5
con la adicién de NaOH.

Las plantas crecieron en una camara de cultivo a 20-25°C, bajo un
fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. La intensidad de luz al
nivel de las plantas fue de alrededor de 200 pE-s'-m?, dada por la
combinacién de tubos de 40W de luz fluorescente alternos de tipo daylight y
coolwhite suplementados con 4 lamparas OSRAM dulux electronic de 20W
cada una.

Los mutantes fotorrespiratorios de cebada fueron cultivados en las
mismas condiciones, con la excepcion de que fueron emplazados dentro de
una cabina con una atmoésfera enriquecida en CO, (0,7%), tal como ha sido
descrito previamente (Kendall et al., 1986). El nivel de CO, se mantenia
constante merced a un sistema de control por infrarrojos que administraba las
tomas de CO, gaseoso. En la Fig. 5 se muestra el fenotipo de estos mutantes
cuando se cultivaban en aire solo o en aire enriquecido en CO;.
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Fig. 5. Comparacién del fenotipo de plantas de cebada del tipo silvestre y de lineas mutantes
fotorrespiratorias deficientes en Fd-GOGAT. Las plantas se cultivaron en aire (5) o en aire enriquecido en
CO, (2).Las plantas del tipo silvestre se indican como WT.

Para los experimentos con plantas etioladas, éstas fueron cultivadas en
las mismas condiciones, pero manteniéndose en completa oscuridad dentro de
cajas amplias de cartén localizadas en la misma camara de cultivo.

Las plantas sometidas a carencia de nitrogeno exogeno fueron
cultivadas en las mismas condiciones, salvo que en la solucion de riego usada
en este caso las sales de nitrato fueron sustituidas por sales de cloruro
manteniendo la misma concentracion de los cationes.
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Lotus japonicus:

Normalmente se cultivaba a partir de semillas que eran escarificadas
con un leve tratamiento con papel de lija, esterilizadas durante 20 minutos en
una solucién de hipoclorito sodico al 1% (p/v), lavadas con abundante agua
destilada, e hinchadas en agua destilada a temperatura ambiente durante 20
horas. Las semillas fueron sembradas en semilleros de 65 cm’® (5 semillas/
semillero) o en macetas de 1dm® (10 semillas/ maceta) en vermiculita lavada
con agua destilada. Las plantas crecieron en una camara de plantas SANYO
SGR193.S26A bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad.
Las condiciones de humedad relativa y temperatura fueron de 70% y 20°C, y
de 65% y 18°C en las fases de luz y oscuridad respectivamente. La intensidad
de luz al nivel de las plantas fue de 250 pE's’m?, suministrada por tubos
fluorescentes de luz blanca, suplementada con luz incandescente roja
proporcionada por lamparas de tungsteno programadas para simular el efecto
del amanecer y del atardecer. La Fig. 6 muestra el cultivo de las plantas de L.
Japonicus, y detalles de distintos organos de la planta. La solucidon de
nutrientes “Hornum” descrita por Handberg y Stougaard (1992) fue usada
para el riego diario de las plantas, y se preparaba a partir de las soluciones
concentradas que se indican a continuacion:

100 x Solucion de macronutrientes: MgS0,4 0,122 M
NaH,PO, 0,64 M
NaFe(EDTA) 5,4 mM

100 x Solucién de micronutrientes: MnSO, 0,7 mM
H;BO;2 mM
CuSO4 0,16 mM
ZnS0O,4 0,14 mM
Na,Mo0O, 0,033 mM

100 x Solucién de calcio: CaCl, 14 M

100 x Solucion de nitrato amoénico: NH,NO;0,5M

100 x Solucion de nitrato potasico: KNO; 0,3 mM

El pH de la solucién de riego se llevaba hasta 6,5 con NaOH. Las
plantas cultivadas en medios con amonio como unica fuente de nitrégeno
fueron regadas con la misma solucién sustituyendo las sales de nitrato por
NH4C1 y KCl a una concentracion final de 4 mM y 3 mM, respectivamente.
Estos medios fueron suplementados con el inhibidor de nitrificacion
diciandiamida a una concentracion de 90 uM.

Los esquejes de ramas de las plantas transgénicas, asi como de las
plantas silvestres que se usaron como control, de una longitud de 10 a 15 cm y
desprovistos de las hojas inferiores, fueron cultivados en un sistema de cultivo
hidropénico hasta la produccion de las raices. Los esquejes fueron sumergidos
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Fig. 6. Cultivo de L. japonicus y detalles de distintos 6rganos de la planta.
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por la base (aproximadamente 1 cm) en tanques (22 x 16 x 10 cm). La
solucién nutritiva usada en este caso se preparaba a partir de las soluciones de
macronutrientes y micronutrientes descritas anteriormente, diluidas en agua
destilada 200 veces, y suplementadas con Ca(NO;),, KNO; y KCl a una
concentracion final de 0,75 mM, 2,5 mM y 10 uM respectivamente. En cada
tanque se cultivaron 12 esquejes que se colocaban envueltos en goma-espuma
en orificios practicados a la tapadera del tanque. La solucion de nutrientes fue
aireada por la accion de una bomba similar a las usadas en acuarios y fue
renovada cada 5 a 7 dias. Una vez que las plantas desarrollaban raices, al cabo
de unos 10 a 14 dias en las condiciones anteriores, se transferian a macetas
con vermiculita como soporte, y eran regadas con la solucion “Hornum”.

Chlamydomonas reinhardtii:

Las células de C. reinhardltii se cultivaron a 25°C en el medio liquido
mineral descrito por Sueoka et al. (1967), usando como fuente de nitrégeno
NH4C1 10 mM de forma similar a la descrita por Pajuelo, 1993. Los cultivos
se burbujearon con un 5% de CO, (v/v) como fuente de carbono, y se
iluminaron con luz fluorescente blanca de 50 W-m™ en la superficie de los
cultivos.

2. PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS.
2.1. Obtencion de extractos crudos de hojas y raices de cebada.

En algunos casos, seglin se indicara, el material de hojas consistio en la
primera hoja de las distintas plantas de 10 a 30 dias, cultivadas en macetas,
recogidas en la tercera hora del periodo de luz, a distintos tiempos de
crecimiento de las plantas. En otros casos se recogian individual o
colectivamente las distintas hojas de las plantas en un mismo momento del
crecimiento. Las hojas se cortaban en trozos pequefios, se congelaban en N,
liquido, y se almacenaban a —80°C hasta su uso.

Las raices de las plantas de cebada se recogian completas, se lavaban
con abundante agua destilada para eliminar restos de vermiculita y después
eran cortadas en trozos pequefios, congeladas en N, liquido y almacenadas a
-80°C hasta su uso.

Para la obtencion de extractos crudos, estos materiales fueron triturados
en un mortero con la ayuda de arena de mar de grano fino. El material
triturado se resuspendi6 a razén de 2 ml de tampén de extraccion por gramo
de peso fresco de material. El tampo6n de extraccion usado fue el descrito por
Maérquez et al. (1988): fosfato potasico 50 mM pH7,5, KCl 100 mM,
2-oxoglutarato 2 mM, EDTA 5 mM, 2-mercaptoetanol 14 mM, PMSF 1 mM
(disuelto en un minimo volumen de 2-propanol) y etilenglicol al 5% (v/v). La
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suspension resultante se centrifugd a 27.000 x g, y el sobrenadante constituy6
el extracto crudo.

El tampén de extraccion para la determinacion de actividad NR en las
hojas de cebada fue fosfato potasico 100 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, KNOs 2
mM, cisteina 10 mM, leupeptina 10 uM, FAD 10 pM.

2.2. Obtencién de extractos crudos de hojas y raices de L.
Jjaponicus.

Las raices de las plantas de L. japonicus se recogian, salvo que se
indique lo contrario, en la tercera hora de la fase de luz. Las raices completas
se lavaban con abundante agua destilada, se cortaban en trozos pequeiios y se
congelaban en N, liquido, almacenandose a -80°C hasta su uso. Las hojas de
las plantas se procesaban de la misma manera. Para la obtencion de los
extractos crudos los materiales anteriores se trituraban en un mortero de
porcelana en presencia de N, liquido. Salvo que se indique lo contrario, el
material triturado de raices se resuspendia inmediatamente después de
descongelarse, a razén de 2 ml por gramo de peso fresco de material en el
siguiente tampon de extraccion (tampon estandar): HEPES-KOH 100 mM
pH 7,5, KNO;3; 2 mM, cisteina 10 mM, FAD 10 pM, leupeptina 10 pM . El
material triturado de hojas se resuspendié en el mismo tampén a razén de 10
ml por gramo de peso fresco de material, y en presencia de PVPP insoluble
pretratada con 4cido, a razén de 0,5 g por gramo de peso fresco de material.
Las suspensiones resultantes se centrifugaron a 27.000 x g y el sobrenadante
se usé como extracto crudo.

Para los estudios de inactivacion de la NR de L. japonicus por cationes
Mg?* se usaron tampones de extraccion diferentes, similares a los descritos en
la literatura (Huber et al., 1992; Mackintosh et al., 1995; Bachmann et al.,
1995):

Tampén de extraccion (-Mg”*): HEPES-KOH 100 mM pH 7,5, FAD
10 uM, BSA 3% (p/v), Triton X-100 0,1% (v/v), DTT 1 mM, PMSF 1 mM,

EDTA 10 mM. e
Tampodn de extraccion (+Mg ) el mismo tampon anterior sustltuyendo N
EDTA por MgCl, 10 mM. [ u ”

En estos casos, los materiales de raices y hojas se trituraban en @.

mortero con N; liquido, y el material triturado se repartia a partes iguales en’> _ .-

dos morteros para la extraccion en cada uno de los tampones anteriores a
razén de 5 ml por gramo de peso fresco de material.

2.3. Obtencién de extractos crudos de hojas de espinaca.

Las hojas de espinaca fueron trituradas en un mortero con N, liquido,
extrayéndose el material triturado a razén de 2 ml del mismo tampon estandar
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usado para L. japonicus por gramo de peso fresco de material. La suspension
anterior se centrifug6 a 27.000 x g y el sobrenadante constituy6 el extracto
crudo.

2.4. Obtencion de extractos crudos de C. reinhardtii.

Los extractos crudos se prepararon segun Galvan et al. (1985). Las
células de C. reinhardtii se recogian por centrifugacion a 8.000 x g durante 10
minutos, se rompieron por el método de congelacién/descongelacion en N,
liquido durante 2 minutos y se resuspendieron a razén de 5 ml de tampén
fosfato potasico SO0 mM pH 7,0. Los restos celulares se separaron mediante
centrifugacién a 27.000 x g durante 15 minutos, y el sobrenadante constituy6
el extracto crudo.

En todos los casos los extractos crudos fueron preparados entre 0 y
4°C.

3. FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS CRUDOS.
3.1. Fraccionamiento de extractos crudos mediante filtracion.

Los extractos crudos de raices y hojas de L. japonicus fueron
fraccionados mediante filtracion en una unidad AMICON (Fig. 7) a través de
una membrana Diaflo PM-10 de 1,5 nm de tamafio de poro, que impide el
paso de moléculas de Mr superior a 10.000. La filtracién se realiz6 con
agitacion magnética suave a 4°C durante un tiempo de 2 a 3 horas, aplicando
una presién gas N, de 2 Kg-em™. Los componentes de alto peso molecular
(HLMW) del extracto se concentraron de esta manera 10 veces respecto al
volumen inicial de los extractos crudos. La fracciéon correspondiente al
filtrado (LMW) también se recogia para usarlo en los experimentos.

precipitado 40-70%

Sulfato Amoénico
(dializado)

HMW (40-70%)

Extracto crudo ——> AMICON —=—>HLMW —>

LMW
filtrado

Fig. 7. Fraccionamiento de extractos crudos de raices de L. japonicus en una unidad de
filtracion AMICON y mediante precipitacién con sulfato aménico.
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3.2. Fraccionamiento de extractos crudos mediante precipitacién
con sulfato amoénico.

Los extractos crudos de raices de L. japonicus fueron fraccionados por
precipitacion con sulfato amoénico afiadido hasta el 40% de su saturacion. A
un determinado volumen de extracto crudo se le afiadia 22,6 g/100 ml de la
sal, manteniéndose la suspension resultante con agitacion magnética suave
durante 15 minutos a 4°C. La suspension anterior se centrifugaba durante 12
minutos a 27.000 x g, y el precipitado se redisolvia en el mismo volumen de
tamp6n de extraccién estandar que el volumen inicial de extracto crudo
sometido a la precipitacion. La fraccion 0-40% obtenida de extractos crudos
de raices de plantas de 15 a 30 dias se us6 como fuente de actividad NR para
numerosos experimentos (0-40% NR).

En algunos casos se usd este método para fraccionar y concentrar la
proteina de extractos crudos de hojas y raices de L. japonicus para el analisis
mediante electroforesis e inmunodeteccion en filtro de la NR. En estos casos
se precipitaron los extractos crudos también entre el 0 y el 40% de sulfato
amonico como hemos descrito antes, y los precipitados se resuspendieron en
un volumen inferior al de los extractos crudos de partida. Los extractos crudos
de raices se concentraron de esta manera 15 veces y los de hojas 6 veces
respecto de los volimenes iniciales.

La precipitacion mediante sulfato amoénico también se aplico a la
fraccion de los componentes de alto peso molecular (HLMW) obtenidos
mediante filtracion en la unidad AMICON, descrito en el apartado anterior.
Dicha fraccion se precipitaba entre el 40 y el 70% de saturacion de sulfato
amoénico para separar la NR, y el precipitado se resuspendia en un volumen
2,5 veces menor que el volumen de partida.

3.3. Dialisis.

La separacion de sales y moléculas pequeiias de las preparaciones de
proteinas se realiz6 mediante uno de los dos procedimientos siguientes:

3.3.1. Microdialisis

Se llevo a cabo en un sistema de microdialisis de 8 pocillos de GIBCO
BRL, siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada uno de los pocillos
del sistema, de 1,3 cm de diametro, se afiadian 0,1 ml de la preparacién a
dializar, en contacto con la membrana de dialisis, de un tamaiio de poro de 0,2
um. Bajo la membrana de dialisis se pasaba tampon de dialisis (tampon
estandar) a un flujo de 10 mlI'h”", generado por una bomba peristaltica. El
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sistema se mantenia en hielo durante el transcurso de la didlisis, que se
realizaba durante 1 hora para el volumen de muestra indicado.

3.3.2. Diélisis por filtracién en Sephadex G-25.

En algunas ocasiones los extractos fueron dializados mediante filtracién
a través de una columna (& 4 mm x 4 33 mm) de 2 ml de gel Sephadex G-25,
equilibrada en el tampén de trabajo que se indica en cada caso. La columna se
calibraba con una disolucién que contenia azul dextrano a una concentracion
de 2,8 mg:ml’ y KNO, 66 uM en el tampoén estdndar. Se aplicaban a la
columna 0,25 ml de la disolucién anterior, que se dejaban eluir en la fraccién
1. A continuacion se aplicaba tampon, recogiéndose fracciones de 150 pl. La
elucion del azul dextrano ocurria entre las fracciones 5 y 9, ambas incluidas
(volumen de 0,75 ml), mientras que la eluciéon de KNO,, determinado
mediante la adicidn de los reactivos para la determinacion de nitrito descritos
en el Aptdo. 4.2., tenia lugar entre las fracciones 10 y 17. En consecuencia,
para la didlisis de extractos crudos se aplicaban 0,25 ml de los mismos a las
columnas de G-25, que se lavaban posteriormente con 0,45 ml del tampén de
trabajo (volumen vacio), y a continuacion la proteina se eluia en un volumen
de 0,75 ml del mismo tampén. El proceso se realizaba a temperatura ambiente
durante 2 a 3 minutos. El rendimiento, calculado a partir de la determinacion
de proteina total antes y después de la dialisis, fue del 90 al 95%. La
preparacién dializada, pues, experimenté una dilucién de unas 3 veces
respecto al extracto original.

3.4. Precipitacion de proteinas con TCA.

Los extractos crudos u otras preparaciones de proteina fueron
desproteinizadas mediante precipitacion con TCA a una concentracion final
del 10% (p/v) durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se centrifugaba a
27.000 x g durante 10 minutos, y la fraccién del sobrenadante era neutralizada
con NaOH 2 N.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS.

4.1. Determinacién de proteina.

La proteina fue determinada segiin el método colorimétrico descrito por
Bradford (1976). La mezcla de reaccion de 1 ml contenia 200 pul del reactivo
comercial (BIO-RAD protein assay), 780 ul de agua destilada y 20 pl de los

extractos crudos convenientemente diluidos en su mismo tampon cuando era
necesario, conteniendo entre 2 y 10 ug de proteina. La reaccion se llevaba a
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cabo durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se media la absorbancia a
595 nm. El calibrado del reactivo se realizaba con una solucién de BSA al
0,02% (p/v). La concentracion exacta de la disolucién anterior era
determinada a partir de la absorbancia a 279 nm, usando como coeficiente de
extincion el descrito por Rideal y Roberts (1951) € = 0,67 ml'mg’-cm™. El
coeficiente de extincion determinado para el reactivo a 595 nm fue de 35
ml'mg*-cm™.

4.2. Determinacion de nitrito.

El nitrito formado durante la reaccion de la NR fue determinado
siguiendo el método colorimétrico descrito por Snell y Snell (1949). A 0,5 ml
de las mezclas de reaccion, que contenian entre 3,3 y 33 nmol de NO;, se
afiadian 0,5 ml de sulfanilamida al 1,5% (p/v) disuelta en HC1 2,5 Ny 0,5 ml
de N-(1-naftil)-etiléndiamina al 0,02% (p/v) preparada en agua destilada. Las
muestras eran incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos para
permitir la formacién del complejo coloreado, se centrifugaban durante 5
minutos a 27.000 x g y se media la absorbancia a 540 nm. El coeficiente de
extincion del nitrito en las condiciones del ensayo de actividad de la NR fue
de 46 mM™-cm.

El nitrito consumido durante la reaccién de la NiR se valoré mediante
el mismo método. A muestras de 3 ml que contenian entre 15 y 100 nmoles
de nitrito se afiadia 1 ml de cada uno de los reactivos anteriores. La reaccién
de desarrollo del complejo coloreado se llevaba a cabo a temperatura
ambiente durante 15 minutos y se media la absorbancia a 540 nm. El
coeficiente de extincion del nitrito usado en este caso fue de 53 mM™-cm™.

4.3. Determinacién de glutamato.

El glutamato formado tras la reaccion de la Fd-GOGAT fue
cuantificado por el método de Matoh et al. (1980), segun describe Marquez
(1985). A 1 ml de muestra que contenia entre 0,1 y 1 umoles de glutamato se
afiadian 2 ml del reactivo de cadmio-ninhidrina, que contenia 0,4 g de
ninhidrina y 1 g de acetato de cadmio disueltos en una mezcla de 80 ml de
etanol absoluto, 10 ml de acido acético y 20 ml de agua destilada. Las
muestras se incubaban durante 10 minutos a 80°C para permitir el desarrollo
del producto coloreado, y se enfriaban a continuacion en hielo/agua durante 5
minutos para estabilizar el complejo formado. La absorbancia era medida en
las muestras a 506 nm. El coeficiente de extincion del glutamato a esta
longitud de onda fue de 6 mM™-cm.
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4.4. Determinacion de nitrato.

El nitrato en los extractos crudos fue determinado siguiendo el método
descrito por Cataldo et al. (1975) con las siguientes modificaciones: A 50 pl
de muestra, que contenia entre 1 y 15 nmoles de nitrato, se afiadieron 200 pl
de una solucién de acido salicilico al 5% (p/v) en 4cido sulfirico del 96%.
Tras permitir la reaccién de nitracion del acido salicilico a temperatura
ambiente durante 20 minutos, se afiadi6 4,75 ml de NaOH 2N, enfriandose
posteriormente durante 5 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia a
405 nm fue medida en las muestras, siendo €l coeficiente de extincion a dicha
longitud de onda para el complejo formado de 0,088 mM™-cm™.

4.5. Determinacion espectrofotométrica de NADH.

La oxidacion de NADH en los ensayos de la NR fue cuantificada
espectrofotométricamente registrando la disminucion de absorbancia a 340
nm. La absorbancia a esta longitud de onda se media en los ensayos de 0,5 ml
en cubetas de cuarzo de 0,4 ml de capacidad y 1 ¢cm de paso de luz.

4.6. Cuantificacion espectrofotométrica de la concentracién de
RNA.

La concentracién de las preparaciones de RNA fue estimada de acuerdo
con Sambrook et al. (1989). La concentracion de RNA era calculada
aplicando la siguiente expresion:

[RNA] (ugml™)= Asgo nm x 40 x factor de dilucion

donde la absorbancia a 260 nm era determinada a partir de muestras de 2 pl
afiadidos a una cubeta con un 1 ml de agua destilada estéril.

S. ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
3.1. Actividad Fd-glutamato sintasa.

La actividad Fd-GOGAT fue determinada segin el método descrito por
Mirquez (1985). Los ensayos de 2 ml contenian: 0,9 ml de tampén de ensayo,
de composicién fosfato potasico 0,22 M, pH 7,5, glutamina 11 mM y
2-oxoglutarato 11 mM; 0,2 ml de metil viologeno 0,1 M 6 100 pg de
ferredoxina purificada de C. reinhardtii (Galvan et al., 1985) y una cantidad
de enzima comprendida entre 0,6 y 5 nkat. Para inhibir las actividades de
transaminasas presentes en los extractos, se afladia en la mezcla de reaccion
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0,2 ml de aminooxiacetato 50 mM. La reacci6n era iniciada con la adicioén de
4 mg de ditionito sédico recientemente preparado en 0,2 ml de bicarbonato
sédico 0,3 M. Las mezclas de reaccion se incubaban a 30°C durante 20
minutos y la reaccion era parada hirviendo los ensayos durante 2 minutos. Los
blancos se realizaron de forma similar, omitiendo en éstos el metil violégeno
o la ferredoxina. El exceso de reductor se oxidaba completamente mediante
agitacion vigorosa de los ensayos.

Previamente a la determinacion del glutamato producido, las mezclas
de reaccion se aplicaban a columnas de 3 ml de resina de intercambio
aniénico Dowex 1X8 (forma acetato), equilibrada en agua destilada, para la
separacion de la glutamina y el glutamato en las mismas. La glutamina era
cluida en 10 ml de agua destilada y posteriormente el glutamato era eluido en
8 ml de 4cido acético 2 N. Una parte alicuota de 1 ml del glutamato eluido en
estas condiciones se usd para la determinacion del glutamato, segin se
describe en el Apdo. 4.3. La actividad glutamato sintasa se expres6 como nkat
de glutamato formados.

5.2. Actividad NADH-nitrato reductasa.
Se determiné de dos diferentes maneras:

a) La actividad NR en los extractos crudos de las raices (o los
precipitados 0-40% de sulfato amonico a saturacion) y hojas de L. japonicus
obtenidos en el tampdn de extraccion estandar se determind en mezclas de
reaccion de 0,5 ml que contenian: 25 pl de de HEPES-KOH 0,5 M, pH 7,5,
50 pl de EDTA 0,1 M, 50 pl de KNO; 0,1 M, 50 ul NADH 0,3 mM y 25 pl
de agua destilada. A las mezclas de reaccion se afiadia una cantidad de enzima
comprendida entre 2 y 20 pkat, completandose el volumen hasta 0,5 ml con el
tampon de extraccién. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 30
minutos a 30°C. Para detener la reaccion enzimatica se afiadieron a los
ensayos 15 nmoles de PMS y 50 umoles de acetato de zinc, disueltos en 50 pl
de agua destilada. Tras incubar durante 20 minutos a 30°C para permitir la
oxidacién completa del NADH en exceso, y que se comprobé que puede
interferir con la determinacion analitica de nitrito a concentraciones por
encima de 0,1 mM, se afiadieron a las mezclas de reaccién los reactivos para
la determinacién del nitrito. Los blancos de la reaccion consistieron en
ensayos iguales parados a tiempo cero. En algunos casos la actividad NR
resultante de los experimentos se expresé como porcentaje de inactivacion en
las incubaciones, calculado segun la expresion:

Inactivacion (%) = 100- (NR; / NRy) x 100

37



Materiales y Métodos

donde NR; y NR; fueron las actividades determinadas en los controles y en
las muestras, respectivamente.

b) En los casos en que los materiales de hojas y raices de L. japonicus
fueron extraidos en los tampones (-Mg*") y (+Mg"*) que hemos referido en el
Apdo 2.2. para estudiar la inactivaciéon de la NR por fosforilacion, los ensayos
de actividad NR se desarrollaron en distintos medios de ensayo. Las mezclas
de reaccion de 0,5 ml contenian: 0,25 ml de tamp6n de ensayo de
composicion HEPES-KOH 0,1 M, pH 7,5, FAD 20 uM, KNO; 20 mM,
NADH 0,3 mM, EDTA 10 mM (ensayo -Mg*"), MgCl, 10 mM (ensayo
+Mg*"), y una cantidad apropiada de enzima, completandose el volumen hasta
0,5 ml con los respectivos tampones de extraccion. Los blancos fueron
realizados en ensayos iguales parados a tiempo cero. Las mezclas de reaccion
se incubaron durante 30 minutos a 30°C. La reaccion fue detenida de la
misma manera que en el caso anterior. Los reactivos para la determinacion del
nitrito formado fueron afiadidos a las mezclas de reaccion.

En algunos casos la actividad NR se expres6 como porcentaje de
inhibicién por Mg®*, usando la expresion siguiente:

% Inhibicion por Mg?* = 100 — [ (+Mg*") / (-Mg **) ] x 100

donde: (+Mg?") = actividad en los extractos obtenidos y ensayados en
presencia de EDTA.

(-Mg?") = actividad en los extractos obtenidos y ensayados en
presencia de MgCl,.

La actividlad NR de los extractos crudos de hojas y raices de L.
Japonicus determinada segin uno u otro tipo de ensayo se expresé como
umoles NO,™ gPF-h!.

La actividad NR fue determinada en los extractos crudos de las hojas de
cebada y de espinaca siguiendo el ensayo a), a menos que se indique lo
contrario. Los ensayos se realizaron a 30°C durante 15 minutos.

Pudo comprobarse la linealidad de los ensayos con el tiempo en estas
condiciones, con lo que las medidas obtenidas eran equivalentes a velocidades
iniciales de reaccidon. Sin embargo, cuando se alteraban por alguna razén las
condiciones descritas de ensayo, siempre se efectuaban cinéticas para
comprobar las velocidades iniciales de reaccion, pues en los extractos
concentrados pudo detectarse la interferencia producida por NADH-
deshidrogenasas inespecificas que eran capaces de agotar el NADH
proporcionado para la reaccion de la NR, lo cual resultaba en cinéticas no
lineales.
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5.3. Actividad nitrito reductasa.

La actividad NiR en los extractos crudos de raices de L. japonicus fue
determinada segin Pajuelo (1993) utilizando metil violégeno reducido
quimicamente como donador de electrones. Las mezclas de reaccion
contenian en un volumen de 1 ml: 0,5 ml de tamp6on de ensayo, de
composicion Tris-HC1 0,2 M, pH 8,0, KNO, 6 mM y metil violégeno 20
mM. A las mezclas de reaccion se afiadia una cantidad de enzima entre 0,4 y
2 nkat. La reaccion era iniciada al reducir el metil viologeno por la adicioén de
15 mg de ditionito sodico recientemente disuelto en 0,1 ml de bicarbonato 0,3
M. Las mezclas de reaccion se incubaban a 40°C durante 20 minutos,
bloqueandose posteriormente la reaccion por oxidacion completa del ditionito
mediante agitacion vigorosa. Una parte alicuota de 30 pl de la mezcla de
reaccion se diluia en 3 ml de agua destilada para la determinacion del nitrito
consumido durante la reaccion de la NiR, segun se describe en el Apdo. 4.2.

La actividad NiR en los extractos crudos de hojas de espinaca y de
cebada se determinaba en las mismas condiciones, salvo que la reaccion se
desarrollaba durante 10 minutos.

6. PURIFICACION DE PROTEINAS.

6.1. Purificacién parcial de la NADH-nitrato reductasa de raices de
L. japonicus.

La NR fue parcialmente purificada a partir de extractos crudos de raices
siguiendo un procedimiento similar al previamente descrito por Marquez et
al. (1982) para Monoraphidium braunii, usando una etapa de cromatografia
de afinidad en Azul dextrano Sefarosa como etapa basica de purificacion. 12
ml de extractos crudos de raices obtenidos en el tampon fosfato potasico 10
mM, EDTA 1 mM, DTT 0,15 mM y FAD 20 uM, se aplicaban a una columna
de azul dextrano sefarosa (@1 cm x 4 10 cm) a una velocidad de flujo de 12
mlh?. La columna se lavaba con 15 ml del mismo tampon y a la misma
velocidad de flujo hasta la elucion de la fraccion de proteina no adsorbida. La
NR se eluy6 con 15 ml del tampdn anterior suplementado con NADH 0,5
mM. Las fracciones que mostraban actividad fueron agrupadas.

6.2. Purificacion de ferredoxina de C. reinhardtii.
La ferredoxina fue purificada a partir de células de C. reinhardtii segin

el método descrito por Galvan et al. (1985). Las células se rompian por
congelacion/descongelacion y se resuspendian en tampdn fosfato potasico 50
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mM pH 7,0. Los restos celulares se separaban centrifugando a 27.000 x g
durante 15 minutos. Para la eliminacién de pigmentos y acidos nucleicos, los
extractos eran tratados con sulfato de protamina a una concentracién final de
0,16% (p/v), centrifugidndose posteriormente a 27.000 x g durante 15 minutos.
El sobrenadante se aplicaba a una primera cromatografia en DEAE-Sephacel,
eluyéndose la ferredoxina con el tampon anterior suplementado con NaCl 0,5
M. Las fracciones que contenian ferredoxina se mezclaban, se dializaban
durante 20 horas frente al tampon fosfato potdsico 50 mM pH 7,0 y la
fraccion anterior se aplicaba a una segunda cromatografia en DEAE-Sephacel,
eluyéndose la ferredoxina en el mismo tampén con un gradiente continuo de
NaCl desde 0,2 a 0,5 M. Las fracciones que contenian ferredoxina se
agrupaban y se dializaban como antes. Partes alicuotas de 1 ml de la
preparacion de ferredoxina purificada se almacenaban a -20°C hasta su uso.

7. TECNICAS ELECTROFORETICAS.
7.1. Electroforesis de proteinas.
7.1.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Las electroforesis en presencia de SDS se realizaron en placa, en geles
de acrilamida al 8 6 al 10% (p/v), segun se analizara la Fd-GOGAT o la NR
respectivamente, siguiendo el procedimiento descrito previamente por
Laemmli (1970), con las adaptaciones de Pajuelo (1993).

Las dimensiones de los geles eran de 14 cm de anchura, 1,5 mm de
espesor, y 1,5 y 12 cm de longitud, respectivamente, para los geles
empaquetador y separador.

E] gel separador al 8% contenia en un volumen total de 40 ml: 10,6 ml
de una solucién de acrilamida al 30% (p/v) y bis-acrilamida al 0,45% (p/v)
(solucién A), 8 ml de tamp6n Tris-HCI 1,875 M pH 8,8 (solucién B), y 21 ml
de agua destilada. La mezcla anterior se desgaseaba a vacio durante 15
minutos, afiadiéndose posteriormente 0,2 ml de una disolucién de SDS al 20%
(p/v), 24 ul de TEMED comercial y 0,2 ml de una disolucién de persulfato
amoénico recientemente preparada al 10% (p/v). Cuando el gel separador se
preparaba al 10% de acrilamida se mezclaban 13,3 ml de la soluciéon A, 8 ml
de solucion B y 18,3 ml de agua destilada. El gel se aplicaba entre las placas,
cubriéndose el menisco con un minimo volumen de 2-butanol. El gel se
dejaba polimerizar durante aproximadamente 45 minutos, y se eliminaba el 2-
butanol lavando con abundante agua destilada.

El gel empaquetador contenia en un volumen final de 10 ml: 1,7 ml de
una disolucién de acilamida al 25% (p/v) y bis-acrilamida al 2,5% (p/v), 1 ml
de tampdn Tris-HC1 0,6 M pH 6,8, y 7,2 ml de agua destilada. Tras desgasear
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durante 15 minutos a vacio, se afiadia a la mezcla anterior 50 pl de una
solucion de SDS al 20 % (p/v), 10 pul de TEMED comercial, y 50 pl de una
disolucion de persulfato aménico recién preparada al 10% (p/v). El gel se
aplicaba entre las placas, introduciéndose rapidamente un peine para 10
muestras, y se dejaba polimerizar durante aproximadamente 15 minutos.
Posteriormente se retiraba el peine, y se lavaban los pocillos obtenidos con
abundante agua destilada para eliminar los restos de acrilamida no
polimerizada.

Las muestras, de un volumen no superior a 50 pl, se mezclaban con el
mismo volumen de 2 x tampon de muestras, que contenia Tri-HC] 120 mM
pH 6,8, SDS al 4% (p/v), sacarosa al 20% (p/v), Azul de bromofenol al 0,05%
(p/v) y 2-mercaptoetanol al 10% (p/v). Cuando el volumen de las muestras era
superior a 50 pl, éstas se mezclaban con tampén de muestras mas concentrado
(5 x tampon de muestras) en relacion de volimenes 4:1. Las muestras se
hervian posteriormente durante 10 minutos y se aplicaban a los pocillos con la
ayuda de una jeringa Hamilton.

La composicion del tampén electrolito, de pH 8,3, era: 1 g de SDS,
3,03 g de Trizma base, y 14,4 g de glicina por litro.

Las electroforesis se realizaban normalmente por la noche, a una
intensidad de corriente de 20 mA/placa hasta que las muestras entraban en el
gel empaquetador, manteniendo posteriormente la intensidad de la corriente a
6-8 mA/placa hasta que el Azul de bromofenol alcanzaba el final de la placa.

7.1.2. Electroforesis nativa en gradiente de poliacrilamida (4-15%).

Las electroforesis nativas se realizaron en placa, en geles con un
gradiente de acrilamida entre el 4 y el 15%. Las dimensiones de los geles
empaquetador y separador eran iguales a las que hemos descrito en el
apartado anterior.

El gel separador se preparaba como un gradiente continuo entre las dos
soluciones siguientes:

Solucion de acrilamida al 4%: esta solucion contenia en un volumen de
20 ml: 2,7 ml de una solucion de acrilamida al 30% (p/v) y bis-acrilamida al
0,45% (p/v) (solucion A), 4 ml del tampén Tris-HCl 1,875 M pH 8.8
(solucién B) y 13 ml de agua destilada. Tras desgasear la mezcla anterior a
vacio durante 15 minutos, se afiadian 11 pl de TEMED comercial y 54 ul de
una disolucion de persulfato amonico al 10% (p/v) recién preparada.

Solucion de acrilamida al 15%: esta solucion se preparaba mezclando
10 ml de la solucion A, 4 ml de la soluciéon B, 2,8 ml de glicerol y 3,2 ml de
agua destilada. La mezcla anterior se desgaseaba a vacio durante 15 minutos,
y posteriormente se afiadian los mismos volumenes de TEMED y de la
solucién de persulfato amoénico que en el caso anterior.
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Las soluciones anteriores se colocaban en cada uno de los tubos de un
sistema formador de gradiente por vasos comunicantes con agitacion, y la
solucién de gradiente obtenida se aplicaba a un flujo de 3 ml'min” entre las
placas. El menisco se cubria con una capa de 2 mm de espesor de 2-butanol.
El gel se dejaba polimerizar durante aproximadamente 45 minutos,
eliminandose después el alcohol con abundante agua destilada.

El gel empaquetador contenia en un volumen de 10 ml: 1,26 ml de una
solucion de acrilamida al 25% (p/v) y bis-acrilamida al 2,5% (p/v), 1,8 ml del
tampén Tris-HC1 0,6 M pH 6,8 y 6,8 ml de agua destilada. Tras desgasear 15
minutos a vacio se afiadian 6,6 pul de TEMED comercial y 66 pl de una
disolucién de persulfato amonico al 10% (p/v). El gel empaquetador se
aplicaba entre las placas y se colocaba un peine para 10 muestras. Tras la
polimerizacién del gel, el peine era retirado y los pocillos obtenidos se
lavaban con abundante agua destilada.

Las muestras se mezclaban con un mismo volumen de 2 x tampén de
muestras nativo, que contenia sacarosa al 20% (p/v) y Azul de bromofenol al
0,05% (p/v), y se aplicaban a los pocillos.

El tampén electrolito usado, de pH 8,3, contenia 6,06 g de Trizma base
y 28,8 g de glicina por litro.

Las electroforesis nativas se realizaban a 4°C durante 16 a 20 horas,
manteniendo la intensidad de la corriente a 8 mA/placa.

7.1.3. Tincidn de proteinas en geles de poliacrilamida.

Tras las electroforesis, las proteinas en los geles de poliacrilamida se
tefiian durante 30 minutos con agitacién suave en una disolucién de Azul de
Coomassie R-250 al 0,1% (p/v) preparada en etanol al 25% (v/v) y 4cido
acético al 10% (v/v), y posteriormente filtrada. Tras eliminar el exceso de
reactivo lavando con abundante agua destilada, los geles se destefiian en una
disolucion de etanol al 25% (v/v) y 4cido acético al 10% (v/v), renovando
periédicamente esta solucion hasta que el fondo de los geles se decoloraba
completamente mientras las bandas de proteinas permanecian tefiidas. La
tincién se fijaba posteriormente sumergiendo los geles durante 15 minutos en
una disolucion de 4cido acético al 7,5% (v/v).

7.1.4. Determinacién de la masa molecular de proteinas por SDS-
PAGE.

Para determinar la masa molecular de proteinas tras la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes, se cargaban en uno de los pocillos de los geles
una mezcla de aproximadamente 2 pg de las siguientes proteinas patron, de
tamafio molecular conocido, tratada en las mismas condiciones que las
muestras: Miosina (205 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), Fosforilasa b (97,4
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kDa), Seroalbiimina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa) y Anhidrasa carbonica
(29 kDa).

La masa molecular de las proteinas estudiadas era estimada a partir de
la representacion lineal directa del logaritmo decimal de las masas
moleculares de las proteinas patron frente a sus movilidades electroforéticas
relativas, calculadas segun la expresion siguiente:

Re= pp/mo
Donde:
= movilidad absoluta de cada proteina (cm)
ny= movilidad absoluta del Azul de bromofenol (cm).

7.2. Electroforesis de RNA.
7.2.1. Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido.

Las electroforesis de RNA se realizaron de acuerdo con Sambrook et
al. (1989). Los geles, de aproximadamente 0,6 cm de espesor y al 1,2 % (p/v)
de agarosa, contenian en un volumen final de 180 ml: 2,16 g de agarosa y 135
ml de agua destilada tratada con DEPC. La mezcla anterior se esterilizaba en
un autoclave, y tras enfriar hasta 60°C se afiadian 36 ml de tampén 5 x FB
(MOPS 100 mM pH 7.0, 4cido acético 40 mM y EDTA 5 mM) y 8,8 ml de
formaldehido 37% (p/v) (grado B.M.).

Las muestras contenian en un volumen final de 20 pl: 4,5 pl de las
preparaciones de RNA, conteniendo entre 20 y 40 pg, 3,5 pl de formaldehido
del 37%(p/v), 10 ul de formamida (grado B.M.) y 2 ul de tampén 5 x FB. Las
muestras anteriores se desnaturalizaban durante 15 minutos a 60°C,
enfriandose seguidamente en una mezcla de hielo:agua durante 5 minutos.
Posteriormente se afiadia a las muestras 2 ul del tampon de muestras, que
contenia glicerol al 45% (v/v), EDTA 50 mM y Azul de bromofenol al 0,25%
(p/v), y se aplicaban al gel.

La electroforesis se realizaba en tampén 1 x FB (MOPS 20 mM pH 7.0,
4cido acético 8 mM, EDTA 1 mM) a 25 V durante 16 a 20 horas, recirculando
continuamente el tampoén desde el catodo hacia el anodo con la ayuda de una
bomba peristaltica.

7.2.2. Determinacion del tamaifio de las bandas de RNA.
Para determinar el tamafio de las bandas de RNA en estudio se
cargaban en las electroforesis 0,5 pg de una mezcla de marcadores de RNA

de tamafios comprendidos entre 0,24 y 9,5 kb (GIBCO BRL). Los RNA
marcadores contenian secuencias del bacteriéfago A (entre otras secuencias)
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de modo que podian ser detectados mediante hibridacién con el DNA de A,
digerido con HindIII, marcado radiactivamente.

El tamafio del RNA en estudio se estimaba interpolando en la recta
obtenida al representar el logaritmo decimal del tamafio de los RNA
marcadores frente a sus movilidades absolutas (cm) en los geles.

8. TECNICAS INMUNOQUIMICAS.

8.1. Preparaciéon de anticuerpos anti-péptidos de la NADH-nitrato
reductasa de L. japonicus.

Se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo frente a tres péptidos
sintéticos deducidos a partir de la secuencia del gen de NR de L. japonicus
(trabajo en colaboracién con el grupo del Dr. Clarkson, nimero de acceso en
bases de datos: X80670). Se eligieron para este propdsito tres péptidos
correspondientes a diferentes regiones de la proteina con distinto grado de
conservacion evolutiva, que mostraban buenos indices de hidrofilicidad y
flexibilidad en el analisis efectuado por Neosystem S.A. (Francia). La
secuencia especifica de los diferentes péptidos y su localizacién dentro de los
dominios de la NR se detalla en el Apdo. 1 de Resultados y Discusién II. La
compaiiia Neosystem S.A. (Francia) llevo a cabo también la sintesis de los
mismos, y la conjugacion a ovoalbimina previa al proceso de inmunizacion
de dos conejos con cada péptido de acuerdo con un proceso estandarizado por
la compaiiia. A los 15, 30 y 60 dias después de una primera inyeccion se
dieron a los animales tres inyecciones adicionales de recuerdo. Los sangrados
se efectuaron previamente a la inmunizacién de los animales (suero
preinmune) y a intervalos aproximados de 30 dias de cada una de las
inyecciones de recuerdo.

8.2. Inmunoinhibicién de la actividad Fd-GOGAT con anticuerpos
especificos.

Partes alicuotas de los extractos crudos de hojas y raices de cebada, con
la misma actividad Fd-GOGAT, se incubaban con volimenes crecientes (0 a
10 ul) de la fraccion de IgG anti-Fd-GOGAT, de 4 mg:ml’ obtenida por
Marquez et al. (1988) en tampdn fosfato potasico 50 mM pH 7,5 durante 14
horas a 4°C. Posteriormente se afiadia a cada incubacion (de 1 ml de volumen
final) 5 mg de proteina A-Sepharosa, y la suspension resultante se mantenia
con agitaciéon suave durante 30 minutos a 4°C. Las incubaciones eran
centrifugadas a continuacion durante 15 minutos a 27.000 x g, determinandose
posteriormente la actividad en los sobrenadantes.
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8.3. Inmunodeteccién de proteinas en filtros (“inmunoblotting o
western blotting”)

8.3.1. Electrotransferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida a
filtros.

Para la transferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida a filtros
de PVDF (polivinildifluoruro) (Inmobilon-P, Millipore) se us6 un sistema de
transferencia semiseca NOVABLOT 2117-250 de LKB.

Las transferencias se realizaban usando el sitema de tampones
discontinuo descrito en las instrucciones del fabricante, que usaba las
siguientes disoluciones en el anodo y en el catodo:

Solucién del anodo I: Tris-HC1 0,3 M pH 10,4
Solucion del anodo II: Tris-HCI 25 mM, pH 10,4
Solucion del catodo: acido 6-amino-n-hexanoico 40 mM.

Antes de la transferencia el gel se incubaba durante 15 minutos en la
solucion del catodo, y el filtro de PVDF se lavaba con metanol durante 30
segundos, se enjuagaba con abundante agua destilada, y se incubaba durante
15 minutos en la solucién del anodo I1.

En contacto con el anodo, lavado en agua destilada, se colocaban 6
trozos de papel de filtro Whatmann 1 MM, aproximadamente 1 cm mayores
que el gel en cada dimension, saturados en la solucién del dnodo I. Sobre
éstos se colocaban 3 filtros mas saturados en la solucion del anodo IL
Seguidamente se coloco el filtro de PVDF y el gel de poliacrilamida. Sobre el
gel se colocaron 9 trozos de papel de filtro Whatmann 1 MM saturados en la
solucion del catodo, y el catodo saturado en agua destilada.

La transferencia se llevaba a cabo durante 3 horas a temperatura
ambiente a una intensidad de corriente constante, que era funciéon de la
superficie del gel segln la siguiente relacion:

I (mA) = 0,8 x Superficie del gel (cm).

Con este sistema se conseguia una mayor eficacia en la transferencia de
las proteinas en la zona de 100-200 KDa, a diferencia de otros métodos que se
mostraban menos eficientes para transferir las cadenas polipeptidicas
correspondientes a las enzimas investigadas en este trabajo (Fig. 8).
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Fig. 8. Eficiencia del sistema de
transferencia de proteinas desde geles de
poliacrilamida a filtros. Se scpararon
mediante electroforeis en SDS 500 pg de
proteina total de extractos crudos de raices
de L. japonicus, La proteina total se analizd
mediante tincién en el gel con Azul de
Coomassic antes (A) o después de la
transferencia (B).

8.3.2. Tincién de proteinas en filtros.

Normalmente se aplicO esta tincion a la porcion de los filtros
correspondiente a la transferencia de las proteinas patron.

Una vez concluida la transferencia, los filtros de PVDF se lavaban en
agua para eliminar el exceso de tampén de transferencia, y se sumergian
durante aproximadamente 30 minutos en una disolucién que contenia
Amidoblack 10 B al 0,1% (p/v), metanol al 45% (v/v) y acido acético al 10%
(v/v). Los filtros se lavaban posteriormente con abundante agua destilada para
retirar el exceso de reactivo.

Los filtros se destefiian en una disolucién de metanol al 45% (v/v) y
acido acético al 10% (v/v) hasta que se decoloraba el fondo de los filtros
mientras las bandas de proteinas permanecian tefiidas en azul.

8.3.3. Inmunodeteccion especifica de la Fd-GOGAT con anticuerpos en
filtros.

Tras la transferencia, la banda de Fd-GOGAT pudo detectarse en los
filtros con anticuerpos especificos anti-Fd-GOGAT obtenidos frente a la
enzima purificada de hojas de cebada (Marquez et al., 1988) siguiendo el
procedimiento siguiente:

Los filtros se sumergian durante al menos 10 minutos en una solucion
de TBS. Posteriormente los huecos libres de proteina en los filtros eran
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saturados incubando los filtros durante 45 minutos en la solucion de bloqueo,
que contenia BSA al 3% (p/v) o leche en polvo desnatada al 5% (p/v)
indistintamente, disueltas en 25 ml de TBS, manteniendo agitacion suave y
constante. El exceso de solucion de bloqueo se eliminaba mediante lavados
sucesivos de los filtros durante 30 minutos en 200 ml de la disolucion de
TBS.

Los filtros eran incubados posteriormente durante 90 minutos en la
solucion de anticuerpos primarios, que contenia 20 pl (de una preparacion de
4 mg-ml™) de IgG anti-Fd-GOGAT en 20 ml de la solucién de blogueo. El
exceso de anticuerpos primarios se eliminaba lavando los filtros
exhaustivamente en TBS durante 30 minutos.

Tras la incubacion durante 10 minutos en 20 ml de solucién de bloqueo
se afladian a los filtros 20 ul de anticuerpos secundarios de cabra anti-IgG de
conejo, conjugados con fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim o Sigma),
en 20 ml de solucién de bloqueo, segun las recomendaciones del fabricante.
La incubacion de los filtros con esta disolucion se desarrollaba durante 45
minutos con agitacién suave y continua, eliminando posteriormente el exceso
de anticuerpos secundarios mediante lavados durante 30 minutos en TBS.

Finalmente los filtros se incubaban durante 10 minutos en una
disolucién de tampén Tris-HC1 02 M pH 9,5 y MgCl, 10 mM antes de
proceder al revelado de las bandas in situ por la reaccion de la fosfatasa
alcalina. Los filtros se sumergian posteriormente en la mezcla de reaccion de
la fosfatasa alcalina, que contenia en un volumen de 50 ml del tampén
anterior 17 mg de NBT y 7 mg de BCIP. Las bandas de proteina aparecian en
pocos segundos y la reaccion se bloqueaba lavando los filtros con abundante
agua destilada después de 1-3 minutos.

Todo el proceso anterior se realizaba a temperatura ambiente y con
agitacion suave. En algunas ocasiones las etapas de bloqueo o de incubacién
con los anticuerpos primarios se desarrollaban durante aproximadamente 20
horas a 4°C, sin efecto alguno sobre la deteccion de las proteinas.

8.3.4. Inmunodeteccion especifica de la NADH-nitrato reductasa en
filtros.

Puesto que se obtuvieron resultados infructuosos con los métodos de
deteccion convencionales (peroxidasa, fosfatasa alcalina) y con el método de
deteccion amplificado de biotina-streptavidina-biotina-fosfatasa alcalina, para
la deteccion especifica de la NR en los filtros de PVDF se us6 un sistema de
inmunodeteccion de mayor sensibilidad (ECL western blotting protocols,
Amersham). El sistema utilizado se basa en la oxidacion del luminol por
H,0,, catalizada por la peroxidasa en condiciones alcalinas, que es capaz de
dar lugar a un producto quimioluminiscente que se puede detectar tras la
exposicion de los filtros a una pelicula autorradiografica. Para ello se siguid
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un procedimiento similar al descrito en el apartado anterior con las siguientes
modificaciones:

El bloqueo de los filtros se realizaba durante 16 a 20 horas a 4°C.

Como fuente de anticuerpos primarios se usaban directamente los
antisueros obtenidos frente a los péptidos sintéticos deducidos a partir de la
secuencia del clon de NR de L. japonicus, referidos anteriormente, disueltos
en solucién de bloqueo a una dilucién 1:250.

El tiempo de incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios
era de 90 y 60 minutos respectivamente.

Para eliminar el exceso de solucion de bloqueo o de anticuerpos
primarios o secundarios se realizaban lavados sucesivos (6 a 8) de 200 ml de
una disolucion TTBS durante 90 minutos.

Los anticuerpos secundarios usados en este caso eran anticuerpos de
cabra anti-IgG de conejo conjugados con peroxidasa.

Tras eliminar el exceso de anticuerpos secundarios con sucesivos
lavados en TTBS, los filtros se incubaban durante 10 minutos en 50 ml de
TBS, antes de desarrollar la reaccion de la peroxidasa.

Posteriormente los filtros se incubaban durante 2 minutos en 10 ml de
una disolucion recién preparada en relacion 1:1 con las soluciones de
deteccion 1 y 2 del sistema de inmunodetecciéon ECL de Amersham, segun
las recomendaciones del producto. El exceso de la disolucién anterior era
eliminado manteniendo los filtros en posicién vertical. Réapidamente los
filtros se colocaban entre laminas de plastico transparentes dentro de cassettes
de autorradiografia. Las autorradiografias se exponian a temperatura ambiente
y las bandas de proteina podian ser visualizadas tras 5 a 20 segundos de
exposicion.

Todas las etapas del proceso anterior, salvo la etapa de bloqueo de los
filtros, se desarrollaban a temperatura ambiente.

8.4. Inmunoensayo enzimatico (ELISA).
8.4.1. ELISA positivo con anticuerpos anti-Fd-GOGAT.

Para la estimacion de la cantidad relativa de proteina Fd-GOGAT en
extractos crudos de hojas de cebada se desarrollé un método de ELISA
positivo en que ¢l antigeno se adsorbe al pocillo.

Se usaron placas estériles de poliestireno de 96 pocillos, con fondo
redondo y de aproximadamente 6,4 mm de didmetro.

Los ELISA se realizaron siguiendo el siguiente procedimiento:

Se afiadian a cada pocillo 100 pul de los extractos crudos, conteniendo
entre 0 y 200 ng de proteina total en tampon PBS, incubandose durante 20
horas a 4°C. Los pocillos eran posteriormente vaciados y se lavaban 3 veces
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con 250 pl de una disoluciéon de TPBS. Posteriormente se afiadian a los
pocillos 200 pl de la solucién de bloqueo, que contenia BSA al 3% (p/v) en
tampon PBS, para saturar los huecos libres de proteina en los pocillos. La
incubacion con la solucidén de bloqueo se llevaba a cabo durante 90 minutos,
vaciandose posteriormente la placa y lavando los pocillos 3 veces con 250 pl
de la disolucién TPBS. A continuacion se afiadian a los pocillos 100 pl de la
disolucién de anticuerpos primarios de 1 pg-pl! de IgG anti-Fd-GOGAT,
(dilucién 1:4.000 preparada en solucion de bloqueo a partir de la preparacion
de 4 mg-ml” obtenida por Mérquez et al., 1988), incubandose con el antigeno
durante 2 horas. El exceso de anticuerpos primarios era eliminado mediante
tres lavados consecutivos de los pocillos con 250 ul de disolucion TPBS.
Posteriormente los pocillos se incubaban durante 1 hora con 100 pl de la
disolucion de anticuerpos secundarios de cabra anti-IgG de conejo ligados a
peroxidasa, preparados a una dilucién 1:6.000 en solucién de bloqueo. El
exceso de anticuerpos secundarios se lavaba con 5 lavados consecutivos con
TPBS. La placa se vaciaba y se afiadian a cada pocillo 200 pul de la mezcla de
reaccion de la peroxidasa recientemente preparada, que contenia ABTS al
0,05% (p/v) y H,0O, al 0,035 % (p/v) en tampo6n citrato sédico 0,1 M pH 4,2.
La placa se incubaba a temperatura ambiente protegida de la luz. El bloqueo
de la reaccion de la peroxidasa se llevaba a cabo afiadiendo a cada pocillo 50
ul de una disolucion de acido citrico 1 M y azida sodica al 0,02% (p/v). La
absorbancia a 405 nm era medida en un lector del tipo Labsystems MultisKan
(Menarini), obteniéndose una respuesta lineal de la absorbancia frente a la
cantidad de proteina.

Todas las etapas, salvo la adsorcion del antigeno a la fase sélida, se
realizaban a temperatura ambiente.

8.4.2. ELISA positivo con antisueros anti-péptidos de la NADH-nitrato
reductasa..

La reaccion de los antisueros con los péptidos sintéticos deducidos a
partir de la secuencia de la NR de L. japonicus se analizé mediante un test de
ELISA, similar al descrito en el apartado anterior, con las siguientes
modificaciones:

Se incubaban en cada pocillo 100 ul de las preparaciones de péptidos
sintéticos, conteniendo entre 0 y 1 pg, durante 12 a 16 horas a 4°C.

La incubacion con la solucién de bloqueo se llevaba a cabo durante 1
hora a temperatura ambiente.

Para las cantidades de antigeno sefialadas se probaron distintas
diluciones de las preparaciones de antisueros, comprendidas entre 1:500 y
1:16.000. La incubacion de los antigenos con los antisueros se desarrollaba
durante 90 minutos.
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El exceso de anticuerpos primarios se elimindé mediante 5 lavados
consecutivos de 250 ul por pocillo de tamp6n TPBS.

Como anticuerpos secundarios se usaban los mismos descritos en el
apartado anterior y a la misma dilucién en la solucién de bloqueo. La
incubacién con estos anticuerpos también se llevaba a cabo durante 1 hora a
temperatura ambiente.

El exceso de anticuerpos secundarios se eliminaba mediante 5 lavados
de 250 ul de TPBS a cada pocillo.

La reaccion de la peroxidasa conjugada a los anticuerpos secundarios se
desarrollaba como en el apartado anterior, asi como el bloqueo de la reaccion.
El tiempo de reaccion variaba entre 30 minutos y 2 horas. Posteriormente se
media la absorbancia a 405 nm.

Cuando el test de ELISA se aplicaba a extractos crudos de raices de L.
Japonicus se realizaba en las mismas condiciones anteriores, variando la
concentracion de proteina total de los extractos aplicada entre 0 y 5 ug, y
usando una dilucién de anticuerpos primarios de 1:1.000. La reaccién de la
peroxidasa en este caso se llevaba a cabo durante 20 horas, al cabo de las
cuales se media la absorbancia a 405 nm.

9. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
9.1. Aislamiento de RNA total de hojas y raices de cebada.

Para la obtencién de preparaciones de RNA total se trabajé siempre con
soluciones que habian sido tratadas con DEPC, para evitar la degradacion de
los RNA por ribonucleasas. Las soluciones, salvo las que contenian Tris, se
preparaban en agua destilada y se les afiadia DEPC a una dilucién 1:1.000.
Las soluciones se agitaban vigorosamente y se esterilizaban en autoclave tras
16 horas del tratamiento con DEPC. Las soluciones que contenian Tris se
preparaban en agua destilada estéril previamente tratada con DEPC,
esterilizandose mediante autoclave. ,

Los materiales de vidrio se esterilizaban durante 8 horas a 250°C, y el
material de plastico desechable se esterilizaba en autoclave. Las
centrifugaciones superiores a 1,5 ml se hicieron en tubos corex de vidrio, y las
demads en tubos eppendorf.

La obtencion de preparaciones de RNA total de hojas y raices de
cebada se llevaba a cabo usando indistintamente uno de los dos
procedimientos siguientes:
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9.1.1. Método de Jepson et al. (1991).

Este método, descrito para la obtenciéon de RNA total a partir de
pequefias cantidades (50 pg) de tejidos de plantas, fue adaptado para la
obtencion de preparaciones de RNA total a partir de mayores cantidades de
tejido (0,5 a 2 g de peso fresco).

El procedimiento seguido para 1 g de tejido fue el siguiente:

Las hojas y raices de cebada eran trituradas en un mortero estéril en
presencia de N, liquido hasta conseguir un polvo fino. Antes de que el
material se descongelara completamente se afiadian 5 ml del tampon de
homogeneizacion, que contenia Tris-HCl 50 mM pH 9,0, EDTA 5 mM, NaCl
0,4 M, SDS al 1% (p/v), DTT 10 mM, 4cido aurin-tricarboxilico 1 mM y 4
U'ml "' de heparina, e inmediatamente 2,5 ml de una mezcla de fenol-cresol,
preparada con fenol previamente saturado en el tampéon de homogenizacién y
m-cresol al 10% (v/v). El material se homogeneizaba en la mezcla anterior a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaba a 10.000 x g durante
15 minutos a 4°C. Se recogia la fase acuosa tras la centrifugacion y se afiadian
1 ml de fenol, saturado en el tampén de homogeneizacién, y 1 ml de
cloroformo:alcohol isoamilico en relaciéon 24:1. La suspension anterior se
agitaba durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaba en las
mismas condiciones que antes. La fase acuosa se volvia a extraer una vez mas
en la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, y finalmente en la
mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico.

El RNA en la fase acuosa se precipitaba posteriormente con LiCl 12 M,
para obtener una concentracion final de 2 M. Tras incubar durante un minimo
de 3 horas a 0°C, se centrifugaba a 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C, y el
precipitado se lavaba por dos veces en etanol al 75% (v/v). Los restos del
alcohol en el precipitado se eliminaban secando a vacio, y el precipitado se
redisolvia en 1 ml de tampén Tris-HCl 5 mM pH 7,5. E1 RNA en la
preparacion anterior se sometia a una segunda precipitacion con LiCl, esta vez
durante 12-16 horas. Tras centrifugar, el precipitado se lavaba 2 veces en
etanol al 75%, se secaba a vacio y se resuspendia en un volumen de 50 a 100
ul de agua destilada estéril tratada con DEPC.

La cantidad de RNA total en las preparaciones obtenidas segin el
método anterior vari6 entre 150 a 500 pg-g PF, siendo la relacion Azeo/280 nm
del1,6al,8.

9.1.2. Método de Chomczynsky y Sacchi (1987).

Este método fue aplicado para la obtencion de preparaciones de RNA
total a partir de 0,5 a 2 g de tejido de hojas y raices de cebada.

Para 1 g de tejido el método se aplicé como se describe a continuacion:
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El material era triturado en un mortero en presencia de N; liquido, hasta
conseguir un polvo fino. Cuando ¢l material se descongelaba se afiadian 10 ml
de solucién de desnaturalizaciéon (solucion D), que contenia tiocianato de
guanidinio 4 M, citrato sodico 25 mM pH 7,0, sarcosil al 0,5% (p/v) y 2-
mercaptoetanol 0,1M. Tras homogeneizar el material en la disolucion anterior
durante el menor tiempo posible, se afiadian 1 ml de una disolucion de acetato
sddico 2 M, pH 4, 10 ml de fenol, previamente saturado en agua destilada
estéril tratada con DEPC, y 2 ml de una mezcla de cloroformo:alcohol
isoamilico preparada en relacion 49:1, mezclando el material triturado tras la
adicion de cada uno de los reactivos. La suspension anterior se transferia a un
matraz estéril, se agitaba vigorosamente durante 10 segundos y se dejaba
enfriar a 0°C durante 15 minutos. Para recuperar la fase acuosa la suspension
se centrifugaba a 10.000 x g durante 20 minutos a 4°C. Tras la centrifugacién
el RNA se separaba en la fase acuosa, mientras que las proteinas y el DNA
estaban presentes en la interfase entre las fases acuosa y organica.

Posteriormente se afiadia a la fase acuosa un mismo volumen de
isopropanol y se incubaba a —20°C durante al menos 1 hora para precipitar el
RNA. Después de centrifugar durante 15 minutos a 10.000 x g a 4°C, el
precipitado se resuspendia en 3 ml de la soluciéon D, y se sometia a una
segunda precipitacién con isopropanol. El RNA precipitado tras la
centrifugacion se lavaba dos veces con etanol al 75% (v/v), se secaba a vacio
y se resuspendia en 50 a 100 ul de agua destilada estéril tratada con DEPC.

La cantidad de RNA obtenida por este método varié entre 200 y 470
ugg PF!, y la relacion Ajs0/Azgonm fue de 1,7 a 1,9.

9.2. Hibridacion de RNA en filtros.

9.2.1. Transferencia de RNA desde geles de agarosa-formaldehido a
filtros de nylon.

Una vez terminada la electroforesis de las preparaciones de RNA total,
éstos eran transferidos desde el gel a filtros de nylon en un sistema de
transferencia a vacio VacuGene (Pharmacia), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Antes de iniciar la transferencia a vacio, la membrana de nylon, de las
mismas dimensiones que el gel, se incubaba durante 30 a 45 minutos en 20 x
SSC (NaCl 3 M vy citrato sédico 0,3 M). El gel se incubaba en la misma
solucién durante 15 minutos.

La membrana de nylon se colocaba en el sistema de transferencia, y,
sobre ésta, el gel, y se afiadia al sistema agua destilada tratada con DEPC,
para lavar el formaldehido del gel aplicando vacio durante 5 minutos.
Posteriormente se eliminaba el agua destilada y el gel se cubria con una
solucion de NaOH 50 mM y NaCl 10 mM, para permitir la hidrélisis alcalina
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parcial de los RNA aplicando nuevamente vacio durante 5 minutos. A
continuacién se neutralizaba con una disolucién de Tris-HC1 0,1 M pH 7,5
durante otros 5 minutos a vacio, y por dltimo se realizaba la transferencia en
la solucién 20 x SSC durante 30 minutos a vacio. La presién de vacio se
mantuvo entre 50 y 55 mbares durante todo el proceso.

Al finalizar la transferencia los filtros se lavaban durante 2 minutos en
20 x SSC y se secaban a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente el RNA se inmovilizaba en los filtros secando éstos a 80°C a
vacio total durante 90 minutos entre dos filtros Whatmann 3MM.

9.2.2. Marcaje radiactivo de sondas.

El marcaje radiactivo de sondas se llevdo a cabo mediante la
incorporacion de nucledtidos marcados radiactivamente a las cadenas de
DNA, utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli
(Boehringer Mannheim) y cadenas hexanucleotidicas aleatorias como
cebadores (Feinberg y Vogelstein, 1983).

Antes de la reaccion de marcaje, el DNA se desnaturalizaba hirviendo
en agua durante 15 minutos, y se enfriaba rapidamente durante 5 minutos a
0°C. A continuacion se aitadian dATP, dTTP, dGTP a una concentracion final
de 25 uM, 50 uCi de o->-P-dCTP, 4 pmoles de los hexanucledtidos
cebadores y 2 U de enzima Klenow. La mezcla de reaccion, de un volumen
final de 20 pl, se incubaba durante 5 horas a 23°C, bloqueandose
posteriormente por la adicién de EDTA a una concentracion final de 20 mM.

La sonda de DNA marcada se separaba de los nucle6tidos marcados no
incorporados mediante filtracién a través de Sephadex G-50 equilibrada en
tampon TNE y empaquetada en una columna de 0,5 cm de didmetro y 2 cm
de altura. La mezcla de reaccion, diluida hasta un volumen final de 50 pl con
tamp6n TNE, se aplicaba al gel anterior, seguido por adiciones sucesivas de
100 pl del mismo tampodn, recogiéndose fracciones de 0,1 ml y
determindndose la radiactividad con un contador Geiger-Miiler en cada una de
las fracciones. Las fracciones que correspondian al primer pico de
radiactividad se mezclaron, variando el volumen final entre 0,6 y 0,8 ml. La
radiactividad especifica determinada para una muestra alicuota colocada sobre
un filtro en un contador de centelleo vari6 entre 108y 10° cpm-pg™ de DNA.

9.2.3. Condiciones de hibridacion.

Dado que se usaron sondas de DNA homdlogas (fragmentos de DNA
del bacteriofago A digerido con HindIIl y la sonda de cDNA de la Fd-
GOGAT de cebada), o bien de DNA altamente conservado (rDNA), las
hibridaciones se realizaron siempre en condiciones de alta estringencia.

53



Materiales y Métodos

Las membranas se prehibridaban durante al menos 5 horas (méaximo 16
horas) a 42°C en la solucién de prehibridacion, que contenia: 5 x SSC, 5 x
Denhardt, fosfato sodico 50 mM pH 6,5, SDS al 0,1% (p/v), formamida al
50% (v/v) y 100 pg'ml’ de fragmentos de DNA de esperma de arenque
previamente desnaturalizado.

La solucién de hibridacion se preparaba afiadiendo a la solucién
anterior la sonda de DNA marcado radiactivamente y desnaturalizado. La
hibridacién se realizaba a la misma temperatura durante 16 a 20 horas.

Posteriormente las membranas se lavaban por dos veces con 200 ml de
solucion 2 x SSC y SDS al 0,1% (p/v), durante 15 minutos cada vez, y tres
veces con 200 ml de la solucion 0,1 x SSC y SDS al 0,1% (v/v). Los lavados
se realizaban a 68°C.

Tras los lavados, las membranas se dejaban secar a temperatura
ambiente sobre papel de filtro durante 5 minutos, y a continuacién se
colocaban entre dos ldminas de plastico transparente dentro de cassettes de
autorradiografia, provistas de pantallas intensificadoras de la sefial. La
exposicion se realizé a -70°C, variando el tiempo de exposicion entre 5 horas
y 3 dias.

9.2.4. Rehibridacion de filtros.

Para rehibridar las membranas, la sonda radiactiva era eliminada de
éstas mediante un lavado durante 2 horas a 75°C en una disolucién que
contenia tampon Tris-HCl 1 mM pH 8,0, EDTA 1 mM y 0,1 x Denhardt.
Posteriormente las membranas se lavaban durante 2 minutos en una
disolucion de 0,1 x SSPE (Sambrook et al., 1989). La eliminacién de la
radiactividad se verifico6 mediante exposicion de autorradiografias durante 16
a 20 horas a -70°C.

10. REACTIVOS, APARATOS Y OTROS MATERIALES.
10.1. Reactivos.

Las sales usadas en grandes cantidades para la preparacién de las
soluciones de nutrientes y medios de cultivo, asi como las sales de fosfato
para la preparacion de tampones, los acidos acético y clorhidrico y los
hidréxidos s6dico y potasico fueron suministrados por Panreac.

Las sales usadas para la preparacion de las soluciones de nutrientes y
medios de cultivo fueron suministradas por Merck o Panreac, de quien
también se adquirieron algunos liquidos como etilenglicol, 2-mercaptoetanol,
peréxido de hidrégeno, metanol, etanol, y otros reactivos usados con fines
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analiticos como sulfanilamida, N-(1-Naftil)-etiléndiamina, acetato de cadmio
y ninhidrina. También fueron adquiridos de Merck el nitrato potasico, nitrito
potasico, ditionito sddico, bicarbonato soédico, EDTA y TCA, asi como el
fenol solido, que fue posteriormente redestilado a 180°C, y almacenado a
-20°C protegido de la luz hasta su uso.

Otros reactivos tales como glutamina, glicina, 2-oxoglutarato, metil
viologeno, NADH, aminooxiacetato, sulfato de protamina, PMSF, DTT,
BSA, DEPC, heparina, tripsina, asi como los reactivos para la preparacion de
tampones Tris, MOPS y HEPES fueron obtenidos de Sigma. También fueron
adquiridas a Sigma las proteinas patrones para la determinacion del peso
molecular por SDS-PAGE.

Biorad suministré los reactivos usados en electroforesis, tales como
TEMED, persulfato aménico, SDS, acrilamida, bis-acrilamida y Azul de
bromofenol, y los reactivos Amidoblack y Azul de Coomassie R-250, asi
como la resina Dowex 1X8, y el reactivo para la determinacion de proteina
por el método de Bradford.

Los anticuerpos secundarios ligados a peroxidasa y fosfatasa alcalina
fueron suministrados por Sigma o Boehringer Mannheim, asi como los
reactivos como NBT, BCIP, ABTS. La proteina A-sepharosa fue asimismo
suministrada por Sigma. También fueron adquiridos de Boehringer
Mannheim la enzima Klenow, los desoxinucledtidos trifosfato y los
hexanucledtidos cebadores. El sistema de inmunodeteccion ECL fue
adquirido a Amersham. Los filtros de PVDP fueron suministrados por
Millipore.

Los marcadores de RNA fueron adquiridos a Gibco BRL, y los filtros -
de nylon a Pall Biodyne. Amersham o Dupont suministraron los
desoxinucledtidos marcados radiactivamente. La enzima Klenow, asi como
los

Las matrices de cromatografia DEAE-sefacel y Azul dextrano Sefarosa
fueron adquiridas a Pharmacia, asi como los geles de filtracion Sefadex G-25
y G-50.

10.2. Aparatos.

Las plantas se cultivaron en una cdmara de cultivo de plantas de la

marca SANYO, modelo SGR193.S26A. El cultivo de plantas en aire
enriquecido en CO; se llevo a cabo en un incubador de plantas equipado con
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un sistema de inyeccion automatica de CO, controlada por infrarrojos modelo
ADC 2000.

La esterilizacion de medios de cultivo, asi como de disoluciones usadas
en técnicas de biologia molecular se realiz6 en autoclaves Selecta modelos
Autester 437-G y 437-P, a una temperatura de 120°C y una sobrepresion de 1
atmosfera durante 20 minutos. El material de vidrio usado en técnicas de
biologia molecular se esterilizd en una estufa Heraeus durante 8 horas a
250°C.

Las pesadas se realizaron en balanzas Mettler, de los modelos PC 2200
y AE 160. Las determinaciones de pH se efectuaron usando un pH-metro
Beckman de modelo ¢ 71.

Se usaron agitadores magnéticos de Selecta, modelo Agimatic, para la
agitacién de disoluciones, y para la agitaciéon no magnética agitadores
orbitales de Selecta de modelo Rotabit.

Las incubaciones a temperatura constante por encima de la temperatura
ambiente se llevaron a cabo en bafios termostatizados de Selecta, modelo
Tectron S-543. Los materiales vegetales, preparaciones de RNA, asi como
otras muestras se almacenaron a —80°C en ultracongeladores SANYO Ultra
Low, o Koxka. Para el almacenamiento de muestras a —20°C y 4°C se usaron
congeladores y frigorificos de Liebherr.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada
Beckman J2-21, con rotores JA-20 y JA-14, o Sorval RC-5B. Cuando se
centrifugaron muestras de volimenes inferiores a 1,5 ml se usé una centrifuga
de mesa Heraeus, modelo Biofuge 13, que se mantuvo en una camara
refrigerada a 4°C cuando fue necesario.

El desecado a vacio de muestras de RNA se efectud en una centrifuga a
vacio Gyro Vap de Howe. El secado de filtros a 80°C se llevo a cabo en una
estufa a vacio Selecta. Ambos equipos estaban conectados a una linea de
vacio acoplada a una bomba Telstar.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en espectrofotometros
ultravioleta-visible de Beckman, modelo DU-7, o Shimadzu UV-1203. Se
usaron cubetas de cuarzo de 1 ¢m de paso de luz para longitudes de onda
inferiores o iguales a 340 nm, y cubetas de vidrio o plastico para longitudes
de onda superiores. Las medidas de absorbancia mas rutinarias se hicieron en
un lector de ELISA Multiskan plus de Menarini, para las determinaciones
espectrofotométricas a 540 nm, 506 nm y 405 nm, usandose placas de
microtitulo de 96 pocillos, y rellenando cada pocillo con 0,3 ml de cada
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muestra. En estas condiciones se obtenian los mismos valores de absorbancia
que en el espectrofotometro.

Las cromatografias se realizaron en una camara refrigerada a 4°C en
columnas de vidrio. Se usaron bombas peristalticas P1 y microperpex 2132, y
colectores de fracciones frac-100 y Redirac 2112 de Pharmacia. La
absorbancia a 280 nm se registr6 de forma continua usando un monitor
ultravioleta Uvicord SII, modelo 2238 acoplado a un registrador modelo
2210, ambos de LKB. Las cromatografias en Sefadex G-25, Sefadex G-50 y
Dowex 1X8, de corta duracion, se realizaron a temperatura ambiente. El
fraccionamiento de extractos crudos por filtracién se llevé a cabo en una
c€lula de filtracion AMICON 8050.

Las electroforesis de proteinas se realizaron en un sistema de
electroforesis vertical 2001 de LKB. Las electroforesis de RNA se llevaron a
cabo en una unidad de electroforesis horizontal de LKB, modelo Maxiphor
2012.

Para la electrotransferencia de proteinas se utilizé un equipo Novablot
acoplado a una cubeta modelo Multiphor I1 2117 de LKB. La transferencia de
RNA a vacio se realiz6 en un sistema VacuGene de Pharmacia.

La emision de particulas B por muestras radiactivas se cuantificé en un
contador de centelleo liquido Beckman LS 6000IC, con un programa
automatico para *>-P. Otras determinaciones de radiactividad se hicieron
directamente en los tubos o filtros con un contador Geiger-Miiller.

Las hibridaciones de filtros con sondas marcadas radiactivamente se
realizaron en una estufa de hibridacion modelo Ecogen, o en el sistema
Milliblot de Millipore.

El agua utilizada en todos los experimentos fue desionizada por un
sistema desionizador Aqualab (Afora) y posteriormente a través de un sistema
Mili RO 6 Plus de Millipore o alternativamente destilada en un destilador
Aquatron A8S. Para los experimentos con RNA se us6 agua de calidad Milli
Q esterilizada en autoclave.

Las peliculas autorradiograficas usadas fueron de marca Konica, y las
fotografias de filtros, geles y autorradiografias fueron obtenidas con una
camara Minolta X-300 con lente de aproximacién, usando una pelicula
Kodalith.
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10.3. Otros materiales.

Los semilleros, macetas y bandejas usadas para el cultivo de las plantas
fueron suministradas por El Corte Inglés y Viveros Guadalquivir. La
vermiculita fue adquirida a PQS y Casa Torrecilla. La turba finlandesa fue
adquirida a Viveros Jardin del Rocio, y la perlita a PQS.

El nitrégeno liquido se obtuvo del servicio de criogenia de la
Universidad de Sevilla, y los gases como anhidrido carbénico y nitrégeno de
la Sociedad Espaiiola del Oxigeno.
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Resultados y Discusion I

1. EXPRESION DE LA Fd-GOGAT EN HOJAS Y RAICES DE
CEBADA.

1.1. Niveles de expresién de la Fd-GOGAT en hojas y raices de
plantas maduras de cebada.

Aunque la Fd-GOGAT es una enzima que usa como donador de
electrones fisiologico la ferredoxina reducida fotosintéticamente, en diversas
plantas se ha descrito la presencia de esta enzima en tejidos no fotosintéticos,
como pueden ser las raices (Matoh y Takahashi, 1982; Suzuki et al., 1982).
En plantas de cebada la actividad de la Fd-GOGAT pudo detectarse en hojas
y raices, si bien el nivel de actividad que se pudo medir en raices fue
aproximadamente del 3% del de hojas expresado en relacion al peso fresco de
material (Tabla 1). Esta relacion aumentaba hasta un 25% cuando las
actividades de ambos tejidos se compararon en base a la proteina total, ya que
el nivel de proteina total en raices era sustancialmente mas bajo que el de
hojas.

Tabla 1. Comparacién de algunos pardmetros de la Fd-GOGAT de hojas y raices de cebada.

Hojas Raices

Proteina total (mg-gPF1) 8,6 1,0
Actividad Fd-GOGAT total
(nKat:gPF) 28,3 08
Actividad especifica Fd-GOGAT en 33 08
extractos crudos (nKat- mg proteina -1) ’ ’
Proteina FA-GOGAT estimada (%) en

; 1,4 0,3
proteina soluble (valor maximo)
Masa molecular (kDa) 160 160

Los datos mostrados en la tabla son los valores medios en los tejidos de plantas de un mes.

La Fig. 9 A muestra el analisis de la proteina total de extractos crudos
de hojas y raices de cebada mediante tincion con Amidoblack, en la que
puede detectarse la proteina de 160 kDa correspondiente a la Fd-GOGAT en
los extractos de hojas. Con la misma carga de proteina total de los extractos
de raices, el nivel de proteina Fd-GOGAT resultd ser practicamente
indetectable. Cuando se analizé la proteina Fd-GOGAT en extractos crudos
de hojas y raices, que contenian la misma actividad enzimatica y una relacion
de proteina total aproximada de 1:5, mediante inmunodeteccion en filtro con
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los anticuerpos especificos anti-Fd-GOGAT obtenidos frente a la enzima
purificada de hojas de cebada (Marquez et al., 1988) pudo detectarse en
ambos tejidos la proteina del mismo tamafio correspondiente a la Fd-GOGAT
(Fig. 9 B). Estos datos a nivel de proteina son consistentes con los niveles de
actividad enzimatica determinados en ambos tejidos (Tabla 1). Los
anticuerpos anteriores reconocian en los extractos crudos de ambos tejidos
otras dos proteinas de menor tamafio que no fueron detectadas con los
anticuerpos del suero preinmune (Fig. 9 C) y que seran analizadas en el Apdo.
2.

Fig. 9. Anilisis mediante inmunodeteccién en filtro de la Fd-GOGAT de hojas y raices de
cebada. 0,66 nKat de actividad MV-GOGAT de extractos crudos de hojas (H) y raices (R) de plantas de 11
dias, que corresponden a 150 y 720 pl de proteina total de los extractos de hojas y raices respectivamente, se
analizaron mediante electroforesis e inmunodeteccion en filtro con anticuerpos anti-Fd-GOGAT (B) o con la
misma fraccién del suero preinmune (C). La figura (A) muestra el anélisis mediante tincién en filtro con
Amidoblack de 200 pg de la proteina total de los extractos de hojas y rafces.

La abundancia relativa del mRNA de la Fd-GOGAT en hojas y raices
se determiné mediante Northern blot usando como sonda el clon de cDNA de
la Fd-GOGAT de cebada (Avila et al., 1993). Dicha sonda reconocia en
Northern un mRNA de aproximadamente 5.5 Kb en las preparaciones de
RNA total de hojas. Sin embargo, en las mismas preparaciones de raices el
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mRNA de la Fd-GOGAT result6 ser indetectable, a pesar de que se usaron
distintos métodos para la obtencion de las preparaciones de RNA total (Fig.
10). Cuando se hibridaban preparaciones de polyA’™-RNA de raices de plantas
cultivadas con nitrato en cultivos hidropénicos con la sonda de cDNA de la
Fd-GOGAT pudo detectarse un mRNA del mismo tamafio que el de hojas
(no mostrado). Estos resultados indican una notable diferencia en los niveles
de expresion de la Fd-GOGAT en ambos tejidos que es acorde con las
diferencias encontradas a nivel de actividad enzimatica.

Fig. 10. Analisis mediante Northern
blot de la abundancia del mRNA de la Fd-
GOGAT en hojas y raices de cebada. Las
preparaciones de RNA total fueron obtenidas a
partir de 1 g de material completo de hojas (H) y
raices (R) de plantas de 1 mes (método de Jepson
et al, 1991). 30 pg de cada preparacion se
separaron mediante electroforesis en agarosa-
formaldehido, y se hibridaron a la sonda de

o ¢DNA de la Fd-GOGAT (G) de ccbada y a la
: i sonda de cDNA del rRNA 18 S (tR) como control
0,24 . de la cantidad de RNA cargado.

En tabaco (Zehnacker et al., 1992) y en pino (Garcia-Gutiérrez et al.,
1995) se ha descrito una expresion especifica de 6rgano de la Fd-GOGAT, no
detectandose en raices ni la proteina ni el transcrito de la Fd-GOGAT. En
maiz, Sakakibara et al. (1992a) han descrito niveles detectables del mRNA
de la Fd-GOGAT en raices, aunque menores que en hojas, que apoyan
resultados anteriores a nivel de actividad enzimatica (Suzuki et al., 1987). El
distinto nivel de expresion de la Fd-GOGAT en tejido fotosintético y no
fotosintético podria indicar una distinta funcién de la enzima en cada tejido.
En raices, donde no opera la fotorrespiraciéon, se considera que el ciclo
GS/GOGAT estaria implicado en la asimilacion primaria de amonio (Lam et
al., 1996).

Bowsher et al. (1992, 1989) han descrito que el poder reductor para la
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Fd-GOGAT y la Fd-NiR en plastos aislados de raices de guisante procede
del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato. En plastos de raices de cebada, Oji
et al. (1985) han referido la presencia de las actividades glucosa -6-fosfato y
6-fosfogluconato deshidrogenasas, que generan el NADPH requerido. Por
otra parte, se ha comprobado la presencia de isoformas de ferredoxina y Fd-
NADP"-oxidoreductasa (FNR) especifica para raices y frutos no verdes
(Green et al., 1991; Morigasaki et al., 1990; Suzuki et al., 1985), de
manera que los componentes necesarios para la reduccion de ferredoxina a
partir del NADPH generado en el ciclo de las pentosas-fosfato estan presentes
en raices.

1.2. Comparacion inmunoldgica de la enzima Fd-GOGAT en hojas
y raices de cebada.

Una cuestién interesante era determinar si la Fd-GOGAT de hojas y
raices de cebada eran la misma enzima o podrian corresponder a formas
isoenzimaticas. Suzuki et al. (1982) propusieron que existian dos isoformas
de Fd-GOGAT en arroz, una especifica de raices y otra de hojas, que poseen
determinantes antigénicos relacionados pero no idénticos. Estos resultados en
arroz plantean la posibilidad de la existencia de mas de una copia del gen por
genoma. Recientemente se ha descrito en Arabidopsis thaliana la presencia de
dos genes para la Fd-GOGAT (Lam et al., 1995; 1996), uno de los cuales se
expresa a altos niveles en hojas y a bajos niveles en raices, y es inducible por
luz y sacarosa, y un segundo gen que se expresa constitutivamente a muy
bajos niveles en hojas y a mayores niveles en raices. Los mutantes
fotorrespiratorios deficientes en Fd-GOGAT aislados en esta planta presentan
alteracion en el gen que se expresa a altos niveles en hojas, y a pesar de la
existencia de otro gen, estas plantas muestran un fenotipo mutante cuando se
cultivan en condiciones fotorrespiratorias, posiblemente debido al distinto
patron de expresion de cada uno de los genes en hojas y raices, donde
cumplirian distintas funciones (Lam et al., 1996). En cebada, sin embargo,
estudios anteriores indicaban la presencia de una sola copia del gen de la
Fd-GOGAT por genoma, como es ‘el hecho de que los mutantes
fotorrespiratorios deficientes en Fd-GOGAT muestren niveles de actividad
reducidos hasta un 6% de los del tipo silvestre tanto en hojas como en raices,
lo cual indica que estas actividades estan bajo el control del mismo gen
(Kendall et al., 1986; Avila et al., 1993). Una sola copia del gen de la Fd-
GOGAT se ha referido también en maiz (Sakakibara et al., 1991), en
espinaca (Nalbantoglu et al., 1994) y en Nicotiana sylvestris (Zehnacker et
al., 1992).

Los anticuerpos policlonales especificos obtenidos frente a la
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Fd-GOGAT purificada de hojas de cebada (Marquez et al., 1988) se han
usado para estudiar la posible identidad inmunolégica de las enzimas de hojas
y raices. La Fig. 11 muestra las curvas de inmunoinhibicién de la actividad de
la Fd-GOGAT en las incubaciones de extractos crudos de hojas y raices de
cebada con cantidades crecientes de IgG anti-Fd-GOGAT. 1,25 nkat de
actividlad MV-GOGAT de los extractos de hojas y raices fueron
completamente inhibidas con 1 y 3 ul de IgG respectivamente. A 1 pl de
anticuerpos pudo detectarse una diferencia en la proporcion de actividad
inmunoinhibida en los extractos de ambos tejidos. Sin embargo, esta
diferencia posiblemente no sea significativa, ya que el nivel de
inmunoinhibicién en este punto era mayor para la enzima de raices, aunque
los anticuerpos habian sido obtenidos frente a la enzima de hojas. Estos datos
sugerian que la enzima de ambos tejidos era de una gran similitud antigénica.
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Fig. 11. Inmunotitulacién de la Fd-GOGAT de hojas y raices de cebada con anticuerpos anti-
Fd-GOGAT purificada de hojas de cebada. 1,25 nkat de actividad MV-GOGAT de extractos crudos de
hojas (O-01) y raices (M-M) de cebada fueron incubados a 4°C durante 14 horas con cantidades crecientes de
la fraccion de IgG anti-Fd-GOGAT (4 mg-ml™) en un volumen final de 1 m! de tampén fosfato potésico 50
mM, pH 7.5. Las muestras se incubaron posteriormente con 5 mg de proteina A-sefarosa durante 30 minutos
a temperatura ambiente, y centrifugadas. La actividad MV-GOGAT fue determinada en los sobrenadantes.

2. PROTEOLISIS DE LA Fd-GOGAT EN EXTRACTOS
CRUDOS DE HOJAS Y RAICES DE CEBADA.

Como se muestra en la Fig. 9 B del Apdo. 1.1, los anticuerpos
especificos anti-Fd-GOGAT reconocian ademas de la proteina de 160 kDa,
otros dos polipéptidos de 69 y 96 kDa tanto en los extractos de hojas como en
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los de raices. Varias evidencias nos llevaban a considerar estas proteinas
como fragmentos de degradacion proteolitica de la Fd-GOGAT:

a) Si se supone que hay una sola copia del gen de la Fd-GOGAT por
genoma en cebada, dificilmente estos dos péptidos podrian
corresponder a otras formas isoenzimaticas.

b) Los anticuerpos policlonales que reaccionan con estas proteinas
fueron obtenidos frente a la Fd-GOGAT purificada, consistente en
un unico polipéptido de 154 kDa. Dichos anticuerpos
inmunoprecipitan en los extractos crudos de hojas de cebada una
unica proteina del mismo peso molecular (Marquez et al., 1988).

c) En el control con anticuerpos del suero preinmune no pudo
detectarse ninguna de estas proteinas (Fig. 9 C).

d) La suma de las masas de los fragmentos coincidia razonablemente
con la masa molecular estimada de la proteina intacta.

Para reafirmar la posibilidad de que estos péptidos fueran fragmentos
proteoliticos de la Fd-GOGAT que se produjeran in vitro, se incubaron
muestras de los extractos crudos frescos de hojas de cebada a -80°C 6 a 20°C
durante 20 horas. La Fig. 12 B muestra el analisis mediante inmunodeteccion
en filtro de los extractos anteriores. Los péptidos de 69 y 96 kDa pudieron
detectarse en el extracto incubado a 20°C pero no en el extracto mantenido a
-80°C, lo cual indica que podrian corresponder a fragmentos proteoliticos de

la FA-GOGAT cuya produccion in vitro se protege si el extracto se congela a
-80°C.

La actividad enzimatica de la Fd-GOGAT dependiente de metil
viologeno o ferredoxina se determiné en los extractos almacenados a -80°C o
incubados a 20°C. El nivel de actividad MV-GOGAT y Fd-GOGAT en el
extracto recién obtenido fue similar, como se ha descrito anteriormente
(Marquez et al., 1988). En las muestras almacenadas a -80°C se mantuvo el
100% de la actividad inicial tanto con metil violégeno como con ferredoxina
reducidos como donadores de electrones. Sin embargo, en las incubaciones a
20°C pudo determinarse el 100% de la actividad inicial con metil viologeno,
pero solo se recuperd entre un 11 y 19% de la actividad inicial cuando se usé
ferredoxina reducida como donador de electrones (Fig. 12 A). Estos
resultados indican que ambas actividades enzimaticas se ven afectadas de
distinta manera al producirse los fragmentos proteoliticos. Cuando los
extractos incubados a -80°C y 20°C se sometieron a electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes e¢ inmunodeteccion en filtro con los
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anticuerpos anti-Fd-GOGAT, pudo detectarse una diferencia en la movilidad
electroforética de la FA-GOGAT entre las preparaciones mantenidas a 20°C y
a -80°C (Fig. 12 C). Este resultado confirmaria la proteolisis de la Fd-

GOGAT.
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Fig. 12. Efecto de la proteolisis de la Fd-GOGAT sobre los niveles de actividad enzimatica
dependiente de metil violdgeno y ferredoxina. Partes alicuotas de un mismo extracto crudo de hojas de
cebada de 10 dias se mantuvieron durante 20 horas a —80°C 6 20°C. Las actividades MV- y Fd-GOGAT
fueron determinadas tras la incubacion, y se refieren como porcentaje respecto a las actividades en el extracto
crudo recién preparado (13 nkat'ml” de actividad MV-GOGAT y 16 nkat-ml” de actividad Fd-GOGAT) (A).
La proteina Fd-GOGAT en las incubaciones fue analizada mediante inmunodeteccién tras electroforesis en

condiciones desnaturalizantes (B) o no desnaturalizantes (C).
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Esta profundizacion efectuada sobre la proteolisis de Fd-GOGAT que
se detecta en los extractos crudos pensamos que era de extrema importancia
por las siguientes razones:

a) Dado que con metil violdgeno se alcanzan para esta proteina niveles
de actividad similares a los que se alcanzan con ferredoxina, es muy
frecuente el uso de metil violégeno como donador de electrones.
Segiin hemos demostrado, la proteolisis que tiene lugar en los
extractos afectaria a la actividad dependiente de ferredoxina,
infraestimando el valor real de actividad que podria haber en los
extractos. Por otra parte, si por alguna circunstancia en la célula
hubiera mayor nivel de proteolisis de esta proteina produciéndose
los fragmentos sefialados, la actividad con metil violégeno serfa una
mala estimacion de actividad pues se determinaria mucha actividad
donde con ferredoxina no seria operativa.

b) Por otra parte, sin pretenderlo, habiamos encontrado una forma de
diferenciar estructural y funcionalmente las actividades con metil
violégeno y ferredoxina, que aparentemente estin asociadas a
distintos dominios proteoliticos de la proteina.

En maiz se han descrito también fragmentos proteoliticos de la Fd-
GOGAT de 73 y 88 kDa (Sakakibara et al., 1991). Los autores proponen que
dichos fragmentos se producen in vitro durante el proceso de purificacion de
la Fd-GOGAT, ya que no se detectan en los extractos frescos. La secuencia de
aminodcidos de estos fragmentos ha llevado a establecer que el fragmento de
73 kDa corresponde a la regién N-terminal de la proteina, y el de 88 kDa a la
region C-terminal. En pino también se han descrito fragmentos de tamaiios
similares (90 y 70 kDa) que se detectan en preparaciones purificadas de la
Fd-GOGAT, aunque no en extractos crudos frescos, y que se copurifican con
la proteina intacta (Garcia-Gutiérrez et al., 1995). Estos datos podrian
indicar la presencia de un sitio 14bil susceptible de proteolisis en las Fd-
GOGATS:. Si la situacién en cebada es similar a la que se ha descrito en maiz,
los fragmentos de 69 y 96 kDa corresponderian respectivamente a las
regiones N y C-terminal de la proteina intacta.

Los datos de la secuencia de distintos clones, totales o parciales, del
gen de Fd-GOGAT de los que se dispone hasta ahora coinciden en la
localizacion de los dominios de unién a los sustratos y de los centros FMN y
[3Fe-4S] en dos zonas distintas de la misma cadena polipeptidica: por una
parte, se ha identificado un dominio de unién a glutamina en la regiéon N-
terminal de las Fd-GOGATs (Avila et al., 1993; Nalbantoglu et al., 1994;
Navarro et al., 1995), que es homélogo al mismo dominio en las glutamina-
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amidotransferasas de tipo pur-F. Por otra parte, se han identificado los
dominios de union al FMN, vy al centro [3Fe-4S] en la regién C-terminal de la
Fd-GOGAT (Sakakibara et al., 1991; Nalbantoglu et al., 1994; Navarro et
al., 1995). Suzuki et al. (1994), mediante el uso de anticuerpos monoclonales
obtenidos frente a la Fd-GOGAT de tabaco, determinaron que el dominio de
interaccion con la ferredoxina solapaba parcialmente con el sitio de union del
metil violdgeno en la cadena polipeptidica de la Fd-GOGAT. Recientemente
se ha descrito que los distintos residuos de aminoacidos cargados
positivamente que podrian interaccionar con la ferredoxina estan repartidos a
lo largo de la secuencia de la Fd-GOGAT (Suzuki y Rothstein, 1997).
Teniendo en cuenta todos estos datos podria sugerirse que los dos fragmentos
proteoliticos de la Fd-GOGAT de cebada se corresponderian con dos partes
funcionales en la misma cadena polipeptidica, un dominio glutamina
amidotransferasa en la region N-terminal, y un dominio de los centros de
transferencia de electrones en la region C-terminal, que pueden estar
estrechamente relacionados durante la catalisis enzimatica. Resulta, pues,
dificil de entender con los datos disponibles como uno de los fragmentos
proteoliticos podria retener la actividad con metil violégeno. Lo que si parece
manifiesto es que la ruptura proteolitica de la Fd-GOGAT afecta a la
interaccion de ésta con la ferredoxina. Teniendo en cuenta estos datos hemos
planteado dos posibles hipdtesis para explicar los resultados obtenidos en
relacién con las actividades MV-GOGAT y Fd-GOGAT en extractos donde
pueden detectarse fragmentos proteoliticos:

a) Aunque la cadena polipeptidica de la FA-GOGAT se rompa en dos
fragmentos, éstos podrian permanecer unidos por uniones
intracatenarias. La hidrolisis de la cadena polipeptidica podria
inducir a la desestabilizacion de la interaccion con la ferredoxina
pero no con el metil violdgeno como donador de electrones. Esta
hipotesis no se ve apoyada por la alteracion de la movilidad
electroforética de la Fd-GOGAT nativa y de la que ha sido somefi

K
a proteolisis (Fig. 12 C). 5’

b) Otra posibilidad seria que cuando la cadena polipeptidica se rempe
en dos fragmentos, éstos no permanecieran unidos. Esto indicari4® '“
que uno de los fragmentos, probablemente el que corresponde a la
region C-terminal y que contiene los centros de transferencia de
electrones, deberia retener la actividad con metil violégeno, pero no
con ferredoxina. Esta situacion obligaria a suponer, por una parte,
que habria un dominio de uni6én de glutamina en la region C-
terminal de la Fd-GOGAT vy, por otra, que habria residuos de
aminoacidos esenciales para la interaccion con la ferredoxina en la
region N-terminal de la Fd-GOGAT. Zehnacker et al. (1992)

69



Resultados y Discusion 1

suponer, por una parte, que habria un dominio de uniéon de
glutamina en la regi6n C-terminal de la Fd-GOGAT vy, por otra,
que habria residuos de aminoacidos esenciales para la interaccion
con la ferredoxina en la region N-terminal de la Fd-GOGAT.
Zehnacker et al. (1992) identificaron en la secuencia parcial de la
Fd-GOGAT de tabaco una zona de 20 aminoacidos en la region
C-terminal de una identidad del 100% con las mismas secuencias
en la enzima de maiz y en la subunidad grande de la NADPH-
GOGAT de E. coli. Los autores asociaron tentativamente esta
secuencia a la funcién glutamina amidotransferasa de las
GOGATS, ya que la subunidad grande de la enzima de E.coli se
sabe que posee dicha actividad (Trotta et al, 1974). Sin
embargo, Navarro (1996) ha considerado esta regién fuertemente
conservada como una secuencia importante para una determinada
conformacién en las GOGATs. Un esquema tentativo de la
localizaci6én de los dominios proteoliticos, asi como de los sitios
de union de los grupos prostéticos y de los sustratos se muestra en
la Fig. 13.

Fig. 13 . Esquema tentativo de la localizacién de los grupos prostétices y sitios de unién
a los sustratos en los dominios proteoliticos de la F-GOGAT.

Ya que los fragmentos proteoliticos de la Fd-GOGAT podian
detectarse cuando los extractos eran obtenidos en el tampén rutinario, que
contenia protectores de la accion de proteasas (EDTA, PMSF,
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mediante inmunodeteccion en filtro de extractos preparados en el tampdn
completo o en tampdn fosfato solo sin aditivos, incubados ambos a distintas
temperaturas durante distintos tiempos. En tampén fosfato no se detectaron
los fragmentos aunque la estabilidad de la actividad enzimatica fue mucho
menor. Es posible que en nuestro caso la ausencia de 2-mercaptoetanol
proteja de la aparicion de los fragmentos proteoliticos como en el caso de la
enzima de maiz (Sakakibara et al., 1991).

Tampdn Tampdn
completo fosfato

kDa a b ¢ b ¢

Actividad MV-GOGAT (%)

100 100 100 100 68

Fig. 14. Efecto del tampén sobre la proteolisis de la Fd-GOGAT. A partir de la primera hoja de
plantas de cebada de 10 dias se obtuvieron extractos crudos, bien en el tampén de extraccién rutinario, o en
fosfato potasico 50 mM, pH 7,5. Partes alicuotas de los extractos se mantuvieron a -80°C (a), 4°C durante 48
horas (b), 6 20°C durante 12 horas (c). 200 pug de proteina total de cada muestra se analizaron mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes e inmunodeteccién en filtro con los anticuerpos anti-Fd-
GOGAT. En la linea inferior se indica la actividad MV-GOGAT en las distintas muestras expresada como
porcentaje de actividad recuperada respecto de la actividad inicial (2,45 nkat-mg proteina en tampén fosfato,
y 3,1 nkat-mg de proteina™ en el tampén de extraccién completo).

Aunque la aparicién de los fragmentos proteoliticos de la Fd&-GOGAT parece
producirse in vitro segun lo mencionado anteriormente, pensamos que estos
datos podrian guardar también una relacion con el estado de actividad de la
Fd-GOGAT in vivo. La Fd-GOGAT es una proteina marcadamente estable.
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En los westerns mostrados ha podido observarse que la banda de proteina, a
excepcion de los fragmentos proteoliticos, se mantiene durante largos
periodos de tiempo, y asi también ocurre con la actividad dependiente de
metil violdgeno. Sin embargo, la actividad enzimatica con ferredoxina, su
donador fisiolégico, es mucho mas labil y puede perderse con la proteolisis en
un Unico lugar de la cadena polipeptidica. No es descabellado pensar que la
proteolisis de la Fd-GOGAT pueda constituir una forma de regulacién de su
actividad enzimatica in vivo, en respuesta a diferentes situaciones, al igual que
se da en otras muchas proteinas.

3. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE LA Fd-GOGAT
DURANTE EL DESARROLLO DE PLANTAS DE CEBADA.

La evolucion de la expresion de la Fd-GOGAT durante la germinacion
de semillas y el desarrollo posterior de plantas de cebada se ha analizado a
nivel de actividad enzimatica, proteina y mRNA.

Como se recoge en la Tabla 2, la actividad de la Fd-GOGAT fue
practicamente indetectable en semillas secas y en plantulas hasta el cuarto dia
a partir de la siembra. En este estado la actividad enzimatica era muy baja, y
el 90% se localizo en la parte aérea de las plantulas, mientras que permanecia
a niveles bajos sin grandes oscilaciones en raices. Por el contrario, en hojas la
actividad enzimatica experimentaba un fuerte incremento, de mas de 20
veces, entre los dias 4 y 5 después de la siembra, coincidiendo con la
expansion de la primera hoja.

La proteina Fd-GOGAT, analizada mediante inmunodeteccion en filtro,
mostr6 una evolucion similar a la observada a nivel de actividad enzimatica,
siendo unicamente detectable en la primera hoja de las plantulas en proceso
de expansion (Fig. 15), lo cual indica que el incremento de la actividad
enzimatica de la Fd-GOGAT durante la expansion de la primera hoja se debe
a sintesis de novo de la proteina. En plantulas germinadas en oscuridad se
observé un comportamiento similar (resultado no mostrado).
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Tabla 2. Evolucién de la actividad Fd-GOGAT durante las primeras etapas del desarrollo en
cebada.

Material Actividad Fd-GOGAT Proteina total
[nkat-(gPF)1] [mg-(gPF)1]
Semillas secas 0 20,8
Plantulas (1 dia) 0 13,3
Pléntulas (2 dias) 0,8 13,7
Plantulas (3 dias) » 1,3 13,2
Plantulas (4 dias) 2,2 10,9
véstagos 2,0 7,2
raices 0,3 3,0
Primera hoja (5 dias) 51,7 19,6
Raices maduras (10 dias) 0,8 3,0

La actividad enzimitica dependiente de ferredoxina y la proteina soluble total en extractos de los
materiales indicados se determiné como se describe en Materiales y Métodos.

Fig. 15. Evolucién de la proteina Fd-
a b C GOGAT en las primeras etapas del desarrollo de
cebada. 200 ug de proteina total de extractos crudos
de los materiales: semillas secas (a), plantulas de 4
dias (b), y la primera hoja de plantas de cebada de 6
dias cultivadas en presencia de luz (c) se analizaron
mediante electroforesis en SDS e inmunodeteccion en
filtro con los anticuerpos anti-Fd-GOGAT.

l

Durante el desarrollo de las plantas de cebada posterior a 7 dias, los
niveles de actividad, proteina y mRNA de la Fd-GOGAT se determinaron en
la primera hoja a distintos tiempos desde la siembra de las plantas
germinadas bien en presencia o ausencia de luz.

La actividad Fd-GOGAT, expresada tanto en relacion al peso fresco
como a la proteina total, (Fig. 16 A y Tabla 3) sigui6 aumentando desde el dia
5 hasta alcanzar un maximo hacia el dia 10 después de la siembra (dias 6-7
después de la germinacion). Este incremento en la actividad enzimatica entre
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los dias 4 y 10 también se produjo, aunque a menores niveles, cuando las
plantas germinaron y crecieron en ausencia de luz (Fig. 16 A). A partir del
décimo dia la actividad Fd-GOGAT disminuyé hasta alcanzar
aproximadamente un 50% del valor méaximo hacia el dia 30 después de la
siembra.

En lo que respecta a los niveles de proteina Fd-GOGAT, éstos se
analizaron mediante inmunodeteccion en filtro de muestras de los extractos
crudos de la primera hoja entre los dias 7 y 30 después de la siembra. La Fig.
16 B muestra que la disminucién en los niveles de actividad enzimatica
durante este periodo era acompaiiada de una disminucién en los niveles de
proteina Fd-GOGAT, tanto en el tejido verde como en el etiolado, si bien ésta
se hace sobre todo ostensible a partir de los dias 15 y 20 después de la
siembra. En ambos casos, el nivel de proteina Fd-GOGAT era muy bajo en
los dias 25 y 30. En estos materiales mas maduros se detectaron los
fragmentos de 69 y 96 kDa, lo que posiblemente se deba a una mayor
actividad proteolitica en los extractos crudos de dichos materiales.

Los niveles de mRNA de la Fd-GOGAT fueron determinados en la
primera hoja de plantas cultivadas en presencia y ausencia de luz. urante los
dias 7 y 30 después de la siembra se analizaron mediante Northern blot (Fig.
16 C). En el tejido verde el nivel del mRNA se mantuvo alto y constante hasta
el dia 20, pero disminuy6 considerablemente hacia el dia 25. En el tejido
etiolado, el nivel de mRNA de la Fd-GOGAT en el mismo periodo fue muy
bajo y s6lo detectable en la primera hoja de plantas de 7 dias.

Estos resultados en conjunto indican que los cambios en los niveles de
la enzima Fd-GOGAT observados durante el desarrollo de plantas de cebada

obedecen posiblemente a un control de tipo transcripcional de la expresion de
la Fd-GOGAT.
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Adtividad MV-GOGAT [nkat:(gPF) ]

A B C

® 7 10 13 15 20 25 30 7 10 156 20 25

hojas verdes

hojas etio adas

7 10 13 156 20 26 X0 7 10 156 20 25

0 5 10 15 ¥ )] 5 K

Dias después de la siembra

Fig. 16. Evolucién de la actividad, preteina y mRNA de la Fd-GOGAT durante el desarrollo de plantas de cebada cultivadas en
presencia o ausencia de luz. Los niveles de actividad (A), proteina (B) y mRNA (C) se determinaron en extractos crudos de 1a primera hoja de las
plantas de cebada cultivadas en luz (l-Hl) o en oscuridad (0-0). Los materiales de las plantas cultivadas en presencia de luz se recogieron en la
misma hora del periodo de Iuz. Para el andlisis de la proteina mediante inmunodeteccion en filtro (B) se separaron mediante electroforesis 200 pg de
proteina total de los extractos. (C) Para el andlisis del mRNA de la Fd-GOGAT mediante Northen blot 40 ug de RNA total de las muestras
indicadas se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa-formaldehido, y se hibridaron a la sonda de cDNA de la Fd-GOGAT (G). Los
filtros fueron también hibridados a la sonda de cDNA del rRNA 18 S (rR).
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Actividad MV-GOGAT (nkat-g PF ™)

1 2 3 4 5 6
Posicién de la hoja

Fig. 17. Niveles de actividad MV-GOGAT en las distintas hojas de plantas de cebada. Las
distintas hojas de plantas de cebada de 30 dias (1, més basal; 6, hoja superior) se recogieron en distintos
grupos y se determiné la actividad MV-GOGAT en los extractos crudos como se describe en Materiales y
Métodos.

Otra aproximacién para confirmar el efecto del desarrollo sobre la
expresion de la Fd-GOGAT consistio en determinar el nivel de actividad en
las distintas hojas de plantas maduras en un determinado momento del
desarrollo. Como puede verse en la Fig. 17, la actividad de la Fd-GOGAT
fue maxima en la cuarta hoja, siendo menor en hojas més jovenes y mas
maduras. El aumento de la actividad Fd-GOGAT desde la sexta a la cuarta
hoja coincidiria con el periodo de expansién, mientras que la disminucion de
la actividad Fd-GOGAT desde la cuarta hoja a la primera probablemente
coincide con el inicio de la senescencia. En arroz se ha observado también un
incremento de la actividad y proteina Fd-GOGAT coincidiendo con la
expansion de hojas jovenes, acompaiiada de una disminucion en los niveles de
actividad y proteina NADH-GOGAT (Yamaya et al., 1992). Los autores
describen una distribucién complementaria de la Fd-GOGAT y la NADH-
GOGAT antes y después de la expansion de hojas jovenes, que podria estar
relacionada con la implicacién de ambas enzimas en distintas funciones. La
localizacién de ambas proteinas en distintos tipos celulares en las hojas de
arroz (NADH-GOGAT en las células del metaxilema y metafloema, y la Fd-
GOGAT en células del meséfilo) (Hayakawa et al, 1994) apoya la
distribucion de funciones planteada para ambas enzimas en la misma planta
por Yamaya et al. (1992): la NADH-GOGAT estaria implicada en la sintesis
de glutamato en hojas antes de la expansion a partir de glutamina que es
transportada desde tejidos senescentes, mientras que la Fd-GOGAT cumpliria
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esta funcién cuando las hojas adquieren la capacidad de fotosintesis. Una
distribuciéon temporal similar de las actividades de la Fd-GOGAT y la
NADH-GOGAT se ha descrito también durante la germinacion de Phaseolus
vulgaris (Leén et al.; 1990), y durante las primeras etapas del desarrollo en
guisante (Matoh y Takahashi, 1982). Garcia-Gutiérrez et al. (1995) han
comprobado niveles indetectables de proteina y actividad Fd-GOGAT en
embriones de pino, incrementandose el nivel de ambas durante las primeras
etapas del desarrollo de las plantulas.

Por otro lado, segin Martin et al. (1986) la senescencia en la primera
hoja de cebada se inicia en el dia 12 después de la siembra. El concepto de
senescencia en este trabajo coincide con el definido por Smart (1994) como la
secuencia de cambios bioquimicos y fisiologicos que comprenden la ultima
etapa del desarrollo, desde 1a madurez hasta la muerte. Aunque no se observa
deterioro en la primera hoja de cebada en el periodo comprendido entre los
dias 12 y 25 después de la siembra, €l contenido en clorofila, peso fresco y la
tasa de sintesis de proteina han comenzado a disminuir (Martin et al., 1986).
La Tabla 3 muestra algunas mediciones efectuadas en nuestras muestras que
reflejan que se daba una disminucién progresiva del contenido de proteina
total en los extractos crudos de la primera hoja de las plantas a partir del dia
13 después de la siembra, asi como una disminucion en el contenido de RNA
total extraido de dichos materiales, lo que confirma que la disminucién en
Fd-GOGAT esta relacionada con la puesta en marcha de la senescencia.
Smart (1994) ha definido seis categorias de genes relacionados con la
senescencia. Uno de los grupos de genes codifican componentes del
crecimiento y la asimilacion de carbono (proteinas tilacoidales y enzimas del
ciclo de Calvin), y muestran maxima expresion durante los primeros estados
del desarrollo y hasta la madurez. Es posible que la Fd-GOGAT pertenezca a
este grupo de genes, que contribuyen al progreso de la senescencia al reducir
su expresion. Durante la senescencia el aparato fotosintético comienza a ser
desmantelado y la expresion de genes relacionados con fotosintesis es
reducida (Hensel et al., 1993; Kamachi et al., 1991). En cebada Friedrich y
Huffaker (1980) han descrito una pérdida progresiva de la actividad
fotosintética desde la madurez. Un aumento del nivel de Fd-GOGAT durante
la expansion de la hoja, periodo en que se inicia la actividad fotosintética y
fotorrespiratoria, y una disminucion durante la senescencia es consistente con
la funcién principal que se le ha atribuido a esta enzima en la reasimilacion
del amonio generado en fotorrespiracion.
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Tabla 3. Evolucién del contenido de proteina total soluble y RNA total de Ia primera hoja de
plantas de cebada de creciente edad.

Tiempo Proteina total RNA total
(dias) (mg-gPF™) (mg-gPF™)
19,6 ND.®
7 18,1 0,712
10 18,0 0,255
13 16,0 0,159
15 15,3 0,095
20 13,1 0,067
25 12,0 0,036
30 11,8 0,037

@ No determinado
La proteina soluble en extractos crudos y el contenido de RNA total se determinaron en la primera

hoja de plantas de cebada de creciente edad como se describe en Materiales y Métodos.

Son muy escasos los trabajos en los que se haya estudiado la evolucién
de la Fd-GOGAT con el desarrollo. En Phaseolus vulgaris (Streit y Feller,
1982) y en trigo (Cincerova, 1987) existen algunos datos a nivel de actividad
enzimatica que indican que la Fd-GOGAT est4 sometida durante el desarrollo
a cambios similares a los descritos para cebada. En P. vuigaris, los niveles de
actividad de otras enzimas de la asimilacion de nitrogeno (NR, NiR y GS)
variaban paralelamente al de la Fd-GOGAT. Srivastava et al. (1976)
observaron bajos niveles de actividad NR en hojas jovenes de maiz, cuando
hay una alta importacion de nutrientes, e incrementaba hasta alcanzar un
maximo coincidiendo con el maximo crecimiento de la hoja, disminuyendo en
hojas maduras. Bowsher et al. (1991) observaron cambios similares en los
niveles de actividad NR y NiR en maiz. En hojas de arroz se ha descrito
también una disminucion del nivel de Fd-GOGAT y de la GS, con el
progreso de la senescencia (Kamachi et al., 1991,1992), acompaiiado de un
aumento del nivel de GS;. Los autores atribuyen un papel fundamental a la
GS; en la sintesis de glutamina en los tejidos senescentes para su transporte
hacia tejidos en desarrollo, que se comportan como sumideros metabdlicos de
nitrégeno. La localizacién de la isoforma citosdlica de la GS, asi como la
expresion especifica de su promotor en células del haz vascular es consistente
con la funcion que se le ha atribuido (Kamachi et al., 1992; Edwards et al.,
1990; Brears et al., 1991; Carvalho et al., 1992; Pereira et al., 1992). En
hojas senescentes de tomate (Pérez-Rodriguez y Valpuesta, 1996) y de A.
thaliana (Bernhard y Matile, 1994) se han descrito asimismo altos niveles de
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expresion de la isoforma citosolica de la GS. Los cloroplastos suponen el mas
importante organulo de reserva de nitrogeno en hojas maduras (Makino y
Osmond, 1991), ya que un 50% del nitrogeno del cloroplasto esta contenido
en la Rubisco, y un 30% en las apoproteinas de los pigmentos de los
fotosistemas y los centros colectores de luz (Matile, 1992), de manera que las
hojas maduras actian en la planta como tejidos fuente (“source”) de
nitrégeno. La degradacion de estas proteinas durante la senescencia resulta en
una acumulacién de las amidas glutamina y asparragina, que son las formas
mas comunes en las que se trasloca el nitrégeno dentro de las plantas
(Simpson y Dalling, 1981; Kar y Feierabend, 1984; Kamachi et al., 1991).

La disminucién de la expresion de la Fd-GOGAT en hojas senescentes
de cebada podria estar encaminada a reducir la asimilacion en este tejido y a
redirigir el nitrogeno hacia los tejidos jovenes en crecimiento.

4. EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA EXPRESION DE LA
Fd-GOGAT.

Dado que la Fd-GOGAT es una enzima que utiliza ferredoxina
reducida fotosintéticamente como donador de electrones y, teniendo en cuenta
su participacion en el reciclaje del amonio liberado como producto de la
fotorrespiracion, se estudié el efecto de la luz sobre la expresion de la enzima
mediante distintas aproximaciones: a) analizando el efecto de la luz durante la
iluminacién (o deetiolacién) de plantas etioladas, b) estudiando los niveles de
expresion de la enzima en las fases de luz y oscuridad del fotoperiodo, y c) el
efecto sobre la Fd-GOGAT de un periodo prolongado de oscuridad.

4.1. Efecto de la luz sobre la expresion de la Fd-GOGAT durante la
iluminacion de plantas etioladas.

Los niveles de actividad enzimatica en extractos crudos de hojas de
plantas etioladas, verdes y durante la deetiolacion de las plantas etioladas tras
exposicion a luz se muestra en la Fig. 18. Durante la iluminacién de las
plantas etioladas se detectd un incremento en la actividad de la Fd-GOGAT
de 2 a 3 veces, alcanzandose los niveles de las plantas verdes de la misma
edad. Para ello fueron necesarias 48 horas de luz continua.
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El anélisis de la proteina mediante inmunodeteccion en filtro muestra
que el incremento de actividad Fd-GOGAT en las plantas etioladas expuestas
a la luz era acompatfiado por un incremento en la proteina (Fig. 19 A). El nivel
relativo de proteina Fd-GOGAT en el tejido verde, etiolado y en éste wltimo
tras exposicion a la luz se cuantifico mediante un test de ELISA. Las rectas de
calibrado de ELISA de cantidades crecientes de proteina total de los extractos
crudos antes mencionados se muestran en la Fig. 19 C. Como control se llevd
un calibrado paralelo del extracto crudo de tejido verde del mutante
fotorrespiratorio RPr 82/9, que carecia de proteina Fd-GOGAT segin se
determin6 mediante inmunodeteccion en filtro (ver Apdo. 6). La abundancia
relativa de proteina Fd-GOGAT pudo determinarse a partir de las pendientes
de las rectas de calibrado de la Fig. 19 C sustrayendo el valor obtenido para el
mutante RPr 82/9 (fondo), obteniéndose un incremento en la proteina similar
al observado a nivel de actividad enzimatica durante la transicion a la luz de
plantas etioladas (Fig. 18). Estos datos indican que el aumento de la actividad
Fd-GOGAT tras la iluminacion de plantas etioladas se debe mayoritariamente
a la sintesis de novo de la enzima y no a la activacién de una forma inactiva
previamente presente en tejido etiolado.

Los niveles de mRNA de la Fd-GOGAT durante la iluminacion de las
plantas etioladas se analizaron mediante Northern blot (Fig. 20). Se observo
un incremento sustancial del mRNA de la Fd-GOGAT tras la iluminacion,
mayor que el que se refleja a nivel de proteina. No obstante pensamos que la
estimulaciéon de la Fd-GOGAT en plantas etioladas sometidas a la luz
obedece también presumiblemente a un control a nivel transcripcional.
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Fig. 19. Nivel de proteina Fd-GOGAT tras la iluminacién de plantas etioladas. La abundancia
relativa de Fd-GOGAT fue determinada en extractos crudos de los mismos materiales que se indican en la
figura anterior, mediante inmunodeteccién en filtro (200 pg de proteina total) (A), o mediante un test de
ELISA (B). La figura C muestra las curvas de calibrado de ELISA de Fd-GOGAT en los materiales
indicados. Como control de fondo en el ELISA se llev6 un calibrado paralelo de un extracto crudo del
mutante de Fd-GOGAT RPr 82/9, que carece de proteina Fd-GOGAT (Avila et al., 1993).
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: Fig. 20. Analisis de los niveles de
mRNA de la FA&-GOGAT tras la transferencia
a luz de plantas etioladas de cebada. 40 ng de
RNA total obtenidos a partir de los materiales
indicados en las figuras y  se sometieron a
electroforesis segliin se refiere en Materiales y
Métodos. Los filtros fueron hibridados a la sonda
de ¢cDNA de la Fd-GOGAT (G) o a la sonda de
cDNA del RNA 18 S (1R) como control de carga —

del RNA total. ' a b ¢ d

Wallsgrove et al. (1982) describieron un incremento en la actividad
Fd-GOGAT de cebada de 5 veces durante la iluminaciéon de plantas etioladas.
En nuestras condiciones, se observo un incremento en la actividad de la Fd-
GOGAT de 2 a 3 veces cuando las plantas etioladas se trataban con
intensidades de luz entre 100 y 300 pE-m™>s™. Sin embargo, como muestra la
Fig. 21, a intensidades de luz superiores (400 pE-m?*s") similares a las
utilizadas por Wallsgrove et al., pudo ser detectado un incremento de hasta 4
veces. La Fig. 21 indica asimismo que eran necesarias al menos 48 horas para
alcanzar los niveles de induccion por luz indicados anteriormente, existiendo
incrementos de actividad menores a tiempos inferiores. En este periodo de
tiempo, las plantas etioladas sometidas a las intensidades de luz indicadas
alcanzaron los niveles de actividad Fd-GOGAT de las plantas verdes
cultivadas en las mismas condiciones. En avena, Yu y Woo (1991) han
comprobado que la induccién de las actividades de la Rubisco y GS durante la
iluminacién de plantas etioladas es completada hasta alcanzar los niveles de
las hojas verdes al cabo de 48 horas de iluminacion.

Aunque en guisante se ha referido un incremento de actividad de la
Fd-GOGAT de 10-20 veces durante la transferencia a la luz de plantas
etioladas (Matoh y Takahashi, 1981; Wallsgrove et al., 1982), en otras
plantas se han descrito niveles de induccidn inferiores, similares al que hemos
observado en cebada, siendo de 3-5 veces en maiz (Suzuki et al, 1987,
1996), de 3-4 veces en tabaco (Zehnacker et al., 1992), de 7 veces en arroz
(Suzuki et al., 1982), y de 3 veces en avena (Yu y Woo, 1991). En otras
plantas, como es el caso de Pinus pinaster, se han descrito niveles de
Fd-GOGAT incluso superiores en plantas etioladas que en plantas verdes
(Garcia-Gutiérrez et al., 1995). En este caso, la sintesis de clorofila y la
expresion de genes relacionados con fotosintesis ocurre también en oscuridad.
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Sin embargo, Elmlinger y Mohr (1991) describieron en Pinus silvestris una
induccion de la Fd-GOGAT mediada por fitocromo de 5 veces durante la
iluminacioén de plantas etioladas. En eucariotas fotosintéticos inferiores como
algas verdes se ha comprobado también que no hay efecto significativo de la
oscuridad sobre los niveles de Fd-GOGAT (Marquez et al., 1986).

>

Fig. 21. Evolucién de la
actividad Fd-GOGAT durante la
fluminacién de plantas etioladas de
cebada a distintas intensidades de luz.
Las plantas etioladas de 7 dias fueron
transferidas durante 48 horas a luz
continua de distinta intensidad. La
actividad MV-GOGAT fue determinada
en los extractos crudos de las hojas de
plantas etioladas (tiempo 0) y en
extractos crudos de las hojas de plantas
transferidas a luz a distintos intervalos de
tiempo e intensidades luminosas (V-V¥
100 uE-m'z's"; A-A 300 pLE-m‘z-s";
M- W 400 pE-m>s™).
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En maiz (Sakakibara et al., 1992a), en tabaco (Zehnacker et al., 1992)
y en tomate (Becker et al., 1993), al igual que en cebada, se ha observado un
mayor nivel de induccién en el mRNA que a nivel de actividad y proteina Fd-
GOGAT durante la transicion a la luz de plantas etioladas. En el caso de
tomate, los autores proponen que tal vez un mecanismo de control post-
transcripcional adicional al observado a nivel transcripcional pudiera estar
operando para finalmente ajustar los niveles de actividad enzimatica. Durante
la iluminacién de plantas etioladas la capacidad de fotosintesis y
fotorrespiracién comienzan a desarrollarse. Yu y Woo (1991) han encontrado
en dichas condiciones una correlacion entre la aparicion de estas actividades y
el incremento en las actividades de la GS y la Fd-GOGAT. En los
cloroplastos la Fd-GOGAT y la GS2 constituyen un ciclo cooperativo en la
asimilacion de amonio, y se ha demostrado que ambas enzimas se acumulan
coordinadamente en respuesta a la luz (Sakakibara et al., 1992b). En maiz, la
acumulacién de la GS2 y de la Fd-GOGAT en respuesta a la luz se ha
observado especificamente en las células de la vaina, donde, aunque reducida,
ocurre la fotorrespiracion (Sakakibara et al., 1992b). En cebada hay que
resaltar que, aunque la luz provoca una estimulacion en la expresion de la
Fd-GOGAT, se detectan niveles constitutivos considerables de proteina y
actividad enzimatica en hojas etioladas.
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Para examinar si la luz ejercia un efecto per se o si éste era mediado
por la disponibilidad de esqueletos carbonados derivados de fotosintesis
durante la iluminacién de plantas etioladas, éstas fueron tratadas con distintas
fuentes de carbono y mantenidas en oscuridad. La Tabla 4 muestra los valores
de actividad Fd-GOGAT y NR en hojas etioladas tratadas bien con glucosa o
sacarosa. Ninguna de estas fuentes de carbono tuvo un efecto positivo en la
estimulacion de la actividad Fd-GOGAT. Sin embargo, la adicion de
cualquiera de ellas era capaz de inducir de 2 a 3 veces el nivel de actividad
NR en las hojas etioladas, como se habia descrito anteriormente (Aslam et
al., 1976). Esto indica que el efecto de la luz sobre la Fd-GOGAT de cebada
durante la iluminacién del tejido etiolado se ejerce de manera diferente al
descrito para la nitrato reductasa, donde se ha sugerido que la luz actia de
manera indirecta a través del metabolismo del carbono, aunque también lo
hace directamente implicando al fitocromo (Daniel-Vedele y Caboche, 1996).
Recientemente Lam et al. (1996) han referido la acumulacién del mRNA de
la Fd-GOGAT en oscuridad y en presencia de sacarosa en Arabidopsis. No
sabemos si este efecto también se produce a nivel de actividad enzimatica, o

si en cebada se producirian respuestas similares a las de Arabidopsis a nivel
de mRNA. '

Tabla 4. Efecto de fuentes de carbono orginico sobre la induccién de la Fd-GOGAT y la NR
de hojas de cebada en oscuridad.

Fuente de Tiempo Actividad MV-GOGAT Actividad NR
Carbono (horas) [nkat-(gPF)"] [pkat-(gPF)"]
sacarosa 0 227 308,4

« 3 19,0 ND.*
« 6 21,3 N.D.
“ 12 17,7 628,5
glucosa 0 22,7 308,4
“ 3 19,5 638,5
“ 6 17,5 N.D.
« 12 19,8 750,2

* N.D. = no determinado

Las hojas de plantas etioladas de 7 dias fueron cortadas y se sumergieron por la base en solucién 60
mM de sacarosa 6 50 mM de glucosa, manteniéndose en oscuridad. A distintos tiempos se tomaron grupos de
hojas, se cort6 la base, se enjuagaron con agua destilada y se determiné la actividad MV-GOGAT y NR en
los extractos crudos.
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4.2, Expresion de l1a Fd-GOGAT durante el fotoperiodo.

Otra aproximacion para estudiar el efecto de la luz sobre la Fd-GOGAT
consistié en examinar la expresion de la enzima en distintos momentos de las
fases de luz y oscuridad del fotoperiodo. Como puede verse en la Fig. 22 A, la
actividad enzimatica se mantuvo practicamente constante en un ciclo diario de
12h de luz/12h de oscuridad alternantes. Los niveles relativos de proteina
Fd-GOGAT en las fases de luz y oscuridad del fotoperiodo se determinaron
mediante ELISA (Fig. 22 B), obteniéndose asimismo unos niveles constantes
durante todo el fotoperiodo. El analisis del mRNA de la Fd-GOGAT mediante
Northern blot que se muestra en la Fig. 22 C refleja una situacion similar a la
observada a nivel de proteina y actividad enzimatica. Estos resultados eran
aparentemente contradictorios con los anteriores que indicaban que la
Fd-GOGAT es estimulada por la luz durante la iluminaciéon de plantas
etioladas. El efecto de la luz sobre la expresion de la Fd-GOGAT no se
traduce en cambios en los niveles de expresion durante las transiciones de
luz/oscuridad del fotoperiodo.

Otros estudios sobre el efecto del fotoperiodo sobre la Fd-GOGAT han
sido desarrollados en girasol, y confirman asimismo niveles similares de
actividad Fd-GOGAT en las fases de luz y oscuridad del fotoperiodo
(Fernandez-Conde et al., 1995). Los autores han comprobado ademas que la
actividad Fd-GOGAT esta sujeta a una ritmicidad enddégena ultradiana. En el
caso de cebada, si existen, son de poca significacion.

En otras enzimas de la asimilacién de nitrogeno se ha comprobado que
la luz ejerce un mayor control sobre la expresion, y que ésta opera ademas a
distintos niveles: el contenido de los transcritos de la NR y NiR disminuyen
en oscuridad, y son inducidos cuando las plantas verdes adaptadas a oscuridad
o plantas etioladas son expuestas a la luz (Daniel-Vedele y Caboche, 1996).
En el caso de la NR esta regulacion por luz se ejerce a nivel transcripcional,
directamente implicando al fitocromo o bien indirectamente a través del
metabolismo del carbono. Ademas de la regulacion por luz de 1a NR a nivel
transcripcional, existen mecanismos adicionales de control a nivel post-
transcipcional (Daniel-Vedele y Caboche,1996). En el caso de la NiR
también se han descrito cambios en los niveles de expresion en respuesta a la
luz, tanto durante la iluminacion de plantas etioladas como en las transiciones
de luz/oscuridad del fotoperiodo (Small y Gray, 1984; Gupta y Beevers,1984;
Schuster y Mohr, 1990; Seith et al., 1991).
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Fig. 22. Evolucién de la actividad, proteina y mRNA de la Fd-GOGAT durante el fotoperiodo.
Las plantas de cebada se cultivaron bajo un ritmo de 12 h luz/12 h oscuridad durante 15 dias. En este punto
se tomaron grupos de todas las hojas de las plantas a distintos tiempos del fotoperiodo, y se determiné la
actividad MV-GOGAT en los extractos crudos (A). El nivel relativo de proteina Fd-GOGAT de los
materiales indicados se analiz6 mediante un test de ELISA. El grifico B muestra los incrementos de
absorbancia a 405 nm en los extractos de dichos materiales y el extracto del mutante RPr 82/9, que carece de
proteina Fd-GOGAT (Avila et al., 1993) a partir de 150 ng de proteina total de los extractos. El contenido de
mRNA de la Fd-GOGAT en los materiales se determin6 mediante Northern blot a partir de 20 pg de RNA
total (C), hibriddndose a la sonda de cDNA de la Fd-GOGAT (G). Como control de carga de RNA total el
mismo filtro se hibridé a la sonda de cDNA del rRNA 18 S (IR).
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4.3. Expresion de la Fd-GOGAT tras un periodo de oscuridad
prolongada.

Dado que no se observaba efecto de la oscuridad sobre la Fd-GOGAT
en las 12 horas de la fase de oscuridad del fotoperiodo, se analiz6 el efecto de
periodos de oscuridad mas largos sobre los niveles de expresion de la Fd-
GOGAT de plantas verdes. Como muestra la Fig. 23 (A y B), los niveles de
actividad enzimatica y proteina, determinados mediante inmunodeteccion en
filtro, se mantuvieron sorprendentemente inalterados después de transferir las
plantas verdes a oscuridad continua durante 72 horas. Es interesante resaltar
que esto ocurria tanto para la actividad enzimatica dependiente de ferredoxina
como de metil viologeno. El nivel del transcrito de la Fd-GOGAT examinado
mediante Northern blot se mantuvo asimismo estable durante las primeras 16
horas de oscuridad, pero dejo de ser detectable a las 24 horas de oscuridad
continua (Fig. 23 C).
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Fig. 23. Efecto de un periodo de
oscuridad prolongado sobre los niveles de o
actividad, proteina y mRNA de la Fd- B ad frores)
GOGAT. Las plantas de 15 dias cultivadas bajo k| 4 A 72

un ritmo 12 h luz/ 12 h oscuridad se sometieron
a oscuridad continua tras las doce horas del .» I
periodo de luz. A los intervalos indicados en s W— S—

cada figura se tomaron muestras de hojas y se
determiné el nivel de actividad Fd- y MV-

GOGAT en los extractos crudos (A). La C ccuridad ho
proteina Fd-GOGAT se analizé en los mismos ° (horee)
extractos (200 pg de proteina total) mediante 3 4 18 24
inmunodeteccién en filtro (B). Los niveles de

mRNA de la Fd-GOGAT fueron analizados - g F
mediante Northern blot a partir de 30 pug de G T o= .

RNA total obtenido de los mismos materiales

(C). El control de luz representa los niveles de

actividad, proteina y mRNA de la Fd-GOGAT

en muestras de hojas de la cuarta hora del R
periodo de luz anterior a la transferencia a
oscuridad.
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Estos resultados indican que el efecto de la oscuridad sobre la
expresion de la Fd-GOGAT: a) no se ejerce de manera inmediata, y b) se
produce en principio s6lo a nivel de mRNA, manteniéndose constantes los
niveles de proteina y actividad enzimatica hasta las 72 horas a pesar de no
detectarse el mRNA después de 24 horas de oscuridad continua. Esto a su vez
indica una gran estabilidad de la proteina in vivo.

Cuando las plantas sometidas a oscuridad fueron transferidas de nuevo
a un ciclo normal de luz/oscuridad, el mRNA de la Fd-GOGAT volvié a ser
detectado en Northern blot al cabo de 12 horas de luz, manteniéndose a
niveles constantes durante el nuevo ciclo restaurado (Fig. 24).

No existen estudios sobre el efecto de la oscuridad prolongada sobre la
Fd-GOGAT con los que podamos contrastar nuestros resultados. En pino, se
ha comprobado que los niveles de mRNA y proteina Fd-GOGAT se
mantienen a los mismos niveles tanto en plantas cultivadas en oscuridad como
en presencia de luz. En este trabajo ademas los autores describen la expresion
en oscuridad de genes relacionados con fotosintesis (Garcia-Gutiérrez et al.,
1995).

4 72 4 12 4 12

rR

Fig. 24. Efecto de la restauracién del fotoperiodo sobre la Fd-GOGAT de plantas sometidas a un
periodo de oscuridad prolongada. Las plantas de 15 dias cultivadas bajo un ritmo de 12h luz / 12h
oscuridad fueron sometidas a oscuridad durante 72 horas. En este punto, fueron nuevamente transferidas a un
nuevo ciclo restaurado. 30 pug de RNA total de estos materiales se analizaron mediante Northern blot,
hibridandose a la sonda de cDNA de la Fd-GOGAT.
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Los resultados anteriores en conjunto indican que el efecto de la luz
sobre la Fd-GOGAT de cebada donde mejor y mas rapidamente se aprecia es
durante la iluminacion del tejido etiolado. Los niveles sustanciales de
actividad Fd-GOGAT en el tejido etiolado asi como en el tejido verde
adaptado a oscuridad sugieren que la luz per se no es un requisito
indispensable en la regulacién de la expresion de la Fd-GOGAT. Pensamos
que la respuesta de la Fd-GOGAT durante la iluminacion del tejido etiolado
podria formar m4s bien parte de una respuesta general de dicho tejido a la luz,
que implica el desarrollo del aparato fotosintético y una transicién hacia la
autotrofia. Otros autores han resaltado que hay que tomar con cautela los
efectos que se observan tras la iluminacion del tejido etiolado para no hacer
extrapolaciones erroneas (Emes y Tobin, 1993). No obstante hay que
mencionar que la mayor parte de los estudios que describen la inducibilidad
de la Fd-GOGAT por luz, al igual que otros muchos sistemas, usan solamente
la deetiolacion como sistema experimental de trabajo.

5. EFECTO DE LA DISPONIBILIDAD DE NITROGENO
SOBRE LA EXPRESION DE LA Fd-GOGAT.

En la Fig. 25 A se comparan los niveles de actividad de la Fd-GOGAT
en plantas verdes y etioladas cultivadas bien con nitrato como tnica fuente de
nitrégeno, o desprovistas de nitrogeno exdégeno. Los valores de actividad
enzimatica en plantas verdes crecidas en presencia de nitrato fueron
aproximadamente 2 veces superiores a los de plantas verdes en ausencia de
nitrogeno exdgeno. Sin embargo, en plantas etioladas hubo poca variacion en
los niveles de actividad enzimética independientemente de que las plantas
crecicran en presencia o ausencia de nitrato exdgeno. Tampoco varid
sustancialmente el nivel de actividad enzimatica en plantas etioladas
independientemente de que se cultivaran en nitrato o amonio. (Tabla 5).

A nivel de proteina, analizada mediante inmunodeteccion en filtro, se
obtuvieron resultados similares a los observados a nivel de actividad (Fig. 25
B). En el tejido verde pudo detectarse el mayor nivel de proteina Fd-GOGAT
en presencia de nitrégeno exdgeno.

El anilisis mediante Northern blot en la Fig. 25 C muestra que el
nitrato producia un gran efecto estimulador al nivel del mRNA de la
Fd-GOGAT, mayor que el observado a nivel de actividad enzimitica y
proteina. Sin embargo, este efecto solo se detectd en las plantas que crecieron
en presencia de luz y no en el tejido etiolado. Estos resultados indican que el
efecto inductor del nitrato sobre la Fd-GOGAT so6lo se ejerce en presencia de
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luz, de manera que se alcanzan los niveles maximos de expresiéon con la
accion conjunta del nitrato y de la luz.
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Fig. 25. Efecto de la disponibilidad de nitrégeno sobre la Fd-GOGAT de cebada. Se cultivaron plantas
de cebada durante 7 dias en luz y 20 mM KNOs; (a), en luz sin nitrégeno exdgeno (b), en oscuridad con 20
mM KNO; (c), y en oscuridad sin nitrégeno exégeno (d). La actividad MV-GOGAT fue determinada en los
extractos crudos de la primera hoja de las plantas cultivadas en cada condicion (A). La proteina Fd-GOGAT
fue analizada en los extractos anteriores mediante inmunodeteccion en filtro (200 pg de proteina total) (B). El
mRNA de la Fd-GOGAT en los mismos materiales fue analizado mediante Northern blot a partir de 30 ug de
RNA total, hibriddndose a 1a sonda de cDNA de la Fd-GOGAT. Como control de carga el filtro fue hibridado
ala sonda de cDNA del rRNA 18 S (IR).
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Tabla 5. Influencia de la fuente de nitrégeno sobre los niveles de actividad de la Fd-GOGAT
en plantas etioladas.

Condiciones de Actividad MV-GOGAT
cultivo [nkat.(gPF) "]
N 20,4 — 21,6
+ NO;5” 24,9 - 26,6
+NH," 23,1

La actividad MV-GOGAT fue determinada en los extractos crudos de la primera hoja de plantas
etioladas de cebada cultivadas en la solucién de nutrientes carente de nitrégeno, o suplementada con nitrato o
amonio 20 mM.

Suzuki et al. (1996) han reportado que en hojas de maiz se produce
una situacion similar a la que hemos descrito para hojas de cebada: los niveles
de la Fd-GOGAT y su mRNA incrementan de 3 a 5 veces al exponer el tejido
etiolado a la luz en presencia de nitrato o amonio como fuentes de nitrégeno
exdgeno. Sin embargo, no hay efecto inductor de cualquiera de estas fuentes
de nitrégeno cuando las plantas son mantenidas en oscuridad. La luz en
ausencia de nitrogeno exdgeno tampoco es suficiente para inducir los niveles
de expresion de la Fd-GOGAT. En un trabajo anterior en la misma planta,
Sakakibara et al. (1992b) describieron un leve efecto inductor del nitrato
exogeno sobre la FA-GOGAT, y mayor sobre la GS, especifico en células del
mesoéfilo, donde se localizan el resto de las enzimas implicadas en la
asimilacion de nitrato. En las células de la vaina, donde ocurre la
fotorrespiracién, aunque reducida, en plantas C4, la expresion de la Fd-
GOGAT y de la GS; es regulada por luz de una manera coordinada, pero no
responde al nitrogeno exodgeno. Los autores han propuesto que la distinta
regulacion de ambas enzimas en cada tipo de célula podria estar relacionada
con una distinta funcion del ciclo GS/GOGAT en cada una de ellas.

Sobre el efecto del nitrégeno exdgeno en la expresion de la Fd-GOGAT
en raices se han aportado datos contradictorios: Redinbaugh y Campbell
(1993) han descrito la induccién rapida, transitoria e independiente de la
sintesis de proteina, de la Fd-GOGAT y la GS, en respuesta al nitrato en
raices de maiz, mientras que Sakakibara et al. (1992b) indicaron la ausencia
de un efecto estimulador del nitrato sobre la Fd-GOGAT en raices de la
misma planta. En otras plantas también se han referido distintas respuestas de
la Fd-GOGAT al nitrogeno exdgeno. En cultivos de células de arroz en
suspension se ha descrito la acumulacién del mRNA de la Fd-GOGAT en
respuesta al nitrato exdgeno, pero no al amonio, glutamina o glutamato,
aunque cualquiera de estas fuentes inducen significativamente los niveles de
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mRNA y proteina NADH-GOGAT (Watanabe et al., 1996). En coleoptilos
de arroz en anaerobiosis el mRNA de la Fd-GOGAT es estimulado de
manera rapida y transitoria, en un mayor grado que la proteina y la actividad,
por nitrato (Mattana et al., 1996). En hojas de tabaco la carencia de nitrato
reduce completamente los niveles de mRNA y actividad de la NR y NiR. Sin
embargo, esta situacion sélo produce una disminucion limitada en el mRNA y
la actividad de la GS2 y la Fd-GOGAT. Cuando las plantas son transferidas
de nuevo a un medio con fuente de nitrogeno, se produce una induccion
especifica de la NR y NiR por nitrato. Sin embargo, diferentes fuentes de
nitrdgeno son capaces de restaurar los niveles de mRNA y actividad de la
GS2 y la Fd-GOGAT (Migge y Becker, 1996). Los autores proponen que mas
que un efecto especifico del nitrdgeno sobre la expresion de la GS2 y la Fd-
GOGAT, la respuesta de éstas a la privacion de nitrogeno mas bien parece
reflejar la reduccion general en la actividad metabdlica que supone el estrés
de nitrégeno.

En hojas de cebada hemos mostrado en este trabajo que hay un
considerable nivel de proteina y actividad Fd-GOGAT en el tejido sometido a
carencia de nitrogeno exdgeno, lo cual indica que éste no es un requisito
indispensable en la expresion de la Fd-GOGAT. El hecho de que exista una
expresion constitutiva en ausencia de nitrogeno puede ser ventajoso para la
reasimilacion del amonio de fotorrespiracion cuando las plantas crecen sin
nitrogeno (Migge y Becker, 1996). Los maximos niveles de expresion se
consiguen con la accién conjunta de la luz y el nitrato, condiciones en que el
ciclo GS/GOGAT trabaja en la asimilacion de amonio procedente de la
reduccion de nitrato, y mayoritariamente en el reciclaje de amonio
fotorrespiratorio.

6. EXPRESION DE LA Fd-GOGAT EN MUTANTES
FOTORRESPIRATORIOS DE CEBADA.

En cebada se han aislado una coleccion de mutantes fotorrespiratorios,
algunos de los cuales son deficientes en actividad Fd-GOGAT, y que fueron
identificados siguiendo el mismo método de seleccion propuesto por
Somerville y Ogren (1979) para Arabidopsis (Kendall et al., 1986; Blackwell
et al., 1988b). Estos mutantes presentan menos de un 5% de la actividad Fd-
GOGAT del tipo silvestre tanto en hojas como en raices (Kendall et al.,
1986). Sin embargo, el nivel de actividlad NADH-GOGAT esta presente a los
mismos niveles que en el tipo silvestre (Kendall et al., 1986). Dichos
mutantes solo son viables en atmdsfera de alta concentracion de CO,
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condicion en que la fotorrespiracion es reducida. En estas condiciones se ha
descrito que el ciclo GS;/NADH-GOGAT seria suficiente para responder de
la asimilacién de amonio procedente de la asimilacién primaria de nitrato
(Kendall et al., 1986). Sin embargo, al ser transferidos a aire muestran
fuertes sintomas de estrés, al ser incapaces de reciclar el amonio perdido en
fotorrespiracion. En estas condiciones, los mutantes deficientes en actividad
Fd-GOGAT acumulan altos niveles de glutamina, mientras que el contenido
de otros aminoacidos como serina, aspartato, glutamato y alanina es
fuertemente reducido, reflejando la incapacidad de estos mutantes de
sintetizar glutamato (Kendall et al., 1986). La incapacidad de reasimilar el
amonio producido en fotorrespiracion inhibe la asimilacién fotosintética de
CO, (Blackwell et al., 1987, 1988; Sivak et al., 1988). Aunque se han
propuesto hipdtesis para explicar esta caida en la fijacion de CO, en los
mutantes, el mecanismo no es todavia claro, aunque no parece que sea debido
a un efecto toxico del amonio acumulado (Lea y Forde, 1994).

El aislamiento de mutantes deficientes en GS, en cebada (Blackwell et
al., 1987; Wallsgrove et al., 1987) y en Fd-GOGAT, primeramente en A.
thaliana (Somerville y Ogren, 1980) y posteriormente en cebada (Kendall et
al., 1986, Blackwell et al., 1988b) y guisante (Lea et al, 1992) ha
resultado de gran importancia para determinar el papel esencial de ambas
enzimas en la reasimilaciéon de amonio fotorrespiratorio, que excede 10 veces
a la asimilacion primaria de amonio (Keys et al., 1978).

En este trabajo hemos hecho uso de los anticuerpos especificos
obtenidos frente a la Fd-GOGAT de hojas de cebada (Méarquez et al., 1988),
asi como el clon de cDNA para esta enzima también de cebada (Avila et al,
1993) para analizar la expresion a nivel de proteina y mRNA de la Fd-
GOGAT en algunos de los mutantes fotorrespiratorios deficientes en la
actividad enzimatica con el fin de determinar las posibles lesiones que afectan
a estos mutantes.

El analisis de la proteina en extractos crudos de hojas de cuatro de las
estirpes mutantes y del tipo silvestre mediante inmunodeteccién en filtro se
muestra en la Fig. 26. Tres de las estirpes mutantes, RPr 82/1, RPr 82/9 y
RPr 84/82, contenian niveles indetectables de proteina Fd-GOGAT, mientras
que el mutante RPr 84/42 presentaba una cantidad detectable, aunque
considerablemente reducida en comparacion con el tipo silvestre. Como
control, el nivel de proteina Fd-GOGAT fue también analizado en dos
mutantes fotorrespiratorios alterados en las actividades GS, (RPr 83/32) y
PGP (RPr 84/90), determinandose niveles de proteina ligeramente inferiores a
los del tipo silvestre. La proteina total de los extractos de los mutantes y del
tipo silvestre analizada mediante tincién con Azul de Coomassie en gel

93



Resultados y Discusion 1

reveld un mismo patrén de proteinas en los mutantes y en el silvestre, siendo
detectable la proteina Fd-GOGAT s6lo en el extracto del tipo silvestre (Fig.
27). Este resultado confirmé que la falta de reaccion de los anticuerpos con
los extractos de los mutantes mediante inmunodeteccién se debia a la
ausencia real de la proteina y no a una alteracion en las propiedades
inmunoldgicas de la proteina.
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Fig. 26. Anilisis de la proteina Fd-GOGAT en mutantes fotorrespiratorios de cebada. 200 g
de proteina total de extractos crudos de hojas de la estirpe silvestre y cuatro estirpes mutantes deficientes en
actividad Fd-GOGAT, asi como de un mutante de GS, y de PGP se analizaron mediante inmunodeteccion en
filtro con los anticuerpos anti-Fd-GOGAT de cebada.

El nivel de mRNA de la Fd-GOGAT en los mutantes y en el tipo
silvestre se analiz6 mediante Northern blot. Como puede verse en la Fig. 28,
de los cuatro mutantes, las lineas RPr 82/9 y RPr 84/82 mostraron la misma
abundancia del mRNA de 5,7 kb que el tipo silvestre. Los mutantes RPr 82/1
y RPr 84/42 presentaron especies de RNA de distinto tamafio que el tipo
silvestre: los tamafios de estos mRNA, estimados a partir de los mRNA
patrones, fueron de 5,9 y de 5,3 kb en el mutante RPr 82/1, y de 6,0 y 4,1 en
el mutante RPr 84/42.
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Fig. 27. Analisis de la proteina total en extractos crudos de hojas de la linea silvestre y varias
lineas mutantes fotorrespiratorias de cebada. 200 pug de proteina total de los extractos crudos de hojas de
las estirpes indicadas en la figura anterior se separaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y la proteina total fue analizada mediante tincion del gel con Azul de Coomassie.

Freeman et al. (1990) clasificaron los mutantes de cebada deficientes
en GS; en tres grupos distintos: clase I, deficientes en mRNA y proteina; clase
II, con niveles normales de mRNA pero niveles indetectables de proteina; y
clase III, con niveles normales de mRNA y proteina, pero sin actividad
enzimdtica (Tabla 6). Segun esta clasificacion, los mutantes de Fd-GOGAT
RPr 82/9 y RPr 84/82 pertenecerian al grupo II. La traducciéon del mRNA de
estos mutantes podria resultar en un precursor de la Fd-GOGAT que por
alguna razdn podria ser inestable y degradarse, como ha sefialado Freeman et
al. (1990) para mutantes de GS, pertenecientes a la misma clase. Estos
mutantes estarian, por tanto, afectados a nivel post-traduccional. Por otra
parte, los mutantes de Fd-GOGAT RPr82/1 y RPr 84/42 resultaron ser
diferentes de cualquiera de los mutantes de GS,, y pertenecerian a un nuevo
grupo de mutantes, clase IV, en que el mRNA de la Fd-GOGAT es
reemplazado por especies de mRNA de distinto tamafio (Tabla 6). Estos
mutantes podrian estar alterados en el comienzo o final de la transcripcién, 0
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bien en el proceso de maduracion de los transcritos primarios.
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Fig. 28. Anilisis del mRNA de la Fd-GOGAT en el tipo silvestre y mutantes de Fd-GOGAT .
30 pg de RNA total de hojas de la linea silvestre y de cuatro lineas mutantes deficientes en actividad Fd-
GOGAT fueron analizados mediante Northern blot. Los filtros fueron hibridados a la sonda de cDNA de Fd-
GOGAT (G), y como control de carga del RNA total, fueron hibridados a la sonda de cDNA del rRNA 18 S
(tR)

Tabla 6. Clasificacién de los mutantes fotorrespiratorios de cebada deficientes en GS, y Fd-
GOGAT.

ClaseI Clase IT Clase III Clase IV
GS RPr 84/34 @ ® ®
(a) GS RPr 83/31 GS RPr 83/20 82
gg gi gjﬁgg @  GOGATRPrs2/9 GSRPr83/32® %gﬁ g{, . 422
GS RPr 84/83 @ GOGATRPr 84/82 GS RPr 84/12®
mRNA - + + + (alterado)
Proteina - - + -+
Actividad - - - -
Lesion
Transcrip ciopal Inicio/terminacion
Post-transcripcional ~ Post-traduccional franscripcién
(estabilidad mRNA) (prc;)c;z::irz;;nto Post(-;c;etl;iltil;?)onal Post- transcripcional
Traduccional? (procesamiento
; mRNA)

La tabla muestra la clasificacién de los mutantes fotorrespiratorios de cebada en base a las posibles
lesiones que afectan la expresion de las enzimas sefialadas. La procedencia de los datos se muestra como (a)
Freeman et al., 1990,
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7. DISCUS!ON CONJUNTA DE LOS ESTUDIOS DE
REGULACION DE LA Fd-GOGAT EN CEBADA.

De los distintos factores examinados se ha comprobado que la luz, el
nitrégeno, la diferenciacion de érganos y el desarrollo afectan a los niveles de
expresion de la Fd-GOGAT. Los niveles considerables de actividad
enzimatica y proteina, asi como su estabilidad, en el tejido etiolado, en el
tejido verde adaptado a oscuridad o sometido a carencia de nitrégeno indican
que éstos no son requisitos indispensables para la expresion de la F&-GOGAT
en cebada. Los mecanismos de regulacion parecen operar fundamentalmente a
nivel transcripcional, aunque también se han encontrado indicios de que
procesos post-transcripcionales puedan ser de importancia en la regulacion de
la expresion de la Fd-GOGAT de cebada: a) Las respuestas a los diferentes
estimulos son mas marcadas a nivel d¢ mRNA que a nivel de actividad
enzimatica y proteina; b) En la Fig. 16 podria interpretarse que la disminucién
de actividad enzimatica a partir del maximo alcanzado en el dia 10 después de
la siembra precede a la disminucion observada en los niveles de proteina y
mRNA; ¢) El analisis de los mutantes fotorrespiratorios deficientes en Fd-
GOGAT indica que los procesos a nivel post-transcripcional son muy
importantes en el control de la actividad Fd-GOGAT.
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1. OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDOS DE LA
NADH-NITRATO REDUCTASA DE Lotus japonicus.

Para los estudios de expresion de la NR en L. japonicus era necesario
disponer de anticuerpos especificos con el fin de analizar la expresion a nivel
de proteina. Con este prop6sito, en primer lugar se intenté la purificacion de
la enzima de raices, con el fin de obtener anticuerpos policlonales. La Fig. 29
muestra el perfil de elucion de la actividad NR parcialmente purificada en
condiciones similares a las descritas por Marquez et al., (1982), mediante ¢l
procedimiento descrito en el Apdo. 6.1. de Materiales y Métodos. Cuando las
fracciones con actividad NR fueron agrupadas, y una parte alicuota sometida
a electroforesis en condiciones desnaturalizantes no pudo detectarse la
proteina del tamafio correspondiente a la NR en los geles. Estos resultados
indicaban que, a pesar de tener buena actividad enzimatica, el rendimiento en
las purificaciones en términos de proteina NR producida era muy bajo, lo cual
podia suponer un problema de tiempo y esfuerzo a la hora de recuperar
cantidad suficiente de la proteina pura para la obtencion de los anticuerpos.
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Fig. 29. Purificacién parcial de la NR de raices de L. japonicus mediante cromatografia de
afinidad en Azul dextrano Sefarosa. 12 ml de un extracto crudo de raices de L. japonicus, procedentes de
4 g de material, en el tampén descrito en Materiales y Métodos, fueron aplicados a la columna (@ 1 cm x h
10 cm) a un flujo de 10 mih”. La columna fue lavada con 15 ml del mismo tampon hasta 1a eluciéon completa
de la proteina no adsorbida. La elucién de 1a NR se llevd a cabo en el mismo tamp6n suplementado con 0,5
mM de NADH. Se muestra la Asq . de los ensayos de actividad enzimatica efectuados para partes alicuotas
0,1 ml de cada fraccién de 1 ml, asi como la proteina total presente en cada fraccién determinada por el
método de Bradford.
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Ofra alternativa consisti6 en el uso de anticuerpos monoclonales
obtenidos frente a la enzima de espinaca (cedidos por el Dr. Ian Prosser,
TIACR-Long Ashton, Bristol, UK.), y anticuerpos dirigidos frente a un
péptido sintético correspondiente a los aminoacidos 309-327 de la NR de
tabaco (cedidos por el Dr. Mark Stitt, Botanisches Institut der Universit
Heidelgerg, Alemania), comprobandose su incapacidad de reaccionar
mediante inmunodeteccion en filtro con la NR de L. japonicus en extractos
crudos de raices, o los precipitados del 0-40% de sulfato amonico obtenidos a
partir de éstos.

Finalmente, la secuencia del gen para la NR de Lotus japonicus estuvo
disponible (trabajo en colaboracién con el grupo del Dr. Clarkson, niimero de
acceso en bases de datos: X80670). Merced a dicha secuencia se obtuvieron
anticuerpos especificos contra tres péptidos de la proteina, con buenas
caracteristicas de hidrofilicidad y flexibilidad. Cada péptido fue inyectado a
dos conejos, obteniéndose asi 6 antisueros. La Tabla 7 muestra la secuencia
de estos péptidos y el dominio de la proteina en el que estan localizados.

Tabla 7. Secuencia de los péptidos de la NR de L. japonicus frente a los que se han obtenido
anticuerpos.

PEPTIDO DOMN;(I){ DELA
44 SSSDDDDEKDDASILKD 60 (S-17-Y) Extension N-terminal
298 TEEECDGHYHYKDNRVLPS 316 (T-19-S) MoCo
626 ITTMSLPPLPRRK 638 (I-14-Y) Bisagra hemo/FAD

A partir de la secuencia del clon de la NR de L. japonicus se obtuvieron tres péptidos sintéticos para
la obtencién de anticuerpos. La tabla muestra la secuencia de los péptidos, y la localizacién de éstos en los
distintos dominios de la NR de L. japonicus.

La reaccién de los antisueros obtenidos con cada péptido se analizd
mediante ELISA. La Fig. 30 muestra las curvas de calibrado de ELISA de los
antisueros contra los distintos péptidos. Cuando los sueros fueron usados para
analizar mediante ELISA la proteina NR en extractos crudos de raices de L.
Japonicus en las condiciones Optimas, se obtuvieron diferencias de
absorbancia a 405 nm de alrededor de 0,1 o menores entre las curvas con
suero inmune y el control con suero preinmune (Tabla 8).
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— - minutos (C) de reaccién de la peroxidasa

20 500 750 1000 con ABTS como sustrato. Mas detalles en

Péptido (ng) Materiales y Métodos.

Tabla 8. ELISA de extractos crudos de raices de L. japonicus con los antisueros obtenidos fente
a los péptidos sintéticos de la NR.

Suero (Péptido) Dilucién Proteina (ng) AA405 am
893 (I-14-Y) 1:1000 250 0,087
544751 (T-19-S) 1:1000 100 0,148
544806 (T-19-S)  1:1000 100 0,029
544821 (S-17-Y) 1:1000 100 0,023
544851 (S-17-Y) 1:1000 100 0,089

La reaccién de la NR en extractos crudos con los antisueros obtenidos frente a los péptidos sintéticos
fue analizada mediante ELISA. La tabla muestra las diferencias de absorbancia a 405 nm (AAss om)
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determinadas en las reacciones de los extractos crudos con los sueros inmunes y preinmunes tras 12 horas de
reaccion de la peroxidasa con ABTS como sustrato (mas detalles en Materiales y Métodos).

A pesar de la débil reaccién mediante ELISA, los antisueros frente a
peptldos de la NR se usaron para analizar la reaccion con la proteina mediante
inmunodeteccion en filtro a partir de precipitados del 0-40% de sulfato
amonico de los extractos crudos de raices. Cuando se probd la mezcla a partes
iguales de cada pareja de antisueros obtenidos contra cada péptido, sélo los
sueros obtenidos frente al péptido T-19-S, localizado en el dominio del
cofactor de molibdeno, dieron reaccién especifica con una cadena
polipeptidica de masa molecular esperada para la NR (estimada en 100 kDa)
(Fig. 31 A). Haciendo uso de este sistema mas sensible de revelado de los
westerns pudo visualizarse incluso una débil banda en la reaccion con los
anticuerpos anti-péptido de la NR de tabaco (péptido correspondiente a los
residuos 309-327) (Fig. 31 B). Los estudios de regulacién que se mostraran a
continuacién indicaron que la banda en cuestion respondia a diferentes
situaciones como se esperaba de la NR, de ahi que se hayan utilizado estos
anticuerpos como sonda para analizar a nivel de proteina la regulacion de la
NR de L. japonicus.

A a b c d B a b
kDa
205 205
116 116
97 97
66 66
45
29

Fig. 31. Analisis mediante inmunodeteccion en filtro de 1a NR de raices de L. japonicus con
los antisueros obtendios frente a distintos péptidos sintéticos. (A) Se obtuvo un extracto crudo de raices
de plantas de 6 trifolios (2 ml-gPF"). El extracto se precipit6 entre el 0-40% de sulfato aménico,
concentrandose respecto al exnacto crudo de partida. La actividad especifica NR en el precipitado fue de
0,66 pmol NO,™(mg proteina)”’h™. 500 pg de proteina de la preparacién anterior se analizaron mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes e inmunodeteccién en filtro con los antisueros: (a) sueros no
inmunes, (b) sueros obtenidos frente al péptido S-17-Y, (c) sueros obtenidos frente al péptido I-14-Y, (d)
sueros obtenidos frente al péptido T-19-S. En todos los casos los sueros se usaron a una dilucion 1:250.
Mas detalles en Materiales y Métodos.
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Es importante destacar, no obstante, que sélo uno de los tres tipos de
anticuerpos anti-péptido dio los resultados que se esperaban y que estos
resultados sélo se lograron recurriendo a la gran sensibilidad proporcionada
por los nuevos sistemas de deteccion basados en la quimioluminiscencia.
Nuestra experiencia es que los anticuerpos anti-péptido para la NR pueden
proporcionar resultados pero con baja sensibilidad y posibilidades de éxito, si
bien es una via valida para evitar purificaciones masivas dado el bajo nivel
presente de esta proteina. Esta situacion pensamos que es extrapolable a otras
especies ya que con frecuencia se presenta el problema de escasa reaccion
cruzada con otros anticuerpos.

2. EXPRESION DE LA NADH-NITRATO REDUCTASA EN
RAICES DE Lotus japonicus.

2.1. Influencia de la edad y/o condiciones de cultivo de las plantas.

El nivel de actividad NR en extractos crudos de raices de plantas de L.
Japonicus cultivadas en vermiculita en semilleros e irrigadas con la misma
solucion nutritiva resulto ser altamente variable, hasta el punto que las plantas
presentaban muchas veces niveles de actividlad NR practicamente
indetectables. La misma situacion se dio en plantas cultivadas segin un
método de cultivo completamente distinto, como es el cultivo aeropdnico
(cedidas por el Dr. B. Hirel, INRA, Versalles, Francia). Por este motivo
procedimos a hacer un analisis mas detallado de la influencia de la edad y/o
condiciones de cultivo sobre los niveles de actividad NR de raices de esta
planta, para saber si podia ser ésta una de las causas de la variabilidad
observada. Como muestra la Fig. 32 la actividad NR fue mayor en extractos
crudos de raices de plantas jovenes cultivadas en semilleros, alcanzando un
nivel maximo en plantas de alrededor de 20 trifolios. En raices de plantas de
mas edad, cultivadas en las mismas condiciones, se observé una caida
progresiva en los niveles de actividad detectable en extractos crudos, llegando
a hacerse practicamente indetectable.
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Fig. 32. Variacién de los niveles de actividad NR y del contenido de nitrato en raices de L.
Japonicus durante el crecimiento en semilleros. La actividad NR y el nitrato acumulado fueron
determinados en extractos crudos (5 ml'gPF') de raices de plantas con distinto niimero de trifolios. Los
resultados de las medidas fueron agrupados en intervalos correspondientes a distinto nimero de trifolios.

La disminucién en la actividad de la NR en materiales mas maduros se
comprob6 que iba acompaiiada de un cambio paralelo en los niveles de nitrato
acumulado intracelularmente (Fig. 32), a pesar de que las plantas mostraban
un aspecto normal y producian flores y semillas. Esta circunstancia nos hacia
pensar que la disminucién en actividad NR observada no era probable que
estuviese provocada artefactualmente por las condiciones de extraccion y
medida, ya que se daba conjuntamente con la determinacién analitica de
nitrato, procesos ambos muy diferentes entre si. Mas bien pensamos que la
disminucion conjunta de la actividad NR y el nitrato acumulado podia
obedecer a algin mecanismo regulatorio de las etapas iniciales de la
asimilacion de nitrato. Como se verd en la Fig. 41, la actividad NiR, sin

embargo, no parecia disminuir de una manera tan acentuada como la NR y el
nitrato acumulado.

Cuando las plantas se cultivan en condiciones similares pero en
macetas, donde disponen de un mayor volumen para enraizar, pudo
observarse también una disminucion en la actividad NR y en el nitrato
acumulado, si bien ésta ocurria en plantas con mayor nimero de trifolios que
en las que crecieron en semilleros (Fig. 33). En estas condiciones, las plantas
de alrededor de 200 trifolios mostraban niveles altos de actividad NR,
mientras en semilleros era practicamente indetectable (Fig. 32). Sin embargo,
la actividad NR fue muy baja en los extractos crudos de plantas mas maduras
cultivadas en macetas en las mismas condiciones. Cuando las raices se
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cortaban, las raices regeneradas mostraban nuevamente niveles altos de
actividad y nitrato acumulado (A. Orea, comunicaciéon personal). Estos
resultados indican que los cambios observados en los niveles de actividad y
en el nitrato acumulado parecen responder mas bien a situaciones de estrés
presentes en las distintas condiciones de cultivo de las plantas, posiblemente
la limitacién de espacio para el enraizamiento, que a la edad per se, pues los
cambios observados no son fijos en un determinado estado de desarrollo.
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Fig. 33. Variacién de la actividad NR y del nitrato acumulado en raices de plantas de distinto
niamero de trifolios cultivadas en macetas. La actividad NR y el contenido de nitrato fue determinado en
extractos crudos de raices (5 ml-gPF™) de plantas cuyo numero de trifolios se indica.

En plantas cultivadas en cajas Magenta (A. Orea, comunicacion
personal) y en plantas en cultivo aeropénico (Dr. Ian Prosser, IACR-Long
Ashton, Bristol, UK., comunicacién personal) ha podido comprobarse
también una disminucion de los niveles de actividad NR en extractos crudos
de raices, incluso en plantas mas tempranas. No sabemos si en estas
condiciones puede producirse la misma situacion de estrés que en nuestras
condiciones ordinarias de cultivo u otro tipo de estrés distinto.

Los anticuerpos obtenidos frente a péptidos de la NR se usaron para
analizar los niveles de proteina NR en raices de plantas de distinta edad
cultivadas en semilleros. Los extractos crudos de raices se precipitaron con
sulfato amoénico entre el 0-40% con idea de concentrar la proteina en dichas
preparaciones. Como muestra la Fig. 34, la abundancia relativa de la proteina
NR en raices de plantas maduras fue inferior a la detectada en raices jovenes.
Sin embargo, los cambios observados en los niveles de actividad enzimética
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en los extractos crudos de raices durante el crecimiento de las plantas en
semilleros fueron mas marcados que los observados a nivel de proteina.

Numero de trifolios

10 25 45 80

Proteina NR

1,56 1,52 0,47 0,27

Actividad NR
[umol NO,™-(gPF)'-h™]

Fig. 34. Andlisis mediante inmunodetecciéon en filtro de la NR de raices de plantas cultivadas
en semilleros. Se obtuvieron extractos crudos (2 ml'gPF"') de raices de plantas de distinto numero de
trifolios. La actividad NR fue determinada en los extractos. 5 ml de cada extracto se precipitaron entre el
0-40% de sulfato aménico y el precipitado se redisolvié en 0,3 ml. La proporcién de proteina precipitada
respecto a la proteina total de los extractos fue del 47, 53, 50 y 41%. 300 pg de proteina de los precipitados
se analizaron mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes e inmunodeteccion en filtro con los
antisueros frente al péptido T-19-S. Mis detalles en Materiales y Métodos.

Los resultados anteriores podrian indicar la presencia de proteina NR
parcialmente inactiva en los extractos crudos de raices de las plantas maduras
y podrian sugerir la presencia de factor(es) inactivante(s) en los extractos de
raices de L. japonicus.

La modulacién post-traduccional parece jugar un papel importante en la
regulacion de la NR y ha constituido un 4drea de extensos estudios en los
ultimos afios. Diferentes tipos de factores que pueden afectar los niveles de
actividad NR han sido descritos. Algunos de estos factores parecen ser
endopeptidasas mas o menos especificas (Wallace y Oaks, 1986; Batt y
Wallace, 1989), que se relacionan con niveles reducidos de actividad NR, y
han sido identificados y purificados en raices de maiz (Wallace, 1974,
Yamaya et al., 1980a y b) y en hojas de cebada (Hamano et al.,1983). Por
otro lado, también se han referido proteinas inactivadoras que parecen no
actuar mediante proteolisis limitada, sino mas bien por union a la NR. Tal tipo
de proteinas inactivantes pueden llevar a la pérdida reversible de actividad
NR (Yamaya et al., 1980 b; Solomonson et al., 1984) o bien irreversible
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(Sherrard et al., 1979; Yamagishi et al., 1988). Recientemente los estudios
sobre 1la regulacion post-traduccional de la NR se han centrado
fundamentalmente en el mecanismo de inactivacion rapido y reversible que
implica la fosforilacién de la proteina, llevando a una forma activa de la
enzima, pero que es susceptible de ser inactivada por la unién de la protelna
NIP (Nitrate reductase Inhibitor Protein) en presencia de cationes Mg o Ca’
(MacKintosh et al., 1995; MacKintosh, 1997). En hojas de espinaca, los
cambios rapidos observados en los niveles de actividad enzimatica en las
transiciones de luz a oscuridad y en respuesta a los niveles de CO, se han
relacionado con un distinto estado de activacion de la enzima en el que parece
estar implicado este mecanismo de fosforilaciéon reversible (Huber et al.,
1994b; Glaab y Kaiser, 1995; MacKintosh et al., 1995). La regulacion
descrita de la NR de espinaca ha sido también observada en otras especies (de
Cires et al., 1993a y b; Lillo, 1993; Huber et al., 1994a; Kojima et al., 1994,
Bergareche et al., 1994; LaBrie y Crawford, 1994, Merlo et al, 1995,
Nussaume et al., 1995). De hecho, se ha demostrado que la enzima de maiz y
Arabidopsis, al igual que la de espinaca, es fosforilada en un residuo de serina
(Huber et al., 1994b; LaBrie y Crawford, 1994; Douglas et al., 1995). En
raices de guisante y cebada se ha referido un mecanismo de fosforilacién
similar al descrito para la enzima de hojas de espinaca, que podria controlar
los cambios en los niveles de actividad NR en respuesta a la concentracion
externa de oxigeno (Glaab y Kaiser, 1993; Botrel et al., 1996).

Ya que este mecanismo de control post-traduccional no parece ser
exclusivo de la enzima de espinaca, hemos analizado si podria operar sobre la
NR en raices de L. japonicus. Aunque esta establecido que dicho mecanismo
actua para modular rapidamente la actividad de la NR en respuesta a seiiales
que pueden cambiar rapidamente, como la luz o los niveles de CO,, la
operatividad de tal mecanismo en la regulacion de la actividad NR en relacion
con las situaciones de estrés en el cultivo durante el crecimiento de las plantas
seria de gran interés y una situacion no explorada por el momento.

2.2. Estudio de la inactivacion de la NADH-nitrato reductasa en
presencia de cationes Mg’ (sistema reversible de fosforilacion).

Se determinaron los niveles de actividad NR en extractos crudos de
raices obtenidos y ensayados en presencia de EDTA o MgCl,. En presencia
de cationes Mg**, los niveles de actividad NR fueron del orden del 30 al 40%
de los obtenidos en presencia de EDTA. La enzima inactivada en presencia de
cationes Mg?* pudo ser ligeramente reactivada in vitro por la incubacién

109



Resultados y Discusion 11

durante 20 minutos a 20°C en presencia de EDTA en exceso. En presencia de
AMP se observd un mayor grado de reactivacion de la enzima. La
reactivacion de la NR en los extractos de raices de L. japonicus fue completa
con la accién conjunta de estos compuestos. La simple incubacion a 20°C
durante 20 minutos y a 0°C durante una hora llevé sélo a una ligera
reactivacion de manera espontanea de la enzima previamente inactivada por
Mg”*. Todos estos resultados se resumen en la Tabla 9 y sugieren la presencia
de un mecanismo de inactivacién reversible similar al que se ha descrito en
espinaca en raices de L. japonicus (Kaiser et al., 1992; Kaiser y Huber, 1994;
Huber y Huber, 1995).

Tabla. 9. Inactivacién por cationes Mg** y reactivacién in vitro de la NR de raices de L. japonicus.

Condici.ones de Condiciones Actividad Inhibicic;{l
extraccién y de de reactivacion NR i por Mg
ensayo (umol NO;ml™-h™) (%)
EDTA - 0,157 59
MgCl, - 0,064
EDTA 20 min. a 20 °C 0,134 46
MgCl, 20 min. a 20 °C 0,072
« 20 mM EDTA (20 min. a
20°C) ( 0,086 36
“ 5 mM AMP (20 min. a 20 °C) 0,116 13
« 20 mM EDTA + 5 mM AMP 0.138 0
(20 min. a 20°C) ’
EDTA 1h. a0°C 0,146 45
MgCl, 1h a0°C 0,080

Se obtuvieron extractos crudos (S ml-gPF) a partir de raices de plantas de 20 trifolios, extraidas en tampén
100 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 10 M FAD, 3% (p/v) BSA, 0,1% (v/v) Triton X-100, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF, suplementado con 10 mM EDTA 6 10 mM MgCl,. Los extractos fueron dializados en Sefadex G-25
equilibrada en los mismos tampones. 250 ul de los extractos dializados se incubaron con 250 ul de los
tampones de ensayo de actividad NR que se describen en Materiales y Métodos. Partes alicuotas del extracto
obtenido en 10 mM MgCl, se incubaron durante 20 minutos a 20°C en presencia de 5 mM AMP, 20 mM
EDTA, o de ambos. Como control se incubaron a la misma temperatura partes alicuotas de los extractos sin
adicion alguna. La actividad NR se determiné en cada incubacién segin el tipo de ensayo que se indica. La
reactivacion se probd también incubando partes alicuotas de los extractos durante 1 hora a 0°C. El porcentaje
de inhibicién por Mg** se calculé a partir de las actividades determinadas en los ensayos con EDTA o MgCl,,
de acuerdo con MacKintosh et al. (1995).
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No obstante, el nivel de actividad NR en las raices de L. japonicus se
mantuvo practicamente estable en las fases de luz y oscuridad del fotoperiodo,
asi como el nivel de inhibicién de la enzima por cationes Mg?* (Fig. 35), a
diferencia de lo que ocurre en hojas de espinaca, donde la inactivacién se
detecta en mayor grado en oscuridad, si bien se alcanza un nivel de
inactivacion similar al que nosotros detectamos en raices de L. japonicus. En
raices de guisante y cebada, se han descrito cambios en el estado de
activacion de la NR, si bien éstos no se producen en respuesta a las
transiciones de luz/oscuridad, sino en respuesta a las transiciones desde
condiciones de anaerobiosis, donde la enzima es activa, a hiperaerobiosis, en
que se detecta una mayor sensibilidad de la enzima al Mg®* (Glaab y Kaiser,
1993; Botrel et al., 1996).
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Fig. 35. Niveles de actividad NR en raices de L. japonicus durante las fases de luz y oscuridad
del fotoperiodo. Las plantas se cultivaron en macetas bajo un régimen de 16 h. luz/ 8 h. oscuridad. Las raices
de las plantas se recogieron en la primera hora del periodo de luz y la pendltima hora del periodo de
oscuridad. Cada material fue extraido en relacion 5 ml-gPF en el mismo tampén con 10 mM de EDTA 6 10
mM de MgCl,, y ensayado segin se indica en Materiales y Métodos.

Hemos examinado si la inactivacion por Mg?" podria estar implicada en
la disminucion de actividad NR que hemos observado durante el crecimiento
de las plantas en semilleros. La Fig. 36 muestra que la actividad NR
disminuyé de manera similar en los extractos crudos de raices de distinta edad
tanto en presencia como en ausencia de cationes Mg?*. El nivel de inhibicién
por Mg**, tal como ha sido definido por MacKintosh et al. (1995), no varié
sustancialmente en las raices de distinta edad. Estos resultados sugieren que el
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mecanismo de fosforilacion reversible no tiene gran significaciéon en la
regulacion de la NR de las raices de plantas de L. japonicus con la edad y/o
condiciones de cultivo.
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Fig. 36. Actividad NR e inhibicién por Mg®* en extractos de raices de plantas de distinta edad
cultivadas en semilleros. Se obtuvieron extractos crudos (5 ml-gPF’) de raices de plantas de distinto
numero de trifolios en el mismo tampén descrito en la Tabla 9, suplementado con 10 mM de EDTA 6 10
mM de MgCl,. La actividlad NR fue determinada en los extractos en ensayos con EDTA
( ?) o MgCl, ( BZ), que se muestran en el grafico A. El grifico B recoge el porcentaje de inhibicién por
Mg,

2.3. Anailisis de la presencia de factores inactivantes de la NADH-
nitrato reductasa en extractos crudos de raices aparentemente no
relacionados con el mecanismo de fosforilacion reversible.

Ya que el mecanismo de fosforilacion reversible no parecia ser muy
significativo en la modulacion de los niveles de actividad NR en las raices de
las plantas cultivadas en semilleros, se analizé la posible presencia de otros
factores inactivantes no relacionados con este mecanismo. Para ello, los
ensayos de actividad se efectuaban en presencia de 10 mM de EDTA y
ausencia de cationes Mg?* afiadidos, con lo que segun lo propuesto en
espinaca, el mecanismo de inactivacion por fosforilacion reversible esta
enmascarado, alcanzindose niveles maximos de actividad. Con estas
condiciones de ensayo el disefio experimental escogido consistié en preparar
una fuente de actividad NR (un precipitado 0-40% de sulfato amoénico de
extractos crudos de raices jovenes) a la que se afiadian extractos o fracciones
de los mismos procedentes de plantas con bajos o nulos niveles de actividad.
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Normalmente se probé la presencia de factores inactivantes de NR en
distintas fracciones obtenidas mediante filtracion a través de una membrana
de AMICON a partir de los extractos crudos de raices con bajos niveles de
actividad NR. Asi se separaban los componentes de alto (HMW) y bajo peso
molecular (LMW), tal como se indica en Materiales y Métodos. Como
muestra la Tabla 10 la actividad NR presente en la preparaciones NR result6
inhibida por la adicion de la fraccién 40-70% HMW, y se observé un mayor
nivel de inactivacién al aumentar la concentracion de dicha fraccién en las
incubaciones. El maximo nivel de inactivacién se consigui6 al incubar el
precipitado 0-40% NR simultaneamente con las fracciones 40-70% HMW y
LMW. Sin embargo, la fraccion LMW por si sola no inactivé la NR, a pesar
de que se probaron distintas concentraciones de esta fraccion en las
incubaciones. La adicion de cantidades crecientes de la fraccion LMW,
manteniendo constante la cantidad de la fraccion 40-70% HMW, supuso un
creciente nivel de inactivacion de la NR. Estos resultados indican que la
inactivacion detectada estd mediada por componentes de alto y bajo peso
molecular.

Tabla. 10. Inactivacién de la NR usando fracciones de los extractos crudos.

Incubacion Actividad
Fuente de NR 40-70%HMW LMW \ip ol (%)
(ul) ()
Extracto crudo - - 100
« 10 - 99
« 50 - 56
Precipitado 0-40 % de
40 _ ] 100
sulfato amoncio
« 10 - 96
« 50 - 78
« _ 100 100
« . 175 100
« 50 50 67
« 50 100 59
« 50 175 42
« 10 175 98

Un extracto crudo (2 mi-gPF") de raices de plantas de L. japonicus de 100 trifolios fue fraccionado
en una unidad de filtracién AMICON, a través de una membrana de tamafio de exclusién Mr 10.000, durante
dos horas a 4°C. La fraccién de componentes de alto peso molecular (HMW) se precipité entre el 40-70% de
sulfato aménico y se dializé, concentrindose aproximadamente 25 veces respecto al extracto crudo inicial.
Las cantidades que sc¢ indican de las fracciones 40-70% HMW y LMW fueron incubadas con una cantidad
constante (75 pl) de un extracto crudo (2 ml-gPF 1) de raices de plantas con buena actividad NR (15 trifolios),
o bien con el mismo volumen de su precipitado 0-40% de sulfato aménico. Ambas preparaciones de NR eran
dializadas, y mostraban actividades de 0,234 y 0,560 pmol NO,(mg proteina)'-h", respectivamente. Los
volimenes de incubacién fueron completados hasta 300 pl con el tampén de extraccion. A estas incubaciones
se le afiadieron los reactivos para el ensayo de actividad NR. La actividad se expresa como porcentaje de la
actividad en las preparaciones de NR sin adicion.
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La inactivacion de la NR por estos componentes resultd ser muy rapida,
ya que se detectaba sin necesidad de incubacion previa al ensayo de actividad,
e incluso durante el tiempo del propio ensayo de actividad (Fig. 37).
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Fig. 37. Inactivacién de la NR
durante el ensayo de actividad en
presencia de las fracciones HMW vy
LMW de un extracto crudo. 75 pul de un
precipitado 0-40% de sulfato aménico. de
un extracto crudo con buena actividad
(0-40% NR) se incubaron con 32 ul de la
fraccién 40-70% HMW y 175 pl de la
fraccion LMW, obtenidas de un extracto
crudo de raices de plantas de 80 trifolios.
La actividad NR fue determinada en las
incubaciones a distintos tiempos de ensayo
(O-0), asi como en el precipitado 0-40%
NR sin adicion (l-H).

Para examinar si la disminucion de la actividlad NR durante el
crecimiento de las plantas en semilleros estaba relacionada con la
acumulacion de estos factores, se obtuvieron las fracciones 40-70% HMW y
LMW de raices de plantas de creciente edad, y se determind el nivel de
inactivacion de la NR. La Fig. 38 muestra que habia una mayor capacidad de
inactivacion por las fracciones de los materiales de mas edad, indicando
posiblemente una mayor acumulacién de estos factores con la edad y/o con
situaciones de estrés ligadas al sistema de cultivo.

En base a estos resultados se procedié a una serie de experimentos
encaminados a identificar, aunque fuera de una forma preliminar, la posible
naturaleza de esta clase de elementos inactivantes observada.
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Fig. 38. Grado de inactivacién de
la NR producido por las fracciones HMW
Yy LMW de extractos crudos de raices de
distinta edad. 6,51 pkat de actividad NR
(75 pl de un precipitado 0-40% NR) se¢
mezclaron con un mismo volumen de las
fracciones 40-70% HMW (50 ul) y LMW
(175 nl), obtenidas a partir de extractos
crudos de raices de plantas de distinta edad
cultivadas en semilleros. Tras la adicion de
los reactivos para el ensayo, se determiné la
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En primer lugar, ya que las fracciones 40-70% HMW estaban
concentradas respecto al extracto crudo de partida, y en las incubaciones se
afiadia de esta fraccion una considerable concentracion de proteina (0,5-
1mg-ml” en el ensayo), se analizé la posibilidad de que la inactivacion se
debiera a un efecto oncético. Cuando un precipitado 0-40% NR se incubaba
con BSA a la misma concentraciéon de proteina que la fraccion 40-70%
HMW, y en presencia de la fraccion LMW, no se observé la inactivacion de
la NR anteriormente descrita, indicando que la inactivacién de la NR no se
debia a un efecto de la concentracion de la proteina en la fracciéon 40-70%
HMW (Fig. 39), sino a algiin componente de la misma.

40-70% HMW (250ug) + LMW/

40-70% HMW (500ug) + LMW

BSA (250ug) + LMW

BSA (50Qug) + LMW J

0 25 50 75 100
Actividad NR (%)

Fig. 39. Comparacién del efecto oncético de la concentracion de proteina HMW en la
inactivacién de la NR de raices de L. japonicus con una cantidad equivalente de BSA. A 5,7 pkat de
actividad NR (75 pl de un precipitado 0-40% obtenido a partir de un extracto crudo de raices de 15 trifolios)
s¢ afiadieron 25 6 50 pl de la fraccién 40-70% HMW (10 mg de proteina-ml”) o cantidades equivalentes de
BSA junto con 175 pl de la fraccion LMW en todos los casos. Las fracciones 40-70% HMW y LMW fueron
obtenidas a partir de un extracto crudo de raices de 100 trifolios. El volumen de las incubaciones se complet6
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hasta 300 pl con tampén de extracciéon. Tras la adicién de los reactivos para la reaccién de la NR, se
determing la actividad en las incubaciones, que se expresa como porcentaje de la actividad en el control sin
adicién (C) (0,274 pmol NO, ml™-h™).

Teniendo en cuenta que los componentes de alto peso molecular
requeridos en la inactivacién de la NR pudieron ser fraccionados mediante
sulfato amoénico, se examind la posible naturaleza proteica de estos
componentes. En primer lugar se analizd si el componente inactivador era
sensible a proteasas. Para ello, se examiné el efecto inactivador de la fraccion
40-70% HMW después de un tratamiento con tripsina, determinandose la
actividad NR en esta incubacion. Obviamente era preciso inactivar la tripsina
(con inhibidor de tripsina) después de su accion sobre la fraccion 40-70%
HMW, y antes de la incubacién con la NR, por ser ésta una enzima
especialmente sensible a tripsina. Como muestra la Tabla 11, el
pretratamiento de la fraccién 40-70% HMW con tripsina no tuvo efecto en
aliviar la inactivacion que dicha fraccion producia sobre la actividad NR.

Tabla. 11. Efecto del tratamiento con tripsina de la fraccién 40-70% HMW en la inactivacién
de la NR de raices de L. japonicus.

Sistema de incubaci6on Activ(i%a)d NR
(A) NR + tripsina + inhibidor de tripsina 100
(B) NR + 40-70% HMW + tripsina + inhibidor de tripsina + LMW 45
(C) NR + 40-70% HMW + LMW 48

50 pl de la fraccion 40-70% HMW obtenida a partir de un extracto crudo de raices de 100 trifolios
fue preincubada en presencia de tripsina (0,166 mg'ml ') durante 20 minutos a 25°C y posteriormente
bloqueada con inhibidor de tripsina (0,28 mg'ml™) (B). Como control se incubé la misma fraccién sin
adicién alguna (C), o bien con tripsina bloqueada desde el comienzo de la incubacién con inhibidor de
tripsina (A). Las incubaciones se ajustaron a un mismo volumen final con tampén estdndar (sin leupeptina).
Tras la incubacion de 20 minutos a 25°C, se afiadi6 a las incubaciones 175 ul de la fraccién LMW obtenida
a partir del mismo extracto crudo, y 10,29 pkat de actividad NR (75 ul de un precipitado 0-40% NR, obtenida
a partir de un extracto crudo de raices de 15 trifolios). En ese momento se iniciaba 1a reaccion de la NR
mediante la adicion de los reactivos del ensayo a las diferentes incubaciones. La actividad final alcanzada se
expresa como porcentaje de la actividad en (A) (0,494 pmol NO,ml"-h"). Las preparaciones de fracciones
inactivantes y el precipitado 0-40% NR fueron obtenidos en tampén estindar sin leupeptina.

Cuando la fraccion 40-70% HMW se precipitaba con TCA
(precipitacion caracteristica de componentes proteicos), la fraccion soluble
resultante de la precipitacion, una vez neutralizada, retenia la capacidad de
inactivar a la NR (Tabla 12). Estos resultados sugerian que los componentes
de alto peso molecular requeridos para la inactivaciéon de la NR no eran de
naturaleza proteica, pues no precipitaban con TCA ni eran susceptibles de
degradacion por tripsina.
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Tabla 12. Efecto de la precipitacién con TCA de la fraccién 40-70% HMW en la inactivacién
de la NR de raices de L. japonicus.

Sistema de incubacion ACthlodad NR
(%)
NR 100
NR + fraccion soluble TCA + LMW 55

La fraccién 40-70% HMW obtenida a partir de un extracto crudo de raices de plantas de 100
trifolios fue precipitada con TCA a una concentracién final del 10%. El sobrenadante de la precipitacion se
neutraliz6 con NaOH 2N. 40 pl del mismo se afiadieron a 7,3 pkat de actividad NR (90 pl de un precipitado
0-40% NR) en presencia de 150 pl de la fraccion LMW, obtenida también a partir del extracto crudo de
raices de 100 trifolios. Las incubaciones se llevaron hasta un volumen de 300 pl con tampén de extraccion,
afiadiéndose después los reactivos del ensayo de actividad NR a las incubaciones. La actividad se expresa
como porcentaje de la actividad NR en el control sin adicién (0,293 pmol NO; ml*-h).

Oftro aspecto que nos interesaba analizar era si la inactivacion podia ser
revertida de alguna manera. Teniendo en cuenta que para que ésta ocurriese se
requerian componentes de bajo peso molecular, se examiné si tras la dialisis
de las incubaciones en que la NR habia sido inactivada se podia recuperar la
actividad. La Tabla 13 muestra que la dilisis no tenia ningiin efecto en
revertir la inactivacion de la NR, lo cual sugeria un efecto estable sobre la NR
de los componentes que median en la inactivacion.

Tabla.13. Efecto de la diflisis sobre la inactivacién de 1a NR.

Sistema de incubacién Act1v121ad NR
(%)

NR ‘ 100

NR + HLMW 42

NR + HLMW (incubacion dializada) 9,1

La fraccién HLMW fue obtenida a partir de un extracto crudo de raices de plantas de 100 trifolios,
concentrandose 10 veces respecto a éste. 100 pl de la fraccién anterior sin dializar se afiadieron a 9,16 pkat
de actividad NR (100 pl de un precipitado 0-40% NR obtenido a partir de un extracto crudo de raices de 15
trifolios) para examinar el nivel de actividad remanente antes y después de una diélisis durante 1 hora en un
sistema de microdilisis a 4°C. E1 100% de actividad NR corresponde a 0,33 pmol NO, ml™-h™.
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Stulen et al. (1971) describieron un inhibidor de la NR en cotiledones
de rabano que podia ser excluido en extracciones con PVP. Esta posibilidad
fue examinada en los extractos de raices de L. japonicus, ya que los
componentes que median la inactivacion de la NR no parecian ser de
naturaleza proteica. Cuando las fracciones 40-70% HMW y LMW se obtenian
a partir de un extracto crudo preparado en presencia de PVPP, la inactivacion
de la NR que producian estas fracciones se prevenia casi totalmente (Tabla
14). Estos datos indican que los componentes que median la inactivacion
podian ser adsorbidos por la PVPP cuando ésta estaba presente en la
extraccion. La PVPP es un componente cominmente afiadido a las
preparaciones de extractos para eliminar los compuestos fendlicos
(Gegenheimer, 1990). Pensamos que la inactivacion de la NR detectada en
raices de L. japonicus durante el crecimiento de las plantas en las condiciones
de cultivo descritas puede estar provocada por compuestos fendlicos. No
obstante, hay que sefialar que tal tipo de compuestos son mdas bien
caracteristicos de otros tejidos (hojas, frutos, tubérculos) y plantas (Ozawa et
al., 1987; Sanchez y Harwood, 1992; Friedman, 1997; Dirr et al., 1973).

Tabla. 14. Eliminacién de la capacidad inactivante de las fracciones HMW y LMW sobre la
NR, cuando se preparan en presencia de PVPP,

Extraccion Sistema de incubacion ACtiV(iodASd NR
NR 100
“PVPP NR + 40-70% HMW +LMW 51
NR 100
TPVPP \R +40-70% HMW +LMW 107

Las fracciones 40-70% HMW y LMW fueron obtenidas a partir de extractos crudos de raices de
plantas de 80 trifolios en el tampén estdndar (-PVPP), o en el mismo tampdn suplementado con PVPP al 3%
(p/v). 50 pl de las fracciones 40-70% HMW y 175 ul de la fracciones LMW se afiadieron a 6,02 pkat de
actividad NR (75 pl de un precipitado 0-40% NR de raices de plantas de 25 trifolios en tampdn estandar).
Tras la adicién de los reactivos del ensayo se determind la actividad NR en las distintas incubaciones. Como
controles se llevaron a cabo incubaciones similares en ausencia de HMW y LMW, que se indican como NR,
y reflejan el 100% de actividad (0,289 pmol NO, mi™-h?).

Con idea de comprobar si efectivamente los niveles de actividad NR
extraibles podian mejorarse con la presencia de PVPP en las extracciones,
éstos se determinaron en extractos de raices de plantas de creciente edad
preparados en presencia o ausencia de PVPP en la extraccion (Fig. 40). En los
materiales mas maduros, la actividad NR en las extracciones en ausencia de
PVPP oscilé entre un 33 y un 53% de la actividad determinada en los
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extractos de los mismos materiales preparados en presencia de PVPP. Esta
relacion fue del 85-107% en los extractos de raices de plantas mas jovenes.

Los resultados anteriores indican un efecto positivo de la PVPP en los
niveles de actividad NR medibles en los extractos crudos, sobre todo en los
materiales mas maduros, posiblemente debido a una mayor acumulacién de
los compuestos fendlicos en estos materiales.
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Fig. 40. Efecto de la PVPP sobre los niveles de actividad NR extraible en extractos crudos de
raices de plantas de distinta edad. Los extractos crudos de raices de plantas de distinto nimero de trifolios
fueron obtenidos en relacién 5 ml-gPF, en el tampén estandar (] ) o en el mismo tampoén suplementado
con PVPP al 3% (p/v) (EZ). La actividad NR fue determinada en los extractos crudos.

Hemos examinado también el grado de especificidad que podrian tener
los componentes inactivantes examinados sobre la NR. Para ello se
determinaron los niveles de actividad NiR en los extractos de raices de plantas
de creciente edad en presencia o ausencia de PVPP en la extraccion (Fig. 41).
Contrariamente a lo observado para la NR (Fig. 40), los niveles de NiR no
parecian afectarse por la presencia de PVPP en la extraccion sugiriendo una
mayor sensibilidad de la NR a estos compuestos.
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Fig. 41. Efecto de Ia PVPP sobre los niveles de actividad NiR extraibles de extractos crudos de
raices de plantas de distinta edad. La actividad NiR fue determinada en los extractos crudos referidos en la
Fig. 40.

En resumen, los resultados anteriores indican la presencia de factores
de tipo no quinasa capaces de inactivar la NR en extractos crudos de raices de
L. japonicus. Estos factores estan presentes como componentes de alto y bajo
peso molecular, y parecen ser de tipo fendlico. Estos compuestos se acumulan
en las raices de plantas maduras cultivadas en semilleros, afectando los
niveles de actividad NR detectables en los extractos crudos de estos
materiales. Es interesante sefialar que ya se ha referido con anterioridad el
efecto inhibidor de compuestos fenolicos sobre la NR en extractos crudos
(Stulen et al., 1971, Dirr et al., 1973). Por otra parte, se sabe que la presencia
de estos compuestos en plantas y su oxidacion se producen en respuesta a
dafios mecanicos o a infecciones (Mayer y Harel, 1979; Friedman, 1997).
Pensamos que la mayor acumulacion de estos compuestos en las raices de
plantas mas maduras de L. japonicus podria responder a situaciones de estrés
relacionadas con la limitacién de espacio para el crecimiento de las raices en
los semilleros.
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2.4. Expresion de la NADH-nitrato reductasa en raices de plantas
cultivadas en amonio.

Otra situacion en la que pudo detectarse proteina NR sin actividad fue
en las raices de plantas cultivadas en amonio como tinica fuente de nitrégeno.
La Fig. 42 muestra los resultados de inmunodeteccion en filtro de extractos
crudos de raices de plantas de L. japonicus cultivadas en cloruro aménico o
nitrato aménico como fuentes de nitrogeno, en los que podia detectarse la
proteina de 100 kDa correspondiente a la NR, aunque su abundancia fuese
inferior en amonio que el nivel detectado en los materiales de raices
cultivadas en presencia de nitrato.

La presencia de NR en amonio y ausencia de nitrato es un resultado un
tanto sorprendente, ya que el nitrato es una sefial clave para inducir a la NR,
haciendo esta proteina altamente original al ser una de las pocas enzimas
inducibles por su sustrato que se conocen en plantas (Crawford y Arst, 1993).
Sin embargo, en algunos casos se ha descrito la presencia de una forma de NR
constitutiva como forma mayoritaria de esta enzima. Tal es el caso de la
especie diploide del género Aegilops ancestro de las especies de trigo
tetraploides y hexaploides usadas en agricultura (Ouhmidou et al., 1990). En
soja, leguminosa donde no ha habido presion de seleccion para la utilizacion
de nitrato, se ha descrito la presencia de formas constitutivas de NR (Nelson
et al., 1983). Se ha descrito que la NR puede ser inducida incluso por
concentraciones muy bajas de nitrato (del orden de 10 pM) (Daniel-Vedele y
Caboche, 1996). En nuestras condiciones, los medios de cultivo de amonio
fueron suplementados con inhibidores de la nitrificacion (diciandiamida) y las
raices de las plantas cultivadas en amonio mostraron niveles de nitrato
acumulado indetectables por métodos colorimétricos y HPLC (< 2 uM) (A.
Orea, comunicacién personal). Sin embargo no podemos descartar la
presencia de esta minima concentracion de nitrato suficiente para inducir a la
NR a nivel de proteina. En cualquier caso, en los extractos crudos de las
raices de plantas cultivadas en amonio no se pudo detectar actividad NR.
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Fig. 42. Andlisis mediante inmunodeteccién en filtro de la NR en extractos crudos de raices
cultivadas en nitrato aménico o amonio. Se obtuvieron los extractos crudos (2 ml-gPF‘) de raices de
plantas de 30 trifolios cultivadas en nitrato aménico o cloruro aménico como fuentes de nitrégeno. 300 pg de
proteina de los extractos fueron analizadas mendiante electroforesis en condiciones desnaturalizantes e
inmunodeteccién en filtro con los antisueros obtenidos frente al péptido T-19-S de la NR de L. japonicus.
Mas detalles en Materiales y Métodos. (n.d.= no detectable).

Hemos examinado si en estos materiales podrian estar presentes los
compuestos de tipo fendlico que hemos descrito en el apartado anterior. Se
compard la capacidad de inactivar a la NR por las fracciones 40-70% HMW y
LMW de extractos de raices de plantas cultivadas en semilleros en nitrato
amoénico o en amonio como fuentes de nitrégeno. Las plantas cultivadas en
amonio o en nitrato aménico mostraban un desarrollo diferente en el mismo
tiempo de cultivo, aunque florecian al mismo tiempo. Las plantas cultivadas
en nitrato aménico florecian al cabo de aproximadamente 70 dias después de
la siembra. En este estado, las plantas presentaban numerosas ramas y
alrededor de 100 trifolios. Las plantas cultivadas durante el mismo tiempo en
presencia de amonio presentaban un desarrollo mas limitado, con menor
nimero de ramas y aproximadamente 30 trifolios. Hemos comparado la
capacidad de las fracciones inactivantes obtenidas de raices de plantas
cultivadas en amonio (30 trifolios, 70 dias de cultivo) y de plantas cultivadas
en nitrato aménico (30 trifolios, 45 dias de cultivo y 100 trifolios, 70 dias de
cultivo) de inactivar a la NR. Los resultados mostrados en la Fig. 43 indican
un mayor grado de inactivacién de la NR por las fracciones obtenidas a partir
de los extractos crudos de raices en amonio, sobre todo si se comparan con las
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obtenidas de raices de plantas con el mismo mimero de trifolios cultivadas en
nitrato amonico.

ol

Inactivacién (%)
® 8

(¢}

Fig. 43. Grado de inactivacién de la NR producido por las fracciones 40-70% HMW y LMW
de extractos crudos de raices de plantas cultivadas en nitrato o amonio. Las fracciones 40-70% HMW y
LMW fueron obtenidas a partir de extractos crudos de plantas cultivadas en nitrato aménico durante 40 (a) y
70 (b) dias, o en amonio (c) durante 70 dias, y que poseian, respectivamente, 30, 100 y 30 trifolios. 50 pl de
las fracciones 40-70% HMW y 175 ul de las fracciones LMW se afiadicron a 6,1 pkat de actividad NR (75 pl
de un precipitado 0-40% NR). Tras afiadir los reactivos del ensayo se determind la actividad NR que se
muestra como porcentaje de inactivacién en las incubaciones respecto al control en ausencia de los factores
inactivantes y completado hasta 300 ! con tampén de extraccién (100%= 0,293 pmol NO,*mI™-h) y la
actividad en las incubaciones.

Cuando dichas fracciones eran obtenidas a partir de extractos crudos
preparados en presencia de PVPP, se aliviaba el efecto inactivante de éstas
sobre la NR presente en el precipitado 0-40% NR (Tabla 15). Sin embargo, no
se consiguid detectar actividad NR en los extractos crudos de raices de plantas
cultivadas en amonio, ain en presencia de PVPP insoluble en la cxtraccion.
Estos resultados indican la acumulacion de compuestos de naturaleza
posiblemente fendlica en los extractos crudos de raices de plantas cultivadas
en amonio, que podrian responder de forma similar a las situaciones de estrés
que se habian descrito en el apartado anterior.
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Tabla. 15. Proteccién por PVPP aiiadido en la preparacién del extracto crudo de la capacidad
inactivante de las fracciones HMW y LMW de raices de plantas de L. japonicus cultivadas en amonio
(ausencia de nitrato). :

Extraccion Sistema de incubacion Activéod/:)d NR
NR 100
- PVPP NR + 40-70% HMW + LMW 22
+ PVPP NR +40-70% HMW + LMW 82

Se obtuvieron las fracciones 40-70% HMW y LMW a partir de extractos crudos (2 ml-gPF') de
raices de plantas cultivadas en amonio, preparados en presencia o ausencia de PVPP al 3% (p/v). 50 ul de las
fracciones 40-70% HMW y 175 ul de las fracciones LMW fueron afiadidas a 13,66 pkat de actividad NR (75
pl de un precipitado 0-40% NR, obtenido a partir de un extracto crudo (2 ml-gPF ) en ausencia de PVPP en
la extraccién). Tras la adicién de los reactivos del ensayo, se determind la actividad NR, que se expresa como
porcentaje de la actividad sin adicién de los factores inactivantes (0,656 pmol NO,ml” .

En cualquier caso, la situacion detectada en raices de L. japonicus
cultivadas en amonio resulta interesante en el sentido de que se detectan
suficientes niveles de proteina pero nulos de actividad enzimatica. En nuestro
laboratorio se ha comprobado que la actividad enzimatica se induce en esta
planta al transferirlas desde amonio a nitrato amonico (A. Orea, comunicacion
personal). Estos resultados sugieren que en esta planta esta respuesta se da a
muy bajas concentraciones de nitrato, pero que no son suficientes para
conseguir la actividad (Fig. 44). Esto sugiere que el nitrato en esta planta
podria ejercer también un control de tipo post-traduccional de los niveles de
actividad NR. El control post-traduccional de la NR es un tema de particular
interés en la actualidad (Daniel-Vedele y Caboche, 1996).

NR nia
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NR mRNA

alta .
[NO,] % ¥~ baja
[NOsT]
Proteina NR
4 O]

4
4

a
Enzima NR activa

Fig. 44. Esquema propuesto del efecto diferencial de alta y baja concentracién de nitrato
sobre la expresién de 1a NR a nivel de proteina y actividad enzimética.
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3. EXPRESION DE LA NADH-NR EN HOJAS DE Lotus
Jjaponicus.

En la mayoria de las plantas, el nitrogeno en forma de nitrato es
reducido mas eficientemente en hojas que en raices, debido a la disponibilidad
inmediata en este tejido de fotoasimilados (carbono reducido, poder reductor
y energia). Las leguminosas de las zonas templadas parecen ser una
excepcion, ya que en estas plantas el nitrato es fundamentalmente reducido en
las raices. El potencial de las leguminosas para reducir el nitrogeno en las
raices puede haberlas predispuesto para el desarrollo de relaciones de
simbiosis con las especies de Rhizobium (Oaks, 1992). Hemos examinado la
expresion de la NR en las hojas de L. japonicus, determinando los niveles de
actividad enzimadtica y proteina, haciendo uso de los anticuerpos especificos
anti-péptido de la NR.

Los niveles de proteina NR se analizaron mediante inmunodeteccion en
filtro en las preparaciones de precipitados concentrados entre el 0-40% de
sulfato amonico obtenidos a partir de extractos crudos de hojas y raices. La
Fig. 45 (a y b) muestra que el contenido de proteina NR en las preparaciones
de hojas era similar al detectado en raices. Sin embargo, cuando se examind el
contenido relativo de proteina mediante el mismo tipo de andlisis pero
directamente en los extractos crudos se pudo observar un nivel
sustancialmente inferior de la proteina en los extractos de hojas (Fig. 45, c y
d). Estas diferencias encontradas al analizar uno u otro tipo de preparaciones
de ambos tejidos pensamos que se debe a la distinta proporcién de la proteina
total de los extractos que es precipitada entre el 0-40% de sulfato amoénico y
que podria modificar, por tanto, la proporciéon de NR en dichas preparaciones.
Los niveles relativos de proteina NR detectados en los extractos crudos de
hojas y raices son consistentes con los niveles de mRNA de la NR
determinados en ambos tejidos (Dr. Prosser, IACR-Long Ashton, Bristol,
UK., comunicacién personal). Sin embargo, los niveles de actividad NR
fueron indetectables en los extractos crudos de hojas, aunque éstos fueron
preparados con PVPP insoluble en la extraccion. Se ha examinado, por tanto,
si estas discrepancias entre los niveles de proteina y actividad NR podrian
estar relacionadas con la presencia de factores inactivantes de la NR en
extractos crudos de hojas.
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Fig. 45. Andlisis mediante inmunodeteccién en filtro de la NR en extractos crudos y
precipitados 0-40% de sulfato aménico de hojas y raices. Los extractos de hojas () y raices (d) de plantas
de 30 trifolios se obtuvieron en relacién 2 ml-gPF", y se precipitaron entre el 0-40% de sulfato aménico. La
proporcién de proteina precipitada con respecto a la proteina en los extractos fue del 12% en hojas (a) y del
40% en raices (b). 300 ul de proteina de los extractos y de los precipitados se analizaron mediante
inmunodeteccion en filtro con los antisueros obtenidos frente al péptido T-19-S de la NR de L. japonicus.

3.1. Anailisis de la presencia de factores inactivantes de la NADH-
nitrato reductasa en extractos crudos de hojas de L. japonicus.

Al no detectarse actividad enzimatica ni en presencia de EDTA ni de
cationes Mg?* en el ensayo, dejamos al margen el estudio del mecanismo de
fosforilacion/defosforilacion en hojas, y nos centramos en el analisis de
factores inactivantes que se detectaran en presencia de EDTA (condicion de
maxima activacion de la enzima por fosforilacion/defosforilacion).

La estrategia adoptada consistié en examinar el efecto de la adicion de
extractos crudos de hojas sobre la NR presente en los extractos crudos de
raices. La Fig. 46 A muestra la produccion de nitrito durante el ensayo de un
extracto crudo de raices (control) y de la incubacion del mismo con un
extracto crudo de hojas preparado en el tampén estandar con PVPP insoluble
en la extraccion: la adicion de tan soélo 5 pl del extracto crudo de hojas
produjo un 53% de inhibicién de la actividad NR a los 10 minutos del ensayo
y del 77% a los 30 minutos de ensayo. Cuando los extractos de hojas y raices
fueron obtenidos en el mismo tampén suplementado con diferentes agentes
protectores de la accion inactivante de los compuestos fendlicos (Sénchez y
Harwood, 1992; Gray, 1978; Gegenheimer, 1990), el grado de inactivacion
seguia siendo del 84% a los 30 minutos de ensayo (Fig. 46 B). El menor
grado de actividad NR incluso en el control en este caso posiblemente se deba
al efecto inhibidor de alguno de los aditivos del tampon de extraccion. La
inactivacion observada no se debia a la interferencia de algiin componente del
extracto de hojas con el método de determinacion del nitrito (Tabla 16), ni a
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que pudiera agotarse el NADH necesario para la reaccion de la NR en el
ensayo por la accién de deshidrogenasas (Tabla 17). Estos resultados sugieren
la presencia de factores inactivantes de la NR en los extractos crudos de hojas,
que parecen ser diferentes de los que hemos descrito en raices.
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Fig. 46. Inactivacién de la NR de un extracto crudo de raices por la adicién de extractos
crudos alicuotas de hojas obtenidos en distintes tampones. El extracto crudo de raices (5 mi-gPF') fue
obtenido en tampén estdndar suplementado con PVPP insoluble (0,5 g-gPF"). Los extractos crudos de hojas
(10 ml-gPF") fueron obtenidos en el mismo tampén (A), o en éste suplementado con diferentes agentes
protectores de fenoles (B): glicerol 10% (v/v), BSA 3% (p/v), Na,S,0s 10 mM, KCl 50 mM, ascorbato 0,2%
(p/v), 2-mercartoctanol 14 mM, DTE 2 mM, glutatién reducido 5 mM, Triton X-100 5 mM,
poligalacturonato 0,2 mg.ml-1, B-ciclodextrina 0,5 mM, tropolona 0,2 mM, dietilditiocarbamato 0,2 mM, 2-
mercaptobenzotiazol 0,2 mM. 5 pl de los extractos de hojas fueron afiadidos a 100 ul de los extractos crudos
de raices, conteniendo 13,2 pkat de actividad NR ( 0-0). Como controles 100 pl del extracto crudo de raices
se mezclaron con 5 pl de cada uno de los tampones usados para preparar los extractos de hojas (-l ). El
volumen se lev6 hasta 300 pl con el tampdn de extraccién estdndar, completindose con los reactivos de
ensayo para determinar Ia actividad NR, expresada como nmoles de NO, producidos a distintos tiempos de
€nsayo.

Tabla. 16. Incubacién de cantidades crecientes de un extracto crudo de hojas con una cantidad
fija de nitrito.

Incubacion As40nm

10 pl NO2K ( 0,12 mgmi™) 0,450
“ + 5 ul Extracto crudo hojas 0,474
«“ + 10 pl Extracto crudo hojas 0,471
“ + 50 ul Extracto crudo hojas 0,465

10 pl de una solucién de NOK (0,12 mg-ml") se mezclaron con cantidades crecientes de un
extracto crudo de hojas (5 ml-gPF"). Las mezclas se completaron hasta un volumen de 300 pl con el tampén
de extraccion. A las incubaciones se les afiadieron los reactivos del ensayo de actividad NR, afiadiéndose a
tiempo cero 50 pl de acetato de zinc:PMS como se describe en Materiales y Métodos. Tras la incubacién a
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30°C durante 30 minutos se afiadieron a las incubaciones los reactivos para la determinacion del nitrito,
determindndose la absorbancia a 540 nm.

Tabla. 17. Consumo de NADH en las incubaciones de extractos crudos de raices con extractos
crudos de hojas.

Incubacién A340 nm
100 ul EC raices + 5 ul EC hojas (to) 1,350
100 pl EC raices + 5 ul EC hojas (t30) 1,115

100 pl de un extracto crudo de raices (5 ml-gPF") se mezclaron con 5 pl de un extracto crudo de
hojas (10 ml~gPF"). El volumen se llevé a 300 pl con tampén de extraccion, afiadiéndose posteriormente los
reactivos para el ensayo de la actividad de la NR. Se determiné la cantidad de NADH presente en las
incubaciones midiendo la absorbancia a 340 nm al iniciarse la reaccién (to), y después de 30 minutos de
incubacion a 30°C (ts).

Para examinar la naturaleza de dichos factores se precipit6 el extracto
crudo de hojas con TCA, y el sobrenadante (neutralizado) se mezcl6 con el
extracto crudo de raices. Como puede verse en la Tabla 18, los extractos de
hojas desproteinizados con TCA retenian la capacidad de inactivar a la NR de
raices. Los mismos resultados se obtuvieron al afiadir al extracto crudo de
raices la fraccion de componentes de bajo peso molecular (metabolitos)
obtenida a partir del extracto crudo de hojas mediante filtracion en un sistema
AMICON (Tabla 18). Cuando al extracto crudo de raices se le afiadia el
extracto de hojas previamente dializado, no se observaba la inactivacion de la
NR presente en el extracto crudo de raices (Fig. 47). Estos datos sugieren que
la inactivacion estd mediada por componentes de bajo peso molecular
presentes en los extractos crudos de hojas. Sin embargo, una vez que la NR en
los extractos crudos de raices era inactivada por la adicion del extracto crudo
de hojas, la posterior didlisis no tenia efecto en revertir la inactivacion (Tabla
19), sugiriendo una inactivacion estable de la enzima por los componentes de
bajo peso molecular presentes en los extractos crudos de hojas.

Tabla. 18. Inactivacién de 1a NR de extractos crudes de raices por componentes de bajo peso
molecular presentes en los extractos crudos de hojas.

Incubacion Activida_d NII{ a1
(umol NO;™ml™-h™)

100 ul EC raices 0,273

100 ul EC raices + 20 ul EC hojas 0,018

100 pl EC raices + 20 pl LMW 0,021

100 pl EC raices + 60 ul sobrenadante TCA 0,002
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100 pl de un extracto crudo de raices (5 ml-gPF") s¢ mezclaron con 20 pl de un extracto crudo de
hojas (10 ml-gPF"), o bien con la misma cantidad de la fraccion LMW obtenida a partir de éste en una
unidad de filtracion AMICON a través de una membrana de tamafio de exclusion Mr 10.000, 6 con la
cantidad correspondiente de la fraccién soluble neutralizada derivada de la precipitacion del extracto con
TCA al 10% (p/v). El volumen de las mezclas anteriores se completé hasta 300 pl con tampén de extraccion,
afiadiéndose posteriormente los reactivos del ensayo de actividad NR, que fue determinada tras 30 minutos
de incubacién a 30°C.

12

Fig. 47. Efecto de la diilisis del extracto
crudo de hojas sobre la inactivacién de
la NR de un extracto crudo de raices. El
extracto crudo de hojas fue obtenido en
relacién 10 ml-gPF . Una parte alicuota de
0,25 ml de extracto fue dializada a través
de Sefadex G-25, eluyéndose el extracto
dializado en un volumen final de 0,75 ml
A 17,1 pkat de actividad NR [100 pl de un
extracto crudo de raices (5 ml.gPF')] se
afiadieron 5 ul del extracto de hojas (A), o
una cantidad equivalente (15 pl) del
extracto dializado (O). Los volumenes de
las respectivas incubaciones fueron

2
o

nmol de NO
D

* completados hasta 300 pul con tampén de
0 10 20 30 extraccién, afiadiéndose los reactivos del
Tlempo ( min ) ensayo de actividad NR. La figura muestra

la produccién de NO," (nmol) a distintos
tiempos de ensayo de actividad en el
control sin adicion (M) y en las
incubaciones anteriores.

Tabla. 19. Efecto de la diilisis sobre la inactivacion de la NR en las incubaciones de extractos
crudos de raices previamente inactivada con extractos crudos de hojas.

Actividad
Incubacion NR
(umol NO,ml”-h™")
100 pl EC raices 0,320
100 pl EC raices + 5 ul EC hojas 0,060
100 pl EC raices + 5 pl EC hojas (incubacion dializada) 0,090

A 8,89 pkat de actividad NR (100 pul de un extracto crudo de raices preparado en relaciébn 5
ml-gPF) s¢ afiadieron 5 ul de un extracto crudo de hojas (10 ml-gPF“). El volumen de la incubacién se
completd hasta 300 pl con tampdn de extraccién estdndar. Una incubaci6n paralela se dializ6 durante una
hora en un sistema de microdiilisis a 4°C. Como control 100 ul del extracto crudo de raices se llevaron hasta
300 ul con tamp6n de extraccién. Todas las incubaciones se completaron con los reactivos del ensayo
determindndose la actividad NR en cada una de ellas. La actividad en la incubacién control mantenida a 4°C
durante el tiempo que duré la didlisis fue de 0,256 umol NO,ml™-h™.
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Hemos investigado si estos componentes eran capaces de inactivar a la
NR de otras fuentes biologicas vegetales. Para ello se compar6 la capacidad
de inactivar la NR de extractos crudos de raices de Lotus, hojas de espinaca y
de cebada obtenidas en el tampon estandar al incubarlos con extractos crudos
de hojas de Lotus. La Fig. 48 muestra que se conseguia un grado similar de
inactivacion sobre la NR en todos los casos.

g 100} §§
T 75} §
T 50} \
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Fig. 48. Efecto de la adicién del extracto crudo de hojas sobre la actividad NR de distintas
plantas. Se obtuvieron extractos crudos de raices de L. japonicus (5 ml-gPF“1 ), hojas de cebada (2
ml-gPF") y hojas de espinaca (2 ml-gPF") en tampén estandar como fuente de NR. Durante la extraccién se
afiadié PVPP insoluble (0,5 g-gPF"). Por otra parte se prepar6 un extracto crudo de hojas de L. japonicus
en el mismo tampén en relacién 10 ml-gPF. 100 pl del extracto crudo de raices de L. japonicus y 50 pl de
los extractos crudos de hojas de cebada y espinaca se mezclaron con 5 pl del extracto crudo de hojas de L.
faponicus. La actividad NR fue determinada en las incubaciones ({3 ),y en el mismo volumen de cada
uno de los extractos sin adicién ( [§Y) tras completarse los volimenes de las incubaciones hasta 300 pl con
tampon de extraccién y después con los reactivos del ensayo. La actividad en las incubaciones se expresa
c&rlnlohplorcentaje de actividad en los controles: L. japonicus: 0,260; cebada: 1,08; espinaca: 3,36 umol NO,’

Sin embargo, los niveles de actividad NiR y Fd-GOGAT en los
extractos crudos de raices de L. japonicus y en los extractos de hojas de
espinaca y cebada no se veian significativamente afectados por la adicion del
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extracto crudo de hojas de L. japonicus (Fig. 49 A y B). Estos datos parecen
indicar un efecto especifico de los componentes inactivantes de bajo peso
molecular de los extractos crudos de hojas de L. japonicus sobre la NR.

Actividad NiR (%)
g & 8

N
3]

Actividad MV-GOGAT (%)

L. japonicus [

Fig. 49. Efecto de la adicién del extracto crudo de hojas sobre la actividad MV-NiR y MV-
GOGAT. (A) 200 pl de los mismos extractos de la figura anterior se incubaron son 10 pl del extracto crudo
de hojas de L. japonicus. El volumen final se llevo hasta 1 ml con los reactivos del ensayo, determinindose la
actividad NiR en las incubaciones ((] ), y en los mismos volimenes de los extractos sin adicién (§4). La
actividad NiR en las incubaciones se expresa como porcentaje de la actividad en los controles tras 10 minutos
de ensayo: L. japonicus: 40,8; cebada: 157; espinaca: 91,2 pmol NO,mlI’-h?. (B) 400 pl de los extractos
anteriores se mezclaron con 20 pl del extracto crudo de hojas de L. japonicus. Se determind la actividad MV-
GOGAT en las incubaciones anteriores ([] ) y en los controles sin adicion ). Los reactivos para la
reaccion MV-GOGAT fueron afiadidos a las incubaciones, completando el volumen de ensayo hasta 2 ml. El
100% de actividad MV-GOGAT en los controles fue: L. japonicus 2,2; cebada 64,3; espinaca 75,2 pmoles
glutamato-mI™-h™.
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3.2. Expresion de la NADH-nitrato reductasa en plantas
transgénicas de L. japonicus con expresion de la NADH-nitrato
reductasa de espinaca bajo el promotor cab.

El uso de plantas transgénicas ha constituido una herramienta de gran
utilidad para conocer a qué niveles es regulada la expresion de la NR en
respuesta a distintos factores externos, como la luz y el nitrato, o internos,
como ritmos endogenos circadianos y la  disponibilidad de carbono reducido.
La expresion del gen de la NR de tomate en plantas mutantes de N.
plumbaginifolia deficientes en NR complementa la mutacion, y es
apropiadamente regulada en respuesta a la luz, nitrato y ritmo enddgeno
(Dorbe et al., 1992). La expresion de otros genes marcadores bajo los
promotores de los genes de NR de A. thaliana en plantas transgénicas de
tabaco ha llevado a identificar, mediante analisis de deleccion de la zona
promotora, las regiones implicadas en la regulacion de la enzima por nitrato
(Lin et al., 1994). La utilizacién de plantas transgénicas transformadas con el
gen de 1a NR bajo promotores constitutivos es un sistema muy apropiado para
los estudios de regulacion de la enzima a nivel transcripcional y post-
transcripcional. Dadas las ventajas que ofrece L. japonicus como sistema de
transformacion, el grupo del laboratorio de Long Ashton (Bristol, U.K.) ha
obtenido con este propdsito plantas transgénicas transformadas con el gen de
la NR de espinaca bajo el promotor cab.

Ya que en L. japonicus la asimilacion de nitrato parece ser
mayoritariamente en raices, hemos examinado si la expresion de la NR de
espinaca bajo el promotor cab en las hojas de las plantas transgénicas podia
afectar los niveles de expresién de la NR de L. japonicus en raices y hojas.
Los niveles de proteina en los precipitados del 0-40% de sulfato amoénico de
los extractos de raices y hojas fueron analizados mediante inmunodeteccion
en filtro. La Fig. 50 muestra que existia un contenido similar de proteina NR
en las raices de las plantas silvestres y transgénicas. Los niveles de actividad
NR en raices, asi como la sensibilidad de la enzima al Mg®* se mostraron
similares en ambos casos (Tabla 20), sugiriendo que la expresion de la enzima
de espinaca en las hojas de las plantas transgénicas no afectaba la expresion
de la enzima propia en raices. Sin embargo, no pudimos detectar actividad
enzimatica alguna de la NR en hojas de las plantas transgénicas, al igual que
ocurria en el tipo silvestre, ni en los extractos crudos de las hojas recogidas en
la primera hora de la fase de luz (Tabla 20), ni en la peniiltima hora de la fase
de oscuridad del fotoperiodo.
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raices hojas

wWT T WT T

Fig. 50. Andlisis mediante inmunodeteccién en filtro de la NR de L. japonicus en raices y hojas de
plantas silvestres y transgénicas. Se obtuvieron extractos crudos (2 mPgPF') de raices y de hojas
recogidas en la primera hora del periodo de luz, y se precipitaron entre el 0-40% de sulfato aménico. 300
pg de los respectivos precipitados se analizaron mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes e
inmunodeteccién en filtro con los antisueros obtenidos frente al péptido T-19-S de la NR de L. japonicus.
La actividad NR en los extractos crudos de raices de las plantas silvestres (WT) y transgénicas (T) fue de
0,49 y 0,69 pmol NO,ml™mg proteina’, respectivamente.

Tabla. 20. Niveles de actividad NR en extractos crudos de raices y de hojas de plantas silvestres
y plantas transgénicas con expresién de la NR de espinaca bajo el promotor cab.

Material Extraccion y Actividad NR1 1 Inhibigjén por
Ensayo [umol NO,™~(gPF) -h"] Mg (%)
Raices de plantas EDTA 1,97 796
silvestres MgCl, 0,40 ’
Raices de plantas EDTA 1,50 82.6
transgénicas MgCl, 0,26 ’
Hojas de plantas EDTA nd. )
silvestres MgCl, n.d.
Hojas de plantas EDTA n.d.
transgénicas MgCl, n.d. i

Las raices y hojas de las plantas fueron recogidas en la primera hora de la fase de luz. Se obtuvieron
extractos crudos (5 ml-gPF) en tampén 100 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 10 uM FAD, 3% (p/v) BSA, 0,1%
(v/v) Triton X-100, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, suplementado con 10 mM EDTA (extraccién EDTA) 610
mM MgCl, (extracciéon MgCl,). En las extracciones se afiadio PVPP insoluble (0,5 g-gPF"). 150 pl de cada
extracto se afiadieron a los reactivos del ensayo (b) descrito en Materiales y Métodos, y se determind la
actividad NR tras 15 minutos de incubacién de los ensayos a 30°C. El nivel de inhibicién por Mg** en los
extractos se calcul6 segiin ha sido referido por MacKintosh et al. (1995). (n.d. no detectable).
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Como en el caso de las plantas silvestres, la adicién de extractos crudos
de hojas de las plantas transgénicas a extractos crudos de raices inhibi6 la
actividad NR presente en estos ultimos (no mostrado). Los niveles
indetectables de actividad NR de espinaca en las hojas de las plantas
transgénicas podrian deberse al efecto inactivante de los componentes de bajo
peso molecular que hemos descrito anteriormente, ya que éstos vimos que
eran capaces de inactivar a la NR en extractos crudos de hojas de espinaca,
como se ha mostrado en el apartado anterior.

Los resultados anteriores sugieren una notable diferencia en los niveles
de expresion de la NR en raices y hojas de L. japonmicus. Esta planta
perteneceria al grupo de leguminosas de climas templados que asimilan
mayoritariamente en raices. Aunque el nivel de proteina NR era claramente
detectable en hojas, la actividad enzimatica resultd ser indetectable. Esto
pensamos que puede ser debido a la presencia de componentes de bajo peso
molecular en los extractos crudos de hojas, que parecen inactivar
especificamente a la NR. Sin embargo no sabemos si esta situacion se
produce exclusivamente in vitro o si también podria tener lugar in vivo.
Desgraciadamente, no ha podido determinarse repetitivamente actividad NR
in situ en hojas de L. japonicus por los distintos métodos descritos (Guerrero,
1982; Maurifio et al., 1986, Woodall, 1994), aunque este dato no lo tenemos
en cuenta para darle validez a la conclusion de que la actividad enzimatica
esta inhibida in vivo, puesto que es también altamente dificil detectar la
actividad NR in vivo con los mismos métodos en raices.

Los factores inactivantes de la NR presentes en los extractos crudos de
hojas parecen no estar relacionados, o al menos no ser del mismo tipo que los
compuestos de tipo fendlico que hemos descrito que se acumulan en raices, ya
que no son excluidos con PVPP o agentes reductores u otros protectores que
reducen la accidén de estos compuestos en los extractos. Dirr et al. (1973)
refirieron la presencia de compuestos fendlicos en extractos crudos de hojas
de varias especies de ericaceas, cuyo efecto inactivante sobre la NR y otras
enzimas no podia ser excluido en presencia de PVPP. Dichos compuestos no
eran dializables y su efecto si se protegia con polyclar-AT, con lo que
concluyeron que se trataba de compuestos de alto peso molecular del tipo de
taninos condensados o hidrolizables. Los factores inactivantes que hemos
descrito en los extractos de hojas de L. japonicus son de bajo peso molecular
y parecen tener un efecto especifico sobre la NR, con lo que muestran
también diferencias con los descritos en los extractos de hojas de ericaceas.
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Aunque se han descrito mecanismos de inactivacion de la NR que
implican la participacion de diferentes tipos de proteinas inactivadoras
(sistema de fosforilacion reversible mediado por quinasa, endopeptidasas,
proteinas que inactivan a la NR reversible o irreversiblemente sin implicar la
proteolisis de la enzima) la inactivacion de la NR por compuestos de bajo
peso molecular ha sido poco referida. En Chlorella, Losada et al. (1970)
describieron la inactivacion reversible de la NR en células cultivadas en
amonio. Este mecanismo de inactivacion parece guardar relaciéon con la
inactivacion in vitro posteriormente bien caracterizada de la enzima de
distintas algas por NADH y bajas concentraciones de cianuro u O; en
ausencia de nitrato (Solomonson y Vennesland, 1972; de la Rosa, 1983).
Aunque la forma inactiva de la NR ha sido descrita en otros organismos
fotosintéticos y plantas (Solomonson y Barber, 1990), no se ha conseguido
purificar a partir de éstos un complejo inactivo NR-cianuro como en el caso
de Chlorella (Lorimer et al., 1974). La inactivacion de la NR por los
compuestos de bajo peso molecular presentes en los extractos crudos de hojas
de L. japonicus no parece guardar relacion con este mecanismo, ya que se
observa en condiciones muy distintas de las descritas en Chlorella.

Recientemente en nuestro laboratorio hemos observado que la
inactivacion de la NR en los extractos crudos de raices por la adicion de
extractos crudos de hojas se protegia en un 40% por la presencia de fosfato
inorganico en los ensayos (A. Orea, comunicacién personal). En el
mecanismo de fosforilacion reversible de la enzima NR de espinaca se ha
referido la reactivacion de NR por fosfato inorganico (Huber et al., 1992;
Huber y Huber, 1995). No obstante pensamos que es dificil que la
inactivaciéon que nosotros hemos descrito por componentes de bajo peso
molecular tuviera relacion con dicho mecanismo, ya que en nuestras
condiciones de ensayo, en ausencia de fosfato y en presencia de EDTA, no
deberia observarse inactivacion de la NR de acuerdo con los modelos
propuestos.

En cualquier caso si resulta interesante que en la regulacién por
interconversion por fosforilacion los elementos clave que se modulan, y
dispara la regulacién son componentes de bajo peso molecular (Mg**, Ca®,
etc.) ya que los niveles de las proteinas participantes (quinasas, NIP,
fosfatasas) se ha descrito que son bastante constitutivas, estando incluso
presentes en situaciones donde no hay proteina NR (Glaab y Kaiser, 1996).
Nuevos trabajos estan en marcha en nuestro laboratorio para tratar de
identificar la naturaleza de los componentes inactivantes encontrados, y si
guardan alguna conexion con el mecanismo de fosforilacion reversible, para
lo cual seria preciso nuevos elementos que puedan explicar estos resultados.
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En este trabajo se han estudiado dos aspectos relacionados con la
expresion de enzimas de la asimilacion de nitrogeno en plantas superiores.
Por un lado la regulacion de la expresion de la Fd-GOGAT de cebada, y, por
otro, la expresion de la NR de la leguminosa modelo L. japonicus.

En relacion con la Fd-GOGAT de cebada se ha encontrado lo siguiente:

1. La Fd-GOGAT se expresa tanto en hojas como en raices de cebada, si bien
el nivel de expresion es cinco veces menor en raices que en hojas en
términos de proteina total. La enzima de hojas y raices son proteinas
antigénicamente muy similares, y son susceptibles de degradacion
proteolitica en extractos crudos a fragmentos de 69 y 96 kDa. La
proteolisis de la Fd-GOGAT se ha comprobado que afecta a la actividad
dependiente de ferredoxina, pero no a la que utiliza metil violégeno
reducido.

2. Ademas de la regulacion por diferenciacion de érgano, la expresion de la
Fd-GOGAT en cebada esta afectada por factores como la luz, el nitrégeno
exdgeno y el desarrollo. Aunque la luz y el nitrégeno exdgeno en plantas
desprovistas de los mismos producen una estimulacion de 2 a 3 veces en
los niveles de proteina y actividad enzimatica, ninguno de estos factores
son requisitos indispensables para la expresion de la Fd-GOGAT, ya que
niveles constitutivos sustanciales de actividad enzimatica y proteina estan
presentes en plantas etioladas, plantas verdes adaptadas a prolongados
periodos de oscuridad, asi como en plantas sometidas a carencia de
nitrégeno exdégeno.

3. En cuanto al desarrollo, la Fd-GOGAT comienza a ser detectable a nivel
de actividad enzimdtica y proteina a partir de los 4 dias después de la
siembra. En un solo dia experimenta un aumento de 30 veces, coincidente
con la expansion de la primera hoja. El nivel de Fd-GOGAT se hace
maximo entre los dias 9 y 10 a partir de la siembra, y después disminuye.
La determinacion de los niveles de Fd-GOGAT en distintas hojas de la
planta apoya también la existencia de una clara influencia de la
edad/desarrollo en los niveles de Fd-GOGAT. Pensamos que estos
cambios en los niveles de Fd-GOGAT deben estar relacionados con
cambios en la traslocacion de metabolitos nitrogenados, fundamentalmente
glutamina, desde las partes maduras a las partes jovenes de la planta. Este
y los mecanismos de regulaciéon antes mencionados operan a nivel
transcripcional, si bien se presentan algunos indicios de que procesos post-
transcripcionales son también de importancia.
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4. Se han analizado a nivel de mRNA y proteina una serie de mutantes
fotorrespiratorios deficientes en la actividad Fd-GOGAT. Los mutantes
RPr 82/9 y RPr 84/82 estan afectados a nivel traduccional o post-
traduccional, mientras que los mutantes RPr 82/1 y RPr 84/42 lo estéan en
el inicio/terminacion de la transcripcion o bien en el procesamiento del
mRNA, indicando la importancia de todos estos procesos en la regulacion
de la expresion de esta enzima.

En relacion con los estudios de la NR de L. japonicus, los resultados
obtenidos nos llevan a las siguientes conclusiones:

1. Se ha observado una influencia de la edad y/o condiciones de cultivo en
los niveles de nitrato y proteina/actividad NR en extractos crudos de
raices de L. japonicus, comprobandose una disminucién de dichos
parametros durante el crecimiento provocada por la limitacion de espacio
para €l desarrollo de la raiz. Esta disminucién es mas acentuada a nivel de
actividad enzimatica que de proteina NR, lo que ha dado pie a investigar
la presencia de posibles factores inactivantes de la NR en esta planta.

2. En relacion con el mecanismo de inactivacion reversible de la NR por
fosforilacién/defosforilacion hemos encontrado que la NR en extractos
crudos de raices de L. japonicus esta en un estado fuertemente inactivado,
como se demuestra por el alto grado de inhibicion por Mg?* de la
actividad. La enzima puede ser reactivada in vitro por la presencia
conjunta de EDTA en exceso y AMP, indicando la operatividad de este
mecanismo. Sin embargo, el grado de inhibicion por Mg®* no varia
sustancialmente en respuesta a transiciones luz/oscuridad, ni durante el
crecimiento de la planta.

3. Se ha examinado la presencia de otro tipo de factores inactivantes en
extractos crudos de raices de L. japonicus, encontrandose que
componentes de alto y bajo peso molecular de caracter fenolico se
acumulan en las raices en estados mas maduros del crecimiento en
respuesta a las situaciones de estrés relacionadas con la limitacién de
espacio.

4. Las plantas de L. japonicus cultivadas en amonio como unica fuente de
nitrégeno carecen de actividad enzimatica NR detectable en extractos
crudos de raices, si bien se ha comprobado la presencia de proteina NR,
con lo que debe estar operando algun mecanismo de regulacion post-
traduccional en estas condiciones. Los componentes fenodlicos antes
mencionados también se acumulan en esta situacion, pero la actividad
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enzimatica no logra detectarse incluso en condiciones donde se protege de
la accion de dichos compuestos.

. En los extractos crudos de hojas de L. japonicus puede detectarse la
proteina NR, aunque la actividad enzimatica resulta indetectable incluso
en unas condiciones similares a las que permite detectar maximos de
actividad en otros organismos. Se ha comprobado en hojas la presencia de
componentes de bajo peso molecular, de naturaleza distinta a los que se
acumulan en raices, que inactivan a la NR de raices de esta planta asi
como de distintas fuentes vegetales de manera estable y especifica. Estos
componentes también estan presentes en los extractos crudos de hojas de
plantas transgénicas de L. japonicus con expresion de la NR de espinaca
bajo el promotor cab, donde tampoco se ha detectado la actividad
enzimatica.
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