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I. INTRODUCCION



La materia viva contiene una gran cantidad de nitrégeno que se encuentra
incorporado en sus proteinas, dcidos nucleicos y otras muchas biomoléculas. Las
células vegetales pueden obtener este nitrégeno, durante su crecimiento
autotréfico, de dos formas alternativas: 1) mediante la fijacién de nitrégeno
molecular presente en el aire; o 2) mediante la asimilacién de nitrato o amcnio

presente en solucién acuosa, en el suelo.

La fijacién de nitrégeno sélo pueden llevarla a cabo ciertos procariotas y
algunas plantas que forman asociaciones simbiéticas con bacterias fijadoras de
nitrégeno. Por el contrario, una amplia variedad de organismos (bacterias, hongos,
algas y plantas superiores) poseen la capacidad de asimilar el nitrato. Por esta
razén, aunque el nitrégeno molecular es mucho mds abundante en la naturaleza
que el nitrato, la cantidad de nitrégeno organico producido por asimilacién de
nitrato, 2 x 1010 toneladas/afio, (Guerrero et al., 1981) es cien veces superior al
producido por la fijacién de nitrégeno molecular, 2 x 108 toneladas/afio (Burns y

Hardy, 1975).

En la naturaleza el amonio se forma como producto final de la degradacién
de la materia organica. La acumulacién de este ion en el suelo es muy escasa
debido a que en suelos convenientemente aireados la accién de las bacterias
nitrificantes produce su oxidacién dando lugar a la formacién de nitrato en el
suelo. Se estima que entre el 60 y el 90% del amonio incorporado al suelo, bien por
procesos bioldgicos, bienA afiadido en forma de fertilizantes, se oxida hasta nitrato
al cabo de unas cuatro semanas. El amonio puede constituir la forma de nitrégeno
més abundante en suelos en los que el proceso de nitrificacién se ve

desfavorecido, como ocurre en suelos 4cidos y poco oxigenados.



El proceso de asimilacién de nitrato por las plantas consta de las siguientes
etapas: 1) absorcién del nitrato por la raiz; 2) translocacién a las partes aéreas; 3)
reduccién del nitrato a amonio; y 4) la incorporacién de dicho amonio a esqueletos

carbonados para la sintesis de aminodcidos.

En la mayoria de las plantas herbéceas la asimilacién de nitrato tiene lugar
en las hojas aunque en algunos casos la asimilacién en las raices puede tener
mayor relevancia en las primeras fases de crecimiento (Andrews, 1986; Oaks,
1992). Sin embargo en las plantas lefiosas y algunas leguminosas como la soja la

asimilacién de nitrato tiene lugar en las raices.

La reduccién de una molécula de diéxido de carbono al nivel de
carbohidrato requiere cuatro electrones. En cambio, la conversién del nitrégeno
nitrico en nitrégeno orgénfco requiere un total de diez electrones: ocho de ellos se
emplean en la reduccién de nitrato a amonio y dos en la asimilacién de este dltimo.
Teniendo en cuenta que la razén C/N en la materia seca vegetal es, por término
medio de 10, puede estimarse que, en cuanto a produccién de biomasa vegetal, la
proporcién de electrones que se requieren para la reduccién de nitrato es

aproximadamente de un cuarto de aquellos necesarios para la fijacién de CO,

(Guerrero et al., 1981).



1.1 ASIMILACION DE NITRATO EN PLANTAS
1.1.1 Absorcion de nitrato

En la mayoria de los suelos, el nitrégeno se encuentra fundamentalmente en
fcrma de nitrato, debido a que el amonio (NHg+) es rdpidamente oxidado por las
bacterias nitrificantes. No obstante las concentraciones de nitrato en el suelo
pueden variar en un amplio margen, por lo que es necesaria la existencia de un
sistema de transporte suficientemente versitil como para mantener los
requerimientos de la planta en cualquier situacién. El proceso de asimilacion del

nitrato en las plantas, por tanto, comienza con la absorcidn de nitrato por la rafz.

Las células de la raiz acumulan nitrato en contra de gradiente
electroquimico. Cuando las ral’cesA estin inmersas en soluciones que contienen
nitrato a concentraciones de 0.1 a 10 mM, las células epidérmicas y corticales de la
raiz presentan concentraciones citosélicas de nitrato de 3 a 5 mM indicando la
implicacién de un sistema de transporte activo, ya que para alcanzar estas
concentraciones internas mediante un transporte pasivo serian necesarias

concentraciones externas superiores a 50 mM.

Estudios realizados con plantas de cebada cﬁltivadas utilizando medios
ricos en nitrato, muestran curvas de absorcién de nitrato que presentan tipicas
cinéticas de tipo Michaelis-Menten. Del andlisis de estas cinéticas se deduce un
sistema de transporte que actia en presencia de bajas concentraciones de nitrato

(inferiores a 1 mM) y que presenta una K, entre 0.01 y 0.1 mM. Este sistema de

transporte activo parece ser dependiente de una ATP-asa del plasmalema que

transporta unidireccionalmente H+ al exterior. Esto origina un gradiente



electroquimico de H+, lo que suministra la energia necesaria para introducir NO3-
por un mecanismo de simporte con H+ con una estequiometria de 2H+ por NOs-, lo

que produce la alcalinizacién del medio y la despolarizacién de la membrana
plasmatica (McClure et al., 1990; Ullrich, 1992). Las plantas que no han sido
expuestas a nitrato muestran una baja velocidad de absorcién. Sin embargo una
-vez en presencia de nitrato, al cabd de unas 3 o 4 horas, se comienza a producir la
aceleracion de la absorcién hasta que se alcanza una velocidad médxima y
constante, proceso que puede durar dos o tres dias. Como esta aceleracién no
ocurre si, ademds de nitrato, se afladen inhibidores de la transcripcién o de la
sintesis de proteinas, se ha interpretado que este sistema de transporte es inducible

por nitrato.

Ademads de este sistema de transporte activo, de alta afinidad e inducible por
nitrato se ha puesto de manifiesto que en células epidérmicas y corticales de la raiz
existe un segundo sistema de transporte, constitutivo y de baja afinidad que es
operativo a partir de concentraciones de nitrato superiores a 1 mM, mostrando
valores de Ky mucho més altos, de hasta 25 mM. Sin embargo, algunos autores
han encontrado que este transporte obedece mds bien a una cinética de tipo lineal
que reflejaria una difusién pasiva del nitrato, probablemente a través de canales

ionicos (Siddigi et al., 1990; Aslam et al., 1992; Ullrich, 1992).

La concentracién de nitrato en la disolucién del suelo es generalmente
inferior a 1 mM por lo que, salvo en situaciones de un elevado aporte de nitrato en

la mayoria de las situaciones operaria basicamente el mecanismo de alta afinidad.

Una vez transportado al interior de la raiz, el nitrato puede ser reducido



hasta amonio e incorporado a esqueletos carbonados en este mismo 6rgano,
almacenado transitoriamente en las vacuolas, o transportado por el xilema hasta las
hojas, sitio fundamental de su asimilacién en plantas herbaceas (Lewis et al., 1986,
Lewis et al., 1987). Por el momento se desconoce el mecanismo de transporte de

nitrato desde el xilema hasta el interior de la célula del meséfilo de la hoja.

En suelos acidos, poco propicios para las bacterias nitrificantes, el amonio
constituye la forma méds comin de nitrégeno inorgdnico asimilable, por lo que las
plantas también han desarrollado sistemas de transporte de este ion al interior de la
rajz. Al igual que para el nitrato, en plantas superiores también existen
transportadores de amonio de alta y baja afinidad (Ullrich, 1992; Glass y Siddiqi,
1995). Una vez en la raiz, el amonio, que no es normalmente translocado por el
xilema en plantas herbéceas, se asimila directamente en ella hasta aminoacidos, que
pueden utilizarse directamente en la raiz, en el caso de una asimilacién conjunta de
amonio Y nitrato, o exportarse al resto de la planta si la dinica fuente de nitrégeno

la constituye el amonio (Lewis et al., 1986, Lewis et al., 1987)

1.1.2 Reduccion de nitrato hasta amonio

El nitrato se reduce a amonio en un proceso que implica dos pasos

catalizados por la nitrato reductasa:

NO; +2e”+2H" — NO; +H,0

y la nitrito reductasa.

NO; +6¢” +8H' — NH} +2H,0



Los dos electrones necesarios para reducir el nitrato los suministra el NADH
o el NADPH, mientras que los seis electrones necesarios para reducir el nitrito hasta

amonio se obtienen de la ferredoxina reducida.
1.1.2.1 Nitrato reductasa

La nitrato reductasa (NR; EC 1.6.6.1-3), el primer enzima en la via de
reduccién de nitrato, cataliza la reduccién de nitrato a nitrito dependiente de
piridin nucleétidos. En plantas superiores y algas aparecen dos isoformas de
nitrato reductasa: una de ellas que utiliza de forma especifica NADH (NADH:NR;
EC 1.6.6.1); y otra biespecifica NAD(P)H (NR; EC 1.6.6.2). Ademds en hongos
aparece una tercera isoforma de NR que utiliza especificamente NADPH

(NADPH:NR; E.C. 1.6.6.3).

La NR es un holoenzima con un peso molecular de entre 200-220 KDa y
estd constituido por dos subunidades idénticas de 100-110 KDa (Kuo etal., 1980;
Oji et al., 1985; Wray, 1989). Cada subunidad contiene una cadena transportadora
de electrones, en la que se encuentran tres cofactores, un grupo FAD, un grupo
hemo tipo citocromo b (cit-bss7), y un cofactor que contiene molibdeno (MoCo)
(Campbell y Kinghorn, 1990; Solomonson y Barber, 1990; Reidenbaugh y
Campbell, 1991; Rouze y Caboche, 1992; Crawford, 1995; Campbell, 1996). Estos
tres grupos prostéticos estdn unidos entre si por puentes sensibles a proteasas.
Cada subunidad estd formada por tres fragmentos de 28, 14 y 75 KDa que se
corresponden a los dominios que contienen los cofactores FAD, hemo y I\EoCé
respectivamente. Estudios posteriores, en los que se ha trabajado con la secuencia

de aminodcidos de la NR han puesto de manifiesto que estas regiones de unién a



cofactores se encuentran alineadas en la secuencia (Campbell y Kinghorn, 1990;
Solomonson y Barber, 1990; Rouze y Caboche 1992; Campbell, 1996) lo que se
ha demostrado por comparacién con las secuencias de otras proteinas con una
funcionalidad claramente definida. Asi se ha determinado que la regién N;terminal
de la NR es similar a la secuencia de unién al cofactor de Mo del enzima sulfito
oxidasa de mamiferos (EC 1.8.3.1); la zona central de la NR coincide con el Cit bs
de plantas y mamiferos; y la regién C-terminal es similar a la Cit bs reductasa de
mamiferos (EC 1.6.2.2). Estos datos junto con los tltimos resultados obtenidos,
sobre la conformacién tridimensional de la NR, han permitido determinar que la NR
estd construida como una estructura estable tanto catalitica como funcionalmente,
formada por diferentes médulos (Quinn et al., 1994; Quinn et al.,1996; Trimboli et
al., 1996; Ratnam et al., 1997; Shiraishi y Campbell, 1997); y que realmente esta
constituida por cinco dominios estructurales (Campbell, 1999), que serian: 1)
dominio del cofactor de Molibdeno; 2) zona de interaccién del dimero; 3)

Citocromo b; 4) zona de unién al FAD; y 5) zona de unién al NAD(P)H.

La NR actda como un sistema redox que posee en su interior una cadena
transportadora en la que se transfieren dos electrones desde el NAD(P)H hasta el
nitrato a través del FAD, Fe y Mo que se van oxidando y reduciendo ciclicamente.
Los potenciales redox para el FAD, hemo-Fe y el cofactor de molibdeno son -272
a -287 mV, ~123 a -174 mV y -25 a +15 mV, respectivamente (Ratman et al.,
1995; Campbell, 1996; Hille, 1996; Trimboli et al., 1996; Ratnam et al., 1997; Barber
et al., 1997; Campbell, 1999). Recienter;lente se ha puesto de manifiesto que estos
potenciales redox se mantienen gracias a la presencia de determinados residuos

que interaccionan con los cofactores, de forma que la modificacion en el entorno



de los mismos puede producir la variacién de estos potenciales redox y por lo
tanto afectar a la actividad NR. El sitio de unién del donador de electrones se
encuentra en el extremo carboxi-terminal de la proteina mientras que la reduccién

de nitrato a nitrito tiene lugar en el extremo amino-terminal.

Duraﬁte la actividad catalitica de la nitrato reductasa, se produce el flujo de
electrones desde el NAD(P)H al nitrato. Ademds de esta actividad, que es la
fisioldgica, la nitrato reductasa posee una serie de actividades parciales en las que
solo intervienen parte de los grupos prostéticos del enzima. Estas actividades
parciales catalizadas por la NR han sido muy ttiles en el estudio de la bioquimica
del enzima. Estas actividades parciales son dos: a) actividad diaforasa, que implica
la reduccién de diversos aceptores artificiales de electrones tales como el
ferricianuro o el citocromo c oxidado, sin la participacién del MoCo; y b) actividad
terminal reductora de nitrato, la cual reduce el nitrato a nitrito con diversos
sistemas donadores de electrones a un nivel posterior al dominio del FAD. Varios
compuestos inhiben de forma especifica cada una de dicha actividades parciales.
Asi, la actividad diaforasa se inhibe por reactivos de grupos sulfidrilos, como la
N-etilmaleimida o el p-hidroximercuribenzoato, mientras que la actividad terminal

es inhibida por cianuro, anién superéxido o acetileno.

La mayor parte de las NR de plantas superiores estudiadas presentan su
éptimo de actividad a un pH de 7,5. Los valores de Ky, varian entre las diferentes
especies, aunque en las preparaciones de NR purificada los valores mas frecuentes
oscilan entre 50 y 100 uM para el nitrato y entre 1 y 5 yM para el NADH
(Guerrero et al., 1981; Cambell, 1989; Dwivedi et al., 1994; Trimboli y Barber, 1994
; Barber et al., 1997; Ratnam et al, 1995; Ratnam et al, 1997; Su et al., 1997; Lillo et



al., 1997). Se han encontrado valores muy superiores a éstos para otras isoformas
del enzima o bien por accién de inhibidores. As{ para la isoforma constitutiva de

NADH:NR de soja la Ky, para NO3- es de 15 mM mientras que en presencia de
dcido alantoico 200 uM, esta Ky, se incrementa hasta 60 mM (Li y Gresshoff,

1990).

La localizacién intracélular de la nitrato reductasa de plantas superiores no
se ha establecido con claridad aunque existen varias pruebas que indican una
localizacidn citosélica (Dalling et al., 1972; Harel et al., 1977; Wallsgrove et al.,
1979; Beevers y Hageman, 1980; Vaughn y Campbell, 1988). Sin embargo la
localizacién extracitoplasmdtica también se ha descrito en algunos casos. Asi la
NR foliar de espinaca se ha localizado exclusivamente en el cloroplasto (Kamachi
et al., 1987), mientras que Roldan et al., (1987) la ha localizado tanto en el
citoplasma como en el cloroplasto. En hojas se ha planteado varias veces la
existencia de formas de NR unidas a membrana, sin embargo siempre esta fraccién
ha sido significativamente menor que aquella que aparece en la fraccién soluble.
No obstante en células de raiz si se ha localizado con claridad en la membrana. lo
que se ha interpretado como una implicacién en elvsistema de transporte de nitrato

(Ward et al., 1988; Ward et al., 1939).

La NR ha sido caracterizada también a nivel genético. Los primeros
mutantes deficientes en NR en plantas superiores se aislaron en Arabidopsis
thaliana (Oostindier-Braaksma y Feenstra, 1973), seguida de la identificacién de
mutantes deficientes en NR en tabaco (Mendel y Muller, 1976; Muller y Grafe,
1978; Mendel y Muller, 1979,) y cebada (Warner y Kleinhofs, 1977). En plantas se

identifican varios genes estructurales del apoenzima de la NR y a los que se



denomina cominmente genes nia y particularmente en cebada genes nar. Muchos
de estos genes nia o nar se han clonado y secuenciado en varias especies (Wray,
1989). El andlisis genético de los mutantes confirma que el nimero de genes nia
varia en las diferentes especies estudiadas. Se conoce la secuencia completa de los
genes de la NR de Arabidopsis, cebada, soja, tabaco, tomate, espinaca, calabaza y
arroz. Los genes contienen entre 3 y 5 Kb. En hojas de tomate, tabaco y arroz la
organizacién general de estos genes es muy similar; su secuencia esta interrumpida
por tres intrones de tamafio variable pero localizados en posiciones muy
conservadas de una especie a otra (Daniel-Vedele et al., 1989). El andlisis de la
secuencia genémica de la NADH:NR (nar 1) de cebada muestra la presencia de un
tnico intrén de 1,6 Kb y dos exones de 1170 y 1578 pb. La localizacién de este
intrén en cebada corresponde a la localizacién del segundo intrén del resto de las
especies mencionadas. Por otra parte la regién codificante del gen de la
NAD(P)H:NR en cebada es de un tamafio algo menor que el de la NADH:NR. Este
gen posee dos pequefios intrones de 118 y 116 pb y tres exones de 964, 141 y
1568 pb. Los intrones estin localizados en la misma posicién que los dos primeros
intrones del gen de la NADH:NR de tomate (Kleinhofs y Warner, 1992). Ademas
de los genes nia, se han aislado y caracterizado otros genes implicados en la
biosintesis del MoCo, y a los que se denomina comiinmente genes cnx, o en

cebada, genes nar.

Hoy en dia hay més de 50 secuencias de la NR en GenBank en la que se
incluyen un gran nimero de NR de plantas superiores, algas y hongos. A partir del
gran nimero de clones y secuencias tanto de ADN como de ADNc se ha

conseguido una amplia base de datos de secuencias de aminodcidos deducidas

(Rouze y Caboche,1992; Crawford, 1995; Campbell, 1996). Ademds, lograr la
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expresion de la NR en forma de recombinantes, (Su et al., 1996; Su etal., 1997) ha
permitido trazar nuevas lineas de investigacion. Estos sistemas recombinantes se
han utilizado para obtener mutantes deficientes en la actividad, total o bien parcial
de la NR (Gonzdlez et al., 1995; Nussaume et al., 1995; Schondorf y Hachtel, 1995;
Dawson et al., 1997; Lejay et al., 1997; Scheible et al., 1997).

1.1.2.2 Nitrito reductasa.

La nitrito reductasa (NiR; ferredoxina-nitrito oxidorreductasa, EC 1.7.7.1)
cataliza la reduccién de nitrito a amonio en una reaccién de transferencia de seis
electrones en la que no se liberan formas intermediarias. La nitrito reductasa de
plantas es un polipéptido monomérico de masa molecular entre 61 y 63 KDa. Se ha
demostrado que posee como grupos prostéticos redox, un centro sulfoférrico
(4Fe-45) y un sirohemo. Ambos grupos prostéticos, unidos entre si por un atomo
de azufre de una cisteina, forman parte del centro activo de la nitrito reductasa (Ip

etal., 1990).

La nitrito reductasa es un enzima que se localiza en los cloroplastos de los
tejidos fotosintéticos y en los plastidios de aquellos tejidos que no lo son. La
reduccién de nitrito depende directamente del transporte fotosintético de
electrones para el suministro de la ferredoxina reducida. En tejidos no
fotosintéticos, su donador de electrones es una proteina parecida a la ferredoxina
~ de hojas que es reducida por una NADPH-ferredoxina reductasa con NADPH

generado en la via de las pentosas fosfato (Suzuky et al., 1985).

A diferencia de lo que ocurria con el amplio rango de plantas mutantes que

carecian de actividad NR, los mutantes que carecen de NiR han sido mds dificiles
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de aislar. Esto se debe, en parte, a la naturaleza téxica del nitrito, que produce
problemas graves en el metabolismo celular. En espinaca y maiz se han

caracterizado clones de ADNc de NiR.
1.1.3 Asimilacion de amonio hasta aminoacidos.

La asimilacién de amonio en la hoja, independientemente de su origen (e.g.
fotorrespiracién, degradacién proteica, reduccién de nitrato, transporte desde la
raiz), ocurre mediante las reacciones catalizadas por los enzimas de la ruta de la

glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS/GOGAT) que consta de dos reacciones:

Glutamato + ATP + NH; — Glutamina + ADP + P;

Glutamina + & - cetoglutarato + 2¢~ —» 2Glutamato

1.1.3.1 Glutamina sintetasa.

La Glutamina sintetasa (GS; L-glutamato:amonio ligasa; EC 6.3.1.2) cataliza
la incorporacién, dependiente de ATP, de amonio a una molécula de glutamato

para producir glutamina. Este enzima presenta una K, muy baja para el amonio

(Km entre 3 y 5 uM) y aparece en todos los tejidos vegetales.

La GS de plantas superiores es una proteina octamérica con un peso
molecular de 350-400 KDa. En hojas, se han aislado dos isoenzimas que se
localizan en el citoplasma (GS1) y eh el cloroplasto (GS2). La proporcién en la que
aparecen cada una de estas isoformas varia en las diferentes especies estudiadas y
parece estar en funcién del estado de desarrollo del tejido. La comparacién

inmunolégica entre ambas isoenzimas ha demostrado un cierto grado de similitud
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estructural ya que son reconocidas de forma cruzada por anticuerpos policlonales.
El andlisis de la secuencia de aminoécidos estima la homologia de secuencias de las
isoenzimas del citosol y del cloroplasto en torno al 75%. La GS2 es la responsable
de la asimilacién primaria de amonio (Lea y Miflin, 1974), mientras que la GS1esla
encargada de la ‘reasimilaccién del amonio fotorrespiratorio. En la raiz existe una

sola isoforma de glutamina sintetasa (Gsr) localizada en el citosol (Lea et al., 1992)

1.1.3.2 Glutamato sintasa.

Este enzima es el responsable de la transferencia del grupo amido de la

glutamina al «-cetoglutarato para dar dos moléculas de glutamato, una de las

cuales se reutilizard en esta reaccién. Existen dos formas diferentes de glutamato
sintasa en plantas superiores, que se diferencian en la fuente de poder reductor
que utilizan asi como en su localizacién. Una de ellas utiliza ferredoxina reducida
como fuente de poder reductor, la L-glutamato:ferredoxina oxidorreductasa,
transaminante (EC 1.4.7.1) y se localiza en el cloroplasto. La otra utiliza como
fuente de poder reductor NADH, la L-glutamato:NAD+ oxidorreductasa,
transaminante (EC 1.4.7.14). La glutamato sintasa dependiente de ferredoxina es
una flavoproteina hierro-azufre constituida por un tnico polipétido de 140-165
KDa. El enzima dependiente de NADH es un monémero con un peso molecular de
200 KDa, aparece en muy bajas concentraciones en la hoja mientras que

constituye la actividad predominante en raices.

A partir de glutamato y glutamina y por accién de las transaminasas se
cataliza la transferencia del grupo amino y asi se da lugar a los diferentes

aminoacidos.
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1.2 REGULACION DE LA ASIMILACION DE NITRATO

Los niveles de nitrito reductasa en los tejidos suelen ser bastante mas
elevados que los de nitrato reductasa para asegurar que no se acumule nitrito y
evitar asi su toxicidad. Ademds si se produce nitrito en exceso este nitrégeno se
puede perder hacia las zonas colindantes, especialmente en las células de la raiz
(Botrel et al.,, 1996), ya que el HNO, disociado atraviesa con facilidad las
biomembranas. La reduccién de nitrato a nitrito es, por tanto, la etapa limitante en
la reduccién asimilativa de nitrato (Beevers y Hageman, 1969) y por tanto la
regulacién de NR se hace de vital importancia para controlar la asimilacién de
nitrato hasta amonio. Probablemente ésta sea la razén por la que la nitrato
reductasa se halle sometida a mecanismos de regulacién mds sofisticados que la

nitrito reductasa (vease Mackintosh y Meek, 2001; Kaiser y Huber, 2001).

Ademds, hay algunos datos que indican que reduccién de nitrato puede
producir el aumento de las emisiones de NO (Rockel et al., 1996; Yamasaky y
Sakihama, 2000; Mackintosh y Meek, 2001), via descomposicién del nitrito
(Klepper, 1990). Aunque estas emisiones de NO son despreciables frente al total de
nitrégeno asimilado por la planta, se ha postulado que este gas podria estar

actuando como sefial entre los diferentes érganos de la planta.

La capacidad para reducir nitrato de una planta depende de varios factores:
la disponibilidad de sustratos en el citoplasma; concentraciones en equilibrio
dindmico de nitrato y NAD(P)H; el nivel de NR funcional (Galangau et;l., 1988;
Long et al., 1992; Li y Oaks, 1993; Vicentz etal., 1993; Lin et al., 1994; Huber et
al., 1994a; Kaiser y Huber, 1997); y estado de activacién de la NR (Beevers y
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Hageman, 1969; Guerrero et al., 1981; Kaiser y Huber, 1994; Campbell, 1996;
Campbell, 1999). Cada uno de estos procesos se regula de forma directa o
indirecta en funcién del estado metabdlico de la planta gracias a la intervencion de
diferentes sistemas que permiten coordinar la asimilacién de nitrégeno con el
aporte de esqueletos carbonados y prevenir de esta forma el envenenamiento por

nitrito (Provan y Lillo, 1999)
1.2.1 Regulacién de la sintesis de la NR foliar.

La nitrato reductasa es una proteina con una vida excepcionalmente corta,
siendo su vida media tan sélo de algunas horas. Este es el motivo por el que la
sintesis del enzima es muy elevada y por lo que su induccién foliar juega un papel
fundamental en la regulacién de la actividad NR. Recientemente se han llevado a
cabo estudios detallados sobre este sistema de control utilizando plantas de tabaco

(Scheible et al., 1997).

El gen de la NR es inducible por sustrato en muchas especies vegetales,
aunque hay algunas excepciones tales como la soja que presenta formas de la NR
tanto constitutiva como inducibles. En plantas sometidas a tratamientos cortos
(algunos minutos) de induccién por nitrato, se produce el aumento de los niveles
de ARNm-NR (Cheng et al., 1986;Meltzer et al., 1989). Estos niveles tras un corto
periodo de lag alcanzan en pocas horas un nivel estacionario (Crawford, 1995;
Rouce y Caboche, 1992; Solomonson y Barber, 1990). Esta induccién por nitrato
se desencadena para valores de sust;;lto tan bajos como 50 gM. La respuesta de la
NR frente a nitrato es debida a una proteina “sensora de nitrato” que se produce

de forma constitutiva, y no caracterizada aidn, que se une a una regién reguladora
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de los genes de la NR favoreciendo la transcripcién de los mismos (Redinbaugh y
Campbell, 1991). Actualmente se conoce esta region reguladora del promotor del

gen de la NR (Hwang et al., 1997).

El suministro de clorato a plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas en amonio
préduce él incremento de ARNm-NR debido a la unién del clorato con el receptor
al que se une el nitrato. En hojas la induccién de la NR por nitrato requiere ademds
la existencia de cloroplastos funcionales, en este sentido se ha propuesto que la
sintesis de este enzima en el citoplasma requiere un factor que se forma en los
cloroplastos. Esta hipétesis se sustenta en que no se produce la induccién de la
nitrato reductasa en los siguientes casos: en especies mutantes que carecen de
ribosomas cloroplastidicos; en presencia de inhibidores especificos de la sintesis de
proteinas en los cloroplastos; y cuando los cloroplastos son parcialmente dafiados
mediante un tratamiento fotooxidativo. Esta regulacién coordinada de un enzima
citosdlico por sefiales procedentes del cloroplasto debe tener como misién evitar la

produccién de nitrito si la actividad NiR presenta alguna deficiencia.

El nitrito también produce la induccién de la NR en algunas especies vegetales
como la cebada, sin embargo, probablemente el agente activo sea el nitrato
producido por la oxidacién del nitrito a nitrato en el tejido vegetal (Aslam et al.,

1987; Aslam y Huffaker, 1989).

Ademads de la respuesta a esta sefial primaria, las cantidades de ARNm-NR
responden a otras sefiales que coordinan la reduccién de nitrato con la fotosintesis,
el metabolismo del carbono y los ciclos circadianos asi como una serie de factores

genéticos. Desde hace tiempo se conoce que la luz juega un importante papel en la
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regulacién de la NRy la asimilaéién de nitrégeno en plantas superiores (Beevers y
Hageman, 1969). Es evidente que la mdxima induccién del ARNm-NR requiere
condiciones de luz que permitan producir esqueletos carbonados. El efecto de la
luz sobre la NR es complejo y debe involucrar fotoreceptores como el fitocromo,
pigmentos sensibles a luz azul, asi como productos procedentes de la fotosintesis
(Duke y Duke, 1984; Heldt, 1997). La regulacién de la induccién por luz es mas
evidente en tejidos etiolados pero también ocurre en tejidos verdes. Se produce
una induccién pricticamente total de la NR de plantas a las que se les ha
suministrado de forma exégena la fuente adecuada de esqueletos carbonados

incluso cuando han sido cultivadas en condiciones de oscuridad.

Ademds los niveles de Gln libre y su relacién frente a Glu también actdan como
metabolitos clave en la regulacién de los niveles de ARNm-NR en la planta
(Solomonson y barber, 1990; Rouze y Caboche, 1992; Crawford, 1995; Scheible et
al., 1997). Cuando los niveles de Gln son bajos y hay nitrato disponible se produce
la induccién de la NR, mientras que niveles elevados de GIn disminuyen la
cantidad de NR. Como era de esperar, en plantas transgénicas en las que el
ARNm-NR se expresa de forma constitutiva y se ha eliminado la regulacién
postraduccional por eliminacién de la regién N-terminal de la NR, el control ligado
a la relacién Gln/Glu se pierde, quedando el control de la reduccién de nitrato
vinculado dnicamente a la disponibilidad de NADH (Nussaume et al., 1995;Lejay
etal., 1997)

Posiblemente en los promotores del gen de la NR existan regiones reguladoras
capaces de responder al estado hidrico de la planta, fotosintesis, condiciones de

luz, relacién GIn/Glu u otras condiciones limitantes para la planta (Redinbaugh y
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Campbell, 1991; Crawford, 1995). Estas sefiales se integrarian junto con la
respuesta por nitrato, mediante sus proteinas especificas de unién a ADN, y

actuarian sobre los niveles de transcripcién génicos.

La traduccién del ARNm acumulado en el citosol también es un punto
susceptible de regulacién aunque hasta ahora no ha sido estudiado con detalle.
Ademds la NR es plegada mediante la intervencién de varias chaperonas aunque
no se ha identificado ninguna especifica para la NR. El Molibdeno probablemente
se transporta en la planta a través de un sistema transportador de fosfato por lo
que no es probable que pueda ser limitante. La biosintesis de la Molibdopterina
requiere la intervencion del producto de siete genes, pero todos ellos se expresan
de forma constitutiva y probablemente no condicionada por la presencia de nitrato

(Mendel, 1997).

En resumen la clave del mecanismo de regulacién a nivel de la expresién
génica y por tanto de la reduccién de nitrato estd en la coordinacién de la
demanda por parte de la raiz de nitrégeno, la disponibilidad de nitrato y esqueletos

carbonados y el apropiado funcionamiento de los cloroplastos.
1.2.2 Regulacién de la actividad

En los ultimos diez afios se ha puesto de manifiesto que la oscuridad o

limitacién de la fijacion de CO, disminuye la actividad NR foliar de diversas

especies. Ademds se ha demostrado que estas variaciones en la actividad no se
deben a la sintesis o degradacién de la NR sino a la regulacién postraduccional de

la actividad enzimética (Riens y Heldt, 1992).
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Recientemente se han llevado a cabo investigaciones encaminadas a
determinar la posible influencia del fitocromo sobre la regulacién postraduccional
de la NR. Estos trabajos, llevados a cabo en cebada maiz y Lemna han puesto
finalmente de manifiesto que el fitocromo est4 implicado en la expresién de la NR
pero no en su regulacién postraduccional (Appenroth et al., 2000). Por tanto hasta
la fecha unicamente se han descrito dos mecanismos de regulacién
postraduccional de la actividad NR: interconversién redox y fosforilacion

reversible.
1.2.2.1. Sistema de interconversion redox

‘Los estudios sobre la regulacién postraduccional de la NR se llevaron a cabo
por primera vez en algas, en las que se puso de manifiesto la implicacién de un
sistema de interconversion redox en la inactivacion reversible de la NR. El enzima,
en respuesta a diferentes situaciones fisioldgicas aparecia en dos formas de
activacion interconvertibles; una ‘de ellas oxidada (forma activa) y otra reducida

(forma inactiva) (Guerrero et al., 1981; Solomonson y Barber 1990).

Diferentes condiciones ambientales, como la disponiblidad de nitrato, la luz, el

CO,, o el O regulan la actividad NR a través de este sistema de interconversién

redox. En extractos crudos de Chlorella vulgaris, alga en el que se ha
caracterizado en detalle este mecanismo de interconversién redox (Vennesland y
Jetsmann, 1971; Solomonson y Vennesland, 1972; Solomonson, 1974), tanto el
NAD(P)H como el cianuro inactivan al enzima. En estas condiciones se puede
inducir la reactivacion de la NR por ferricianuro (Solomonson, 1974; Guerrero et

al., 1981).
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Trabajos llevados a cabo en plantas superiores han puesto de manifiesto que la
NR foliar se regularia por un mecanismo similar de interconversién redox. La NR
parcialmente purificada de hojas de diversas especies se inhibe por cianuro y
NADH (Palacian et al., 1974; Aryan et al.,, 1983; Echevarria et al., 1984).
Concentraciones de 10 xM de NADH son suficientes para producir la inhibicién
de la NR parcialmente purificada de hojas de trigo. En este caso la presencia de
nitrato en los medios de ensayo protege a la NR frente a esta inactivacién por
NADH (Aryan et al., 1983). Esta inactivacién de la NR se revierte in vitro por

ferricianuro, luz azul, Mn3+ o HyO, (Palacidn et al., 1974; Aryan et al., 1983;

Echevarria et al., 1984; Maldonado et al., 1980; Vargas et al., 1987).
1.2.2.2 Sistema de fosforilacién reversible

Aunque en condiciones ambientales en un ciclo normal dia/noche los cambios
en iluminacién son graduales, experimentalmente se utilizan cambios bruscos de
iluminacién ya que han resultado ser una herramienta itil para estudiar las
respuestas metabdlicas a la luz. En estas condiciones se produce la inactivacion
por oscuridad de entre un 50 y un 85% en un tiempo medio de entre 2 y 15
minutos de la NR foliar de plantas como Arabidopsis thaliana (Su et al., 1996),
calabaza (Lillo et al., 1994; Lillo et al., 1997), cebada (Aslam et al., 1979; de Cires et
al., 1993a y b; de Cires et al., 1996), espinaca (Huber et al., 1992a y b; Kaiser et al.,
1992; Kaiser y Huber, 1994; Huber y Kaiser 1996; Lillo et al., 1997), maiz (Merlo et
al., 1995; Xiu y Oaks 1995) y tabaco (Nussaume- et al, 1995; Lejay et al., 1997; Lillo
etal., 1997). La pérdida de la actividad NR foliar también se produce cuando se

limita o inhibe la fijacién de CO, lo que se ha puesto de manifiesto para la NR de

hojas de cebada (de Cires et al., 1993a, de Cires, 1996), espinaca (Kaiser y Foster,
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1989; Kaiser y Brendle-Behnisch, 1991), Plantago major (Fonseca et al., 1997) y
tabaco (Ferrario et al., 1997; Lejay et al., 1997).

Ya en los primeros trabajos fue evidente la inactivacién in vivo por oscuridad
de la NR de hojas de espinaca s6lo se detectaba en presencia de concentraciones
milimolares de Mvg2+ o Cay+ (Kaiser y Spill, 1991; Huber et al.,1992b; Kaiser y
Huber, 1994; Huber y Hubér, 1995). En otras especies vegetales se han obtenido
resultados similares (Huber et al., 1994b; de Cires, 1996). Esto se interpreté en el
sentido de que en el proceso de inactivacién in vivo por oscuridad se produce un
aumento de la sensibilidad del enzima ala inhibicién por iones divalentes, incluso
se llegd a definir el estado de activacién de la NR como la relacién que existe entre
la actividad ensayada en presencia de Mg2+ o Ca2+ y la actividad ensayada en
ausencia de los mismos y presencia de agentes quelantes. En un principio se pensé
que el Ca2+ podria estar actuando como mensajero secundario, en la inactivacién
de la NR, puesto que esta misma funcién del Ca2+ se habia descrito en otros
procesos de regulacién en plantas (Roberts y Harmon 1992), sin embargo la NR no
presenta los niveles de sensibilidad a Ca2+ caracteristicos de otros sistemas de
regulacion. Por otra parte el hecho de que el efecto del Ca2+ sea producido
también por Mg2+ y el que la concentracién de éste en el citoplasma sea muy
superior ha hecho que la propuesta del Mg2+ como inhibidor sea actualmente la
mas aceptada por la mayoria de los investigadores (Lillo, 1994; Kaiser y Huber,

2001; MacKintosh y Meek, 2001).

Kaiser y colaboradores fueron los primeros en proponer que la actividad NR de
plantas podria estar regulada por un proceso de fosforilacién/defosforilacion del

enzima (Kaiser y Brendle-Benish, 1991; Kaiser y Spill, 1991), mecanismo que habia
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sido descrito previamente para otras enzimas vegetales (Budde y Chollet, 1988).
Esta hipétesis se basaba en que la modulacién in vitro de la actividad NR de
extractos de hojas de espinaca, desalados, tratados con concentraciones
fisiolégicas de M g2+ y ATP (para inactivar) o bien de AMP (para activar)
presentaba caracteristicas similares a las de la modulacién de la NR in vivo,
resultados que han sido corroborados con posterioridad en otras especies (Athwal
etal 1998a y b; Aguera ¢t al., 1999). Por otra parte en estas experiencias analogos
no hidrolizables de ATP no producian la inactivacién de la NR, indicando que la

inactivacion del enzima de hojas de espinaca implicaba la hidrélisis del ATP.

A partir de estos experimentos preliminares este posible mecanismo de
fosforilacién ha sido objeto de una intensa investigacién. En 1992 el grupo de
Huber mostré la fosforilacion de cuatro péptidos de la NR de hojas de espinaca
tras el suministro de (32P)Pi. Esta aproximacién permitié determinar que la NR se
marcaba en cualquiera las condiciones ensayadas tinicamente en residuos de Ser.
Los resultados mostraban que la mayor parte del marcaje se concentraba en tres
péptidos, pudiéndose correlacionar estados de activaciéon extremos de la NR con
diferencias en el marcaje de dos de ellos. Cuando el enzima se hallaba en un estado
de alta actividad producido mediante el suministro a la hoja de manosa en
oscuridad, el marcaje de estos péptidos era menor. Por otra parte era posible
correlacionar un mayor marcaje de estos péptidos con un estado de baja actividad
NR, inducido mediante el suministro de okadaico a las hojas en iluminacién. Esta
misma técnica se ha utilizando para poner de manifiesto un comportamiento similar

en hojas de maiz (Huber et al., 1994b).

A pesar de que las diferencias en el marcaje radiactivo entre estas formas
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extremas de actividad NR implicaban dos péptidos, los ensayos de fosforilacién in
vitro de la NR con quinasas parcialmente purificadas sélo permiten localizar un
residuo fosforilado. La localizacién del residuo de Ser fosforilado se llevé a cabo
por primera vez en 1995 utilizando una quinasa parcialmente purificada e
identificada por su capacidad para inactivar a la NR en presencia de MgATP. Esta
quinasa se ha utilizado para fosforilar in vitro a la NR utilizando Mg[y -32P]ATP, lo
que ha permitido determinar que dicha fosforilacion se producia en la Ser-543
(Douglas et al., 1995). La localizacién de esta Ser también se ha llevado a cabo
mediante experimentos de mutacién dirigida sobre la NR de Arabidopsis thaliana
expresada en la levadura Pichia pastoris en los que se ha sustituido la Ser-534
(equivalente a la Ser-543 de la NR de hojas de espinaca) por un residuo de Asp,
eliminando de esta forma la inhibicién de 1a NR dependiente de ATP (Su et al,,
1996).

Independientemente MacKintosh mostré que el efecto activador de la luz
sobre la actividad NR se bloqueaba tras el suministro in vivo a la hoja de
microcistina-LR, 4cido okadaico o tautomicina, descritos como potentes
inhibidores de fosfatasas de tipo 1 y 2A, indicando que la activacién por luz de la
NR se produciria por defosforilaciéon del enzima (Mackintosh, 1992).
Posteriormente estos resultados fueron corroborados desde otras aproximaciones
experimentales (Kaiser y Huber, 1994; Huber y Huber, 1995; Glaab y Kaiser, 1996;
Bachman et al., 1996b) y en otras especies vegetales: calabaza (Glaab y Kaiser,

1996) y guisante (Kaiser y Huber, 1994; Glaab y kaiser, 1996).

Desde diferentes aproximaciones, Mackintosh (1992) y Spill y Kaiser (1994) se

puso también de manifiesto que la fosforilacién de la NR no era suficiente para
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producir su inactivacién y que en el mecanismo de modulacién estaban implicadas
otras proteinas. Mediante la purificacién parcial de la NR por cromatografia de
afinidad en azul-sefarosa, Mackintosh lograba una fraccién NR que sélo se
inactivaba in vitro con ATP si se afiadia otra fraccidn presente en el extracto eluida
de la columna con 0.6 M NaCl. Por otro lado Spill y Kaiser identificaron dos
fracciones proteicas necesarias para inactivar in vitro con ATP a la NR. Una de
estas fracciones a la que denominaron Pg7 presentaba actividad quinasa, indicando
la implicacién de una proteina quinasa en el proceso de inactivacion por oscuridad
de la NR, la otra, a la que denominaron Pjg, estaba también implicada en el
proceso de modulacién pero no tenia actividad fosfatasa ni quinasa. En los
extractos de hojas aparecen varias actividades quinasa con capacidad para
fosforilar la Ser-543 de la NR o un péptido sintético basado en la secuencia que
rodea a esta Ser. En extractos de hojas de espinaca se han éeparado
cromatograficamente tres picos con actividad quinasa a los que se ha designado
con el nombre PKj PKy1 y PKjy (McMichael, 1995; Douglas et al, 1997). PK; y PKy
son quinasas dependientes de Ca2+ y ademads han resultado ser calmodulina

dependientes (Douglas et al., 1998), mientras que PKjjj es calcio independiente y

se ha descrito como una proteina perteneciente al grupo de enzimas SNF1 (Sugden
et al., 1999). Por tanto hasta la fecha no es posible establecer si alguna de estas
actividades quinasas con capacidad de fosforilar a la NR estaria implicada en la

regulacién del enzima in vivo.

Por otra parte la segunda fraccién proteica implicada en el proceso de
modulacién de la actividad NR, identificada por el grupo de Kaiser, denominada

P100 resulté necesaria para inactivar a la NR, uniéndose al enzima previamente
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fosforilado en presencia de Mg2+. Como la NR se inhibe inmediatamente tras la
adicion de esta proteina, a la que se denominé NIP, se postulé que actuaba
uniéndose a la NR y no mediaba ninguna reaccién catalitica (Glaab y Kaiser, 1995;

Mackintosh et al., 1995).

Esta proteina inhibidora de la NR se ha identificado como un miembro de la
familia de proteinas 14-3-3 (Bachman et al.,1996a; Ferl, 1996; Huber et al., 1996;
Moorhead et al., 1996; Sehnke y Ferl, 1996), grupo de proteinas que se encuentran
en un amplio rango de sistemas biolégicos, desde levaduras a mamiferos, y que
parecen funcionar en todos ellos implicados en mecanismos de transduccién de
sefiales y fosforilacion. La posterior purificacién de esta fracciéon NIP ha puesto de
manifiesto que realmente es una mezcla de varias isoformas de 14-3-3. Ademads
recientemente se ha propuesto que estas proteinas estarfan implicadas, no s6lo en
la regulacién de la inhibicién dependiente de Mg2+ de la NR sino también en el

control de la proteolisis del enzima. (Kaiser y Huber, 1997; Weiner y Kaiser, 1999)

En resumen, en el modelo de modulacién propuesto, la fosforilacién de la NR es
condicién necesaria pero no suficiente para producir la inhibicién del enzima , de
forma que la NR fosforilada sigue siendo activa. El sistema requiere la presencia
del NIP, que se une a la forma fosforilada del enzima, en presencia de Mg2+,
formando un complejo NR fosforilada-Mg2+-NIP, inactivo. La activacién del
enzima implicaria la disociacién del complejo de forma ain no determinada y

posteriormente se produciria la defosforilacién del mismo.

A pesar de los progresos realizados en los ultimos diez afios en el estudio del

mecanismo de regulacién, de acuerdo con el modelo inicialmente propuesto, la
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naturaleza de la sefial o sefiales que modulan la activacién por luz de la NR asi

como su dependencia por CO; permanecen sin determinar con claridad En

principio, Kaiser propuso que la razén ATP/AMP en el citosol actuaria como sefial
implicada en la modulacién de la NR (Kaiser y Spill, 1991; Kaiser et al., 1992). Sin
embargo posteriormente se puso de manifiesto que la magnitud de la variacién en
esta razén ATP/AMP en las transiciones luz-oscuridad no era suficiente para
determinar cambios en el estado de activacién de la NR (Riens y Heldt, 1992). En
1993 Glaab y Kaiser propusieron que los niveles citosélicos de ATP podrian
regular la velocidad de reaccién de las quinasas de la NR. Sin embargo los valores
de Ky para ATP que presentan estas proteinas estin por debajo de 10uM
(Bachman et al 1995), mientras que las concentraciones menores de ATP en el
citoplasma se encuentran entre 200 y 400uM. Ademads en las transiciones luz-
oscuridad los niveles citosélicos de ATP y ADP se mantienen constantes, por ello
no parece probable que estos niveles intervengan en la regulacién de la NR
sometida a transiciones luz-oscuridad. Por otra parte existen evidencias recientes
que muestran que el AMP podria interaccionar con las proteinas 14-3-3,
impidiendo la inhibicién de la NR (Athwal et al., 1998a). También se ha propuesto
que cambios en el pH citosélico podrian actuar sobre la actividad NR, aunque
finalmente también se ha concluido que los cambios de pH en transiciones luz-

oscuridad no serian suficientes para asignarle este papel (Bachman et al., 1995).

Probablemente ninguno de estos cambios, que se producen en condiciones
fisiolégicas en un ciclo normal dia noche, constituyan la sefial implicada en la
modulacién de la actividad NR. En estas condiciones es muy probable que sean

los productos de la fijacién de CO;, los que actien como sefial reguladora
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(Gerhardt et al., 1987).

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido profundizar en la naturaleza de las
sefiales reguladoras de la actividad NR foliar de cebada. Ademds se ha analizado el
modo de accién de posibles efectores, que en el marco del modelo propuesto
permiten plantear una modulacién fina de la actividad NR en respuesta a cambios

fisiologicos en las condiciones ambientales.
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Esquema 1. Hipétesis del control por fosforilacién reversible de
la actividad NR de hojas de espinaca.

Actividad quinasa
ADP

ATP
Ser >< Ser-P
100 @

HZO
Pi Actividad fosfatasa
PP2A NIP

NIP ___[_——I__

. g Mg2+
[

Z

g NIP

=

<% Seg-P

2+ 2+
M
Mg NR g
0 \

Degradacion

La inactivacién reversible de la NR de hojas de espinaca precisa de la fosforilacion
del enzima y su unién al factor proteico inhibidor, en el que el Mg2+* juega un papel

esencial. NIP factor proteico inhibidor de la NR
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II. MATERIALES Y METODOS



2.1.MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1. Especie utilizada

Este trabajo se ha llevado a cabo con hojas de plantulas de cebada (Hordeum
vulgare L.) de la variedad "Hassan", obtenidas a partir de semillas producidas y

proporcionadas por Senasa (Elorz, Espaiia).

En todos los casos se escogieron hojas bien desarrolladas y de aspecto
saludable, intentando seleccionar las de caracteristicas similares en todos los
experimentos. Si no se indica lo contrario, todos los ensayos se realizaron con
hojas recolectadas a las 2 h del inicio del fotoperiodo. Las plantas de cebada se

utilizaron a los 8 dias de la siembra (estadio 11 segiin la codificacion BBCH).

Después de cada tratamiento y antes de preparar los extractos crudos, se
selecciond la parte central de la hoja y se determiné rdpidamente el peso fresco del

tejido en una balanza de precision.

Para las determinaciones de actividades fotosintéticas, se estimé la superficie
foliar mediante pesada en balanza de precisién de fotocopias de los fragmentos de

hoja, respecto a las de superficies de referencia.
2.1.2. Condiciones de cultivo
2.1.2.1. Siembra, germinacién y crecimiento

Las plantas se cultivaron en un soporte inerte, vermiculita, previamente lavada
en agua destilada. Todas las semillas se sembraron en vasos de pldstico de 200 ml,

rellenos de vermiculita, colocdndolas a una profundidad de 1,5 cm de la superficie.
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Las paredes de los vasos se cubrieron con papel de aluminio para evitar el acceso
de luz y su base se perfor6 para permitir el drenaje. A continuacion, se situaron en
la cdmara de cultivo, y a partir de este momento se empez6 a contar la edad de las

plantas.

La germinacién de las semillas y crecimiento de las plantas se realiz6 en una
camara de cultivo en condiciones controladas, con un fotoperiodo de 12 h luz
(RFA de entre 350-400 umol de fotones -m-2-s-1a 25°C y 60+5% HR) y 12 h de
oscuridad (a 20°C y 70+5% HR). La luz se obtuvo con una combinacién de luz
fluorescente (18 unidades de 36W Sylvania Luxline ES homelight de luxe) e

incandescente (8 unidades de 40W Osram Superluxe).

Durante el periodo de luz, la humedad ambiental se mantuvo mediante un
pulverizador-atomizador de agua (Defensor AG-Model 505, Suecia) y se registro
continuamente con un termohigrémetro (Lambrecht. Gottingen, Alemania).
Ademds, la atmosfera de la cdmara se agité suavemente mediante ventiladores
domésticos. Durante la germinacién, los cultivos se regaron diariamente con agua
destilada, y posteriormente, con las soluciones nutritivas adecuadas, segun el tipo

de tratamiento.
2.1.2.2. Soluciones nutritivas

Todas las soluciones nutritivas se prepararon segiin los métodos generales de
Hewitt (1966). Habitualmente, se utilizé una solucién nutritiva con nitrato como

tinica fuente de nitrégeno, con un pH de 6,5+0,5, que contenia:
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1.- Macronutrientes:

KNO; 5,00 mM
Ca(NO3), 5,00 mM,
MgSO4 -7 H,O 2,00 mM,

NaPO4H; -2 H,O 1,33 mM

2.- Micronutrientes:

NaCl 0,1 mM.
BOsH;3 50,0 M
Fe (como sequestrene 138 Fe)* 0,1 matg/l
MnSO4 - HO | 10,0 uM
ZnSO4-7 Hy,O 10,0 uM
CuSO4-5H0 1,0 uM
NayMoO4 0,5 uM
CoS0O4-7H0 0,2 uM

*El Fe Sequestrene aporta un 6% de hierro quelado, soluble en agua, en forma de

sal férrica del 4cido diamino di (o-hidroxifenil) diacético.

Para los ensayos descritos en el Apartado 3.1.3 (Resultados) se utilizaron
plantas de cebada cultivadas con medios de distinta composicién en cuanto a la
fuente de nitrégeno. En estos casos se utilizaron soluciones Long Ashton tipo
nitrato o amonio (Hewitt, 1966), con la misma composicién en micronutrientes
descrita anteriormente, y modificando la de macronutrientes para que contuvieran

distintas concentraciones de nitrato y/o amonio, como se detalla en la Tab. 1.
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Tab. 1.

Composicién en macronutrientes de las soluciones nutritivas

utilizadas en los ensayos descritos en la seccién 3.1.3

(Resultados)

Macronutriente

Fuente de nitrégeno

Nitrato 8,7 3,0 1,5 0,7

Amonio ———— 8,0 8,0 8,0
Ca(NO3)2 2,9 1,5 0,75 0,35
KNO;3 2,9
(NHg)S04 e 4 4 4
MgSOy4 15 1,5 1,5 1,5
NaPOsH 13 13 13 13
K2S04 12 2,0 2,0 2,0
CaCl, 12 2,5 3,2 3,6

Concentraciones en mM

El pH de los distintos medios fue de 6,5 + 0,5.
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2.2. SUMINISTRO DE SOLUTOS A LA HOJA POR LA CORRIENTE DE
TRANSPIRACION

Para suministrar solutos a las hojas, éstas se cortaron por su base, y tras
sumergirlas en agua se les dio un nuevo corte para evitar la obstruccién de los
vasos por burbujas de aire. Posteriormenté, las hojas, con su base sumergida en
agua o en las distintas soluciones de ensayo, se transfirieron a una cdmara de
transpiracién (Li-Cor 6200-13, de 250 ml de volumen total, Li-Cor Inc., EEUU.)
similar a la utilizada en el sistema de espectroscopia de gases por infrarrojos
(IRGA). La cdmara, de metacrilato transparente, estd provista de entrada y salida
de gases, sensor de humedad y temperatura y un ventilador que homogeniza la
fase gaseosa y hace minima al capa estacionaria. La cdmara se gaseaba con aire a
25 °Cy 47 % de HR y un flujo de 100 ml ;min-l pbr cada 2 hojas introducidas en
la cdmara. Estos pardmetros se determinaron a la salida de la cdmara mediante un
flujdmetro (Platon, Phlowbits Ltd., R.U.) y un sensor de humedad y temperatura

(Vaisala OY, Helsinki, Finlandia).

La luz (350 umol fotones - m-2. s-1), perpendicular a la superficie de la hoja,
se proporcioné con un proyector de diapositivas (Reflecta-Diamator, Alemania)
provisto de una ldmpara halégena de tungsteno (Philips, 100 W-24 V, Alemania) y
un filtro de calor (Balzers, Alemania). La luz incidente se determiné utilizando un
fotémetro-radiémetro integrador LI-COR con sensor de fotones LI-190 SB (Li-Cor

Inc., EEUU).

Tras introducir las hojas en la cdmara y cerrar €sta, se equilibré en las

condiciones de flujo gaseoso iniciales y se indujo la transpiracién al iluminar,
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monitorizdndose ésta por el aumento de HR del aire de salida. El tratamiento se
mantuvo normalmente durante 30 min, y se consideré adecuado cuando la
diferencia de presién de vapor de agua del aire de entrada y de salida de la cdmara

fue aproximadamente de 0,9 kPa.
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2.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NR EN EXTRACTOS DE
HOJAS

El enzima nitrato reductasa (NADH:NR, NADH:nitrato oxidorreductasa,

E.C. 1.6.6.1), cataliza la reaccion:

NADH + NO; ~NO; + NAD" + OH"

La actividad NR se determiné cuantificando espectrofotométricamente el
nitrito formado en la reduccién de nitrato dependiente de NADH. El método usado
(Snell and Snell, 1949) se basa en la interaccién del nitrito con la sulfanilamida,
para formar, en medio 4cido, una sal de diazonio. Posteriormente, ésta da lugar a un
complejo coloreado estable al reaccionar con la NNEDA. Este complejo, de color

rosa, tiene un maximo de absorcién en el visible a 540 nm.
2.3.1. Preparacion de extractos crudos y desalados de hojas

Las hojas, recién cortadas de la planta o tras los tratamientos indicados en
cada caso, se congelaron rdpidamente en N liquido, con objeto de detener el
metabolismo foliar y asi obtener el enzima en un estado lo mds préximo posible al
que existe in vivo. Las hojas congeladas (100 mg) se pulverizaron en un mortero
de porcelana, enfriado con N, liquido. Al mortero se afiadieron 2 ml de medio de
extraccién a 4 °C y 0,2 g de PVP insoluble, previamente lavada con agua destilada
y equilibrada con el tampén de extrgccién, quedando una relacién PF/volumen de
extraccién de 1:20. El extracto obtenido se clarific por centrifugacién (1 min a
15.000 x g) en una Microfuge ETM (Beckman, Alemania). El sobrenadante

(extracto crudo) se utilizd, bien directamente o tras desalado, en los ensayos de
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actividad NR.

Para el desalado de los extractos crudos se utilizaron columnas de

Sephadex G-25 M (PD-10 de Pharmacia, Uppsala, Suecia). Las columnas se

equilibraron previamente con 25 ml del medio de extraccién utilizado en cada

caso, pero sin BSA ni leupeptina. A la columna se aplicaron volumenes de hasta 2

ml de extracto crudo, eluyendo con el medio de extraccién (sin BSA ni leupeptina)

a un flujo de 2 ml - min-1. Todo el proceso se realizé entre 0 y 4 °C, con una

duracién de 2-3 min. El factor de dilucién de la muestra (calculado determinando

proteinas antes y después del desalado) era de alrededor de 1,4 con rendimientos

superiores al 95%.

‘Se han utilizado dos tipos de medios de extraccién que denominamos base

y estandar, con la siguiente composicién:

1.- Medio Base:

Tampé6n Hepes-KOH, pH 7,6
Leupeptina

BSA (neutralizada a pH 7,6 con KOH)

2.- Medio Estandar:

Tampdn Hepes-KOH, pH 7,6

Leupeptina

BSA (neutralizada a pH 7,6 con KOH)
KPO4H>-K>PO4H, pH 7,6 (Py)

Na,EDTA (neutralizada a pH 7,6 con KOH)

50 mM
50 uM
0,5 % (p/v)

50 mM
50 uM
0,5 %
5mM

SmM
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2.3.2 Ensayo de actividad NR

Para ensayar la actividad NR se utilizaron alicuotas de los extractos crudos
o desalados, mezclados con alicuotas de volumen similar del medio de ensayo
preincubado a 25 °C. En cada caso, el medio de ensayo era igual al de extraccién

(base o estdndar), pero sin BSA ni leupeptina, y conteniendo KNO3 a una

concentracidn final de 2mM.

Los ensayos se realizaron a 25 °C con agitacién continua. Tras tomar una
alicuota como blanco (tiempo cero), la reaccién se inicié con la adicién de NADH
para una concentracién final de 0,4 mM. Hasta 10 min, se tomaron periédicamente
alicuotas de 0,3 ml, que se afiadieron a 0,1 ml de acetato de zinc 500 mM para
~ detener la reaccién enzimadtica. Tras afiadir 0,05 ml de PMS 200 M, se incubd 10
min a temperatura ambiente para oxidar el NADH restante. A continuacién, se
afiadieron 0,15 ml de sulfanilamida al 1% (p/v) en HCI 3 N y 0,15 ml de NNEDA al
0,02% (p/v), quedando un volumen final de 0,75 ml. Tras otros 10 min a
temperatura ambiente, las muestras se centrifugaron (10 min, 15.000 x g) en una

centrifuga 202-M Sigma, Alemania.

El nitrito producido se determiné cuantificando la absorbancia a 540 nm del
sobrenadante en un espectofotémetro Hitachi U-2001 (Hitachi Ltd., Tokio, Japdn).
La relacién entre absorbancia y concentracién de nitrito, se establecié mediante
curvas patrén de KNO, en cada experimento. Tras considerar los distintos factores
de dilucién de la muestra, se refirié la actividad NR al peso fresco de la hoja

utilizada.
En la Fig. 1, se muestra una tipica cinética de reduccién de nitrato
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dependiente de NADH por extractos crudos obtenidos y ensayados en medio
estindar (Fig. 1-A) y medio base (Fig. 1-B) de hojas de cebada sometidas a una
transicion luz—oscuridad. En medio estdndar, se observa claramente que en los
extractos procedentes de hojas en luz la actividad NR era practicamente lineal

durante el tiempo de ensayo (20 gmol NO,- - g-1PF « h-1) Cuando las hojas se

sometieron a un corto periodo de oscuridad, aparecia un lag en los primeros
minutos de ensayo, donde se podia determinar una actividad NR un 55% menor a
la determinada en luz en los primeros 2 min. de ensayo. No obstante, la actividad
NR se recuperaba de forma gradual hasta alcanzar, en los 6 a 10 min finales del
ensayo, valores similares a los de los extractos de hojas en luz (Fig. 1-A). Se
obtuvieron resultados similares cuando los extractos se obtuvieron y ensayaron
con medio base (Fig. 1-B). En este caso, las actividades fueron menores,

calculdndose actividades de 15y 7 umol NO2- - g-1PF - h-1 en luz y oscuridad,

respectivamente. Este comportamiento es indicativo de que la NR se inactiva in
vivo por oscuridad pero se reactiva in vitro en las condiciones de ensayo. Cuando
las plantas se sometieron a condiciones de inhibicién de la fijacién de COz in vivo
se obtuvieron resultados similares. Por tanto, los cambios rdpidos de actividad NR
inicial que se observan en los primeros 2 min de ensayo, reflejan cambios en el
estado de activacidn in vivo del enzima, y no son consecuencias de cambios en la
cantidad total de NR en la hoja, puesto que las determinaciones realizadas durante
los minutos 6 a 10 de la reaccién, similares en cualquier extracto ensayado, son un
indice de la actividad total presente en el extracto. Esta distincién ha resultado
también itil en el estudio de los cambios de actividad de otros enzimas

fotomodulados, como la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa (Seeman et al., 1985).
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Fig 1. Cinética de actividad NR de hojas de cebada en luz o en
oscuridad en medio base o estdndar.
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Tras dos horas de luz en condiciones de cultivo (0 [_]) las plantas se mantuvieron en oscuridad

durante 30 min (M ). Tras el tratamiento las hojas se congelaron rapidamente en Ny liquido.
Después de la extraccién en medio estdndar (A, C) o medio base (B, D) se determind la
actividad NR en el mismo medio de ensayo. A y B, datos de un experimento representativo, C y
D media £SE de Vi (0-2 min de ensayo) y Vf (6-10 min de ensayo) de al menos tres

experimentos independientes.
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En este trabajo se presenta, a menos que se indique de otro modo, las actividades
NR correspondientes a los valores de actividad inicial del enzima (Vi),
determinados en los 2 primeros minutos del ensayo. No obstante, en todos los
casos también se determind la actividad NR final, determinada en los minutos 6 a

10, como control de que la cantidad total de enzima no cambié en ningtin caso.

Si bien, con los dos medios de extracciéon y ensayé descritos se podian
detectar diferencias significativas en el estado de activacién de la NR foliar de
cebada, la utilizacién del medio base era estrictamente necesario para llevar a cabo
los estudios sobre la modulacién in vitro por diferentes azicares-fosfato y Mg2+
de este enzima. Como se observa en la Fig. 2-A, la adicién de G6P al medio base
produjo una activacién in vitro del enzima. Igualmente, la adicién de Mg2+,
produjo una inhibicién in vitro de la NR. Por el contrario, la adicién de G6P o
Mg2+ al medio estdndar, no produjo efecto significativo in vitro sobre el enzima

(Fig 2-B).

En los casos donde se expresé la actividad NR como porcentaje de
inactivacién por oscuridad o de inhibicién in vitro por Mg2+ (efector), se utilizé la

siguiente expresion:

\Y

(control) V(oscuridad o Mg’

%l = v

x100

(control)
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Fig 2. Sensibilidad de la NR de hojas en luz o en oscuridad, a la
G6P o el Mg2+, en medio base o estdndar.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (D) y
en su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (EA). Tras el tratamiento, las hojas
se congelaron en N liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en mecio base (A) o en
medio estédndar (B) (M. y M. apartado 2,3). La activida NR se determin6 enel mismo medio en
ausencia de efectores (control), en presencia de G6P, 15 mM o de Mg2+, 5 mM. Se presenta la

media + SE de, al menos, tres experimentos diferentes.
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donde:

V(control) = actividad NR en extractos de hojas en luz o en ausencia de efector.

V(oscuridad o efector) = actividad NR en extractos de hojas en oscuridad o en

presencia de efector.

En los casos en los que se expresé la actividad NR como porcentaje de

activacion, se utilizd la siguiente expresion:

V (efector) - V (control)

DA = v

x100

(control)

donde:

V(controly = actividad NR en extractos de hojas en ausencia de efector.

V(efector) = actividad NR en extractos de hojas tratadas en presencia del efector.

En los casos en los que se presenta la relacién entre la eficiencia catalitica de la NR

en diferentes situaciones se ha calculado como sigue:

VL (Ve
)&

Donde:

V... = La Vpax de la NR en extractos de hojas tratadas en presencia del efector

K. = LaKp, para nitrato de la NR en extractos de hojas tratadas en presencia del

efector
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Vi = La Vpax de la NR en extractos de hojas en ausencia de efector.

max

K: = La K, para nitrato de la NR en extractos de hojas en ausencia de efector.

Aunque no se presenta un calculo preciso de la eficiencia catalitica, puesto
que no se ha estimado la concentracién de enzima total en los extractos (necesaria
para calcular la K.y), se ha obtenido la relacidn entre las eficiencias cataliticas tras
simplificar la expresién general, basidndose en el hecho de que la concentracion de

NR total (Ey) en los extractos que se comparan es la misma (de Cires et al., 1993a).

A continuacién se presenta el desarrollo:

1)E./E,

)i

m m

Reordenando

V... K -Ef

4y S _m
XL E VL
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Aplicando ahora la restriccién E, = E; y reordenando la expresién queda :

5) (Viae ) o Vs
xS
Donde:

E., ,E., = La eficiencia catalitica de la NR en extractos de hojas en presencia y en

ausencia de efector respectivamente.

K., K, = La constante de catilisis de la NR en extractos de hojas en presencia y

en ausencia de efector respectivamente.

t
Vmax’

V: .. =La velocidad médxima de la NR en extractos de hojas en presencia y en

ausencia de efector respectivamente.

K. .K: =La Kp para nitrato de la NR en extractos de hojas en presencia y en

ausencia de efector respectivamente.

E,.E; =La cantidad de NR total en extractos de hojas en. presencia y en ausencia

de efector respectivamente.

2.3.3 Calculo de las concentraciones de efectores libres en el ensayo de

actividad NR

En el apartado 3.2.3 de resultados la actividad NR de hojas de cebada se
determind en presencia de glucosa 6-fosfato, fructosa 6-fosfato y dihidroxiacetona

fosfato en el medio de ensayo. Estos efectores poseen una determinada capacidad

44



para formar complejos con ’iones metdlicos (e.g. Mg2+), disminuyendo la
concentracién efectiva tanto del ion como del propio efector en el medio de
ensayo. Resultaba pues necesario determinar, en nuestras condiciones de ensayo,
las concentraciones de Mg2+ y efector libres, a partir de las constantes de
estabilidad de los complejos [Mg-azicar-fosfato], para determinadas

concentraciones totales de cada especie.

La constante de estabilidad (K) de un complejo que define el equilibrio
entre un i6n metélico y un ligando viene definida por la expresion:

[M-L] [M-L]

K= IMIXILL ~ TMIX[Ll;- [MIX[M-L]

donde:

[M-L] = concentracién del complejo ligando-ion metilico
[M]L = concentracion de ion metélico libre

[L]L = concentracién de ligando libre

[L]T = concentracién total de ligando

Las constantes de estabilidad aparentes (Kap)-utilizadas ( Tab. 2), se han

tomado de la literatura y normalizado a pH 7,6 (pH del medio de ensayo de la

actividad NR), mediante la expresién (O ' Sullivan y Smither, 1979):
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1+ 10776

K(pHa)=K(pH7.6)X 1 + 107 P

donde:

pHa = valor de pH en el que se calcularon las Kp, en la literatura

pKa = valor de pKa que afecta a la concentracién de la especie con actividad

quelante

Para el célculo de las concentraciones de Mg2+ y efector libres, se utiliz6 un
programa informatico (Rodriguez-Sotes y Mufioz-Clares, 1990), basado en el
algoritmo descrito por Storer y Cornish-Bowden (1976). En estos célculos se ha
tenido en cuenta que, del resto de compohentes del medio de ensayo de actividad
NR, el NADH tiene también capacidad quelante (Duggleby y Dennis, 1970), y se
ha descontado su contribucién en el establecimiento de la concentracién final de

Mg2+ libre.
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Tab. 2 Constantes de estabilidad utilizadas en el cdlculo de las

concentraciones de efectores libres

Complejo Kap) M-1) Referencia
Mg-glucosa 6-fosfato 64 O ' Sullivan y Smither, 1979
Mg-POsH 414 O ' Sullivan y Smither, 1979
[Mg-ATPJ2 65x 103 O ' Sullivan y Smither, 1979 |
[Mg-EDTA]J2 106 Dawson et al., 1969
Mg-NADH 100 Duggleby y Dennis, (1970)

Los valores de constantes de estabilidad aparente estdn calculados para un pH 7,6
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Tabla 3 Concentraciones de efectores utilizados para obtener las

condiciones de ensayo de la Fig. 19 (apartado 3.2.3 de resultados)

Ensayo Mg2+ 5401 (MM) EDTA (mM) G6P (mM)
0 mM Mg2+ 5 6 -
0 mM Mg2+ + G6P 5 ' 6 10
2 mM Mg2+ 5 3 -
2 mM Mg2+ + G6P 5 1,6 11,5
3,2 mM Mg2+ 5 1,7 -
3,2 mM Mg2+ + G6P 6 0,6 12
4,8 mM Mg2+ 5 - -
4,8 mM Mg2+ + G6P 8 - 13
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2.4.- FRACCIONADO CON SULFATO AMONICO DE EXTRACTOS
CRUDOS DE HOJAS DE CEBADA.

Con objeto de obtener a partir de extractos de hojas en luz o en oscuridad
preparaciones de NR libre de otros componentes del mecanismo de regulacién de
la actividad enzimadtica, se procedié a fraccionar los extractos por precipitacion
con sulfato amoénico. Todo el proceso se llevé a cabo entre 0 y 4 °C y en el minimo
tiempo posible. Las fracciones precipitadas se resuspendieron en 2 ml de medio
base sin BSA y una vez desaladas en columnas de Sephadex G25 (PD-10 de
Pharmacia, Uppsala, Suecia) se les determiné proteina y se utilizaron en los ensayos

de actividad en las condiciones indicadas en cada caso.
2.4.1.- Obtencion del extracto crudo

Para cada preparacién se partié de 10 g de hojas de cebada iluminadas en
las condiciones de cultivo durante 2 horas o después de sometidas a 60 min de

oscuridad. Las hojas se pulverizaron en Nj liquido y se extrajeron en 30 ml de

medio de extraccién base sin BSA con 5 g de PVP insoluble y Tritén X-100 al
0,1%.

El extracto se filtr6 a través de 4 capas de gasa de nylon (80um de diametro
de poro) y se clarificé por centrifugaciéon a 45.000 x g durante 10 min. Una
alicuota de 2 ml del sobrenadante se desalé inmediatamente y el eluido se utilizé
para determinar proteina y ensayar actividad NR. A esta fraccién se denominé

“extracto crudo desalado” (ECd)

49



2.4.2.- Fraccionamiento del extracto crudo con sulfato amoénico

Al extracto crudo se afiadié gradualmente sulfato amoénico pulverizado,
hasta el 30% de saturacién. La solucién se mantuvo en agitacion durante 10 min y
después se centrifugd a 45.000 x g 10 min. Tras decantar el sobrenadante el
precipitado se resuspendié en 2 ml de medio base sin BSA y esta alicuota una vez

desalada fue la fraccién llamada”fraccion 0-30” (fy.30). Se determiné su contenido

en proteina y se utilizé en los ensayos de actividad NR.

El sobrenadante de la fraccion anterior se llevé hasta el 70% de saturacién
con sulfato aménico siguiendo el mismo procedimiento. La fraccién obtenida una

vez desalada se denominé “fraccion 30-70” (f30.70), en ella se determiné proteina

y actividad NR.
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2.5. OBTENCION DE FRACCIONES PARCIALMENTE PURIFICADAS DE
NR DE HOJAS DE CEBADA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

Con el mismo objetivo que se menciona en el apartado anterior se procedié
a obtener fracciones parcialmente purificadas de NR por cromatografia de afinidad
en azul-sefarosa de extractos crudos de hojas en luz y en oscuridad. La azul-
sefarosa utilizada (Blue Sepharose 6 Fast Flow, Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Suecia) estd formada por una matriz de agarosa asociada a un colorante, el azul de
cibacron, que tiene afinidad por ciertas enzimas cuyos cofactores son pirindin
nucledtidos [ATP, NAD(P)H, etc]. Todo el proceso se llevé a cabo entre 0 y 4 °C 'y

en el menor tiempo posible.
2.5.1.- Obtencion del extracto crudo

En la obtencién del extracto crudo se utilizé el protocolo descrito en la

seccion 2.4.1 de M. y M.
2.5.2.- Cromatografia de afinidad en azul-sefarosa

El extracto crudo se mezclé con 3 ml de azul-sefarosa previamente
equilibrada con tampén Hepes-KOH 50 mM, pH 7,6 y la mezcla se mantuvo en
agitacién durante 20 min para permitir la adsorcién de la proteina a la matriz. A
continuacién se vertié en una columna (@Jlcm x 9 cm) y se dejé sedimentar
drenando a un flujo de 1ml/min, recogiendo el eluido al que una vez desalado se
denomind “fraccion no ﬁjacé;z, desalada” (NFd). Alicuotas de esta fraccién se

utilizaron en los ensayos de actividad NR y para determinar proteina .

La columna de azul-sefarosa se lavé a continuacién al mismo flujo con 100
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ml del tampdn de equilibrado, volumen suficiente para obtener una Azgg estable y

proxima a 0. Alicuotas de esta fracciéon denominada lavado (L) se desalaron y

utilizaron para determinar proteina y actividad NR.

La fraccion parcialmente purificada de NR se obtuvo por elucién de la
columna con un tampén Hepes-KOH 50 mM pH 7,6, conteniendo NADH 100xM,
al mismo flujo. El perfil de elucién se muestra en la F ig. 3. Tras descartar los
primeros 2,5 ml, las fracciones de médxima actividad se reunieron en un volumen
final de 7,5 ml. Esta fraccién se denominé “nitrato reductasa parcialmente
purificada” (NRp). La preparacién obtenida se conservd a 0 °C només de 1 h,
periodo de tiempo en el que no se producia pérdida de actividad, y durante el cual

se realizaron los ensayos indicados en cada caso.

La columna de azul-sefarosa se continudé lavando con la solucién de
elucién de NR antes mencionada, al mismo flujo y hasta un volumen total de 50 ml.
Esta fraccidon se denominé “resto elucion NADH” (reNADH)y en ella se

determind proteina y actividad NR.

El resto de proteinas retenidas en la columna se eluyeron con 50 ml de
tampdn de equilibrado conteniendo 0,6 M NaCl. Descartados los 2,5 primeros ml
de elucidn, las fracciones con el mdximo contenido proteico se reunieron en un
volumen final de 7,5 ml. Esta fraccién previamente desalada se denominé
“fraccion NaCl, desalada” (NaCld). Los otros 40 ml de eluido con NaCl
constituyeron la “fraccion resto NaCl” (reNaCl), una alicuota de esta fraccion se

desal6 y se utilizé para determinar proteina y actividad NR.
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Fig. 3 Patrén de elucion de proteina y actividad NR de la
columna de azul-sefarosa
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo. Tras el
tratamiento, las hojas se congelaron en N liquido. Los extractos se prepararon como se indica
en M. y M. apartado 2.4. Se muestran los valores de cantidad de protefna (O) y actividad NR

(O) de un experimento representativo.
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En estas condiciones unicamente la fraccion NRp presentaba actividad NR.
En todos los casos la purificacién fue de unas 70 veces obteniéndose una
actividad especifica de aproximadamente 700 mU/mg prot lo que supuso un
rendimiento aproximado de un 12%. En cuanto a contenido proteico la
recuperacién después de todo el proceso fue en todos los casos de entre un 89 y

un 97%.
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2.6. DETERMINACION DE ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS EN
HOJAS DE CEBADA

2.6.1. Andlisis del intercambio de CO, y agua por espectroscopia de

infrarrojo en fase gaseosa (IRGA)

La fijacién de CO, se determiné como intercambio neto de CO; en circuito

cerrado, utilizando un analizador de gases por infrarrojos (IRGA) modelo LI-6200
provisto de una cdmara para hojas tipo 6000-13 (LI-COR Inc., EEUU.).

El equipo estd formado por el analizador de CO2 y la cdmara foliar

conectados mediante un circuito cerrado, por el que circula la fase gaseosa a un
flujo determinado, y una unidad de control prograrhada para realizar todas las
funciones de medida y célculo de pardmetros fotosintéticos, a partir de los datos
que le suministra el operador y los sensores del aparato, de acuerdo con el
desarrollo teérico de von Caemmerer y Farquhar (1981). El analizador es un IRGA
diferencial que basa la medida de CO; en la diferencia de absorcién a 4,26 ym
entre una célula de referencia (constantemente exenta de CO,) y otra de medida (a
la que llega el gas problema). La cdmara foliar dispone de un ventilador, que hace
minima la capa estacionaria, y de sensores de humedad relativa, flujo cuéntico,
temperatura del aire y de la hoja. La unidad de control calcula a partir de todos los
datos de medida y en intervalos de tiempo dados (normalmente 10 y 20 s) los
siguientes pardmetros: velocidad de fotosintesis neta, flujo de transpiracion,
conductancias foliar y estomitica a la difusién de vapor de agua y de COg,y

concentracion de CO; en el meséfilo (G).
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Las hojas de cebada cortadas, con su base sumergida en agua o en la
solucién indicada en cada caso, se transferian a la cimara del IRGA. Antes de
iniciar la medida, el sistema se equilibraba en la fase gaseosa requerida (aire con
400 o 1000 ppm de COj;; N con 400 o 1000 ppm de CO,), previamente

humidificada. El intercambio de CO; se determinaba durante 20 min a 24+0,5 °C y

una HR de 55+5%, en oscuridad o a difer_entes intensidades de luz. La luz,
perpendicular a la superficie de la hoja, se proporcionaba con un proyector de
diapositivas (Reflecta-Diamator, Alemania) provisto de una ldmpara haldgena de
tungsteno (Philips, 100 W-24 V, Alemania) y un filtro de calor (Balzers, Alemania).
Las distintas intensidades de luz se obtuvieron cubriendo la cdmara con diversas
capas de una gasa de tul y/o variando la distancia de la fuente de luz. La luz
incidente se determiné con un fotémetro-radiémetro int’egrador LI-COR con

sensor de fotones LI-190 SB (LI-COR Inc., EEUU.).

Antes de cada serie de medidas, el IRGA se calibraba en un rango de

concentraciones de CO, entre 0 y 1000 ppm. La velocidad de fijacién de CO

considerada, referida a unidad de superficie foliar, fue la media de las velocidades

obtenidas entre los 5 y 15 min de la medida.
2.6.2. Analisis polarografico del intercambio de O;

El intercambio de O, en hojas de cebada se determiné polarogrdficamente
con un electrodo de Oy (Pt/Ag-AgCl) para fase gaseosa (Delieu y Walker, 1983;

Walker, 1988) en cdmara foliar (LD2 Hansatech, R.U.). El sistema permite

determinar la fotosintesis neta como desprendimiento de O, por unidad de tiempo

y superficie foliar (umol O, - m-2.s-1)
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Las medidas se realizaron a 25° C en una atmésfera cerrada saturada de
CO; (5%; proporcionado por un tampén NaHCO3/Na;CO3 1 M, pH 9, con el que
se humedecia un fieltro dispuesto en la cdmara foliar). La luz, perpendicular a la
superficie de la hoja, se suministrdé con una fuente de luz LS2 (Hansatech, R.U.),
modificando su intensidad con filtros neutros (Balzer, Alemania). La luz incidente
se determiné con un fotémetro-radiémetro integrador LI-COR con un sensor de

fotones L1-190 SB (LI-COR Inc., EEUU.).

Antes de cada medida, el sistema se calibraba con la cdmara preparada,
incluida la hoja. A la cdmara cerrada se afiadia un volumen conocido de aire
(normalmente 0,5 ml) mediante una jeringa graduada. Teniendo en cuenta la
temperatura a la que se realizaba el experimento, y mediante un simple célculo, es

posible establecer la correspondencia entre concentracién de O, en ymolesy la

sefial en mV proporcionada por el electrodo y registrada graficamente.
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2.7. Determinacion de los niveles de azidcares-fosfato
2.7.1. Obtencion de los extractos

Tras los tratamientos indicados en cada caso, las hojas (100 mg) se
congelaron rdpidamente en N3 liquido y se homogeneizaron en un mortero de
porcelana hasta obtener un polvo fino. Al mortero se afiadié 1,5 ml de HCIO4 0,4
M a 4 °C, quedando una relacién PF/volumen de extraccién de 1:15. El extracto
obtenido se clarificé por centrifugacién en una Microfuge ETM (Beckman,
Alemania). El sobrenadante se neutralizé con la adicién de 0,05 ml de K2CO3, 5 M.
A continuacidn, se clarific6 de nuevo, afiadiendo 0,02 g de carbén activo y
posterior centrifugacién (10 min a 15.000 x g). El sobrenadante se congel6 en N»

liquido hasta ser utilizada en la determinacién de azidcares-fosfato.

2.7.2. Determinacion de hexosas-fosfato

En el sobrenadante antes obtenido, se determiné la cantidad de G6P mas
F6P (hexosas 6-fosfato, H6P) mediante el ensayo acoplado de la G6P
deshidrogenasa (G6PDH)/fosfoglucosa isomerasa (FGI), segin la reaccién

(Leegood y Furbank, 1986):

FGPW G6P + NADP* 6 - fosfogluconato + NADPH + H'

(G6PDH)

Para esta determinacién, 0,5 ml de extracto se afiadieron a 0,48 ml de medio

de ensayo (Tris-HCl 1 M, pH 7,5, conteniendo NADP+, 5 mM). Tras agitar la
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muestra y anotar la absorbancia a 340 nm a tiempo cero, se afiadieron 0.02 ml de la
mezcla de enzimas conteniendo de 6 unidades de G6PDH + 3,45 unidades de FGI.
La mezcla se dejo reaccionar y el aumento de A3zgg se registré graficamente hasta
que fue estable. La relacién entre absorbancia y concentracién de H6P, se
establecié mediante curvas patrén de G6P en cada experimento. La cantidad de

H6P se refiri6 al peso fresco de la hoja utilizada.

59



2.8. METODOS ANALITICOS
2.8.1. Determinacién de proteinas

La determinacién de proteinas en extractos de hoja se realizé mediante el
método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Los extractos crudos o
desalados se prepararon siguiendo la metodologia descrita en el Apartado 2.3.1. La
mezcla de reaccidén contenia 5 ml de reactivo de BIO-RAD, diluido 1:5 con agua
destilada y filtrado a través de una capa de papel Wathman n° 1, al que se le afiadia
una alicuota de 100 ul de la solucién problema convenientemente diluida en su
mismo tampdn. Tras 30 min a temperatura ambiente, se determinaba la absorbancia
de la muestra a 595 nm. Los datos se referian a una curva patrén construida con

concentraciones conocidas de BSA (0 a 120 ug proteina/100 yul).
2.8.2. Determinacién de pH

Las medidas de pH se realizaron en un medidor de pH Crison modelo
micropH-2001 provisto de un electrodo Crison (Crison Instruments S.A., Alella,

Barcelona, Espaiia).
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2.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

La inherente variabilidad de los procesos biolégicos en los organismos
vivos junto con el error experimental de los sistemas de medida, hace necesario el
uso de una metodologia de evaluacién de los datos para establecer conclusiones a

partir de los mismos ( Heat, 1977; Parker, 1981).

Para analizar los resultados y su nivel de significacién, éstos se han
expresado normalmente como la media aritmética (x) + el error estindar (ES),

siendo:
X=) x,/n
ES=DS/4n
donde:

2 Xi = la suma de todos los valores de un mismo experimento.

n = ndmero total de valores.

2
DS = desviacidn estandar de la muestra: DS = \/(Z x> - (Z xi) !n)! (n-1)

La significacién se ha establecido aplicando el test "t de Student" . Este test
es muy utilizado para determinar si, con un grado de significacién o probabilidad
dado, dos grupos de datos son o no significativamente diferentes. Se ha elegido un
nivel minimo de significacién del 5%, considerado habitual en la mayoria de los

trabajos biolégicos.

En general, cuando se comparen dos poblaciones de datos, para el grado de
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significacién adoptado (5%), se indicard que no existen diferencias significativas
entre las poblaciones cuando el valor de p, factor que representa la probabilidad
de que los dos grupos de datos sean iguales, sea mayor de 0,05, mientras que se

indicara que estas poblaciones son diferentes si p < 0,05.
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2.10. REACTIVOS

Para la elaboracién de los medios de cultivo se utilizaron productos Panreac
(Espafia), grado purisimo. En los ensayos bioldgicos se utilizaron tampones y
productos Merck (Alemania), calidad para andlisis. NADH, azicares,
azicares-fosfato y protectores enzimaticos fueron Sigma (EE. UU.) del mayor
grado de pureza. El suministro de Fe-sequestrene fue gentileza de CIBA-GEIGY

(Suiza).

Se emplearon gases puros o mezclas certificadas suministradas por SEO

(Alphagaz, Madrid, Espafia).
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III. RESULTADOS



3.1 MODULACION IN VIVO DE LA ACTIVIDAD NR DE HOJAS DE
CEBADA

Los resultados obtenidos hasta el momento ponen de manifiesto que la
regulacién post-traduccional de la NR foliar depende de la capacidad de fijacién
de CO-. El objetivo fundamental de la primera parte de este trabajo consistié en
estudiar la correlacién entre la capacidad de asimilacién de nitrato y la
disponibilidad de carbohidratos en la hoja. Para ello es necesario conocer la
actividad NR y los niveles de metabolitos procedentes de la fijacién de COg, en las
mismas hojas y analizar la posible correlacién entre dichos pardmetros. Ademas, se
requiere un método de andlisis rdpido que permita obtener muestras del tejido en
un estado lo mds préximo posible al existente in vivo (Wirtz et al., 1982; Seeman et
al., 1985). En este caso se han obtenido extractos a partir de hojas de cebada

congeladas instantdneamente en N liquido, en los que se ha ensayado

rapidamente la actividad NR (de Cires et al., 1993a) y determinado su contenido
en azicares-fosfato (Leegood y Furbank, 1986). Con este procedimiento se han
detectado diferencias significativas en la actividad NR de la hoja asi como en su
contenido en aziicares-fosfato en respuesta a cambios en las condiciones de luz y

disponibilidad de CO» o carbohidratos.
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3.1.1 Dependencia por luz de la actividad NR y de los niveles de H6P en hojas
de cebada

Cuando se determinaron los niveles de actividad NR en extractos de hojas
de cebada sometidas a transiciones luz-oscuridad (Fig. 4), se observé que tras 10
minutos en oscuridad la actividad NR descendia hasta un 60% de su valor inicial y
hasta un 40% después de 30 minutos de tratamiento. De igual forma se produjo
una réapida reactivacion in vivo del enzima al reiluminar la planta, Tras 10 minutos
se alcanzaron valores de un 70% de la actividad inicial y en 30 minutos los valores
iniciales (Fig. 4). Paralelamente, los niveles de H6P disminuyeron un 50% tras 5
minutos en oscuridad y permanecieron estables mientras no cambiaron las
condiciones de iluminacién. Posteriormente, tras 5 minutos de reiluminacion, se
recuperaron los niveles iniciales de H6P (Fig. 4). Estos datos muestran una
correlacién directa entre actividad NR y niveles de H6P en la hoja, y que los
cambios en los niveles de H6P preceden a aquellos que se producen en la

actividad NR.

Resultados anteriores de nuestro grupo han puesto de manifiesto que el
suministro de azdcares y aziicares-fosfato a hojas de cebada a través de la
corriente de transpiracion, da lugar a la proteccién de la NR frente a la inactivacién
in vivo por oscuridad (de Cires, 1996). Con objeto de determinar si existe una
correlacion entre esta proteccion y los niveles de H6P en la hoja, se determinaron
en paralelo la actividad NR y los niveles de H6P en extractos de hojas de cebada a
las que se les suministré Glc, DHAP, G6P y F6P a través de la corriente de
transpiracién, en transiciones luz-oscuridad (Fig. 5). En el panel A de la Fig. § se

observa que mientras la NR de hojas control se inactivé un 55% por oscuridad, en
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Fig. 4 Actividad NR y niveles de H6P en hojas de cebada
sometidas a transiciones luz-oscuridad-luz.
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Tras dos horas de iluminacién en condiciones de cultivo, las plantas se sometieron a 30 min de
oscuridad y posteriormente se reiluminaron. A los tiempos indicados, se tomaron dos muestras
de hojas que se sumergieron rapidamente en N3 liquido, en las que se determind actividad NR
(A) y niveles de H6P (B), respectivamente. La actividad NR se extrajo y ensayd en medio
estdndar (M. y M. apartado 2.3.1). Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos
independientes. El 100% de los niveles de hexosas 6-fosfato corresponde a 228 nmol - g-! PF,
el 100% de la actividad NR corresponde a 18 umol NO," - g'! PF - hl.
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hojas a las que se les suministr6 cualquiera de los azicares ensayados no se
produjo una inactivacién significativa del enzima por oscuridad, encontrdndose
valores de actividad NR similares a los de hojas control en luz. Paralelamente, en
condiciones de oscuridad los niveles de H6P de hojas control descendieron un
40%, poniendo de nuevo de manifiesto la correlacién antes descrita entre
actividad NR y niveles de H6P (Fig. 5-B). Sorprendentemente, aquellas hojas a las
que se suministraron azicares o azticares-fosfato presentaron niveles de H6P
significativamente mayores que los del control, tanto en condiciones de
iluminacién como de oscuridad, que oscilaron aproximadamente entre un 150% en
el caso del suministro de glucosa y un 400% cuando se suministré F6P (Fig. 5-B).
Estos datos ponen de manifiesto la estrecha correlacién entre los niveles de H6P
de hojas en oscuridad y la proteccion de la NR frente a la inactivacién in vivo por

oscuridad tras el suministro de aziicares o aziicares-fosfato a la hoja.

Como se ha descrito, el aumento de los niveles de aziicares-fosfato de hojas
tratadas se produjo tanto en hojas en oscuridad como en hojas en luz. Sin
embargo, en hojas en luz no se observaron diferencias significativas entre la
actividad NR de las hojas control y de las hojas tratadas. Es decir el suministro de
azidcares-fosfato a las hojas en luz que produjo un aumento de las H6P no se

correspondié con una activacién de la NR por encima de los valores del control.

La proteccion por aziicares fosfato de la NR, frente a la inactivacién in vivo
pbr oscuridad podria cursar por dos mecanismos diferentes: 1) actuando in vivo,
sobre el mecanismo de regulacién de la actividad NR o 2) actuando in vitro por
acumulacién de estos azicares en el medio de ensayo. Para discernir entre estas

dos posibilidades se realizaron ensayos similares a los anteriores, en extractos
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Fig. 5 Efecto del suministro de Glc, F6P, G6Py DHAP sobre la
actividad NR y los niveles de H6P en hojas de cebada.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo.Las
hojas cortadas, con su base sumergida en agua destilada o en las soluciones correspondientes,
Glc, F6P, DHAP o G6P, 10 mM, se dispusieron en una cdmara de transpiracién (M. y M.
apartado 2.2). Después de 30 min en iluminacién ([T]) y, en su caso, de 30 min de oscuridad
(AA) se tomaron dos muestras de hojas que se congelaron rdpidamente en N3 liquido, en las que
se determind actividad NR (A) y niveles de H6P (B), resepectivamente. La actividad NR se
extrajo y ensay6 en medio estdndar (M y M apartado 2.3). Se presenta la media + SE de, al
menos, tres experimentos independientes. El 100 %de los niveles de H6P corresponde a 191
nmol - g-! PF. ’
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desalados, evitando de esta forma la posible acumulacién de aziicares-fosfato en el
medio de ensayo. Como se puede observar en la Fig. 6 los valores de actividad
NR obtenidos en esté caso fueron siempre menores que aquellos que se obtenian
en muestras sin desalar. No obstante, al igual que ocurria en el caso anterior se
observa la inactivacién in vivo por oscuridad de la NR de hojas control, asi como
la prevencién frente a esta inactivacién en aquellas muestras a las que se habia
suministrado a través de la corriente de transpiracién cualquiera de los aziicares
ensayados. Los resultados indican que las H6P actidan in vivo sobre el mecanismo

de modulacién de la actividad NR implicado en las transiciones luz oscuridad.

El conjunto de los resultados muestra: una correlacién directa entre
actividad NR y niveles de H6P en hojas sometidas a transiciones luz-oscuridad;
que en estas transiciones los cambios en los niveles de H6P preceden a aquellos
que se producen en la actividad NR y que la proteccion frente ala inactivacién in
vivo por oscuridad de la NR por suministro de aziicares-fosfato a través de la
corriente de transpiracion se correlaciona con el aumento de los niveles de H6P en

las hojas tratadas.
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Fig 6. Efecto del suministro de G6P y DHAP sobre la actividad
NR en extractos desalados y los niveles de H6P en
hojas de cebada.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo.Las
hojas cortadas, con su base sumergida en agua destilada, o en las soluciones correspondientes,
DHAP o G6P, 10 mM, se dispusieron en una cdmara de transpiracién (M. y M. apartado 2.2).
Después de 30 min en iluminacién (0D y, en su caso, de 30 min de oscuridad (B4 ) se tomaron
dos muestras de hojas que se congelaron rdpidamente en Nj liquido, en las que se determiné
actividad NR tras desalar las muestras (A) y los niveles de H6P (B), respectivamente. La
actividad NR se extrajo y ensayé en medio estandar (M y M apartado 2.3). Se presenta la media
+ SE de, al menos, tres experimentos independientes. El 100 %de los niveles de H6P
corresponde a 191 nmol - g*! PF.
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3.1.2 Dependencia por CO; de la actividad NR y de los niveles de H6P en

hojas de cebada

Kaiser y Foster (1989) pusieron de manifiesto que la reduccién de nitrato en
hojas de espinaca dependia de la disponibilidad de CO;. En el caso de hojas de
cebada, la actividad NR es también dependiente de la fijacién de CO;. Resultados
anteriores obtenidos por nuéstro grupo han permitido determinar la actividad NR
extraible de hojas de cebada preincubadas en diferentes fases gaseosas y a
diferentes intensidades de luz que permitieron obtener un rango amplio de

velocidades de fijacion de CO, (de Cires etal., 1993a). Las actividades mds bajas

se obtuvieron de hojas en aire y oscuridad. La actividad aumenté cuando a las

hojas mantenidas en oscuridad se les excluyé el O, de la fase gaseosa. La luz (340
pmol fotones - m-2- s-1) en aire con 400 ppm de CO; produjo un incremento de la

actividad NR, que alcanzd valores méaximos en hojas incubadas en nitrégeno

conteniendo 1000 ppm de CO, y alta luz (1800 ymol fotones - m2 - s-1). Ademas

con estos resultados fue posible establecer una correlacién hiperbdlica positiva

entre actividad NR y fijacién de CO; in vivo que puso en evidencia una cinética
de saturacién de la actividad NR respecto ala velocidad de fijacién de COz en la
que la activacién semimdxima de la NR se correspondia con valores de fijacién de
CO; del orden de 6 pmol CO2'nr2- s-1(de Cires et al., 1993 a). A la vista de estos
resultados, cabria esperar una correlacién, también positiva, entre actividad NR y
fijacion de CO, por un lado y niveles de H6P por otré. Con objeto de analizar esta

hipétesis, se determinaron en paralelo, niveles de H6P, actividad NR y fijacién de

COa.
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Mientras que fue relativamente simple establecer correlaciones entre los
valores de actividad NR frente a pequefias variaciones en las tasas de fijacién de
CO, (de Cires et al., 1993a), no fue tan facil desde el punto de vista experimental
establecer diferencias en los niveles de H6P en las mismas condiciones (datos no
mostrados). Por tanto, se decidié determinar actividad NR y niveles de H6P en
hojas de cebada sometidas a condiciones extremas de fijacién de CO; en distintas
situaciones experimentales: en un caso en condiciones de fotosintesis similares a
las de crecimiento (aire y 400 pmol fotones - m-2 - s-1). en otro en las mismas
condiciones pero en ausencia de CO, y en un tercero suministrando a las hojas

inhibidores especificos de la fijacién de CO,.

Como se mostraba en la Fig. 41a NR de hojas de cebada se inactiva in vivo
tras someterlas a oscuridad y se reactiva al reiluminar las hojas. Ademads, estos
cambios en la actividad NR se correlacionan con cambios en los niveles de H6P.
Sin embargo, en la Fig. 7 se observa que la NR permanece inactiva cuando la
reiluminacion se lleva a cabo en una fase gaseosa carente de CO,, situacion en la
que no se produce la recuperacién de los niveles de H6P hasta valores control.
Esto indica que la luz es condicién necesaria pero no suficiente para producir la

reactivacion de la NR y que es preciso también restablecer una fijacion de CO;

activa que recupere los niveles de H6P.

En la Fig. 8 se muestra la evolucién de la actividad NR y los niveles de H6P

en hojas de cebada sometidas a transiciones aire-[aire libre de CO;]-aire, en

condiciones de luz continua. Como se puede observar el patrén de inactivacion-

reactivacion es muy similar al que se obtiene al someter a las hojas a transiciones
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Fig 7. Actividad NR y niveles de H6P en hojas de cebada

sometidas a transiciones luz-oscuridad-luz, en presencia o
en ausencia de CO,.
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Se utilizaron plantas de cebadas iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo. Las
hojas cortadas, con su base sumergida en agua destilada, se dispusieron en una cdmara de
transpiracién (M. y M. apartado 2.2), se sometieron a 30 min de oscuridad y posteriormente se
reiluminaron en aire (O) o en aire libre de CO; (A). A los tiempos indicados, se tomaron dos
muestras de hojas que se congelaron rapidamente en N7 liquido, en las que se determind
actividad NR (A) y niveles de H6P (B), respectivamente. La actividad NR se extrajo y ensayd en
medio estdndar (M y M apartado 2.3). Se presenta la media = SE de, al menos, tres
experimentos independientes. El 100% de actividad NR y niveles de H6P fue de 20 umol NO»"
g1 PF-h-ly 196 nmol - g-! PF, respectivamente.
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luz-oscuridad. La inactivacion del enzima es muy rdpida al pasar a las hojas a aire
libre de CO3, disminuyendo la actividad NR inicial en un 40% tras 30 min de
tratamiento. Paralelamente a esta inactivacién de la NR, se produce un descenso
similar en los niveles de H6P. Posteriormente, y tras 30 min de incubacién en aire,
se produce la reactivacién del enzima, recuperandose los valores iniciales de
actividad NR y de los niveles de H6P. De nuevo los resultados ponen de

manifiesto la estrecha correlacién entre los niveles de H6P, la fijacién de CO3 y la

actividad NR en hojas de cebada.

Para corroborar los resultados anteriores se determinaron actividad NR,

niveles de H6P y tasas de fijacién de CO, en hojas de cebada a las que se les

suministrd, en condiciones de luz continua, glicolaldehido, un inhibidor del Ciclo
de Calvin que actia a nivel de la fase de regeneracién de la RuP, (Sicher, 1984).
En estas condiciones (Tab. 4), el suministro de glicolaldehido 50 mM, produjo una
inhibicién de la fijacién de CO, del 80% y una disminucién de la actividad NR de
aproximadamente un 70%. Paralelamente se observé un descenso de los niveles
de H6P de un 40%. Sin embargo, cuando se suministré a las hojas conjuntamente
glicolaldehido, 50 mM y G6P, 20 mM, se observaron niveles de H6P seis veces
superiores a los determinados en hojas control, y ademds se previno la inactivacion

de la NR, mientras que la fijacién de CO, continuaba inhibida. Estos resultados
corroboran la relacién entre actividad NR, fijacién de CO, y niveles de H6P.
Ademads indican que la correlacién directa entre actividad NR y fijacion de CO,

estd producida por las variacién en los niveles de H6P, puesto que la inactivacién

de la NR por inhibicién de la fijacién de CO; revierte mediante el suministro de

azucares-fosfato.
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Fig 8. Actividad NR y niveles de H6P en hojas de cebada
sometidas a transiciones aire-[aire libre de CO,]-aire.
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Se utilizaron plantas de cebadas iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo. Las
hojas cortadas, con su base sumergida en agua destilada, se dispusieron en una cdmara de
transpiracién (M. y M. apartado 2.2) y se incubaron bajo iluminacién continua durante 30 min
en aire libre de CO; y, posteriormente, de nuevo en aire. A los tiempos indicados, se tomaron
dos muestras de hojas que se sumergieron rapidamente en N5 liquido, en las que se determin6
actividad NR (A) y niveles de H6P (B) resepectivamente. La actividad NR se extrajo y ensay6
en medio estdndar (M y M apartado 2.3). Se presenta la media + SE de, al menos, tres
experimentos independiente. El 100% de actividad NR y niveles de H6P fue de 19,4 pmol
NO;~ - gl PF-h'ly 196 nmol - g-! PF, respectivamente.
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Tabla 4. Efecto del suministro de GA y/o G6P sobre la actividad
NR, los niveles de H6P y la fijacién de CO; de hojas de

cebada en iluminacion.

Tratamiento Actividad NR(%) Niveles H6P(%) Fijacién de COy(%)

Control 100 100 100
GA 31 62 20

GA + G6P 86 640 10

Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante 2h. Las hojas cortadas con su base
sumergida en agua destilada, o en una solucién que contenia GA 50 mM o GA 50 mM + G6P
20 mM, se dispusieron en una cdmara de transpiracién (M. y M. apartado 2.2). Después de 30
min en iluminacién un tercio de las hojas se mantuvieron en la cimara para medir la fijacién de
CO, y el resto se congel6 en N liquido. La actividad NR se extrajo y ensayé en medio estandar
(M.y M. apartado 2.3). Los niveles de H6P y la fijacién de CO; se determinaron como se
indica en M. yM. apartados 2.7 y 2.6.1 respectivamente. Se presentan los datos de un

experimento representativo. El 100%de la actividad NR corresponde a 26,1

pmol NO ™ - g”!PF - h~l, en el caso de los niveles de H6P y fijacién de CO; el 100% fue de

193 nmol H6P - g'PFy 9,1 umol CO, - m™2 - s7! respectivamente.
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El conjunto de estos resultados muestra que la luz no es condicion
suficiente para producir la reactivacién de la NR, asi como una estrecha correlacion
entre los niveles de H6P y la actividad NR en transiciones aire-[aire sin COy]-aire.
Todo ello permite proponer un modelo de actuacién de las H6P in vivo en el que
actuarfan como sefial reguladora modulando la actividad NR en funcién de las

condiciones de fijacién de CO,.
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3.1.3 Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la actividad NR.

En este apartado se plante6 estudiar el efecto del aporte de nitrégeno sobre
la actividad NR y los niveles de H6P de hojas de cebada en dos situaciones
experimentales distintas: a) suministrando diferentes formas de nitrégeno a través
de la corriente de transpiracién a hojas de plantas cultivadas con 15 mM nitrato, y
b) cultivando las plantas con distintas fuentes de nitrgeno, esto es, nitrato,

amonio o nitrato y amonio en distintas proporciones.

En una primera aproximacién experimental, se suministro, a través de la
corriente de transpiracién, nitrato o amonio (a concentraciones de 10 mM durante
30 min) a hojas de cebada y se determiné actividad NR y niveles de H6P en
diferentes condiciones de fotosintesis (Tab. 5). Cuando el suministro se realiz6 en
las condiciones de cultivo (aire y 350 pmol fotones - m-2 - s-1), no se encontraron
diferencias significativas ni en la actividad NR ni en los niveles H6P, en ninguno
de los tratamientos (Tab. 5). Sin embargo, si tras el tratamiento anterior las hojas se
incubaban en condiciones de maxima fotosintesis (5% CO2 y 1500
umol fotones - m-2 - s-1), la actividad NR y los niveles de H6P eran en todos los
casos significativamente m4s altos que los obtenidos tras el primer tratamiento,
independientemente de la fuente de nitrégeno proporcionada a las hojas (Tab. 5).
Es interesante sefialar que, en esta situacién de maxima fotosintesis, tampoco se
observaron diferencias significativas ni en actividad NR ni en los niveles de H6P
entre los diferentes tratamientos. Estos resultados indican, 1) que los aufnentos
rapidos de las concentraciones de nitrato o amonio en las hojas no dan lugar a
cambios significativos en la actividad NR y en los niveles de H6P de las mismas, 2)

que el sistema de activacién del enzima responde mds a las condiciones en las que
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Tabla 5. Actividad NR y niveles de H6P de hojas de cebada, en

diferentes condiciones fotosintéticas, tras
suministrarles nitrato o amonio.
Baja fotosintesis Alta fotosintesis
Tratamiento Actividad NR H6P Actividad NR Hé6P
Control 20,5+1,0 164+15 26,4+2.6 295+18
Nitrato 20,0+0,6 156x13 25,6x1,4 283%15
Amonio 21,0x1,1 149+16 29,1£2,6 277+19

Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante 2h en condiciones de cultivo. Las hojas
cortadas con su base sumergida en agua destilada (control), KNO3, 10 mM o NH4CI, 10 mM

se dispusieron en una cdmara de transpiracién. Un grupo de hojas se incubé con aire y 350

pmol fotones m 25! (baja fotosintesis), tras el tratamiento se congelaron en nitrégeno liquido

para determinar la actividad NR y los niveles de H6P. Otro grupo de hojas se incubé en aire

con un 5% de CO; y 1500 umol de fotones m2-s-! durante 20 minutos (alta fotosintesis).

Después de esto, las hojas se congelaron en nitrégeno liquido para determinar la actividad NR y

los niveles de H6P en estas condiciones.Los niveles de H6P y la actividad NR se determinaron

como se indica en M. yM. apartados 2.7 y 2.3 respectivamente. y se expresan COmo

umol NO,™ - g7!PF - h™! y nmol H6P - g~!PF, respectivamente.

T~
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se favorece la fijacién CO; in vivo que a las de suministro de nitrégeno y, 3) que

en cualquiera de las condiciones se manifiesta la correlacién entre la actividad NR

y los niveles de H6P en la hoja.

Como se ha indicado en la introduccién en plantas herbiceas como la
cebada, el sitio fundamental de asimilacién de nitrato hasta aminodcidos es la hoja,
donde este anién llega desde la raiz, via xilema. Cuando la tnica fuente de
nitrégeno disponible es el nitrato, la hoja exporta via floema los aminoéacidos
sintetizados a los tejidos no fotosintéticos. Cuando la fuente de nitrégeno
disponible es el amonio, la situacién fisiolégica cambia, puesto que este jon es
asimilado hasta aminoacidos en la misma raiz, no existiendo translocacién de
amonio a la hoja (Lewis et al., 1986). En estas condiciones, la raiz requiere un
aporte extra de esqueletos carbonados desde la hoja para la biosintesis de
aminodcidos, que serdn luego exportados al resto de la planta. Cuando en el medio
de cultivo coexisten el nitrato y el amonio es posible alterar la relacién
fuente-sumidero de las hojas variando la proporcién de nitrato y amonio
suministrados a la planta en el medio de cultivo. De este modo, se modifica la
proporcién de fotosintato utilizado en la hoja respecto del exportado a la raiz para
suministrar los esqueletos carbonados necesarios para incorporar el nitrégeno

aminico en uno u otro érgano.

Siguiendo este planteamiento, en la segunda aproximacion experimental, se
determin la actividad NR y los niveles de H6P en hojas de cebada cultivadas con
diferentes concentraciones de nitrato y/o amonio (Tab. 6). Se observé que la

actividad NR final (Vi) que refleja la cantidad total de enzima, en extractos de

hojas en luz era muy similar en todos los casos. De hecho, no se encontré ninguna
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diferencia significativa en Vy entre plantas cultivadas con nitrato como tnica

fuente de nitrégeno (a concentraciones de 15 o 8,7 mM) y aquellas cultivadas con
amonio 8 mM y concentraciones progresivamente menores de nitrato (3, 1,5y 0,7
mM). Los datos indican que la utilizacién de amonio como fuente de nitré6geno no
tiene efectos negativos sobre la expresién de la NR en la hoja, y que
concentraciones de nitrato tan bajas como 0,7 mM en un medio basado en amonio,
son suficientes para inducir la expresién del enzima foliar en niveles similares a los
expresados en otros medios con nitrato como tnica fuente de nitrégeno. (Tab. 6;

Larsson, 1994).

Analizando las respectivas actividades NR iniciales (V;) que reflejan el
estado de activacién del enzima, en extractos de hojas en luz (Tab. 6), se observé
que no hubo diferencias significativas entre plantas cultivadas con nitrato como
tinica fuente de nitrégeno y aquellas cultivadas con amonio y concentraciones
progresivamente menores de nitrato de hasta 1,5 mM. Los datos indican que, en
condiciones de luz, el estado de activacién de la NR no experimenté ninguin
cambio cuando se modificé el suministro de nitrégeno como nitrato desde el 100%
hasta el 16% de nitrégeno total en el medio. Sin embargo, cuando la concentracién
de nitrato en el medio era 0,7 mM (8% del nitrégeno total), la actividad NR inicial
era significativamente menor para actividades NR finales similares. En esas
condiciones, la actividad NR inicial era sélo el 50% de la encontrada en extractos
de plantas cultivadas en cualquier otra condicién, poniendo de manifiesto una
disminucién en el estado de activacion del enzima, independientemente de las
condiciones de iluminacién (Tab. 6). Estos datos sugieren que, en plantas

cultivadas con mas del 90% del nitrégeno total proporcionado en forma de
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Tabla 6. Actividad NR de hojas de cebada en iluminacion o en

oscuridad, cultivadas con diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuente de nitrégeno Actividad NR
Luz Oscuridad
Nitrato Amonio V; Vs V; V¢
15,0 0 20+0,5 24+0,3 9+0,5 20+0,9
8,7 0 19+1,1 22+0,4 8+0,3 19+1,7
7.5 7.5 21+0,3 25+0,9 8+0,9 20+0,5
3,0 8,0 20+0,5 25+0,2 8+0,6 20£0,8
1,5 8,0 19+0,8 23+0,3 7+1,0 20+0,9
0,7 8,0 7+1,0 22+1,4 4+0,4 19+1,5

La plantulas se iluminaron durante 2 h en condiciones de cultivo (iluminacién) y en su caso,
posteriormente se sometieron a 30 min de oscuridad (oscuridad). La actividad NR se determiné
como se indica en M. yM. apartado 2.3 y se calcul6 como Vi (0-2 min del ensayo) y V£ (6-10

min del ensayo), y estd expresada como pmol NO,™ - g~!PF - h~L.
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amonio, en las que la asimilacién de nitrégeno tiene lugar principalmente en la raiz,
el déficit en los niveles de carbohidratos en la hoja como consecuencia de la
exportaciéon masiva hacia la raiz da lugar a una inactivacién reversible de la NR

foliar atn en condiciones de luz.

Ademas cuando tras dos horas en luz en condiciones de cultivo, las plantas

se sometieron a un periodo de 30 min de oscuridad se observé que, para Vg
similares a las determinadas en luz, los valores de V; eran significativamente més

bajos, como corresponde a la manifestacién de la inactivacién inducida por

oscuridad (Tab. 6). En estas condiciones, la V; de la NR extraida de hojas de

plantas cultivadas en medios con amonio conteniendo nitrato 0,7 mM era también
significativamente inferior (aproximadamente la mitad) a la determinada en hojas
de plantas cultivadas en los demds medios de cultivo. Esto indica que la NR en
estas condiciones puede alcanzar mayores niveles de inactivaci6n por oscuridad y
que el sistema tiene capacidad de respuesta a los cambios metabdlicos que

experimenta la planta en la transicién luz-oscuridad.

Por tanto, se ha interpretado que en estas condiciones los niveles de
efectores de la NR foliar (i. e. niveles de carbohidratos en la hoja) eran muy bajos
en ambas condiciones: primero, como consecuencia del corto periodo en oscuridad
y en segundo lugar, por la exportacién masiva de carbohidratos desde la hoja a la

raiz, para sustentar la asimilacién de nitrégeno en este tejido.

Para comprobar esta posibilidad, se determinaron los niveles de H6P en
extractos de hojas de plantas cultivadas en las condiciones de aporte de nitrégeno

antes descritas, y después de someterlas a condiciones de luz y oscuridad (Tab. 7).

83



Los niveles de H6P en extractos de hojas en luz eran similares en plantas
cultivadas con nitrato como tnica fuente de nitrégeno (15 y 8,7 mM nitrato) y
aquellas cultivadas con concentraciones equimolares de nitrato y amonio (7,5 mM
nitrato aménico). Sélo cuando el nitrato constituyé el 8% del nitrégeno total en
los medios (medio de cultivo conteniendo 8 mM amonio + 0.7 mM nitrato), los
niveles H6P fueron el 50% de los determinados en las condiciones inicialmente
descritas (Tab. 7). Los datos indican que, evidentemente, bajo estas condiciones
de cultivo, se produjo una exportacién masiva de productos de la asimilacién de
CO2 (probablemente como sacarosa) desde las hojas a la raiz, para sustentar la
asimilacién de nitrégeno en este tejido. Es interesante‘seﬁalar que, paralelamente a
esta disminucién en los niveles de H6P, la NR resultaba también inactivada (Tab.
6), lo que pone de manifiesto una correlacién directa entre los niveles de H6P y el
estado de activacién del enzima. Cuando las plantas se sometieron a 30 min. de
oscuridad, se observé una disminucién significativa del 50% en los niveles del
H6P en todos los casos. Esta observacién también estd de acuerdo con la
propuesta. En condiciones de oscuridad, la inhibicién de la asimilacién de CO;
disminuye los niveles intracelulares de carbohidratos y, por tanto, la inactivacién
reversible de la NR. Ademds, en plantas cultivadas en oscuridad con el 8% del
nitrégeno total como nitrato, los niveles de H6P disminuyeron atin mas,

alcanzando éstos un 40% de los determinados en luz (Tab. 7).

En conjunto los resultados obtenidos ponen de manifiesto una vez mas, la
existencia de una correlacién directa entre los niveles de hexosas 6-fosfato en la
hoja y la actividad NR de la misma y estdn de acuerdo con nuestra hipétesis de

trabajo, en la que los niveles de productos de la asimilacién de CO;, mas
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Tabla 7. Niveles de hexosas-fosfato (H6P) en hojas de
cebada en iluminacién y oscuridad cultivadas con

diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuente de nitrégeno Niveles de hexosas-fosfato
‘Nitrato (mM) Amonio (mM) Luz Oscuridad
15,0 0 100 48
8,7 0 96 50
7,5 7,5 85 48
0,7 8 52 42

Las plantulas se iluminaron durante 2 h en condiciones de cultivo (iluminacién) y en su caso,
posteriormente se sometieron a 30 min de oscuridad (oscuridad). Los niveles de carbohidratos
se determinaron como se describe en M. y M. apartado 2.7 El 100% corresponde a 170

nmol H6P - g-1PF. Los datos corresponden a un experimento significativo.
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concretamente las H6P, actuarian como efectores positivos de la actividad NR
foliar. Esta y los niveles de H6P serian bajos en ambas situaciones: en las hojas de
plantas cultivadas con nitrato, como consecuencia del periodo en oscuridad y en
las hojas iluminadas de plantas cultivadas fundamentalmente con amonio, como
resultado de la translocacién de carbohidratos a la raiz para aportar los esqueletos
carbonados requeridos en la asimilacién de amonio. Tras un periodo de oscuridad
de las hojas de plantas cultivadas fundamentalmente con amonio, el estado de
activacion de la NR disminuye atin mds, lo que indica la sensibilidad del sistema a

una disminucién suplementaria en los niveles de carbohidratos de la hoja.
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3.2 MODULACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD NR DE HOJAS DE
CEBADA

En este capitulo se ha estudiado comparativamente la sensibilidad in vitro a

diferentes efectores de la NR extraida de hojas de cebada en luz y en oscuridad.

Los estudios sobre la modulacién in vivo realizados sobre hojas de cebada
y descritos en el capitulo anterior, muestran que la NR se puede extraer en dos
estados de activacién diferentes en funcién de las condiciones de iluminacién o

fijacién de CO; a las que se hayan sometido las plantas. Asf,la NR obtenida de

plantas en luz presenta valores de actividad mayores que la obtenida de hojas en

oscuridad. De igual forma, si las hojas se incuban en luz con aire libre de CO; se

extrae la NR en una forma con menor actividad que aquella que se extrae de hojas
incubadas en las condiciones de cultivo. Esta inactivacién in vivo se observa
cuando se utilizan medios de extraccién y ensayo que contienen agentes
quelantes como EDTA y Pi (medio estindar). Sin embargo, la inactivacién de la NR

de hojas de espinaca por oscuridad o ausencia de CO; requiere la presencia de

concentraciones milimolares de Mg2+ o Ca2+ en el medio de ensayo, para ser
detectada (Kaiser y Spill 1991; Huber et al., 1992a). En el caso del enzima de hojas
de espinaca este ultimo aspecto se ha explicado en base a que el proceso de
inactivacién in vivo del enzima consistiria en la fosforilacién del mismo, condicién
necesaria, pero no suficiente, ya que ademds se requeriria la presencia de cationes
divalentes que permitan la unién de una proteina inhibidora. El mecanismo que
opera en cebada no solo resulta diferente en cuanto al requerimiento por cationes
divalentes, sino que ademds en estudios previos de nuesfro laboratorio no ha sido

posible reproducir los experimentos de inactivacién de la NR por incubacién con
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ATP. No obstante, el enzima si se inhibe in vitro por iones Mg2+ o Ca2+ en

ausencia de agentes quelantes (de Cires et al., 1993a)

Por otro lado, de nuestros estudios in vivo se desprende la existencia de una
correlacién directa entre el estado de activacion de la NR y los niveles de H6P de
la hoja. Asi, la NR extraida de hojas en condiciones de cultivo en ilurﬁinacién, en
las que existen altos niveles de HO6P presenta una mayor actividad que la obtenida
de hojas en oscuridad, ausencia de CO; en iluminacién o que exporta el
fotosintato a la raiz, condiciones todas ellas en las que presentan bajos niveles de
H6P (menores del 50% del control). Ademds, se puede prevenir in vivo que la NR
pase a su forma menos activa forzando un aumento de los niveles de H6P de la

hoja, mediante el suministro de azicares a través de la corriente de transpiracion.

Por todo ello, se ha estudiado el efecto in vitro de diferentes
azucares-fosfato sobre la NR de hojas de cebada, asi como el efecto del Mg2+ yla
relacién entre ambos efectores, con objeto de establecer un modelo conjunto de
regulacion de la actividad NR por Mg2+ y aziicares fosfato que permita explicar e

integrar los resultados obtenidos hasta el momento.
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3.2.1 Sensibilidad a Mg2+ de la actividad NR de hojas de cebada

Como se ha descrito en el apartado 2.2 de M. y M. los resultados que se
presentan en este nuevo apartado se han obtenido utilizando medios de
extraccién y ensayo que no contenian EDTA ni Pi ya que su capacidad para

quelar iones no permite observar el efecto in vitro del Mg2+ sobre la NR (Fig. 2).

En la Fig. 9 se representan los valores de actividad NR de hojas de cebada
en luz y en oscuridad extraida y ensayada en ausencia o en presencia de
concentraciones crecientes de Mg2+. Los resultados muestran que el enzima
extraido de hojas en luz y en oscuridad se inhibia in vitro por Mg2+, aunque de
forma diferente. La NR de hojas en luz no se inhibié de forma significativa a
concentraciones de Mg2+ inferiores a 2 mM. La adicién de este ion hasta
concentraciones de 10 mM produjo una inhibicion que llegé a ser del 37%. La NR
de hojas en oscuridad, sin embargo, se inhibié de forma significativa incluso a
concentraciones de Mg2+ 1 mM. Cuando se ensayaron concentraciones de Mg2+
2 mM, la inhibicién de la NR fue del 50% y se produjo la inhibicién practicamente

total del enzima a concentraciones de Mg2+ de 10 mM.

Estos resultados muestran de forma evidente que para cualquier
concentracién de Mg2+ ensayada la NR obtenida de hojas en oscuridad se inhibi6
de forma significativamente mayor que aquella obtenida de hojas en luz, lo cual
indica que la NR de hojas en oscuridad es una forma del enzima més sensible a la
inhibicién in vitro por li;[g2+>que la NR de hojas en luz. Esta diferencia en la
sensibilidad también se manifiesta en las concentraciones de Mg2+ para las que se

logra la inhibicién semimaxima de la NR; asi, para la NR de hojas de luz,la
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Fig 9. Inhibicién por Mg2+ de la actividad NR en extractos de
hojas de cebada en iluminacion o en oscuridad.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (O) vy,
en su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (M ). Tras el tratamiento, las hojas
se congelaron en Ny liquido. Los extractos se prepararon, desalaron y ensayaron en medio base
(M. y M. apartado 2.3) a las concentraciones indicadas de Mg2+. Se presenta la media + SE de,

al menos, tres experimentos independientes.

90



inhibicién semiméxima por Mg2+ se obtenia a concentraciones superiores a 10 mM,
mientras que en el caso de la NR de hojas en oscuridad se alcanzaba a

concentraciones de 2 mM.

Cuando se calcula el porcentaje de inactivacién por oscuridad de la NR
ensayada a diferentes concentraciones de M g2+, a partir de los datos
representados en la Fig. 9, se puede observar que en ausencia de Mg2+, la
inactivacion por oscuridad determinada in vitro es del 44% y aumenta al
incrementar la concentracién de Mg2+ en los ensayos, hasta obtener valores de
inactivacién maximos préximos al 90%, a concentraciones de Mg2+ superiores a5
mM (Fig. 10). Los datos ponen de manifiesto que la inactivacién in vivo de la NR
por oscuridad se observa in vitro incluso en ausencia de Mg2+, hecho que
constituye una diferencia fundamental de la NR de hojas de cebada respecto al
enzima de otros origenes, en los que la presencia de Mg2+ es esencial para detectar
in vitro la inactivacién in vivo por oscuridad (Kaiser y Spill, 1991; Kaiser y
Brendle-Behnisch,1991; Kaiser et al., 1992; Huber et al., 1992a). Por otra parte, es
evidente que la presencia de este ion en los medios de extraccién y ensayo
acentia las diferencias entre la actividad NR de hojas en luz y de hojas en
oscuridad. Por tanto, es posible distinguir dos inhibiciones aditivas sobre la NR de
hojas de cebada: una inactivacién in vivo por oscuridad, independiente de Mg2+,
y una inhibicién in vitro por Mg2+ que se superpone a la anterior (de Cires et. al.,

1993a; de Cires 1996)

Con objeto de profundizar en el estudio del efecto inhibidor in vitro del
Mg2+ sobre la NR foliar y poder establecer el modo de accién del mismo se han

caracterizado algunos pardmetros cinéticos del enzima (Vmax, Km y eficiencia
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Fig 10.  Efecto del Mg2+ sobre la inactivacién in vivo por
oscuridad de la NR de hojas de cebada en funcion de la
concentracion de Mg2+ en el ensayo
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Se representan los valores de inactivacién in vivo por oscuridad de la NR extraida y ensayadaa

id:i_fergntes concentraciones de Mg2+, calculados a partir de los datos que se representan en la
ig. 9.
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catalitica para el NO3-) en presencia y en ausencia de este ion, tanto en el enzima

de hojas en luz como en el de oscuridad.

Al representar los valores de actividad NR de hojas en luz en funcién de la
concentracién de NO3z-en el medio de ensayo, se obtuvieron tipicas cinéticas
hiperbdlicas (Fig. 11). En ausencia de Mg2+, la Vp,x de la NR fue de 8,9
pmol NOo-- g-1PF- h-1y sﬁ K para nitrato de 61 uM (Tab. 8), Estos valores de
K son similares a los descritos para la NR procedente de diferentes especies y
ensayada en distintas condiciones (Guerrero et al., 1981; Campbell 1989 ; Dwivedi
et al., 1994; Trimboli y Barber 1994; Ratnam et al., 1995; Barber etal., 1997; Lillo
etal., 1997; Ratnam et al., 1997; Su et al., 1997). Cuando los ensayos se realizaron
en presencia de Mg2+ 10 mM, la V.« fue de 6,6 pumol NO,-- g-1PF - h-1 y la Ky
para el nitrato de 77.8 uM. Con estos datos se ha calculado el efecto del Mg2+
sobre la eficiencia catalitica del enzima (apartado 2.3.2 M. y M.), pardmetro que
nos permite comparar su especificidad por el sustrato en presencia de los distintos
efectores (Tab. 8). Los resultados obtenidos muestran que en presencia de Mg2+

la eficiencia catalitica del enzima desciende un 40% aproximadamente.

En la Fig. 12 se muestran los valores de actividad obtenidos cuando estos
ensayos se realizaron a partir de extractos de hojas en oscuridad. Se observan, al
igual que ocurria en €] caso anterior, tipicas cinéticas hiperbélicas. En ausencia de
efectores, los valores obtenidos de Vmax ¥ Km para la NR fueron de 5,5
pmol NO,- - g-1PF - h-1y 24 uM, respectivamente. La presencia de Nfé2+ en los
ensayos dio lugar a un descenso dréstico de la Vpnax del enzima que pasa a ser de 1

pmol NO;- - g-1PF - h-1, algo menor del 20% del control sin Mg2+, resultando por
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Fig 11.  Efecto del Mg2+ sobre la cinética de actividad de la NR de
hojas de cebada en iluminacion en funcion de la
concentracion de nitrato .
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo. Tras el
tratamiento, las hojas se congelaron en N liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en
medio base (M. y M. apartado 2.3). La actividad NR se ensay6 en el mismo medio, sin
adiciones (O), o afiadiendo Mg2+, 10 mM (O) y a las concentraciones indicadas de NO3~ en

cada caso. Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos independientes.
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Tabla 8. Viaxy Km para el nitrato de la NR de hojas de cebada en

iluminacion, ensayada en ausencia y presencia de Mg2+

Tratamiento V max (@ Km (M) Eficiencia catalitica
(b)
Control ' 8,9+0,2 61+4 100%
MgCl, 6,6+0,4 77,8x15 58%

Datos calculados a partir de la Fig. 11, con el programa Leonora desarrollado por Athel
Cornish-Bowden. '

(a) umol NO,~ - g~ 1PF - h~!
(b) Eficiencia catalitica expresada como porcentaje frente al control. El 100% corresponde a 146
umol - mM-1 - g-1PF . h-1 (expresado como Vmax/Km).

Condiciones como en la Fig. 11.
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tanto el enzima de hojas en oscuridad mucho mds sensible a la inhibicién in vitro
por Mg2+ que el enzima de hojas en luz (Tab. 9). Ademis, la K, alcanza un valor
de 75 uM, tres veces superior al del control sin Mg2+ (Tab. 9). En este caso,
también se han comparado las eficiencias cataliticas del enzima de hojas en
oscuridad en las diferentes condiciones de ensayo. Los datos obtenidos muestran
que la presencia de Mg2+ produce un descenso de la eficiencia catalitica de un
95%. El enzima de hojas en oscuridad se caracteriza, por tanto, por una fuerte

sensibilidad a la inhibicién in vitro por Mg2+ (Tab. 9).

Los resultados muestran que el Mg2+ produce la disminucién de la Viuax de
la NR de hojas en luz y en oscuridad (Tabs. 8 y 9), lo que indicaria que el Mg2+ no
actia como un inhibidor competitivo del enzima. Esta modificacién de las
propiedades cataliticas del enzima permite proponer un modelo de accién en el que
el Mg2+ estableceria una interaccién con el enzima a través de un sitio de unién

diferente de aquel al que se unen cualquiera de los sustratos (NADH y NO3-).

Por otro lado, si se comparan los valores de las cinéticas de actividad
obtenidos para la NR de hojas en luz con los obtenidos para el enzima extraido de
hojas en oscuridad (Figs. 11 y 12), se observa, que en ausencia de Mg2+ se
produce un descenso de la Vp,x y de la K, para la NR de hojas en oscuridad
respecto a la de hojas en luz. Estos resultados muestran que la modificacién del
enzima al ser sometido a un periodo de oscuridad se manifiesta en un cambio en
sus parametros cinéticos incluso en ausencia de efectores. Ademas, el ‘ehzima de
hojas en oscuridad, es mds sensible a la inhibicién in vitro por Mg2+. Esto pone de
manifiesto la naturaleza diferente que tienen la NR de hojas en luz, y la NR de

hojas en oscuridad.
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Fig 12.  Efecto del Mg2+ sobre la cinética de actividad de la NR
"de hojas de cebada en oscuridad en funcion de la
concentracion de nitrato.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo y
sometidas posteriormente a 30 min de oscuridad. Tras el tratamiento, las hojas se congelaron en
N> liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M. apartado 2.3). La
actividad NR se ensay6 en el mismo medio, sin adiciones (® ), o afiadiendo Mg2*, 10 mM (M)

y a las concentraciones indicadas de NO3- en cada caso. Se presenta la media = SE de, al

menos, tres experimentos independientes.
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Tabla 9. Viwaxy Kin para el nitrato de la NR de hojas de cebada en

oscuridad ensayada en ausencia y presencia de Mg2+

Tratamiento Vmax @) Kmnm (UM) Eficiencia catalitica
(b)
Control 5,5+0,2 24+2 100%
MgCl, 1+0,1 75+2 3,5%

Datos calculados a partir de la Fig. 12, con el programa Leonora desarrollado por Athel
Cornish-Bowden.

(a) pmol NO;- - g-1PF - h-1 _

(b) Eficiencia catalitica expresada como porcentaje frente al control. El 100% corresponde a 230
pmol - mM-1 - g-1PF . h-1 (expresado como V,/Kp).

Condiciones como en la Fig. 12.
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En conjunto, los resultados indican que el Mg2+ inhibe tanto a la NR de luz
como a la de oscuridad. No obstante, el efecto sobre la NR de oscuridad es
significativamente mayor que sobre la NR de luz. Por tanto, aunque en hojas de
cebada es posible apreciar las diferentes propiedades del enzima )de luz y de
oscuridad en ausencia de cualquier efector, cuando los ensayos se llevan a ;cabo
en presencia de Mg2+, se observa un mayor porcentaje de inactivacién in vivb por
oscuridad. Ademds, la interpretacién de las cinéticas obtenidas permite proponer al
Mg2+ como un inhibidor de la NR, cuyos efectos mas evidentes son la disminucién

de la Viax, ¥, fundamentalmente, el fuerte descenso de la eficiencia catalitica del

enzima para el nitrato.
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3.2.2 Activacidn in vitro de la NR extraida de hojas de cebada por productos

de la fijacion de CO;.

Como se ha descrito en el apartado 3.1.1, el suministro de aziicares o
azicares-fosfato a la hoja a través de la corriente de transpiracién produjo un
aumento de las HGP y la prevencién de la NR frente a la inactivacion in vivo por
oscuridad. Por tanto, una vez evidenciado su efecto in vivo se estudié
comparativamente el efecto in vitro de diversos aziicares y aziicares-fosfato sobre

la actividad NR de hojas en luz y en oscuridad.

A diferencia de los ensayos realizados en los estudios in vivo, los resultados
que se presentan a continuacién corresponden a ensayos realizados en extractos
de hojas de cebada en luz y en oscuridad obtenidos, desalados y ensayados en
medios carentes de EDTA y Pi, esto es, en medio base, ya que la presencia de estos

componentes enmascara el efecto de los metabolitos ensayados (Fig. 2).

Resultados previos de nuestro grupo pusieron de manifiesto que la
actividad NR en extractos de hojas de cebada en luz y en oscuridad no se
modificé significativamente cuando se ensay$ en presencia de glucosa, fructosa y
dihidroxiacetona a concentraciones de hasta 25 mM (de Cires, 1996), indicando

que estos aziicares carecen de capacidad para activar al enzima in vitro.

En la Fig. 13 se presentan las curvas de activacién in vitro de la NR
extraida de hojas en luz y en oscuridad por diferentes azudcares-fosfato. En el panel
A, se observa que el incremento en la concentracién de G6P en los ensayos desde
0 hasta 20 mM, produjo una activacién tanto de la NR de hojas de luz como de

oscuridad, con caracteristicas similares. La activaci6n era practicamente lineal hasta
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valores de concentracién préximos a 15 mM y saturaba a concentraciones
superiores. Los valores de mdxima activacién por G6P fueron de un 40% para el
enzima extraido de hojas de luz, y de un 46% en el caso del enzima de oscuridad
(Tab. 10). Por tanto, la G6P produce la activacién in vitro de la NR extraida de
hojas en luz y en oscuridad con caracteristicas similares, que alcanza su maximo a

concentraciones de entre 15y 20 mM.

Cuando los ensayos de actividad NR se llevaron a cabo en presencia F6P
(Fig. 13-B), se obtuvieron cinéticas de activacién similares a las obtenidas al
utilizar G6P. Los valores de madxima activaciéon de la NR se lograron a
concentraciones de F6P de entre 15 y 20 mM, siendo éstos de un 42 y un 55%
para la NR de hojas en luz y en oscuridad, respectivamente (Tab. 10). Cuando se
ensayé la DHAP (Fig. 13-C), de nuevo las curvas de actividad NR, presentaron
patrones de activacién similares a los obtenidos con G6P y F6P. Los valores de
méxima activacién fueron de un 44 y un 58% para la NR extraida de hojas en luz
y en oscuridad respectivamente a concentraciones de DHAP entre 15 y 20 mM

(Tab. 10).

Como se ha indicado anteriormente, para determinar diferencias en el estado
de activacién del enzima in vivo, se ha utilizado un método de extracciéon y
ensayo rapido de la actividad NR foliar de cebada que implica trabajar con
extractos crudos. En estas condiciones, ademds de la extraccién de la actividad
NR, estariamos extrayendo otras actividades enzimdticas implicadas en la
interconversién de aziicares-fosfato. Por tanto, se podrian estar dando fenémenos
de interconversién enzimdtica de los azicares in vitro, por lo que su efecto

activador sobre la NR no serfa causado directamente por el azicar-fosfato
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Activacidn in vitro por aziicares-fosfato de la NR

Fig 13.
de hojas de cebada en iluminacion y en oscuridad, en
medio base.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (O) y, en
su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (® ). Tras el tratamiento, las hojas se

congelaron en N3 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M.

apartado 2.3) La actividad NR se determind en el mismo medio a las concentraciones indicadas

de los diferentes azicares-fosfato. Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos

independientes.
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Tabla 10. Activacién mdxima y concentracion para la cual se

obtiene la activacion semimdxima con los diferentes

azucares fosfato.

Luz

Oscuridad

Activacion (%) C. Ac. Sem.(®

Activacién (%) C. Ac. Sem.(®

G6P 40+4 5,5
F6P 42+2 5,7
DHAP 44+4 6,3
Man6-P 45+2 5

46+6 55
55+2 5,6
58+4 6
49+11 6

Datos obtenidos a partir de las Fig. 13. Condiciones como las indicadas en la Fig. 13

(a) Concentracién de efector para la que se logra la mitad de la activacién méxima, expresada en

mM
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ensayado en cada caso. Estos mecanismos de interconversién, se han evitado, en
parte, mediante el desalado de las muestras, que elimina en gran medida los
sustratos de los sistemas enziméticos implicados. No obstarite, para descartar esta
posibilidad se caracterizé el efecto in vitro de un epimero de la G6P escasamente
metabolizable, la manosa 6-P (Man 6-P). En el panel D (Fig. 13) se muestran las
curvas de actividad NR obtenidas cuando estos ensayos se realizaron en presencia
de diferentes concentraciones de Man 6-P. Tanto en extractos de hojas en luz
como en oscuridad, se obtuvieron curvas de activacién de la NR con
caracteristicas similares a aquellas obtenidas cuando los ensayos se realizaron en
presencia de G6P. La maxima activacion de la NR de hojas en luz se alcanzé para
concentraciones de Man 6-P de entre 15 y 20 mM y fue de un 45% (Tab. 10).
Para estas mismas concentraciones de Man 6-P se obtuvo la maxima activacion del
enzima de hojas en oscuridad que fue de un 49% (Tab. 1 0).' Ademas el efecto
activador de los azicares fosfato in vitro sobre la NR resulta ser inmediato, puesto
que ni, la incubacién previa con éstos ni su adicién a los medios de extraccién dio
como resultado diferencias significativas en los patrones de activacién obtenidos
(datos no mostrados). Estos resultados indican que al menos el efecto activador de

la G6P no se debe a los productos procedentes de su metabolizacién in vitro.

En la Tab. 10 se comparan las caracteristicas de las curvas de activacién de
la NR por azicares-fosfato. Se muestra la mdxima actividad NR obtenida en
presencia de cada uno de los azicares-fosfato ensayados y la concentracién de
efector para la cual se logra la activacion semiméxima. Para la NR extraida de hojas
en luz se obtuvieron valores de maxima activacion similares en todos los casos de
alrededor de un 40%. La maxima activacién de la NR de hojas en oscuridad

también fue similar en todos los casos y de alrededor de un 50%. La activacién
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semimdxima se logré para concentraciones de azicares-fosfato de entre 5y 6 mM
en extractos de hojas en luz y en oscuridad. El conjunto de estos resultados
muestra que en extractos crudos desalados de hojas de cebada cualquiera de los
azicares-fosfato ensayados produjo la activacién in vitro de la NR con

caracteristicas similares.

Si el efecto activador de los aziicares-fosfato in vitro sobre la NR fuera
estable en el tiempo, la eliminacién de estos efectores del medio de ensayo no
revertiria la activacién del enzima. Para comprobar esta hipétesis se determind la
actividad NR en extractos de hojas en luz y en oscuridad en presencia de G6P y
tras su eliminacién del medio de ensayo por desalado de las muestras (Fig. 14). Se
observa que tanto el enzima extraido de hojas en luz como el de hojas en
oscuridad se activa in vitro por G6P, con caracteristicas similares a las descritas
anteriormente. Sin embargo, cuando se eliminaba la G6P por desalado de las
muestras, se revertia su efecto activador sobre el enzima. Esto indica que la
presencia de G6P, y probablemente del resto de azicares-fosfato es imprescindible

para que se manifieste la activacién de la NR.

En conjunto estos resultados indican que el efecto activador in vitro de los
azicares-fosfato sobre la NR no debe estar mediado por un mecanismo de
modificacién covalente del enzima sino mds bien por interaccién directa con el

mismo, siendo necesaria la presencia del efector para producir dicha activacion.

Como se ha indicado con anterioridad, la NR procedente de hojas en
oscuridad es diferente de la que se extrae de hojas en luz. Es interesante sefialar,

que el enzima de oscuridad no adquiere las propiedades del enzima de luz en
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Fig 14.  Reversion de la activacién inducida por G6P de la NR
de hojas de cebada en iluminacion y oscuridad.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo([]) Y,
en su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad () Tras el tratamiento, las hojas
se congelaron en Ny liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M.
apartado 2.3) y se ensayaron en el mismo medio sin adiciones o en presencia de G6P 20 mM.

Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos independientes.
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ninguno de los ensayos in vitro que se han realizado con los diferentes azicares-
fosfato. Si tuviese lugar esta transicidn cabria esperar que para concentraciones
saturantes del activador, todo el enzima en el ensayo presentara las caracteristicas
del de luz. Esto es, a concentraciones saturantes de azicares-fosfato no se
observaria in vitro la inactivaciéon in vivo por oscuridad, ya que
independientemente del origen del enzima, todo se encontraria en su forma de
maxima actividad. Sin embargo, esto no es asi; en la Fig. 13 se observa claramente
que el efecto activador in vitro de los azicares fosfato ensayados sobre la NR de
hojas en iluminacién y en oscuridad satura a concentraciones de aproximadamente
15 mM, a pesar de lo cual se determinan diferencias de actividad entre la NR de

hojas en luz y en oscuridad cercanas a un 40%.

Como se conclufa de los estudios in vivo la acumulacién de H6P en la hoja
previene la inactivacién in vivo por oscuridad. Los resultados obtenidos a partir
de los estudios realizados in vitro muestran que la activacién de la NR por
aziicares-fosfato no consiste en la transicién del enzima de oscuridad al de
iluminacién sino en la activacién de cada una de estas formas. Ademads esta
activacién in vitro no es estable en el tiempo y es necesaria la presencia de los
azicares-fosfato en el medio de ensayo. En conjunto, los resultados permitirian
proponer dos niveles de accién de los aziicares-fosfato sobre la NR foliar de
cebada: in vivo previenen la inactivacién por oscuridad inhibiendo el mecanismo
implicado, e in vitro interaccionan directamente con la NR y producen su
activacién independientemente de qué\el enzima se haya extraido de hojas en luz

0 en oscuridad.

Para caracterizar con mas detalle el efecto activador in vitro de los azucares-
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fosfato sobre la actividad NR extraida de hojas en iluminacién y en oscuridad, se
han determinado algunos pardmetros cinéticos del enzima en presencia y en

ausencia de azticares-fosfato, concretamente G6P y a diferentes concentraciones

de NOs-.

Cuando los ensayos se llevaron a cabo en extractos de hojas en luz, se
obtuvieron curvas de actiVacién de la NR que presentaron tipicas cinéticas
hiperbélicas (Fig. 15). La Vpax que se obtuvo en presencia de G6P fue de 15,7
pumol NO,- - g-1PF - h-1, lo que representa un valor de actividad NR un 75%
superior al que se obtiene en ausencia de G6P (Tab. 11). En presencia de G6P, la
Km para el nitrato fue de 31 ¥M, mientras que en los ensayos control el valor
obtenido fue de 61uM (Tab. 11). Cuando los ensayos se realizaron en extractos
de hojas en oscuridad, también se obtuvieron tipicas cinéticas hiperbélicas (Fig.
16). En presencia de G6P se obtuvo un valor de Vpyax de 8,8
umol NO»- - g-1PF - h-1, lo que represent6 también en este caso un aumento de la
Vmax frente al control sin efector de aproximadamente un 60%. Sin embargo, la
presencia de G6P en los medios de ensayo no produjo variaciones significativas de

la K, del enzima para el nitrato, que fue de 22 yM, similar a la obtenida en

ausencia del efector (Tab. 12).

A partir de los pardmetros cinéticos obtenidos, es posible calcular la relacién
entre la eficiencia catalitica de la NR en presencia y en ausencia de G6P (apartado

2.3.2 de M. y M.). La G6P produjo un aumento de la eficiencia catalitica del

enzima extraido en las dos condiciones (luz, oscuridad), aunque este efecto fue
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F ig 15.  Efecto de la G6P sobre la cinética de actividad de la NR
de hojas de cebada en iluminacion en funcion de la
concentracion de nitrato.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo. Tras el
tratamiento, las hojas se congelaron en N7 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en
medio base (M. y M. apartado 2.3). La actividad NR se ensayé en el mismo medio, sin
adiciones (O), o afiadiendo G6P, 15 mM (0O) y a las concentraciones indicadas de NO3™ en

cada caso. Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos independientes.
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Tabla 11. Vuuxy Kin para el nitrato de la NR de hojas de cebada en

iluminacion ensayada en ausencia y presencia de G6P

Tratamiento Vmax @ - K (M) Eficiencia catalitica
(b)
Control 8,9+0,2 61+4 100%
G6P 15,7+£0,3 31+2 342%

Datos calculados a partir de la Fig. 15, con el programa Leonora desarrollado por Athel
Cornish-Bowden.

(a) pmol NOj- - g-1PF - h-1
(b) Eficiencia catalitica expresada como porcentaje frente al control. El 100% corresponde a 146
pmol - mM-1 - g-1PF - h-1 (expresado como Va/Km).

Condiciones como en la Fig. 15.
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Fig16.  Efecto de la G6P sobre la cinética de actividad de la NR
de hojas de cebada en oscuridad en funcién de la
concentracion de nitrato.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo y
sometidas posteriormente a 30 min de oscuridad. Tras el tratamiento, las hojas se congelaron en
N3 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M. apartado 2.3). La
actividad NR se ensayd en el mismo medio, sin adiciones (® ), o afiadiendo G6P 15 mM (W)

y a las concentraciones indicadas de NO3- en cada caso. Se presenta la media + SE de, al
menos, tres experimentos independientes.
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Tabla 12. Viax y Kin para el nitrato de la NR de hojas de cebada en

oscuridad ensayada en ausencia y presencia de G6P

Tratamiento Vimax @)  Knp@M) - Eficiencia catalitica
(b)
Control 5,5+0,2 23,9+2 100%
G6P 8,8+0,1 22+1,4 171%

Datos calculados a partir de la Fig. 16, con el programa Leonora desarrollado por Athel
Cornish-Bowden.

(a) pmol NO;- - g-1PF - h-!
(b) Eficiencia catalitica expresada como porcentaje frente al control. El 100% corresponde a 146
umol - mM-1 - g-1PF - h-1 (expresado como Vpax/Km).

Condiciones como en la Fig. 16.
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mas significativo para la NR de luz que triplicé su eficiencia catalitica (Tabs. 11 y

12).

En conjunto los resultados muestran que in vitro los azicares-fosfato
producen la activacién de la NR de hojas en luz o en oscuridad. Este efecto se
observa a tiempo cero y unicamente si el efector se mantiene en el medio de
ensayo, lo que indica una accién inmediata debida a una interaccién no covalente
con el enzima. Ademds la naturaleza de este mecanismo de activacién in vitro no
implicaria la transicién entre la NR de luz y la NR de oscuridad. Por tanto los
resultados apuntan hacia una interaccién de los azicares-fosfato con la NR que

produce un aumento de su Vp,x y sobre todo un fuerte incremento de su eficiencia

catalitica que es més evidente para la NR de iluminacién.
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3.2.3 Efecto protector de los aziicares fosfato frente a la inhibicién in vitro

por Mg2+,

Los resultados descritos hasta el momento muestran cémo los aziicares
fosfato, y concretamente la G6P, ejercen un importante papel sobre la regulacién
de la NR de hojas de cebada a dos niveles diferentes: primero, in vivo, implicadoé
en la transicién entre las formas de luz y de oscuridad; y segundo, in vitro,

activando el enzima en cualquiera de sus formas.

Por otra parte, como se ha puesto de manifiesto en el apartado 3.2.1, el
Mg2+ también estd implicado en la modulacién in vitro de la actividad NR, con un

mecanismo de accién similar al descrito para los aziicares-fosfato, pero de signo

~ - contrario, esto es, inhibiendo al enzima. La implicacién de estos dos efectores en la

regulacion de la actividad NR, plantea la posibilidad de la existencia de un sistema
de modulacién conjunto, por azicares fosfato y Mg2+, que actuaria sobre la NR
incluso antes de que se kprodujese cualquier modificacién covalente del enzima.
Por ello, se ha estudiado in vitro el efecto combinado de estos efectores sobre la
actividad NR extraida de hojas en luz y en oscuridad, con objeto de establecer un
modelo conjunto de modulacién por Mg2+ y azicares-fosfato que permita explicar

e integrar los resultados obtenidos hasta el momento.

En la Fig. 17 se muestran las curvas de activacién in vitro por diferentes
azicares-fosfato de la NR extraida de hojas en luz y en oscuridad y ensayada en
presencia de Mg2+ 5 mM. En el panel A, se muestra la actividad NR dex\hojarls de
cebada en luz y en oscuridad ensayadas a concentraciones de G6P entre 5y 20

mM. El enzima obtenido de hojas en luz o en oscuridad resultaba activado por
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G6P, siendo esta activacién mucho mayor para la NR de hojas en oscuridad. Asi,
cuando el enzima se extrafa de hojas en luz, la maxima activacién de la NR se
obtenia para concentraciones de G6P de 20 mM y era de aproximadamente el
120%. Sin embargo, la maxima activacién de la NR obtenida de hojas en oscuridad
fue de aproximadamente un 840% y se obtuvc también a concentraciones de G6P
de 20 mM. Como se ha indicado anteriormente (apartado 3.2.2), la posible
interaccion de la G6P in vitro con la NR de hojas en luz o en oscuridad daria lugar
a una forma mads activa del enzima. En estas condiciones, ademds, el enzima esta
sometido a la inhibicién in vitro por Mg2+, y puesto que el enzima de hojas en
oscuridad es mds sensible a esta inhibicién, el efecto activador por G6P es mas

patente en este caso.

También se estudié el efecto acfiva&dr ih vitro sobre la NR de otros
azucares-fosfato, mas concretamente F6P y DHAP, en presencia de Mg2+ En los
dos casos se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con G6P, siendo la
unica diferencia significativa el efecto sobre el enzima de oscuridad en el que las
activaciones fueron inferiores; 375% en presencia de F6P y 509% en presencia de

DHAP (Fig. 17- B y C).

Para poAner en evidencia que, al igual que ocurria en los ensayos realizados
en medio base, el efecto activador de estos aziicares fosfato no era consecuencia
de un proceso de interconversién de aziicares en el extracto, se obtuvieron las
curvas de activacién in vitro de la NR por Man6-P. Como se muestra en la Fig.
17-D, la Man6-P produjo una activacién del enzima con caracteristicas similares a
las de la G6P, siendo la activacion mdxima de un 110% para la NR de hojas en luz

y de un 865% para la de hojas en oscuridad.
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Fig 17.  Activacion in vitro por aziicares-fosfato de la NR de hojas
de cebada en iluminacion y en oscuridad en medios que

contienen Mg2+ 5mM.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (O)
Yy, €n su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (@ ). Tras el tratamiento, las
hojas se congelaron en N3 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio con
Mg2+5 mM (M. y M. apartado 2.3). La actividad NR se determiné en el mismo medio a las
concentraciones indicadas de los diferentes azidcares-fosfato. Se presenta la media + SE de,

al menos, tres experimentos independientes.

116



En la Tab. 13 se muestra la maxima activacién de la NR obtenida en
presencia de cada uno de los aziicares-fosfato ensayados y la concentracién de
efector para la cual se logra la activacién semimaxima. Para la NR de hojaé en luz,
los valores de mdxima activacién fueron similares en todos los casos y de
aproximadamente un 115 % respecto al control. En el caso de la NR de hojas en
oscuridad sin embargo si se dieron diferencias significativas entre la activacion
producida por F6P y DHAP que fue de un 430% como valor medio y la producida
por G6P y su epimero la Man 6-P que activaron en un 850%. Por otra parte la
activacién semimdxima se logré a concentraciones de efector entre 7 y 8 mM en

todos los casos, tanto para la NR de hojas en luz como en oscuridad.

Es evidente que un posible mecanismo por el que los azicares-fosfato
producirian esta activacién in vitro de la NR en medios con Mg2+ podria estar
mediado por la capacidad quelante de estos azicares-fosfato (O“Sullivan y
Smithers, 1979). De esta forma, la presencia de los azicares-fosfato en el medio de
ensayo darfa lugar a una concentracién efectiva de Mg2+ inferior a la adicionada.
Debido al efecto inhibidor de este ion sobre la actividad NR, esta disminucién de la
concentracién efectiva de Mg2+ en el medio se manifestaria como un aumento de
la actividad del enzima. Para analizar este posible efecto se han llevado a cabo una

serie de experiencias que se describen a continuacion.

En primer lugar, se ha calculado la concentracién de Mg2+ libre, y por tanto
efectiva, en cada una de las situaciones experimentales correspondientes al ensayo
descrito en la Fig. 17-A. Los valores obtenidos se presentan en la Tab. 14. Se
observa que, como consecuencia de la capacidad quelante de la G6P, el aumento

de la concentraci6n de la misma en los medios de ensayo, da lugar a la disminucién
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Tabla 13. Activacion mdxima y concentracion para la cual se
obtiene la activacién semimdxima con diferentes

azilicares fosfato, ensayados en medio con Mg2+ SmM.

Luz Oscuridad
Activacién (%) Ac. semimax. @) Activacion (%) Ac. semimax. (@)
G6P 118+7 7,5 844+6 7,5
F6P. 110+2 7 364+2 7,5
DHAP 112+4 7 509+12 7
Man6-P 113+5 7.5 866+11 8

Datos obtenidos de la Fig. 17. Condiciones como las indicadas en la Fig. 17
(a) Concentracién de efector para la que se logra la mitad de la activacién méxima, expresada en
mM
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de Mg2+ libre desde 5 hasta 2,3 mM. Con objeto de establecer en qué medida la
activacién in vitro de la NR por G6P en presencia de Mg2+ es consecuencia de la
disminucién de la concentracién efectiva de éste, se ensayé la actividad NR de
| hojas en luz y en oscuridad en presencia de las concentraciones de Mg2+
calculadas (Tab. 14) y se compararon con los valores obtenidos en la Fig. 17-A.
En la Fig. 18 se presentan las curvas de activacién in vitro de la NR por G6P en
un caso (Fig. 18-A) y por disminucién de la concentracién efectiva de Mg2+ en el
otro (Fig 18-B). Si la causa de la activacién in vitro de la NR por G6P en presencia
de Mg2+ fuese exclusivamente consecuencia de su capacidad quelante, se
deberian obtener los mismos valores de actividad enzimética en ambos casos. Es
evidente, que estas curvas de activacién son diferentes, observandose una mayor
activacion en aquellas muestras que se ensayaron en presencia de G6P. Asi, en
condiciones de luz, la activacion de la NR por disminucién de la concentracién de
Mg2+ supuso sélo un 32% mientras que en presencia de G6P esta activacion fue
de un 112%. En condiciones de oscuridad, la activacién en presencia de G6P fue,
de un 850%, frente a la obtenida en su ausencia que fue de un 200% (Fig. 18).
Estos datos indican que, la activacién in vitro de la NR de hojas de cebada en luz
y en oscuridad ejercida por la G6P, no se debe a su accién quelante de los iones
Mg2+y apuntan a una interaccién directa de la G6P con el enzima, que ademds

estaria disminuyendo la sensibilidad de la NR a la inhibicién in vitro por Mg2+.

Para corroborar esta hipétesis, se ha determinado la actividad NR en
extractos de hojas en oscuridad, ensayados en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de G6P, EDTA y Mg2+ que permitieron obtener diferentes
concentraciones determinadas de Mg2+ libre en el medio de ensayo (apartado

233 de M. yM). En la Fig. 19 se representan los resultados obtenidos. Es
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Tabla 14. Concentracion de Mg2+ libre en ensayos realizados en

presencia de Mg2+ 5 mM y concentraciones variables de

G6P.
Efector Concentracion (mM)
G6P 0 5 10 20
Mg2+jipre l 5 3,9 3,2 2.3

Se muestran las concentraciones de Mg2+ libre presentes en cada una de las condiciones de

ensayo de la Fig. 17-A.
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Fig 18.  Comparacién entre la activacién de la NR por adicion de
G6P y por disminucion de la concentracion efectiva de

Mg2+ libre en el medio
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos en condiciones de cultivo (O,00) y, en su
caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (@ , B ). Tras el tratamiento, las hojas se
congelaron en N7 liquido. (A) Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M.
apartado 2.3) conteniendo Mg2+ 5 mM, la actividad NR se ensayé en este mismo medio a las
concentraciones indicadas de G6P. (B) Los extractos se prepararon y desalaron en medio base
(M. y M. apartado 2.3), la aétividad NR se ensayé en este mismo medio a las concentraciones

indicadas de Mg3+ en cada caso. Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos
independientes.
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evidente, que para cualquier concentracién de Mg2+ libre, la actividad NR era
significativamente mds alta en presencia de G6P, con activaciones de un 65% en
ausencia de Mg2+ y un 120% en presencia de Mg2+ libre 5 mM. Los datos indican
nuevamente que la G6P tiene un efecto activador de la NR per se,
independientemente del que pueda estar mediado por la disminucién de la-
concentracién efectiva de Mg2+ cuando ambos efectores coexisten en presencia

del enzima.

Para corroborar nuestra hipétesis anterior sobre el efecto de la G6P por
interaccién directa con el enzima, por un lado se han completado los resultados
que se presentan en la Fig. 9, ensayando la actividad NR de hojas en luz y en
oscuridad en presencia y ausencia de G6P a concentraciones crecientes de Mg2+
(Fig. 20) y por otra parte se han representado conjuntamente los resultados de las
Figs. 13 y 17 donde se muestra el efecto activador de la G6P en presencia y

ausencia de Mg2+ (Fig. 21).

En la Fig. 20 se representa la actividad NR en extractos de hojas en luz y
en oscuridad en ausencia o en presencia de G6P 20 mM y a distintas
concentraciones de Mg2+. Como se describié en el apartado 3.2.1, en ausencia de
G6P la NR de hojas en luz no se inhibié de forma significativa a concentraciones
de Mg2+ inferiores a 2 mM. Fue necesaria la presencia de Mg2+ a concentraciones
superiores a 5 mM para obtener inhibiciones significativas de la actividad NR, que
alcanzaron valores de un 30 y 37% a concentraciones de 5 y 10 mM,
respectivamente. Sin embargo en presencia de G6P, la inhibicién in vitro por Mg2+
se dio Unicamente a concentraciones superiores a 5 mM, siendo la inhibicion

maxima tan sélo un 18% a concentraciones del efector de 10 mM (Fig. 20-A). Por
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Fig 19.  Sensibilidad a Mg2+, en presencia 'y ausencia de G6P, de
la actividad NR de hojas en oscuridad.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo y
sometidas posteriormente a 30 min de oscuridad. Tras el tratamiento, las hojas se congelaron en
N7 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M. y M. apartado 2.3). La
actividad NR se ensay6 en el mismo medio, conteniendo las concentraciones de Mg2+, G6P y
EDTA indicadas en el apartado 2.3.3 de materiales y métodos. Se presenta la media +SE de, al

menos, tres experimentos independientes.
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Fig 20.  Sensibilidad a Mg2+ de la actividad NR de hojas de
cebada en luz y en oscuridad ensayada en presencia o
en ausencia de G6P.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (O, O)

y, en su caso, sometidas a continuacién a 30 min de oscuridad (M , @ ). Tras el tratamiento, las

hojas se congelaron en N3 liquido. Los extractos se prepararon y desalaron en medio base (M.

y M. apartado 2.3) a las concentraciones indicadas de Mg2*, y se ensayaron en este mismo
medio en presencia (1, ® ) o ausencia (O, ® ) de G6P, 20 mM. Se presenta la media + SE de,

al menos, tres experimentos independientes. Los resultados representados con los simbolos O

y m corresponden a los resultados representados en la Fig 9.
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tanto, la presencia de G6P disminuye la sensibilidad del enzima de iluminacién a la
inhibicién in vitro por Mg2+. Este efecto es mds evidente para el enzima extraido
de hojas en oscuridad (Fig. 20-B). En ausencia de G6P el enzima se inhibi6 de
formg significativa incluso a concentraciones de Mg2+ de 1 mM, alcanzdndose
inhibiciones de un 50% y de practicamente un 100% a concentraciones de 2 y 10>
mM, respectivamente. Sin embargo en presencia de G6P el enzima de hojas en
oscuridad fue insensible a la inhibicién in vitro por Mg2+ hasta concentraciones de
2 mM y la maxima inhibicién alcanzada fue de tan s6lo un 44% a concentraciones
de Mg2+ de 10 mM (Fig. 20-B). En conjunto, los datos indican que el efecto
activador de la G6P sobre la NR debe producirse a dos niveles: en primer lugar,
directamente sobre el enzima aumentando su eficiencia catalitica (Tabs. 11 y 12);y
en segundo lugar disminuyendo la sensibilidad del enzima a la inhibicion in vitro

por Mg2+,

Cabria esperar por tanto que una concentracion suficientemente alta de
GG6P protegiese al enzima totalmente frente a la inhibicién in vitro por Mg2+. En la
Fig. 21-B se observa que, como se habia descrito anteriormente, en el caso de la
NR extraida de hojas en oscuridad, la inhibicién in vitro por Mg2+ en ausencia de
G6P es de un 86%. La presencia de G6P en el medio de ensayo disminuyé esta
inhibicién. Asi, a concentraciones de 10 mM G6P la inhibicién in vitro por Mg2+
disminuyé hasta un 37% y no se llegaron a encontrar diferencias significativas
entre la actividad NR en presencia y ausencia de Mg2+, a concentraciones de G6P
20 mM, lo que se corresponderia con una prevencién total ffente a la inhibicién in
vitro por Mg2+. Para la NR extraida de hojas en luz se encontraron resultados
similares (Fig. 21-A). En este caso la inhibicién in vitro por Mg2+ fue de un 25%

en ausencia de G6P. La presencia de G6P en el medio de ensayo disminuy6 esta
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Fig21.  Activacion in vitro por G6P de la NR de hojas de cebada
en luz y en oscuridad, ensayada en presencia o en
ausencia de Mg2+.
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Se representan los valores de activacién in vitro por G6P de la NR extraida de hojas en luz (O,
O ) y en oscuridad (@ , M )ensayados en presencia (1 M) o en ausencia (O, ® ) de Mg2+ 10

mM. Los datos se han calculado a partir de los resultados representados en las Figs. 9y 13.

126



inhibicién. A concentraciones de G6P 10 mM, se alcanzaron valores similares de
actividad NR tanto en presencia como en ausencia del inhibidor, previniéndose
por completo la inhibicion in vitro por Mg2+ (Fig. 21-A). Los datos indican un
efecto competitivo entre la activacién por G6P y la inhibicién por Mg2+ del
enzima de hojas en luz y en oscuridad. En estas condiciones experimentales la
presencia de una concentracion suficientemente alta de G6P en el medio protege
completamente al enzima frente a la inhibicién in vitro por Mg2+, dicho de otro
modo para una concentracién suficientemente alta de G6P el Mg2+ no se une a la

NR

Es evidente, por tanto, que la G6P y el Mg2+ compiten por su interaccion
con la NR para producir una forma mds activa o inhibida de la misma. Los
resultados muestran ademads, que a las concentraciones de efectores ensayadas, la
GO6P tiene capacidad para suprimir el efecto inhibidor del Mg2+, mientras que el
aumento de Mg2+ en los medios de ensayo no disminuye la capacidad de

activacién de la G6P.
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3.2.4 Caracterizacién de la interaccion de la NR con la G6P y con el Mg2+

De los estudios descritos en los apartados anteriores se deduce que el Mg2+
actia como efector negativo de la NR de hojas en luz o en oscuridad. La
inhibicién por Mg2+ se manifiesta en una disminucién de la Vpyax y sobre todo en
un fuerte descenso de la eficiencia catalitica del enzima, siendo esta inhibicién
significativamente mayor sobre la NR de oscuridad. Por otra parte los resultados
indican que los azicares-fosfato y concretamente la G6P son efectores positivos
del enzima que ejercen una accién totalmente opuesta a la del Mg2+, es decir
actian principalmente sobre la NR de hojas en iluminacién aumentando la Viyax y
sobre todo su eficiencia catalitica. Ademds como efectores positivo y negativo,

G6P y Mg2+ compiten pbr su interaccién con la NR.

En el modelo de regulacién propuesfo para la NR de hojas de espinaca el
Mg?2+ también estd implicado en la inhibicién del enzima. En este modelo ejerceria
su accién como factor necesario en la unién de una proteina inhibidora a la NR
previamente fosforilada (Esquema I). En los estudios realizados por el grupo de
Mackintosh sobre la propuesta anterior se recurri6 al fraccionado con sulfato
amonico de extractos de hojas de espinaca con objeto de aislar la proteina
inhibidora de la actividad NR (Mackintosh et al., 1995). Por otra parte se han
realizado estudios de separacidn y reconstitucién del sistema en los que se ha
utilizado una fraccién de NR parcialmente purificada por cromatografia de afinidad

(Mackintosh, 1992)

Con objeto de aclarar la posible interaccién de la NR con el Mg2+y la G6P

hemos utilizado la misma aproximacién, en un caso fraccionando con sulfato
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amonico extractos de hojas de cebada en luz y en oscuridad y en otro obteniendo
fracciones parcialmente purificadas de NR mediante cromatografia de afinidad en

azul sefarosa (apartado 2.4 de M. y M.)

Segiin los resultados de los fraccionados de extractos de hojas de espinaca
descritos (Mackintosh, 1992; Spill y Kaiser, 1994; Glaab y Kaiser, 1995) la mayor
parte de la actividad NR precipita a valores de saturacién de sulfato aménico
inferiores al 35% mientras que la fraccién con actividad inhibidora lo hace por
encima del 40%. Reproduciendo esta misma metodologia en el caso de hojas de
cebada los resultados fueron los que se muestran en la Tab. 15. En este caso todas
las fracciones ensayadas en el rango entre 0 y 70% de saturacién con sulfato
amonico presentaron actividad NR, cualquiera que fueran las condiciones de
iluminacién. No obstante, siempre se obtuvo la mayor parte de la actividad NR en

la fraccidn f3¢.70, (entre el 60 y el 90% de la actividad total).

En la Fig. 22-A, se muestran los valores de actividad NR de los extractos
crudos desalados de hojas en iluminacién y en oscuridad, ensayados en presencia
de Mg2+ y/o G6P. En estas condiciones, la actividad NR presenté las mismas
caracteristicas ya descritas a lo largo de este trabajo. Asi, la inactivacién in vivo por
oscuridad era evidente en todos lo casos, alcanzando valores de aproximadamente
un 35% y 70% en ausencia y en presencia de Mg2+, respectivamente. Por otra
parte, y en consonancia con lés resultados previamente descritos, se produjo la
inhibicién in vitro por Mg2+ de la NR de hojas en iluminacién y en oscuridad.
Ademéds, se observa la activacién in vitro de la NR por G6P y también se pone de
manifiesto la proteccién de la NR por G6P frente a la inhibicién por Mg2+ (Fig.

22-A).
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Tabla 15. Actividad NR total de distintas fracciones' obtenidas con
SA de extractos de hojas de iluminacion o de oscuridad.

Actividad NR (mU)
Luz Oscuridad
Fraccion fp.3¢ 187+6 40x10
Fracion f3¢.70 310+28 374+10
Crudo desalado 609+30 40440

Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de
cultivo y en su caso tras 60 min de oscuridad. Tras el tratamiento las hojas se
congelaron en N liquido. Las distintas fracciones se obtuvieron como se indica en el
apartado 2.5 de M. y M. La actividad NR se determiné en medio base. Se presenta la
media + SE de, al menos, tres experimentos independientes.
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Fig 22.  Efecto de la G6P y/o el Mg2+ sobre la actividad NR, en
extractos crudos desalados y las fracciones de SA f9-30y f30-70
obtenidos de hojas de cebada en luz y en oscuridad.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (D) y en su caso
tras 60 min de oscuridad () Tras el tratamiento, las hojas se congelaron en N3 liquido. Las distintas
fracciones se obtuvieron como se indica en M. y M. apartado 2.5. La actividad NR se determiné en medios
sin adiciones o que contenfan MgZ*+ 10 mM y/o G6P 15 mM. Se presenta la media + SE de, al menos, tres
experimentos independientes. '
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Como se describe en M. y M. (apartado 2.5), a partir de este extracto crudo
se realizé el fraccionado con sulfato amoénico. Los valores de actividad NR
obtenidos en la fraccién fp.3pse representan en la F ig. 22-B. Sorprendentemente
en esta fraccion, no se encontraron diferencias significativas entre la actividad NR
en presencia y ausencia de Mg2+ tanto con el enzima de hojas en iluminacién
como con el de oscuridad, lo que pone de manifiesto la insensibilidad del enzima
presente en esta fraccién a la inhibicién in vitro por Mg2+. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en hojas de espinaca en los que la NR en la fraccién
0-30% era insensible a la inhibicién in vitro por Mg2+ lo que se interpretd en el
“sentido de que en esta fraccién 0-30% no estaba presente la proteina inhibidora.
Sin embargo en nuestro caso, la presencia de G6P en el medio de ensayo produjo
la activacién de la NR de hojas en iluminacién y en oscuridad, tanto en presencia
como en ausencia de Mg2+, aunque con valores de activacion inferiores a los

obtenidos en los extractos crudos (Fig. 22-B).

En la Fig. 22-C se presentan los valores de actividad NR obtenidos en la
fraccion f3¢.70. En este caso, si se detectd la inactivacién in vitro por Mg2+ de la
NR, que era de un 56 y un 77% para el enzima de hojas en iluminacién y en
oscuridad, respectivamente. Por otra pafte, al igual que en la fraccion fp.3p, se

observaba el efecto activador de la G6P sobre la NR de hojas en iluminacién y en
oscuridad, ensayada tanto en presencia como en ausencia de Mg2+, aunque con

valores de activacion inferiores a los obtenidos en los extractos crudos.

El conjunto de estos resultados muestra que es posible obtener, por

fraccionamiento con sulfato aménico una fraccién fy_3p en la que la NR no se

inhibe in vitro por Mg2+ de forma significativa. Estos resultados se pueden
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interpretar de acuerdo con el modelo propuesto para el enzima de espinaca, en el
que la inhibicién de la NR requiere la unién de una protefna inhibidora en
presencia de Mg2+. Nuestros resultados en hojas de cebada indican que la
actividad NR presente en la fraccién 0-30% también requeriria una proteina
inhibidora para que tuviese lugar la inhibicién por Mg2+. Esta proteina precipitaria
junto con parte de la actividad NR en la fraccién f3.7¢, donde si es posible detectar
el efecto inhibidor del Mg2+. Por otro lado, en las dos fracciones ensayadas se
observa la activacién in vitro de la NR por G6P, lo que indica que, o bien este
efecto activador se produce por interaccién directa con el enzima, o

indirectamente a través de factores presentes en las dos fracciones.

Puesto que mediante precipitacién con sulfato aménico no es posible
separar la actividad NR de otros factores implicados en el sistema, se obtuvo una
tinica fraccién con actividad NR por cromatografia de afinidad en azul-sefarosa de
extractos crudos de hojas en iluminacién o en oscuridad. Por este método se
purificé rapidamente una fraccién NR con una actividad especifica de 700 mU/mg
prot, unas 70 veces superior a la obtenida mediante fraccionamiento con sulfato

amoénico (apartado 2,5 de M. y M.).

La actividad NR determinada en el extracto crudo utilizado en la posterior
cromatografia (ECd) presentd las caracteristicas ya descritas a lo largo de este
trabajo en cuanto a inactivacién in vivo por oscuridad, sensibilidad a la inhibicién
in vitro por Mg2+y activacién por G6P (Fig. 23-A). Estos resultados aseguran
que en el proceso de obtencién de esta primera fraccién no se alteran las

caracteristicas reguladoras de la NR de hojas de cebada.
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En la fraccién eluida de 1a columna de AS con NADH (NRp), se encontraron
unas caracteristicas reguladoras de la NR singulares (Fig. 23-B). En esta fraccion,
la actividad NR fue totalmente insensible a la inhibicién in vitro por Mg2+, tanto la
del enzima procedente de hojas en iluminacién como la del de oscuridad. Sin
embargo, la G6P produjo un fuerte aumento de la actividad NR. Asi, tanto en
presencia como en ausencia de Mg2+, la activacién por G6P fue de
aproximadamente un 90%, independientemente de las cohdiciones previas de
iluminacién. En conjunto, los datos ponen de manifiesto, en primer lugar, que la
G6P actua directamente sobre la NR o a lo sumo, a través de un factor que coeluye
con ésta, y en segundo lugar, que el Mg2+ no actia directamente sobre el enzima.
Presumiblemente, y como indicaban los datos obtenidos de los fraccionados con
sulfato aménico, este efecto inhibidor se establece a través de una proteina que no

se encuentra en la fraccién NRp.

Para analizar esta hipdtesis, se determind la actividad NR en la fraccién NRp
en presencia de la fraccién no fijada a la columna de azul de sefarosa,(NFd) o de la
fraccién eluida con Na Cl (NaCld) y en ambos casos en presencia de Mg2+ y/o
G6P (apartado 2.5 de M. y M.). No se observaron diferencias en la actividad NR
de la fraccién NRp cuando se ensayé en presencia de la fraccién NaCld (datos no
mostrados). Sin embargo como se muestra en la Fig. 23-C en presencia de la
fraccién NFd el enzima recuperd su sensibilidad a la inhibicidn in vitro por Mg2+.
En estas condiciones, tanto el enzima procedente de hojas en iluminacién como en
oscuridad, se inhibié por Mg2+ aproximadamente en un 63% (Fig. 23-C). Los
resultados estarian en concordancia con el modelo de control propuesto para la
NR foliar de otras especies, en el que la inhibicién por Mg2+ del enzima sélo es

posible por la unién de una proteina inhibidora. Estos resultados indicarian que
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Fig 23.  Efecto de la G6P y/o el Mg2+ sobre la actividad NR, en
extractos crudos desalados y las fracciones de NR
obtenidas por cromatografia de afinidad en azul-sefarosa
de hojas de cebada en iluminacion y en oscuridad.
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Se utilizaron plantas de cebada iluminadas durante dos horas en condiciones de cultivo (I:D y
en su caso tras 60 min de oscuridad () Tras el tratamiento, las hojas se congelaron en Np
liquido. Las distintas fracciones se obtuvieron como se indica en M. y M. apartado 2.4. La
actividad NR se determiné en medios sin adiciones oque contenfan Mg2*+ 10 mM y/o G6P 15
mM. Se presenta la media + SE de, al menos, tres experimentos independientes. El 100% de la
actividad NR corresponde a 11, 718, 4.8 mU - mg'! proteina, para las fracciones crudo, NRp y
NRp+NFd respectivamente 135



como se proponia anteriormente, el efecto inhibidor in vitro del Mg2+ sobre la NR,
mediaria a través de un factor de alto peso molecular presente en los extractos y

que no se fija a la matriz de azul sefarosa.

Por otra parte en este caso también se puso de manifiesto el efecto activador
in vitro de la G6P (Fig. 23-C). El enzima se activé un 35% en ausencia de Mg2+y
aproximadamente un 50% en presencia del efector, tanto en condiciones de

iluminacién como de oscuridad.

Una vez obtenida la fraccién con actividad NR, fracciéon NRp, y puesto que
en los extractos crudos desalados, ademds de la G6P, otros azicares-fosfato,
ejercieron un efecto positivo sobre la actividad NR (Figs. 13 y 17), se determind la
actividlad NR en esta fraccién en presencia de diferentes aziicares o
azucares-fosfato. De todos ellos la G6P fue la que produjo una activacién mds
evidente, que supuso un 46% en el caso de la NR de iluminacién y un 60% en la

de oscuridad (Tab. 16).

De los resultados se deduce que al igual que en el caso del enzima de otras
especies el efecto inhibidor del Mg2+ sobre la NR de hojas de cebada cursa a
través de un factor inhibidor. Ademds confirman nuestra hipétesis inicial en la que
la G6P seria la sefial que coordinaria la actividad NR con el estado de fijacion de

CO; interactuando directamente con el enzima.
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Tabla 16. Efecto de diversos aziicares y aziicares-fofato sobre la
actividad NR de la fraccion “nitrato reductasa
parcialmente purificada” (NRp).

* Actividad NR (actividad especifica %)

Luz Oscuridad

Control 100 98

Mg2+ 99 95

G6P | 160 146
GIP 102 110
UDP-G 121 ND
DHAP 115 130
F6pP 114 110
F2,6 diP - 110 ND
F1,6 diP 110 ND
Glu o ~ 102 80

Se utilizaron plantas iluminadas duratne 2 h en condiciones de cultivo y, en su caso,
tras 60 min de oscuridad. La obtencién de la fraccién y la activida NR se describe en
el apartado 2.5 de materiales y métodos. Se presentan datos de un experimento

representativo. El 100% de la actividad corresponde a 600 mU/mg prot 137



IV. DISCUSION



En los tejidos fotosintéticos de la planta, la regulacion de la asimilacién de
nitrato es un aspecto clave para equilibrar la asimilacién de los dos bioelementos
primordiales, carbono y nitrégeno. La bioéintesis de aminoécidos, precursores para
la sintesis de proteinas, nucleétidos, 4cidos nucleicos, etc, requiere esqueletos
carbonados, procedentes de la fijacién de CO,, y nitr6geno aminico, procedente de
la asimilacién de nitrato. Es evidente que si operase la asimilacién de nitrato en
ausencia o deficiencia de fijacién de COp, se produciria la acumulaci6n en la célula
de especies reducidas de nitrégeno inorganico (nitrito o amonio) que producen

citotoxicidad.

En microalgas existe una amplia evidencia experimental que indica el
control por carbono de la asimilacién de nitrato (Losada et al., 1981; Lara, 1992),
aunque en estos organismos, dicho control se ejerce a nivel del transporte de
nitrato al interior de la célula (Lara et al., 1993). En plantas superiores no existe por
el momento evidencia de que el transporte de nitrato esté sometido a control
metabdlico. El ‘trabajo pionero de Kaiser y Foster (1989) presenta, por el contrario,
evidencia de que en plantas de espinaca sometidas a estrés hidrico, que provoca
cierre estomatico y la consiguiente inhibicién de la fijacién de CO,, la reduccién de
nitrato en la hoja estd drasticamente inhibida por inactivacién de la NR y las hojas
siguen acumulando activamente nitrato. Probablemente, la capacidad de almacenar
nitrato transitoriamente en la vacuola haya determinado que el principal punto de

control de la ruta en plantas sea el primer enzima de la misma, esto es, la NR.

Como se ha expuesto en la introduccién (apartado 1.2), existe ya amplia
evidencia de que la NR foliar de plantas superiores se inactiva de forma reversible

al inhibir la fijacién de CO3 al someter las hojas a cortos perfodos de oscuridad. Se
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ha puesto de manifiesto que en espinaca (Kaiser y Brendle-Benish, 1991; Kaiser y
Spill, 1991), avena (Rouby et al., 1998), calabaza (Glaab y Kaiser, 1996) o guisante
(Kaisér y Huber, 1994; Glaab y Kaiser, 1996), esta inactivacién implica la
fosforilacion del enzima y su posterior unién, en preséncia de Mg2+ a una proteina
- inhibidora de tipo 14-3-3 (Glaab y Kaiser, 1995; Mackintosh et al., 1995; Bachman
et al., 1996a; Ferl, 1996; Huber et al., 1996; Moorhead et al., 1996; Sehnke y Ferl
1996).

Hasta la fecha, la naturaleza de la sefial o sefiales implicadas en la regulacién
por luz y CO, de la NR foliar de plantas superiores no se ha podido establecer con
claridad. Inicialmente se propuso que los niveles citosdlicos de ATP y AMP
podrian determinar el estado de activacién de la NR de hojas de espinaca (Kaiser y
Spill, 1991; Kaiser et al., 1992). Tal proposicién ha sido discutida y finalmente
descartada (Riens y Heldt, 1992; Kaiser y Huber, 1994; de Cires et al.,
1993b).También se han propuesto otras posibles sefiales, como cambios del pH, de
los niveles de Ca2+ del citosol (Bachmann etal., 1995) o de los niveles de ésteres
fosfato (Bachman et al., 1995; McMichael et al., 1995), que pudieran coordinar el

estado de activacion de la NR con la fotosintesis.

Los estudios sobre la modulacién in vivo de la NR de hojas de cebada que
se presentan en este trabajo, indican que los niveles de determinados productos de
la fijacién de CO; podrian ser la sefial reguladora implicada en la respuesta de la
actividad NR a las condiciones de iluminacién y de fijacién de CO; de la hoja. Las

principales evidencias que sustentan esta propuesta son:

1) Tras someter las hojas a un corto periodo de oscuridad se producen la
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inactivacion de la NR y de forma més rdpida, un descenso en los niveles de
H6P (F6P + G6P). De igual forma tras reiluminar las hojas se observa‘una
rapida recuperacién de los niveles de H6P y la reactivacién del enzima hasta
valores similares a los iniciales (Fig. 4). Por otra parte cuando la

reiluminacién se lleva a cabo en ausencia de CO; la NR permanece inactiva

y no se recuperan los niveles iniciales de H6P (Fig. 7)

2) En este mismo sentido, cuando se someten las hojas a una fase gaseosa

carente de CO; se produce un ripido descenso de los niveles foliares de

H6P y de forma simultanea la inactivacién del enzima. Tras pasar de nuevo
las hojas a condiciones de cultivo se recuperan los niveles control tanto de

H6P como de actividad NR (Fig. 8).

3) En hojas incubadas en condiciones de alta fotosintesis (5% de CO,y

1500 umol fotones * m-2 - s-1), se obtuvieron niveles de H6P y de actividad
NR superiores a los obtenidos de hojas incubadas en condiciones de cultivo

(aire y 350 ymol fotones - m-2 - s-1) (Tab. 5).

4) En plantas cultivadas en medios con mds del 90% del nitrégeno total
como amonio y una pequefia proporcién de nitrato, suficiente para inducir
niveles de expresién de la NR similares a los de plantas cultivadas con
nitrato como unica fuente de nitrégeno, la actividad NR foliar y los niveles
de H6P en condiciones de iluminacién son similares a los de plantas control
en oscuridad (Tabs. 6 y 7). Estas condiciones hacen que la asimilacion de

nitrégeno tenga lugar principalmente en la raiz (Lewis et al., 1986), por lo

que el déficit en los niveles de carbohidratos en la hoja como consecuencia

140



de su exportacién masiva hacia la raiz seria responsable de la inactivacién
reversible de la NR foliar incluso en condiciones de iluminacién y fijacién

activa de COs.

5) Mediante_ el suministro de Glc, DHAP, G6P o F6P a través de la corriente
de transpiracién a hojas en iluminacién se consigue un aumento en los
niveles de H6P. Una vez sometidas estas hojas a un periodd de oscuridad
los niveles de H6P siguen siendo superiores a los del control en iluminacion,
y la NR no se inactiva in vivo por oscuridad, (Fig. 5). El hecho de que esta
proteccion se ponga de manifiesto incluso cuando los ensayos se llevan a
- cabo tras désalar los extractos indica que el efecto sobre la NR es debido a
la accién in vivo de las H6P sobre el mecanismo de modulacién de la

actividad NR implicado en las transiciones luz-oscuridad (Fig. 6).

6) Cuando se inhibe la fijacion de CO, mediante el suministro a la hoja de

GA se consigue disminuir los niveles de H6P y paralelamente la inactivacién
de la NR en condiciones de iluminacién (Tab. 4). Sin embargo si se
suministran conjuntamente GA y G6P se produce una acumulacién de H6P

a pesar de la inhibicién de la fijacién de CO», y en esta situacién se previene

la inactivacién de la NR.

Es evidente por tanto que la regulacién de la NR estd mediada por los

productos de la fijacién de CO, y mds concretamente por los niveles de H6P. Asi

mientras los niveles de H6P superaran un cierto umbral la NR foliar se encontraria

en su forma activada. La propuesta mds simple es que la G6P actiie como sefial

reguladora. Por ello condiciones de iluminacién o que favorecen la fijacién de
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CO,, que darian lugar a elevados niveles de G6P en la hoja (Figs. 4-8), aseguran la
activacién del enzima. Condiciones de oscuridad o de inhibicién de la fijacién de
CO,, que producen un répido descenso de los niveles foliares de G6P, permiten la
inactivacién de la NR. Ademds, cuando se incrementan los niveles de G6P
artificialmente, mediante el suministro de diférentes azucares o azucares-fosfato a
la hoja, se produce un aumento de actividad NR mientras que la disminuciéu de

estos niveles provocada por el suministro de inhibidores de la fijacién de COz o

por la exportacién de carbohidratos de la hoja hacia la raiz tiene como

consecuencia la inactivacién del enzima.

Por ello, proponemos que los niveles citoplasmaticos de G6P serfan la sefial
reguladora que coordina la actividad NR con la capacidad de fijacién de CO, de la
hoja. Sin embargo el mecanismo molecular a través del cual pudiera ejercerse este
papel no puede ser desVelado a partir de los datos obtenidos en estas experiencias
in vivo. En este sentido, en el caso de la NR de hojas de espinaca se ha propuesto
que proteinas quinasas que fosforilan ala NR se inhiben por G6P (Bachman et al.,,
1995; McMichael et al., 1995). Hay que decir que aunque no existen evidencias
que permitan extrapolar este mecanismo de modificacién covalente reversible
propuesto para la NR de espinaca a la NR de cebada, los resultados pueden
interpretarse dentro de dicho modelo (Kaiser y Spill, 1991; Kaiser et al., 1992;
Huber et al., 1992b). En el caso de hojas de cebada la G6P podria interaccionar
directamente bien con la proteina quinasa inhibiendo de esta forma su actividad,
bien con la NR para dar lugar a una forma menos sensible al mecanismo de

inactivacion.
Los estudios sobre modulacién in vitro de la NR de hojas de cebada que se
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describen en el apartado 3.2 aportan informacién relevante sobre este aspecto.
Estos resultados permiten proponer que la NR de hojas de cebada se presenta en
dos formas interconvertibles que presentan propiedades diferentes y alas que
hemos denominado forma de luz (NRy,;) y forma de oscuridad (NRysc). In vivo, la
transicién entre estas dos formas de‘ NR se produce como consecuencia de
cambios en las condiciones de iluminacién (Su et al., 1996; Lillo et al., 1994; Lillo
et al., 1997; de Cires etal., 1993a y b; Huber et al,, 1992a y b; Kaiser et al., 1992;
Kaiser y Huber 1994; Huber y Kaiser 1996; Merlo et al., 1995; Xiu y Oaks, 1995;
Nussaume et al., 1995; Lejay et al., 1997; Figs. 1, 2,4-9, 11, 14, 17, 18, 20, 21),la
tasa de la fijacion de CO; (de Cires et al., 1993a; Kaiser y Foster, 1989; Kaiser y
Brendle-Behnisch, 1991; Fonseca et al., 1997; Ferrario et al., 1997; Lejay et al.,

1997; Fig. 8) o en la fuente de nitrégeno utilizada por las plantas (Tab. 6).

Las diferencias més evidentes entre estas dos formas de NR se aprecian en
los valores de Vimax. El andlisis cinético de la NR de hojas de cebada revela que la
Vmax de la forma de oscuridad del enzima es un 40%. menor que la de la forma de
iluminacion, y esto es lo que permite que se observe la inactivacién in vivo por
oscuridad del enzima incluso en ausencia de Mg2+(Figs. 11 y 12; Tabs. 8 y 9).
Este mismo efecto se observa en muchos otros de los ensayos que se presentan en
este trabajo y que se han llevado a cabo en condiciones saturantes de los dos
sustratos del enzima (NOsz- y NADH). En estos casos, la inactivacién por oscuridad
fue similar (Figs. 2, 9, 10, 13 y 14). Resultados previos obtenidos en nuestro
laboratorio han puesto de manifiesto que esta menor actividad de la NR ¢ no seria

una caracteristica general del enzima. Asi, al igual que le ocurre a 1a NR de hojas de

cebada, la NR,. de hojas de maiz, remolacha o guisante (de Cires, 1996) presenta
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una V. inferior a la de la NRy,;; mientras que no se observan estas diferencias en
Vmax entre las formas del enzima de hojas de otras especies como acelga, calabacin,

calabaza, espinaca, meldn, pepino, tabaco o soja (de Cires, 1996).

Otro de los pardmetros en el que se pone de manifiesto la diferencia entre las
formas de luz y oscuridad de la NR de hojas de cebada es la Ky, para el NO3-. Asila
K para el NOs- de 1aNR dé hojas de cebada en luz, es de 60 pM, valor similar al
obtenido para el enzima purificado de hojas en luz de diferentes especies
(Guerrero et al., 1981; Campbell 1989; Dwivedi et al., 1994; Trimboli y Barber
1994; Ratnam et al., 1995; Barber et al., 1997; Lillo et al., 1997; Ratnam et al., 1997;
Su etal., 1997). El enzima de hojas de cebada en oscuridad, sin embargo, presenta
una Ky, de 24 M. Esta diferencia de Ky, para el NOs- entre la NR de hojas en luz y
en oscuridad no se ha descrito para el enzima de otras especies. Asi se han

obtenido valores similares de K, para el nitrato de la NRy,; o NR,. de hojas de

espinaca tanto en ensayos realizados a partir de extractos crudos (Kaiser y
Brendle-Behnish, 1991) como en aquellos realizados a partir de la NR parcialmente

purificada (Lillo et al., 1997). Por tanto las diferencias en Ky y Vinax entre la NR de

hojas en iluminacién o en oscuridad no serian una caracteristica comtin a todas las

especies estudiadas.

Segin el modelo de regulacién propuesto para el enzima de hojas de
espinaca, la fosforilacién reversible de la NR seria condicién necesaria pero no
suficiente para dar lugar a la inactivacién del enzima, puesto que ademds se tendria
que producir la unién a la proteina inhibidora en presencia de Mg2+. En cebada, tal

y como ponen de manifiesto los resultados que se presentan en este trabajo, en
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condiciones de oscuridad, inhibicién de la fijacién de CO, o induciendo el
descenso en los niveles de fotosintato en la hoja se obtiene el enzima en su forma
inactiva (NR,.), independientemente de la presencia o ausencia de Mg2+, e
incluso al ensayar en presencia de agentes quelantes M..yM.232; F lg 2). Por
otra parte tanto la NR;,, como la NR,,. se inhiben in vitro en presencia de Mg2+
(de Cires, 1993). Es evidente pues, que en la NR de hojas de cebada se pueden
distinguir dos inhibiciones aditivas: una inactivacién in vivo por oscuridad,
independiente de Mg2+, que da lugar a la forma inactiva del enzima (NR,s) y una

inhibicién in vitro por iones Mg2+ que se superpone a la anterior.

El estudio en profundidad de este efecto inhibidor de Mg2+ in vitro pone en
evidencia un comportamiento diferente de las dos formas. As{ para cualquiera de
las concentraciones de Mg2+ ensayadas se observa una mayor inhibicién de la
NRysc que indica una mayor sensibilidad de esta forma de NR a la inhibicién in
vitro por Mg2+ (Fig. 9). Por otra parte otro grupo de resultados ponen también en
evidencia esta distinta sensibilidad al Mg2+ entre las dos formas del enzima (Figs.
11, 12, 22 y 23). Sin embargo al comparar el grado de inhibicién por Mg2+, en
estos casos se observan diferencias que son atribuibles a las condiciones de
extraccién y ensayo y que indican como se discutird mds adelante que en la
inhibici6n interviene ademds una proteina inhibidora cuya unién a la NR es mas
estable en presencia de Mg2+ (Lillo et al., 1997). Esta diferencia en la sensibilidad a
la inhibicién in vitro por Mg2+ de las dos formas de activacién de la NR se ha
descrito, ademds de en cebada (de Cires, 1996), en Arabidopsis thaliana (Su et al.,
1996), calabaza (Agiiera et al., 1999; Lillo et al., 1997; de Cires, 1996), espinaca
(Kaiser y Brendle-Behnisch, 1991) y maiz (Merlo et al., 1995),
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Por tanto concluimos que la NR se presenta en dos formas de activacién
(NRyuz Y NRyse) que se distinguen por su Viyax, Ky ¥ sensibilidad a la inhibicién in
vitro por Mg2+. Si bien esta ltima diferencia podria ser una caracteristica comin
de la NR foliar no se puede afirmar lo mismo en cuanto a las diferencias en Ky, y
Vmax- Estos cambios en las propiedades de la NR foliar en respuesta a las
condiciones de iluminacién, la tasa de fijacién de CO;, y la fuente de nitrégeno
utilizada por las plantas, son estables en extractos desalados (Huber et al., 1992b;
Huber et al., 1994: Kojima et al., 1994; LaBrie y Crawford, 1994; Figs. 2, 9-18),

indicando la implicacién de un mecanismo de modificacién covalente.

En cebada ademas de disminuir los valores de Vpax del enzima, la inhibicién

in vitro por Mg2+ produce un fuerte descenso de la eficiencia catalitica, que es
mucho maés acusado en el caso de la NRys (Tabs. 8 y 9). Por otra parte de los
experimentos de reconstitucion del sistema a partir de las fracciones obtenidas en
la purificacién parcial del enzima se deduce que la inhibicién por Mg2+ de la NR
de hojas de cebada requiere la interaccién de un factor inhibidor (Figs. 22 y 23).
En el caso del enzima de espinaca también ha sido descrita una proteina inhibidora
implicada en la inhibicion por Mg2+ (Spill y Kaiser, 1994; Glaab y Kaiser, 1995;
Mackintosh et al., 1995) y que posteriormente ha sido identificada como una 14-3-
3 (Bachman et al., 1996a; Ferl, 1996; Huber et al., 1996; Moorhead et al., 1996;
Sehnke y Ferl, 1996).

El estudio in vitro del efecto de los aziicares-fosfato sobre las dos formas del
enzima ha puesto de manifiesto que estos metabolitos actuarian uniéndose al
enzima y modificando sus propiedades cataliticas (Tab. 10). Las principales

caracteristicas de la interaccién de los azicares-fosfato con la NR son las
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siguientes:

1) Los azicares-fosfato interaccionan con la NRy,; y la NRys. produciendo
un aumento de su actividad similar en ambas formas. Esta interaccién no debe ser
covalent¢ puesto que su efecto desaparece al desalar los extractos. El estﬁdio
cinético de la accién de los azicares-fosfato, utilizando como modelo la G6P pone

de manifiesto que ademds de un aumento en la V,,,, se produce un incremento de

la eficiencia catalitica que es mayor en el caso de la NRy,, (Tabs. 11 y 12).

2) El efecto activador in vitro de los aziicares-fosfato consiste en modificar
las propiedades cataliticas de cada una de las formas de NR y no en promover la
transiciéon NR,s.-NRy,;. Si en ello consistiera cabria esperar que a concentraciones
saturantes no hubiesen diferencias de actividad NR, que ademds seria la maxima

puesto que en este caso todo el enzima se encontraria en su forma NRy,. Sin

embargo tal y como se observa en la Fig. 13 aparecen diferencias entre ambos
estados de activacién para cualquiera de los aziicares ensayados. Por otra parte en
este caso la interaccién de la NR con los azicares-fosfato no es covalente como se

requeriria para promover la transicién entre ambas formas.

3) El hecho de que la activacién por aziicares-fosfato se produzca también
sobre la fracciéon NR parcialmente purificada por cromatografia en azul-sefarosa
indica que no se requieren factores adicionales que intervienen en dicha

interaccion.

4) Un aspecto interesante de la interaccién azicar-fosfato - NR se deduce
del hecho de que el tnico aziicar-fosfato activo sobre la fraccién NR parcialmente

purificada por cromatografia en azul-sefarosa sea la G6P. Esto indicaria una mayor
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especificidad de la NR por la G6P frente al resto de los aziicares-fosfato.

5) Por otra parte los aziicares-fosfato protegen a la NR frente a la inhibicion
in vitro por Mg2+. Cuando se analiza el modo de accién por el que la G6P
produciria esta prevencién es evidente que uno de los posibles mecanismos podria
estar mediado por la capacidad quelante de éste aziicar (OSullivan y Smithers,
1979) que de esta forma disminuiria la concentracién efectiva de Mg2+ en el medio
de ensayo; sin embargo esto no es asi, como se observa en las Figs. 18 y 19
cuando se ensaya la actividad NR a las mismas concentraciones de Mg?2+ libre en
el medio y en presencia o en ausencia de G6P, en todos los casos la actividad NR
es superior cuando los ensayos se llevan a cabo en presencia de G6P, indicando
que es la interaccién de la G6P con la NR la que evita la inhibicion in vitro por
Mg?2+ del enzima. Ademds el aumento progresivo de la concentracién de G6P
disminuye la sensibilidad a la inhibicién por Mg2+ de la NR, asi concentraciones
saturantes de G6P suprimen totalmente dicha inhibicién. Esto permite proponer
que como efectores la G6P y el Mg2+ compiten por su interaccién con el enzima
(Fig. 20). Esto explicaria las diferencias encontradas entre los distintos aziicares-
fosfato ensayados en presencia de Mg2+. Mientras que en ausencia del inhibidor
cualquiera de ellos interacciona con la NR produciendo una activacion similar del
enzima (Fig. 13), cuando se establece la competencia con el Mg2+, 1a G6P tiene un
comportamiento mds evidente que el resto de los aziicares ensayados (Fig. 17) lo
que apoya nuestra hipétesis de una mayor especificidad del enzima por la G6P

frente al resto de los azicares ensayados.

Este conjunto de resultados pone de manifiesto la doble naturaleza del

mecanismo de accidon de la G6P sobre la NR;
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1) Por una parte la interaccién directa de la G6P con la NR en cualquiera de
sus formas de activacién produce una modificacién de la actividad del enzima que
se caracteriza principalmente por un fuerte aumento de la eficiencia catalitica,
ademds esta interaccién impediria la unién al enzima del factor inhibidor incluso.en
presencia de Mg2+, evitando de esta forma la disminucién de la eficiencia catalitica

del enzima.

2) Por otra parte, in vivo el aumento de los niveles de azicares-fosfato y
mads concretamente de G6P en las células inhibe el mecanismo de modificacién

covalente implicado en la transicién hacia la forma NR,;.. Ademds en estas

condiciones los altos niveles de G6P permiten la transicién hacia la forma NRy,;.

El grupo de Huber (Bachman et al., 1995; McMichael et al., 1995) ha
descrito que en un sistema reconstituido formado por NR y NIP parcialmente
purificadas mds una fraccién a la que se atribuye actividad quinasa, la presencia de
G6P en los ensayos reduce el porcentaje de inhibicién por Mg2+ de la NR, lo que
se ha interpretado en el sentido de que la G6P inhibe a la fraccién con supuesta
actividad quinasa. Sin embargo a la vista de nuestros resultados, el mecanismo de
accion de la G6P no tendria que cursar necesariamente a través de la inhibicion de
una quinasa, ya que su interaccién directa con la NR impediria la inactivacién ’por

fosforilacion de la misma.

A otro nivel de regulacién dela NR, se ha puesto de manifiesto en espinaca
que cuando el enzima forma el complejo NR-Mg2+-NIP es mds susceptible de ser
degradado (Kaiser y Huber, 1997; Weiner y Kaiser, 1999). En este caso la G6P, que

seglin nuestros resultados da lugar a la disociacién de este complejo, intervendria
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también a este nivel inhibiendo el proceso de degradacién del enzima.

Asi en condiciones de fijacidon activa de CO; los niveles de aziicares-fosfato
superarian un cierto umbral a partir del cual la NR se encontraria en su forma NRy,,
interaccionando con la G6P, por lo que presentaria una eficiencia catalitica
méaxima. En esta situacién la NR estaria protegida frente a la accién de las quinasas,
evitando por tanto, su transicién a la forma NRs.. Ligeras modificaciones de esta
situacién darfan lugar al correspondiente desplazamiento de los equilibrios,
modulando asf la actividad del enzima. Una vez que la fijacién de CO, disminuyese
lo suficiente como para que los niveles de G6P se encontrasen por debajo de un
determinado nivel critico, Ia NR seria susceptible de ser fosforilada por la quinasa y
pasar asi a su forma NR,,. En esta situacion esta forma de la NR, con una alta
sensibilidad a la inhibicién por Mg2+ y en ausencia de G6P, se uniria al factor
inhibidor disminuyendo drésticamente su eficiencia catalitica. Si la situacién
revirtiese, aumentando los niveles de azicares-fosfato, el enzima pasaria de nuevo
a su forma NRy,; y nos encontrariamos en el supuesto inicial, en caso contrario

terminarian por desencadenarse los mecanismos implicados en la degradacién de la

NR.
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V. CONCLUSIONES



1.- Dependiendo de los niveles de hexosas 6-fosfato, la NR de hojas de cebada se
presenta en dos formas que se distinguen por sus propiedades cinéticas y
sensibilidad a la inhibicién por Mg2+. A altos niveles de hexosas 6-fosfato se
obtiene una NR mds activa con mayor Vpax y mayor Ky, para el nitrato y menor
sensibilidad a Mg2+. A bajos niveles de hexosas 6-fosfato se obtiene una NR

menos activa con menor Vpa, ¥ menor Ky, para el nitrato y mayor sensibilidad

al Mg2+,

2.- De los estudios in vivo sobre la modulacién de la actividad NR de hojas de
cebada se deduce que los cambios en los niveles de hexosas 6-fosfato
producidos por variaciones en las condiciones de fotosintesis son la sefial
reguladora que coordina la actividad del enzima con la asimilacién de carbono
en la hoja. Estos cambios determinan la transicién entre las dos formas del

enzima.

3.- El Mg2+ es un efector negativo de la NR que disminuye la eficiencia catalitica
de las dos formas del enzima aunque en mayor medida la de la forma menos

activa. La accién del Mg2+ requiere la intervencién de un factor proteico.

4.- La G6P actia como efector positivo de la NR aumentando su eficiencia
catalitica. Ademés compite con el Mg2+ por su interaccién con el enzima, de

forma que su unién al mismo impide el efecto inhibidor de este ion.
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