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l.- INTRODUCCION




l1.1.~- LA FOTOSINTESIS

La fuente Ultima de energia que mantiene e impulsa la
vida en la Tierra es la que emite el Sol en forma de radiacidn
electromagnética, que es captada y convertida en énergia quimi-
ca por los organismos fototrofos, dentro de los que se incluyen
algunas bacterias,'las cianobacterias o algas verde-azuladas,
las algas eucaridbticas y las plantas superiores. El resto de
los organismos que pueblan la Tierra dependen de ia energia qui

mica transformada y almacenada por los fototrofos.

El pfoceso mediante el cual los organismos fototrofos
transforman la energfa electromagnética en energia quimica reci
be el nombre de Fotosintesis. En una primera etapa histdrica se
creyd que la reaccidn bdsica de éste proceso era la escisién,
promovida por la luz, de la molécula de anhidrido carbdnico 'pa-
ra rendir oxigeno molecular y carbono, seguida por la hidrata-

cidn de éste hasta azlcar (véase Warburg, 1964).

Hoy, sin eﬁbargo, gracias a los experimentos iniciales
de van Niel y de Hill (véase Losada, 1972), se sabe que la
reaccién bdsica de la fotosintesis en algas y en plantas supe-
riores es la fotolisis del agua, promovida por la luz y catali-
zada por la clorofila, que da lugar a la formacidn de ppder re-
ductor y al desprendimiento de oxigeno. Se conoce ademds que el
flujo de electrones fotosintético va acompafiado de la formacidn

de ATP, Siguiendo a Arnon (1971), los dos productos bdsicos del



proceso fotosintético, poder reductor y enlaces fosfato ricos

en energia, se denominan conjuntamente poder asimilatorio.

En la fotosintesis se distinguen dos fases, una luming
sa, que rinde el poder asimilatorio mencionado, y otra oscura,
‘en la que dicho poder asimilatorio se utiliza de forma directa
en distintos procesos del metabolismo celular. Entre éstos, el
universalmente reconocido, quizds por ser cuantitativamente el
mds importante, es la fijacidén fotosintética del COZ’ durante
la cual el anhidrido carbdénico es reducido hasta el nivel de
carbohidrato con la participacidn de poder reductor y de enla-
ces fosfato ricos en energia (Bassham, 1971). Sin embargo; exig
ten otros muchos procesos que, sin duda, también utilizan de
forma directa el poder asimilatorio generado fotosintéticamente
(Anderson, 1981). Entre ellos se encuentran la reduccidén de ni-
trito a amonio y la sintesis de glutamato a partir de glutamina
y o-cetoglutarato, reacciones que requieren poder reductor, asi
como el proceso de asimilacidn de sulfato, que requiere tanto
poder reductor como ATP. La participaciép directa del poder asi
milatorio fotosintético en otros procesos, entre los que se en-
cuentra la reduccidn del nitrato a nitrito, es, sin embargo, una

cuestidn controvertida.

En el Esquema 1 se resume la relacidn existente entre
la generacidn fotosintética del Poder Asimilatorio y su utiliza

cidn en diversas reacciones metabdlicas en tejidos verdes.
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Esquema 1. Utilizacién del Poder Asimilatorio generado en las
reacciones luminosas de la fotosintesis en distintos procesos
metabSlicos que constituyen las reacciones oscuras de la foto
sintesis. Se destaca el papel del Poder Aéimilatorio fotosin-
tético en la asimilacién de las formas oxidadas de los elemen

tos biogenésicos fundamentales.



1.2,- LAS CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias constituyen un grupo de microorga-
nismos cuya presencia sobre la Tierra data de hace 2 a 3 x 109
afios (Brock, 1973). Estos organismos presentan la peculiaridad
de que en una estructura celular precaridtica contienen un apa-
rato fotosintético capaz de utilizar el agua como donador de
electrones, siendo Similar, por tanto, al de las algas eucarid-

ticas y plantas superiores (Wolk, 1973, 1981; Stanier y Cohen-

-Bazire, 1977).

Desde un punto de vista nutricional, las cianobacte-
rias son organismos fundamentalmente fotolitoautdtrofos (Whitten
bury, 1978). Aunque algunas estirpes son facultativas y pueden

crecer heterotrdficamente en la oscuridad, Anacystis nidulans,

la especie que se ha utilizado en este trabajo, pertenece al

amplio grupo de fotoautdtrofas estrictas (Kratz y Myers, 1955).

Cuando las cianobacterias se cultivan autotréficamente,
la fijacién del anhidrido carbdnico tiene lugar fundamentalmen-
te mediante el ciclo reductivo de las pentosas fosfato (Pelroy
y Bassham, 1972; Ihlenfeldt y Gibson, 1975), con una posible
contribucidn de la carboxilacidn del fosfoenolpiruvato (Jansz y

MacLean, 1973; Colman et al., 1976; DOhler, 1976; Peschek, 1979).

Dos aspectos a resaltar en el metabolismo intermedia-
rio de las cianobacterias son el papel prioritario del ciclo

oxidativo de las pentosas fosfato en el catabolismo de azlcares



(Pelroy et al,,1972) y la existencia de un ciclo del dcido ci-
trico incompleto, debido a la ausencia de actividad a-cetoglu-
tarato deshidrbgenasa en estos microorganismos (Smith et al.,

-1967).

Desde el punto de vista morfolégico se distinguen dos
tipos fundamentales de cianobacterias: las unicelulares y las
filamentosas (Rippka et al., 1979). En estas dltimas las célu-

las se presentan formando tricomas. Anacystis nidulans es una

cianobacteria unicelular tipica.
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1.3.- EL NITROGENO

El nitrégeno es uno de los elementos cualitativa y
cuantitativamente mds importantes de la materia viva, en la que
se encuentra como componente de algunas de las biomoléculas mds
representativas, tales como son las proteinas y los acidos nu-
cleicos.‘Se ha calculado que la biomasa total almacenada sobre

la tierra es de alrededor de 2 x lO12

11

Tm, de las cuales el ni-

Tm),., Cada afio se incorpo-
10

trégeno representa sobre un 5% (10
ran a material orgénico alrededor de 10 Tm de nitrdgeno. La
mayor parte de esta asimilacidn tiene lugarva partir de nitrato,
con una contribucién de la fijacidn de dinitrdgeno de unas 2 x

8

10° Tm de N y un valor incierto de asimilacidn directa a partir

de amonio (Lieth y Whittaker, 19753 Losada et al,, 1981).

Con excepcidn de los animales, la utilizacidn del ni-
trato como fuente nitrogenada se encuentra ampliamente distri=-__
puida entre los diferentes grupos de organismos, siendo realiza
da tanto por algas y plantas superiores como por distintos géng

ros de hongos y bacterias.

Aunque algunas cianobacterias pueden fijar dinitrdégeno,
las fuentes de nitrdégeno mds cominmente usadas por estas células
son el nitrato y el amonio, siendo destacable la amplia distri-
bucidn de la capacidad de reduccidn del nitrato en este grupo

de organismos (Wolk, 1981), La cianobacteria Anacystis nidulans

puede usar para su crecimiento tanto nitrato como amonio, pero

no dinitrdégeno (Kratz y Myers, 1955).
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El nitrdgeno presente en los compuestos nitrogenados

’ . ’ . . # .
orgdnicos se encuentra en su estado de maxima reduccion, tenien
do que encontrarse este elemento reducido a nivel de amonio pa-
ra poder combinarse con compuestos carbonados y formar asi los

distintos compuestos nitrogenados de las células.
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l.4.- LA ASIMILACION DEL NITRATO EN MICROORGANISMOS

En organismos unicelulares carentes de grandes vacuo-

las donde puedan almacenarse iones, como es el caso de Anacys-

tis nidulans, se pueden distinguir tres fases fundamentaies en
la asimilacidn del nitrato: la entrada del nitrato al intérior
de la célula; la reduccidén del nitrato hasta el término de amo-
nio;y la incorporacidn del amonio a esqueletos carbonados para
dar lugar, a continuacién, a los diversos compuestos orgédnicos

nitrogenados de la célula.

l.4,1.- Transporte al interior de la célula

Los estudios publicados sobre el paso de entrada del
nitrato al interior de la célula en microorganismos son muy es-
casos (véase Losada et al.,, 1981) y, en el caso concreto de cia

nobacterias, virtualmente inexistentes.

Esta falta de datos sobre el transporte se debe, sin
duda, a la dificultad existente para estudiar de forma aislada
esta etapa de la ruté‘de asimilacidn del nitrato. En la mayoria
de los microorganismos que asimilan nitrato, éste es rdpidamen-
te reducido tras su entrada en la célula. Las medidas de desapg
ricidn del.nutriente del medio corresponden, por lo tanto, no
sélo a su entrada en la célula sino también a su metabolizacidn

intracelular,
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Por otra parte, la determinacidn del nitrato intracelu
lar se encuentra dificultada porque la concentracidn de nitrato
que se puede alcanzar en la célula es limitada, como consecuen-
cia de la répida reduccidén intracelular del mismo, aunque pueda
llegar a ser mayor que su concentracidn en el medio externo. Da
da la baja sensibilidad de los métodos de medir nitrato usual-
mente disponibles, las determinaciones del nitrato acumulado en
las células se encuentran faltas de fiabilidad. En consecuencia
sélo se podria estudiar aisladamente el transporte de nitrato
al interior de la célula en dos situaciones experimentales en
particulari en microorganismos con vacuolas de almacenamiento,
en los que puede tener lugar una notable acumulacidén de nitrato
al margen del funcionamiento del sistema reductor, o, para cual
quier tipo de microorganismos, cuando se dispusiese del isdtopo

(=]
radiactivo N13, cuya vida media es de aproximadamente 10 min,
el cual puede ser detectado con gran sensibilidad. En ambos ca-
sos los estudios se podrian optimizar blodueando la reduccidn

del nitrato.

Se ha descrito, con apoyo experimental sbélido, la par-
ticipacidn de sistemas de transporte activo en la entrada del
nitrato al interior de la célula en diatomeas (Eppley y Rogers,

1970; Cresswell y Syrett, 1979), en Neurospora (Schloemer y Ga=-

rrett, 1974), y en las bacterias Pseudomonas fluorescens (Bet-

lach et al.,, 1981) y Klebsiella pneumoniae (Thayer y Huffaker,
-1982). En todos estos casos se ha podido estudiar la concentra-

cidén de nitrato en el interior celular, gracias a la acumula-
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cidn que eran capaces de llevar a cabo los organismos o, en
los estudios con bacterias, a la disponibilidad del trazador

N13 L]

1.4,2,~- Reduccidn hasta amonio

La diferencia existente entre los estados de reduccidn
que presenta el nitrdgeno en el nitrato (+ 5} y en el amonio
(- 3) implica la necesidad de una transferencia de 8 electrones
para la conversidén de nitrato en amonio, la cual ocurre en sdlo
dos etapas: a) reduccidn de nitrato a nitrito, catalizada por
la enzima nitrato reductasa, y b) reduccidn de nitrito a amo-
nio, mediada por la nitrito reductasa, en reacciones que impli-
can 2 y 6 electrones respectivamente (Losada y Guerrero, 1979;
Vennesland y Guerrero, 1979; Guerrero et al,, 1981; Losada et

al., 1981).

Tanto la reduccidn del nitrato como la reduccidn del
nitrito se han esfudiado ampliamente a los niveles subcelular y
enzimdtico en los mds diversos tipos de organismos, habiéndose
caracterizado las propiedades moleculares de las enzimas del
sistema reductor del nitrato y la naturaleza de sus donadores
fisioldgicos de electrones, que difieren notablemente segin el
material bioldgico estudiado (Losada y Guerrero, 1979; Vennes-
land y Guerrero, 1979; Guerrero et al,, 1981; Losada et al.,

1981).
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La nitrato reductasa de la cianobacteria A.nidulans

es una molibdoproteina de 75 kdaltons en cuya actividad catali-
tica participa el molibdeno,pudiendo encontrarse implicados,

ademds, 4dtomos de hierro no heminico (Candau, 1979). La nitrito
reductasa se ha aislado de varias cianobacterias, entre las que

se encuentra A. nidulans. En todos los casos se trata de una

proteina de alrededor de 55 kdaltons (Hattori y Uesugi, 1968;
Manzano, 1977; Méndez y Vega, 1981). La enzima parece contener
como grupos prostdticos un croméforo heminico y una agrupacidn

sulfoférrica (Méndez y Vega, 1981).

La nitrato reductasa y la nitrito reductasa utilizan
como donador fisioldgico de electrones a la ferredoxina reduci-

da, tanto en cianobacterias unicelulares,como A. nidulans (Man-

zano et al,, 1976, 1978; Candau et al., 1980), como en cianobac-
terias filamentosas (Ortega et al., 1976; Méndez et al., 1981).
En el caso de Anacystis se ha demostrado que la flavodoxina pue
de sustituir a 1la ferredoxina-como donador de electrones, tanto
para la reduccidn del nitrato como del nitrito (Manzano, 1977;

Candau, 1979).

Especial mencidn merece el hecho de que en A. nidulans

las dos enzimag del sistema reductor del nitrato se encuentren
asociadas estructural y funcionalmente a membranas con activi=-
dad fotosintética (Guerrero et al,, 1974a; Manzano et al., 1976),

Se han aislado a partir de A. nidulans preparaciones membrano-

sas subcelulares (tilacoides) capaces de catalizar la reduccidn
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de nitrato hasta amonio utilizando agua como fuente Ultima de
electrones, en un proceso que representa, quizds, el ejemplo
mds simple de fotosintesis que se ha descrito (Candau et al.,
1976). En otras cianobacterias, como Anabaena 7119, mientras
que la nitrato reductasa se presenta también como una enzima
unida a membranas (Ortega et al., 1976), la nitrito reductasa

parece ser una enzima soluble (Méndez et al., 1981).

1.4,3.,- Incorporacidén del amonio a esqueletos carbonados

Aparte de otras reacciones menores, existen fundamen-
talmente dos rutas mediante las que el amonio puede incorporar-
se a esqueletos carbonados. Una de ellas implica una sola reac-
cidn enzimdtica y consiste en la reduccidén aminativa del a=-ceto
glutarato, que cataliza la enzima glutamato deshidrogenasa (Ty=-"
ler, 1978; Lea y Miflin, 1979). La otra ruta, que se resume en
el Esquema 2, implica dos reacciones en serie y consiste, en
esencia, en la utilizacidén de glutamina, sintetizada en la reac
cidn catalizada por la glutamina sintetasa (1), como donador de
nitrdgeno al a-cetoglutarato para sintetizar glutamato en la
reaccidn catalizada por la glutamato sintasa (2) (Tempest et

al., 1970; véase Tyler, 1978,y Lea y Miflin, 1979):

(1) NHZ + glutamato + ATP ———— glutamina + ADP + Pi
(2) glutamina + oa~cetoglutarato + 2(H) —» 2 glutamato

El resultado neto del funcionamiento de esta ruta es el mismo
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a-CETOGLUTARATO
2 IHI
4 GS GOGAT |

Esquema 2. La ruta glutamina sintetasa (GS)- glutamato sintasa
(GOGAT) pafa la incorporacién del amonio a esqueletos carbona-
dos. N6tese el caracter ciclico de la misma en lo referente al
glutamato, sustrato y producto de las reacciones catalizadas
por GS y GOGAT, respectivamente.
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que el de la glutamato deshidrogenasa en lo que se'refiere a
incorporacidn de nitrdgeno en un esqueleto carbonado (sintesis
dé una molécula de glutamato a partir de amonio y g-cetogluta-
rato) y a consumo de poder reductor (gasto de dos equivalentes
de reduccidn por cada molécula neta de glutamato formada). Sin
embargo, la ruta glutamina sintetasa/glutamato sintasa hace un
gasto extra de un énlace fosfato rico en energia por cada molé-
cula de glutamato sintetizada. Este hecho debe estar relaciona-
do con la mayor efectividad de esta ruta, en comparacidén con la
glutamato deshidrogenasa, en 1la incorporacidén del amonio a es-

/queletos carbonados (Lea y Miflin, 1979).

Existen varios grupos de bacterias en los que la ruta
mediante la que tiene lugar la asimilacidén del amonio, glutama-
to deshidrogenasa o glutamina sintetasa/glutamato sintasa, de-
pende de las condiciones de cultivo (véase Tyler, 1978). Sin
embargo, para organismos fototrofos se ha propuesto que,'en ge-
neral, la ruta funcional en la asimilacidn del amonio es la glu
tamina sintetasa/glutamato sintasa (véase Lea y Miflin, 1979),
teniehdo la glutamato deshidrogenasa, cuando se encuentra pre-

sente, un papel catabdlico dentro del metabolismo celular.

En la mayor parte de las cianobacterias en las que se
ha estudiado, se ha demostrado concluyentemente que la ruta
principal que es operativa en la asimilacién de amonio, indepen
dientemente de las condiciones de cultivo, es la glutamina sin-

tetasa/ glutamato sintasa. Los acercamientos experimentales utilizados inclu

yen el analisis de los primeros productos celulares formados tras
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suministrar a las células el isdtopo radiactivo Nl3, llevado a
cabo por el grupo de C.P.Wolk (Wolk et al,, 1976; Meeks et al.,
1977, 1978); la identificacidén de la enzima caracteristica de
esta ruta, la glutamato sintaéa, en extractos de cianobacterias
(Lea y Miflin, 1975; Meeks et al., 1977; Thomas et al., 1977);
y estudios del efecto de inhibidores de las enzimas de la ruta
sobre la asimilaciédn del amonio’(Stewart y Rowell, 1975; Rowell

et al.,, 1977). Anacystis nidulans, la especie utilizada en este

trabajo, es precisamente la uUnica cianobacteria de las estudia-
das en la que hay desacuerdo en torno a cuidl es la ruta princi-
pal de incorporacidén del amonio a esqueletos carbonados (véase

Stewart, 1980).
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1.5.~ ESTUDIOS FISIOLOGICOS DE LA ASIMILACION DEL NITRATO

Los puntos bédsicos alrededor de los que han girado las
investigaciones fisioldgicas sobre la asimilacidén del nitrato

han sido, por un lado, el papel del CO, en la utilizacidn del

2
nitrato y la relacidn entre el sistema reductor del nitrato y
la generacidn fotosintética de poder reductor (véase Losada et

al., 1981), y, por otra parte, la regulacidén por amonio de 1la

asimilacidn del nitrato (véase Guerrero et al,, 1981).

Los primeros estud;os de reduccidn de nitrato in vivo
datan de 1920, cuando Warburg y Negelein describieron el des-
prendimiento de oxigeno por suspensiones de Chlorella expuestas
a la luz e incubadas en presenéia de nitrato. Dado que estas
ﬁismas células desprendian CO, en 1la oscuridad en presenciabde
nitrato, los autores interpretaron que el desprendimiento de
oxigeno era debido a la fotolisis del CO2 producido en la reduc
cidn oscura de nitrato a expeﬁsas de carbohidratos celulares.
Van Niel, tras introducir el nuevo concepto de fotosintesis, in-
terpretd los resultados de Warburg y Negelein en términos de la
actuacidn del nitrato como un reactivo de Hill natural. Esta in
terpretacidn se encontraba apoyada pof la existencia de un des-
prendimiento de oxigeno dependiente de nitrato en suspensiones
de células de Chlorella expuestas a la luz en presencia de con-

centraciones saturantes de 002 (van Niel et al., 1953).

La existencia de una relacidn entre asimilacidn de ni-

trato y fotosintesis se ha visto confirmada por varias descrip-
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ciones de desprendimiento de oxigeno asociado a la asimilacién
del nitrato en distintas especies de algas (Cramer.y Myers,
1949; Davis, 1953; Bongers, 1958; Larsson, 1980) y en la ciano-

bacteria filamentosa Anabaena cylindrica (Hattori, 1962). La

utilizacién del nitrato es, ademds, un proceso que generalmente
se estimula por la luz en organismos fototrofos (Hattori, 1962;
Grant y Turner, 1969; Thacker y Syrett, 1972; Stevens y Van Baa
len, 1973; Ullrich-Eberius, 1973; Tischner y Lorenzen, 1979;
Calero et al., 1980; véase Ullrich, 1982). Este es un hecho que
puede estar relacionado, ademds de con el suministro de poder
reductor para la reduccidn del nitrato, con el suministro de
energia para el transporte de este sustrato al interior de la

célula.

Se plantea la cuestidn de cudn intima es la relacidn
existente entre el sistema reductor del nitrato y la generacidn
fétosintética de poder asimilatorio.'En los experimentos cldsi-
cos que se han discutido mds arriba no se solian hacer estima-
ciones del nitrato consumido por las células, pero, cuando se
hicieron, ;610 en contadas ocasiones se observd la estequiome=-
tria tedrica de desprendimiento de oxigeno asociado a asimila-
cidén de nitrato esperada si los 8-electrones necesarios para re
ducir el nitrato a amonio fueran de origen fotosintético (Bon-
gers, 1958; Grant y Turner, 1969). Por otra parte, en algas ver
des, mientras que el nitrito provoca una notable amortiguacidn
de la fluorescencia de la clorofila, el nitrato no lo hace

(Kessler y Zumft, 1973; Kulandaivelu et al., 1976). Se conside=-
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ra que estos datos apoyan la idea de que, en algas verdes, mien
tras que la reduccidén del nitrito hasta amonio es una reaccidn
intimamente ligada a fotosintesis, la reduccidn del nitrato a
nitrito es una reaccidén algo mds alejada. De hecho, mientras
que la nitfito reductasa usa ferredoxina reducida como donadgr
de electrones, la nitrato reductasa de estos organismos utiliza
piridin nucledtidos reducidos (Guerrero et al., 1981; Losada et

al,, 1981).

La situacidn en cianobacterias puede ser distinta, ya
que ambas enzimas del sistema de reduccidn del niﬁrato utili-
zan ferredoxina como sustrato. En favor de la idea de que en es
te grupo de organismos la reduccidn del nitrato in vivo seé un
proéeso intimamente ligado a fotosintesis, se encuentra la ob-
servacidn de que en cianobacterias filamentosas (sometidas a un
tratamiento ligero de sonicacidn). la adicién de nitrato provo=-
ca una amortiguacidn en la fluorescencia.de la clorcofila (Serrg

no et al,, 1981).

'En el marco del apoyo experimental para su nocidn del
mecanismo de la fotosintesis, Warburg describid el hecho de que
suspensiones de células de Chlorella incubadas a la -luz en pre-
sencia de nitrato no desprendian oxigeno en condiciones de ausen
cia‘total de CO2 (Warburg et al., 1965). Ya dentro del esquema
de las nocioneé actuales sobre fotosintesis, esta observacidn
ha sido verificada por numerosos autores, en algunos casos en
éondiciones peculiares (Davis, 1953; Kesslef, 1955; Grant y Tuz

ner, 1969; Thacker y Syrett, 1972; Eisele y Ullrich, 1977). El
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requerimiento de CO, para la asimilacidn del nitrato fué inter-
pretado por Kessler (1955) en términos de que el,poder reductor
necesario para la reduccidn del nitrato ha de ser suministrado
por carboﬁidratbs resultantes de la fijacidn fotosintética del
CO,. Este autor observéd, ademés, que la reduccidén del nitrito,
a diferencia de la del nitrato, tenia lugar en ausencia de CO2

en suspensiones de células de Ankistrodesmus (Kessler, 1955),

Otros autores han sugerido que el papel del COZ'en la utiliza-
cidn del nitrato en algas verdes puede interpretarse en base a
un efecto protector del Co,
nitrato (Eisele y Ullrich, 1977).

sobre el sistema de transporte del

En la cianobacteria filamentosa Anabaena cylindrica

(Hattori, 1962) se ha descrito una apreciable estimulacidn por
CO2 del consumo de nitrato, efecto que era menos pronunciado
sobre la utilizacidn del nitrito. E1l CO2 parecia tener, sin em-

bargo, poco efecto sobre la reduccidn del nitrato en la ciano-

bacteria unicelular Agmenellum quadruplicatum (Stevens y Van

Baalen, 1973).

El amonio se comporta como un notable antagonista de
la asimilaciédn del nitrato en prdcticamente todos los tipos de
organismos., Un hecho muy bien documentado es la represidn de
la sintesis de las enzimas del sistema reductor del nitrato
(Guerrero et al.,, 1981; Losada et al,, 1981), que también tiene

lugar en Anacystis nidulans (Manzano et al.,, 1976; Herrero et

al,, 1981). Se ha descrito, ademds, que el amonio provoca una

inacujaci&lreversible de la nitrato reductasa en algas (Guerrero



24

et al,,1981; Losada et al., 1981).

Entre los efectos del amonio que se han observado so-
bre el metabolismo del nitrato se encuentra una rdpida inhibi-
cidén del consumo de nitrato causada por la presencia de bajas
concentraciones de amonio en ei medio. Este efecto se ha descri
to,entre otras especies, en diferentes estirpes de Chlorella
(Cramer y Myers, 1949; Syrett y Morris, 1963; Pisﬁorius et al.,

1978; Tischner y Lorenzen, 1979), en Chlamydomonas reinhardiil

(Thacker y Syrett, 1972; Syrett y Leftley, 1976), y en la ciano

bacteria Anabaena cylindrica (Ohmori et al,, 1977). El mecanis-

mo mediante el cual tiene lugar este efecto inhibidor del amo-
nio no se conoce,.Cabe destacar, sin embargo, dos propuestas de
Syrett al respecto, quien ha estudiado la inhibicidn por amonio
de la utilizacidn del nitrato en diversas algas eucaridticas.
Este autor, por un lado, ha sugerido que el efecto inhibidor
del amonio puede estar mediado por productos de su asimilacién
(Syrett y Morris, 1963), y, por otro lado, ha demostrado que

la rdpida inhibicidn por amonio de la utilizacién del nitrato

en Phaeodactylum tricornutum opera a nivel de transporte del ni

trato al interior de la célula (Cresswell y Syrett, 1979).

En este trabajo se presentan una serie de investigacio.

nes sobre el proceso de la utilizacidn del nitrato en la ciano-

bacteria unicelular Anacystis nidulans, incluyéndose con fines
complementarios estudios sobre el consumo de nitrito y de amo-
nio. En primer lugar se describe la naturaleza de las distintas

etapas de dicho proceso. Cabe destacar la intima relacidn que
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existe entre la asimiiacién del nitrato y la generacidén foto-
sintética de poder reductor en este microorganismo. La otra par
te del trabajo se centra sobre el mecanismo de regulacidén de la
asimilacién del nitrato. El1 transporte de nitrato al interior
de la célula parece estar modulado por un sistema de regulacidn
que incluye productos de la asimilacidén del amonio y que inte-
gra los procesos de asimilacidn de nitrégeno y carbono (fijacidn

de COZ)'

Parte de este trabajo ha sido ya publicado (Flores et
al,, 1980, 1982a) o se encuentra en vias de publicacidn (Flores
et al., 19§2b),habiendo sido también objeto de comunicaciones a
Reuniones y Congresos (Flores et al., 1978a, 1978b; Flores y
Guerrero, 1979a, 1979b, 1980; Guerrero y Flores, 1980; Ramos et
al., 1980; Flores, 1981; Flores et al., 1981; Herrero et al.,

1981b).



2.- MATERIALES Y METODOS
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2.1.- ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Este trabajo se ha llevado a cabo utilizando como mate-

rial bioldgico la cianobacteria Anacystis nidulans, estirpe

L 1402-1., Las muestras originales de este organismo se obtuvie-
ron de la Coleccidn de Cultivo de Algas de la Universidad de Go&-

ttingen (R.F.A.).

El organismo se cultivaba fotoautotréficamente en condi
ciones axénicas en un medio sintético que conteia los siguien-

tes nutrientes por litro de agua destilada: NO,K, 20 mmol; SO

3 4

Mg, 0,5 mmol; C12Ca, 0,1 mmol; ClNa, 2 mmol; MoOQNaZ,

, 12 mmol; CO_HNa, 10 mmol; 1 ml de una disolucidn de
2 3 A

Fe 0,5 M y EDTA 0,5 M, preparada seglin Arnon et al., (1974);

4 ymolj;

PO, HK

4

804
y 1 ml de una disolucién de micronutrientes que contenia por li-
tro de agua destilada: BO3H3, 46 mmol; ClZMn, 9 mmol; Sthn,

0,77 mmol; y SO,Cu, 0,32 mmol. E1 medio de cultivo conteniendo

4
todos sus componentes, excepto fosfato y bicarbonato, se esteri-
lizaba en autoclave, duranté 20 min, a la presidén de 2 atm

(121eC)., La disolucidn conteniendo fosfato y bicarbonato se este
rilizaba por separado en las mismas condiciones y se afiadia a 1la

que contenia el resto del medio de cultivo, una vez enfriada a

temperatura ambiente,

Un volumen de 35 ml de este medio, contenido en un tubo
de 23 mm de diametro por 200 mm de largo tapado con algoddn gra-
so, se inoculaba en condiciones asépticas con abroximadamente 2
a 5 Ul de células (15 a 30 pg de clorofila a). Esta suspensidn

celular se incubaba en un bafio termostatizado a 402C, con ilumi-
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nacidn continua (25 W/mz, luz blanca) proporcionada por lampa-

ras fluorescentes. A través de la suspensidn celular se burbu-

jeaba aire esteril enriquecido con CO_, aproximadamente al 5%

2
(v/v), lo que proporcionaba agitacidn al cultivo ademds de la
fuente de carbono. En estas condiciones la masa celular inocula-

da se duplicaba en unas 4 h,

Todos los experimentos presentados en este trabajo se
hicieron con células cultivadas con.nitrato como fuente de nitré
geno, ya que las células cultivadas con amonio no presentan acti
vidad de consumo de nitrato, excepto la serie de experimentos
presentada en el apartado 3.4, que se realizd con células culti-
vadas con amonio (SO

(NHQ) 10 mM en el medio de cultivo, en

4 2
lugar del NO3K). En este Ultimo caso, sin embargo, se obtuvieron
resultados similares a los aqui presentados cuando se utilizaron

células cultivadas con nitrato.
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2.2.,- RECOGIDA DE CELULAS

Para los distintos experimentos se utilizaron células
procedentes de cultivos conteniendo alrededor de 5 pl de célu-
las por ml de medio. Las células se recogieron por centrifuga-
cidn a baja velocidad (1500-2000 g duraﬁte 5-10 min) a temperatu
ra‘ambiente, o por filtracidn al vacio empleéndo filtros Milli-
pore tipo HA de 0,45 um de didmetro de poro., E1l procedimiento de
filtracidn es especialmente dtil cuando se desea lavar exhausti-

vamente las células.
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2.,3.- ESTIMACION DE LOS NIVELES CELULARES DE ACTIVIDADES ENZI-

MATICAS

En el curso de este trabajo se han determinado los nive
les celulares de las enzimas nitrato reductasa y glutamina sin-
tetasa., Debido a la necesidad de estimar dichos niveles inmedia-
tamente después de exponer las células de Anacystis a distintas
situaciones experimentales, las actividades enzimdticas citadas
se determinaron in situ. Ademds de otras virtudes, los ensayos de
actividad in situ tienen la ventaja, sobre los ensayos de activi
dad con extractos de células,de que la preparacidén de las célu-
las para las determinaciones in situ puede hacerse de forma mu-
cho mds rédpida que la preparacién de los extractos. La peculiari
dad de la determinacidén de una actividad enzimdtica in situ.con-
siste esencialmente en la utilizacién como material bioldgico,
en el ensayb standard de la actividad enzimdtica en cuestidn, de
células cuyas membranas se han hecho permeables a substancias de

bajo peso molecular.

2.3.1.~- Permeabilizacidén de las membranas celulares

Las membranas celulares se hacian permeables a los com-
ponentes de las mezclas de reaccidén para el ensayo de las activi
dades enzimdticas por tratamiento con tolueno o con etanol., El
tratamiento con tolueno consistfia en mezclar mediante agitacién

vigorosa, durante 2 min, tolueno (20 pl) con una suspensioén celu
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lar (1 ml) conteniendo de 1 a 2 pl de células por ml de tampdn

o de medio de cultivo. Una alicuota de la-suspensién celular tra
tada con tolueno se utilizaba, poco después de la permeabiliza-
cidn, directamente en el ensayo de la actividad enzimdtica co-

rrespondiente,

La permeabilizacidn con etanol consistia en un trata-
miento de las células con etanol al T75% (A. Herrero, Tesis Docto
ral, en prep.). Se mezclaba un volumen de suspensidn celular con
tres volumenes de etanol absoluto y, tras agitacidén vigorosa du-
rante 5-10 s, la suspensidén de células en etanol-agua se filtra-
ba rdpidamente, lavdndose exhaustivamente con agua, a continua-
cidén, sobre el mismo filtro. Las células se mantenian en el fil-
tro hasta ser resuspendidas en tampdén Tricina-NaOH Jjusto antes
de utilizarlas en el ensayo de la actividad enzimdatica, que po-
dia realizarse sin que se observasen cambios significativos de
los niveles de actividad hasta una hora después de la permeabili

zacidn.

2.3.2.,~- Nitrato reductasa

Para estimar el nivel celular de actividad nitrato re-
ductasa se afiadfa una alicuota de la suspensidén de células per--
meabilizadas a la mezcla de reaccidn para la determinacidn de
esta actividad enzimdtica. Esta mezcla de reaccién contenia en
un volumen final de 1 ml (Manzano, 1977): tampdn CO3HNa/CO3Na2,

pH 10,5, 100 mmol; NO,K, 20 umol; metil violdégeno, 4 umol; y
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10 umol de SZOANa2 afiadido en 0,1 ml de CO3

de reaccidén se incubaba a 3092C, durante 5 min, y la reaccidn se

HNa 0,3 M. La mezcla

detenfia por oxidacidn del ditionito mediante agitacidn vigorosa.

Tras la adicidén de 0,1 ml de 30,Zn 1 M y de 0,1 ml de NaOH 1 N,

4
la mezcla de reaccidn se centrifugaba a 1500-2000 g durante 5
min, procediéndose a la determinacidn del nitrito formado duran-
.te la reaccidén en una alicuota del sobrenadante. Los valores de
nitrito encontrados se corregian para el nitrito presente en un
control en el que la alicuota de suspensidn de células se afiadia
a la mezcla de reaccidén tras la oxidacidén de ditionito. Una uni=-

dad de actividad enzimdtica corresponde a un pmol de nitrito for

mado por min,

2.3.3,~ Glutamina sintetasa (actividad transferasa)

Lakactividad transferasa de la glutamina sintétasa se
estimdé segin el método descrito por Shapiro y Stadtman (1970).
El ensayo se llevaba a cabo con 0,5-1 ul de células permeabili-
zadas en una mezcla de reaccidédn que contenia en 1 ml de volumen
final: tampdn Hepes, pH 7,3, 50 umol; L-Glutamina, 30 umol;
ClZMn, 3 umol; ADP, 0,4 umol; AsO4HNa2, 20 umol; y 0,1 ml de una
mezcla de un volumen de clorhidrato de hidroxilamina 1,2 M con
un volumen de NaOH 1,2 M, preparada un momento antes de comenzar
la reaccidén. La mezcla de reaccidén se incubaba a 302C durante
10 min, con agitacidén ocasional, y la reaccidn se paraba por adi

cidn de 2 ml de una disolucidén de Cl.Fe en medio &cido, que es

3
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el reactivo revelador del y-glutamil hidroxamato, producto de la
actividad transferasa de la glutamina sintetasa., Los valores de
Y-glutamil hidroxamato formado en la reaccién enzimédtica se de=-
terminaban espectrofotométricamente en los sobrenadantes resul-
tantes de centrifugar a baja velocidad la mezcla de reaccidn
suplementada con el reactivo revelador, y se corregian para la
cantidad de hidroxamatos que se eﬁcontraba en un control al que
no se afiadia la mezcla hidroxilamina-NaOH. Una unidad de activi-
dad enziméticé corresponde a un umol de y-glutamil hidroxamato

formado por min.
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2.4,.- ESTIMACION DE ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS

Se han determinado distintas actividades fotosintéticas

en células intactas de A.nidulans, utilizando como aceptores de

electrones tanto reactivos de Hill naturales (COZ’ nitrato o ni-
trito) como oxidantes artificiales (p-benzoquinona o metil violé

geno).

2.4,1.~ Desprendimiento de oxigeno asociado a la fijacidn de Co,,

La actividad fotosintética de fijacidn de CO, se ha
determinado midiendo el desprendimiento de oxigeno dependiente
de CO2 y lué. En las condiciones que se describen é continuacidn
el desprendimiento de oxigeno era précticamente nulo en la oscu-
ridad o en ausencia de bicarbonato afiadido o de CO2 en la fase
gaseosa, Las velocidades de fijacidn de CO2 pueden calcularse a
partir de las estimaciones de desprendimiento de oxigeno, de
acuerdo con la estequiometria de 1 mol de oxigeno desprendido
por mol de 002 asimilado (véase por ejemplp Miller y Colman,

1980). E1 désprendimiento de oxigeno se determind mediante técni

cas manométricas o polarograficas.

Las determinaciones manométricas de actividad fotosinté
tica se llevaban a cabo utilizando vasijas de Warburg calibradas,
con volumen total aproximado de 14 a 15 ml , acopladas a los co-
rrespondientes mandmetros. En el compartimento principal de es-

tas vasijas se disponfa la suspensién celular, que contenia
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2,75 a 5 pl de células en 2,75 ml de tampdn Tricina-NaOH 25 mM,
pH 8,3 (tampdn de ensayo). En el pocillo central se disponia un
papel de filtro (1l cm de ancho por 10 cm de largo) doblado e

3HNa/CO3Na2

Este tampdn debe déterminar una concentracidn de 002 disuelto en

impregnado con 0,25 ml de tampdn CO 0,5 M, pH 9,6.

la suspensidn celular de aproximadamente 0,2 mM (véase Guerrero
et al,, 1974b). Estos ensayos de actividad fotosintética se desa
rrollaban con agitacidn continua a 402C, y se iniciaban encen-
diendo la luz (100 W/m2, luz blanca) tras 15 min de incubacidn a
“la temperatura citada, en la oscuridad, con los manémetros cerra
dos para homogeneizar la temperatura y permitir que se alcanzase

el equilibrio entre la tensidén de CO, en el tampdn del pocillo

2
central y en la fase gaseosa y entre la de ésta y la de la sus-
pensidn celular, La reaccidn se segufa durante diversos periodos

de tiempo, usualmente entre 30 y 60 min,

Las determiﬁaciones polarogréficas‘de actividad fotosin
tética dependiente de 002 se llevaban a cabo con un electrodo de
oxigeno de tipo Clark (véase Relimpio et al., 1977). En la cédma~
ra termoStatizada del electrodo de oxigeno se disponian 3 ml de
suspensidn conteniendo entre 1 y 3 ul de células en - tam-~
pén de ensayo suplementado con la concentracidn de CO3HNa que
se indica en cada experimento particular. Al valor de pH emplea-

do (8,3), la concentracidn de CO, disuelto es aproximadamente 1la

2
centésima parte de la concentracidén de bicarbonato afiadido. Los
experimentos se llevaban a cabo con agitacidn continua a 40°C y

se iniciaban encendiendo la fuente de luz (la ldmpara de un pro=-



36

yector de diapesitivas, que proporcionaba luz blanca de 200

W/m2 de intensidad sobre la superficie de la cédmara del electro-
do), tras 5 min de incubacidén de la suspensidn celular en la cé-
mara para homogeneizar la temperatura. Los cambios en la concen=-

tracidén de oxigeno en la suspensién se seguian durante 5-10 min,

2.4,2,- Desprendimiento de oxigeno asociado a la reduccidn de ni=-

trato y de nitrito

Como se indica en la seccidén de Resultados, los proce-

sos de reduccidén del nitrato y del nitrito en A.,nidulans tienen

naturaleza fotosintética, En este apartado se presenta el método
utilizado para la determinacidn de estos procesos fotosintéticos

segin la medida de su desprendimiento de oxigeno asociado.

Cuando las determinaciones del desprendimiento de oxigg
no asociado a la reduccidn de nitrato o nitrito se llevaban a

cabo en condiciones de fijacidén simultdnea de CO los experimen

2’
tos se realizaban en vasijas de Warburg en las mismas condicio~
nes descritas en el apartado anterior, pero con los tampones en
los qﬁe se suspendian 1las célulaé suplementados con NOBK o con
NOZK (concentracidén final, 0,5-1 mM). La diferencia entre el oxi
geno desprendido por suspensiones suplementadas con los sustra-
tos nitrogenados y suspensiones control sin suplementar constitu

ye el oxigeno desprendido asociado a la asimilacidén de dichos

sustratos,
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El desprendimiento de oxigeno asociado al consumo de
nitrato o de nitrito en condiciones de ausencia de cualquier
otro aceptor de electrones se ha podido estudiar empleando célu-
las tratadas con MSX (véase apartado 3.2.2.). En estas condicio-
nes todo el oxigeno desprendido por las células corresponde a
las actividades fotosintéticas de reduccidén de nitrato y nitrito.
El método empleado consistfa en 1la utilizacidn de vasijas de War
burg conteniendo en el pocillo central un papel de filtro (1 cm
de ancho por 10 cm de largo), doblado e impregnado con 0,25 ml
de KOH al 20% (p/v), disolucidn fuertemente alcalina que atrapa
002 mediante su conversidn en carbonato. En el compartimento
principal se disponfa la suspensidén celular: 2,75 a 5 ul de célu
las en 2,65 ml de tampdén Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,3 (tampdn de
ensayo) suplementado con MSX 1 mM. En el brazg lateral de la va-
sija se disponian 0,1 ml de NO3K 0 N02K, a concentracidén 20 mM.,
La vasija se incubaba con agitacién continua a 402C, con los ma-
németros cerrados, durante 15 min en oscuridad, encendiéndose la
luz (100 W/mz, luz blanca) a continuacidén. Tras un periodo de in
cubacidn de 30 min en estas condiciones, durante el cual se ase-
guraba la aécién del MSX y se agotaban ios aceptores fotosintéti
cos endégenos presentes, se iniciaba la reaccién afiadiendo el
contenido del brazo lateral al compartimento principal. Inmedia-
tamente comenzaba el desprendimiento de oxigeno, que se seguia

durante un periodo de 30-60 min.
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2.4.3.~ Absorcidn de oxigeno dependiente de metil violdgeno

El metil violdgeno oxidado puede actuar»como aceptor
de electrones en la cadena de transporte fotosintética a nivel
de Fotosistema I (Hauska, 1977). El metil violdgeno es, por tan-
to, reducido por los electrones procedentes de la fotolisis del
agua, siendo a continuacidn oxidado por el oxigeno molecular en
una reaccidn que origina, como producto, perdxido de hidrdgeno.
Este Ultimo se descompone, dando agua y oxigeno, en una reaccidn
catalizada por la enzima catalasa, presente en Anacystis. Si 1la
catalasa se inactiva con .alguno de sus inhibidores caracteristi-
cos, como cianuro o azida, el perdxido de hidrégeno no se descom

pone y las células intactas de A.nidulans, incubadas a la luz en

presencia de metil violdgeno, manifiestan un notable consumo de

oxigeno, de acuerdo con las siguientes reacciones:

+
H20+2MVOX_-__—.>2 Mvr'ed+2H + 1/2 02
) +.
2 MVPed‘.i- 02+2H ——- H202 + 2 MVOX

HZO + 1/2 0

p — H,0,

La medida de la absorcidn de oxigeno en estas condiciones, reac-
cidn de Mehler dependiente de metil violdgeno (Chua, 1971), cons
tituye una estimacidén de la actividad fotosintética de las célu-
las, que incluye 1a‘actividad de los Fotosistemas I y II ¥ de“lé;
transportadores de electrones que actian entre ambos Fotosiste-

mas.

Las determinaciones de actividad fotosintética segun la

reaccidn de Mehler se llevaban a cabo midiendo el oxigeno polaro
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gréficamente. En la cdmara termostatizada del electfodo de oxige
no se disponfan 3 ml de suspensidn conteniendo 1 pyl de células
por ml de tampdn Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,3 (taméén de ensayo)
suplementado con CNK 1 mM & metil violdgeno 2 mM. Tras 2 min de
incubacidn, la reaccidn se iniciaba encendiendo la fuente de luz
(ver 4.2.) v se desarrollaba durante 2-5 min. Los experimentos se

llevaban a cabo a 402C,

2.4.4,~ Reduccidn de ferricianuro dependiente de p-benzoquinona

La g-benzoquinona oxidada es un aceptor de electrones
en la cadena de transporte fotosintética, que actda a nivel del
"pool" de plastoquinonas (Hauska, 1977). Por su parte, la p-ben-
zoquinona reducida actda como donador de eiectrones al ferricia-
nuro. Mientras que el ferricianuro no atraviesa las membranas ce
lulares, la p-benzoquinona lo hace facilmente (Clendenning y
Ehrmantrant, 1950). Como consecuencia de estos hechos, cuando se

incuban células intactas de A.nidulans en presencia de ferricia-

nuro y de una concentracidn catalitica de B—benzoquinona, se ob=-
serva una notable reduccidén de ferricianuro a ferrocianuro eﬂ
respuesta a la iluminacidn de la suspensidén celular (Saha et al.,
1971). Dada la localizacidn del "pool" de plastoquinonas en la
cadena fotosintética de transporte de electrones, la medida de
desaparicién de ferricianuro del medio, por su reduccidén a ferro
cianuro, constituye una estimacidén de la actividad del Fotosiste

ma II de las células.
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Las determinaciones de la actividad del Fotosistema II
por este método se llevaban a cabo en erlenmeyers de 25 6 50 ml
de capacidad abiertos al aire, que se incubaban en un bafio con
iluminaciéﬁ (100 W/m2, luz blanca), a 402C, En los erlenmeyers
se disponian S 4 10 ml de una suspensidn conteniendo alrededor
de 1 ul de células por ml de tampén Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,3
(tampdn de ensayo) suplementado con ferricianuro 2 mM. La reac-
cién se iniciaba por adicidén de p-benzoquinona disuelta en eta-
nol absoluto (concentracidn final de p-benzoquinona, 0,2 mM, ¥y
de etanol, 0,240,3%). El ensayo se desarrollaba con agitacidn
contfinua durante aproximadamente 10 min, siendo retiradas varias
muestras de 1 6 2 ml a distintos intervalos durante este periodo
de tiempo., Las muestras se filtraban inmediatamente al vacio a
través de filtros Millipore tipo HA de 0,45 um de didmetro de
poro, con lo que se deténia la reaccidn al quedar separadas las
células del medio. La concentracidn de ferricianuro presente en

el medio filtrado se determinaba espectrofotométricamente una

vez concluido el experimento.
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2.5.~- ESTIMACION DEL CONSUMO DE LOS IONES NITROGENADOS INORGA-

NICOS

La utilizacidn de nitrato, nitrito y amonio por células

de A.nidulans se determind siguiendo la desaparicidén de estos

sustratos del medio en el que estaban suspendidas las células,
Los experimentos se llevaban a cabo en erlenmeyers abiertos al
aire o en vasijas de Warburg cerradas, en las que se mantenia

una concentracidn especifica de CO, en la fase gaseosa.

2
Se utilizaron erlenmeyers de 25, 50 & 100 ml, segin el
volumen total de suspensidn celular empleado en el experimento
correspondiente. En los erlenmeyers se disponfan entre 5 y 30 ml
de una suspensidén conteniendo entre 1 y 2,5 pl de células por ml
de, generalmente, tampén Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,3 (tampén de en-
sayo). La utilizacidn de un medio distinto en la suspensién celu
lar se indica en el caso concreto correspondiente. En ocasionésJ

el tampdn se suplementaba con CO,HNa 10 mM con objeto de favore-

3
cer la fijacién de CO, por las células., Para seguir el consumo
del sustrato correspondiente, la suspensidn celular se suplemen-

taba con NO;K, NO.K o C1NH a concentracidén final usualmente

3 2 47
entre 0,2 y 0,5 mM, E1 experimento se iniciaba encendiendo la
luz o afiadiendo el sustrato o, en aigunos casos, las células, y
‘se desarrollaba durante 15-30 min. Las incubaciones se hacian
con agitacidn continua en un bafio termostatizado, a 40¢C, ilu-
minado (100 W/m2, luz blanca) por su parte inferior, La reaccidn

se seguia mediante la determinacidn del sustrato remanente en

el medio libre de células, en distintas muestras tomadas sucesi-
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vamente durante la incubacidn, La muestra, usualmenfe de 2 ml,
se filtraba al vacio, inmediatamente después de ser tomada, a |
través de filtros Millipore tipo HA de 0,45 ym de didmetro de
poro. La concentracidén de nitrato, de nitrito o de amonio en los

filtrados se determinaba al concluir el experimento.

Los experimentos llevados a cabo en vasijas de Warburg
se hicieron de forma similar a los descritos previaﬁente para
las determinaciones manométricas de actividades fotosiniéticas
(véase 2.4,1, v 2.4.2.). En el compartimento principal se dispo-
nfa la suspensidn celular, que se suplementaba con el sﬁstrato
correspondiente (N03K, NOZK 8 ClNHA) usualmente a concentracidn
final 0,73 mM. En el pocillo central se disponia un papel de fil
tro impregnado con 0,25 ml de KOH al 20% &6 de tampén CO3HNa/CO3\
Na2 0,5 M, pH 9,6, La incubacién se realizaba con iluminacidn y
agitacidn continua, a 409C, durante 30-60 min, y al finalizar 1la
misma una alicuota del contenido del compartimento principal de
la vasija se filtraba o se centrifugaba, determinandose en el

filtrado o en el sobrenadante la concentracidn de sustrato rema-

nente,

En la mayoria de los experimentos llevados a cabo en
presencia de algun inhibidor, las células se incubaban en presen
cia del inhibidor durante un periodo de tiempo determinado antes
de la adicidn del sustrato. Salvo que se indique 1lo contrario,
estas incubaciones se hacian en las mismas condiciones que los
ensayos de consumo, es decir, a 402C y con iluminacidn, Aunque

normalmente el inhibidor se mantenia presente durante el ensayo
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de utilizacidén del sustrato en cuestién, a veces los ensayos de
consumo se llevaban a cabo en un medio sin suplementar con nin-
gun inhibidor, con células tratadas previamente con un inhibi-
dor, En estos casos, que se especifican cuando se presentan en
la seccidén de Resultados, las células se recogian por filtracién
después de la incubacidén con el inhibidor y se lavaban exhausti-
vamente con agua destilada o con tampdén de ensayo antes de usar-

Se en el ensayo de consumo correspondiente,

Los inhibidores FCCP, DCCD y DCMU se afiadfian disueltos
en etanol absoluto., El volumen afiadido era tal que la concentra-
cidn final de etanol en el ensayo no excedia del 0,4%, concentra
cidn que no tiene un efecto negativo significativo sobre las ac-

tividades de las c€lulas intactas que se han ensayado.

Las células tratadas con MSX se han empleado frecuente-
mente en las distintas fases de este trabajo. La inactivacidn de
la glutamina sintetasa celular se alcanzaba incubando durante
10-15 min, a la luz y a 402C, una suspensidn conteniendo 1-2 ul
de células por ml de tampdén Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,3,'supleme£~
tado con MSX a concentracidén 1 mM, Estas células, en las que el
nivel de glutamina sintetasa era indetectable durante al menos
30 min después de ser retirado el inhibidor, y durante un tiempo
mucho mds largo si el MSX se mantenfa en la suspensidn celular,
eran especialmente adecuadas para estudios de consumo de nitréto
0 nitrito por dos razones: en ellas el transporte y reduccidn de
estos dos sustratos tienen lugar sin las interférencias resultan

tes de la incorporacidén del amonio a compuestos orgédnicos y, por
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otra parte, al ser liberado al medio en cantidades estequiométri

cas el amonio resultante de la reduccidén del nitrato
to, el consumo de estos sustratos por las células se
mar siguiendo la aparicidn de amonio, dependiente de
nitrito, en el medio externo. En estos casos, en 1los
de las muestras tomadas de la suspensidén celular, se
ba, ademds de o en lugar de el nitrato o el nitrito,

tracidén de amonio.

y del nitri
puede esti-
nitrato o de
filtrados
determina-

la concen-~
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.2.6.- ESTIMACION DE LA PRODUCCICN DE AMONIO A PARTIR DE AMINO-

ACIDOS

La generacidén de amonio a partir de ciertos aminodcidos

tenia lugar con células de A.niddlans cultivadas tanto con nitra

to como con amonio., Debido al hecho de que la accidén del MSX se
ve dificultada por la presencia de aminodcidos en el medio, tan-
to en los experimentos de produccidn de amonio dependiente de
aminodcidos como en otros experimentos en los que se estudiaba
la accidn de aminodcidos sobre algin proceso lievado a cabo por
células tratadas con MSX, se utilizaban células incubadas en pre

sencia del MSX previamente a la adicidn de los aminodcidos.,

Una suspensidén conteniendo 27ul de células por ml de
tampdén Tricina-NaOH 25 mM,‘pH 8,3, suplementado con MSX 1 mM, se
incubaba con agitacidén continua durante 15 min, a 402C y a la
luz (100 W/mz, luz blanca), en erlenmeyers abiertos al aire.
Tras esto, las células se recogian, se lavaban y se utilizaban
en el ensayo de produccidn de amonio. Salvo .que se indique lo
contrario, los ensayos se llevaban a cabo con un volumen total
de 5 ml de mezcla de reaccidén contenida en erlenmeyers de 25 ml
abiertos alraire, que se incubaban con agitacidn continua, a 40°C
con iluminacidn ambiental. La mezcla de reaccién consistia en
una disolucidn de aminodcido en tampdén Tricina 25 mM, pH 8,3
(tampén de ensayo), y el ensayo se iniciaba por adicidén de una
alicuota de una preparacidn de células tratadas con MSX, suspen-
didas en el mismo tampdén de ensayo. La reaccidn se desarrollaba

durante 15 min, y el amonio presente en el medio externo se esti
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maba en alicuotas de la suspensidén celular, tras retirar rdpida-
mente las células por filtracidén. Los valores obtenidos se corre
gian para la cantidad de amonio presente en la suspensidn celu-

lar a tiempo cero,

Los ensayos desarfollados en condiciones anaerdbicas se
llevaban a cabo en tubos de 10 ml cerrados con tapones de goma
(Becton-Dickinson Vacutainer). El ensayo se empezaba resuspen-
diendo las células, presentes dentro del tubo adheridas a un
filtro Millipore, en la mezcla de reaccidén, también contenida
en el tubo, tras tres ciclos de evécuacién de aire y llenado con

argon.
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2.7.- EXTRACCION DE METABOLITOS CELULARES

Las determinaciones de los niveles celulares de glutama
to y glutamina se llevaron a cabo en extractos celulares obteni-
dos por tratamiento con &cido perclédrico. Con objeto de evitg?”t
cuélquier cambio en el contenido celular de los metabolitos que
pudiera tener lugar durante el proceso de recogida de las célu-
las, estas se mataban instantdneamente por adicidn de dcido per-
clérico (0,6 N, concentracidn final) a las suspensiones celula-
res objeto de estudio. Tras una incubacidén de 10 min a 02C, con
agitacidn ocasional, las muestras se centrifugaban en frio duran
te 10-15 min a 40.000 g. Los‘sobrenadantes, que contenian los ma
teriales intracelulares solubles de bajo peso molecular, se neu-
tralizaban a 02C con KOH. Los precipitados de ClOAK formados se
retiraban por centrifugacidén en frio (10.000 g dutante 10 min).
Dependiendo de la concentracidn de células en la suspensidn ce-
lular sometida a extraccidn, los extractos neutralizados se uti-
lizaban directamente para la determinacidén de los metabolitos o
se sometfan a liofilizacidn. En este Ultimo caso, el material
liofilizado se resuspendia en un pequefio volumen de agua, para

ser utilizado a continuacidn en la determinacidén de metabolitos.

Cuando los extractos celulares se obtuvieron por trata-
miento con etanol, los niveles celulares de glutamina y glutama-
to encontrados fueron similares a los obtenidos en la extracciédn
dcida. El tratamiento con etanol consistia en la adicidn de eta-
nol absoluto a la suspensidén celular para alcanzar una concentra

cidén final de etanol del 68%. Tras 24 h de extraccidn en frio,
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las mezclas se centrifugaban para retirar los materiales celula-

res insolubles, siendo secado en un rotavapor el sobrenadante

resultante de la centrifugacidn. El material seco se resuspendia

en un pequefio volumen de agua, utilizdndose a continuaciédn en 1la

determinacidn de los metabolitos.,
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2.8.- METODOS ANALITICOS

2.8.1.- Determinacidn de nitrato

“El nitrato se determind por absorbancié a 210 nm en di-
solucidn 5cida (Cawse, 1967). Un volumen de 1,5 ml de muestra
conteniendo entre 0O y‘250 nmol de nitrato se suplementaba con
0,1 ml de 4cido amido-sulfuirico al 10% (p/v). Tras incubar unos
2 min a temperatura ambiente y agitar vigorosamente, se afiadian
0,4 ml de 4cido percldrico al 20% (p/p). La concentracidén de ni-

trato se estimaba midiendo la absorbancia de la disolucidn a 210

1 mM

1 em 7,4. E1 trata-

nm, empleando un coeficiente de extincidn E
miento con d4cido amido-sulfurico eliminaba cualquier pequefia can
tidad de nitrito presente en la disolucidén, el cual absorbe tam-

bién la luz ultravioleta en medio &acido.

2.8.2.- Determinacidn de nitrito

El nitrito se determind mediante la reaccidn de diazota
cidn de Griess-Ilosway segun el procedimiento descrito por Snell
y Snell (1949). A 1 ml de muestra conteniendo entre O y 30 nmol
de nitrito se le afiadfa 1 ml de una disolucidén de sulfanilamida
al 1% (p/v) en ClH 2,4 N v 1 ml de una disolucidén de N-(1l-Naftil)
etilendiamina diclorhidrato al 0,02% (p/v) en agua. Transcurri-
dos 10 min a temperatura ambiente, se determinaba espectrofotome

tricamente la concentracidn de complejo coloreado utilizando un
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coeficiente de extincidn a 540 nm E

2.8.3.- Determinacidn de amonio

El amonio se determind enzimdticamente midiendo la oxi-
daciédn de NADPH catalizada por la glutamato deshidrogenasa en la
reaccidén de sintesis de glutamato a partir de g-cetoglutarato y
amonio, con cantidades limitantes de este Ultimo (Bergmeyer,
1974). La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final de 1
ml: tampdén trietanolamina, pH 8,6, 100 umol; a~cetoglutarato,

10 pmol; ADP, 1,2 umol; NADPH, 0,2-0,25 umol; y una alicuota de
muestra conteniendo entre 0 y 80 nmol de amonio. La reaccidn se
iniciaba por adicidn de 20 yl de una preparacidn de glutamato
deshidrogenasa de muy bajo contenido en amonio (7-10 unidades de
enzima) y se desarrollaba durante aproximadamente 10 min a tempe
ratura ambiente. La concentracidén de NADPH en la mezcla de reac-
cién,/antes y después de desarrollarse esta, se determinaba es-

pectrofotométricamente utilizando un coeficiente de extincidn a

1 mM
1

cia de amonio afiadido se corregian con blancos a los que no se

340 nm E = 6,2, Los valores de oxidacidén de NADPH en presen-

afiadia amonio.

2.8.4,- Determinaciones de desprendimiento o absorcidn de oxigeno

Las determinaciones de oxigeno se llevaron a cabo como

ya se ha descrito (apartado 2.4.1.) utilizando un aparato de
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Warburg Braun Melsungen modelo V166 o un electrodo de oxigeno
Rank Bross del tipo Clark_con registrador incbrporado Servoscri-

be 1s. A 409C, = 0,0231.

a
0,

2.8.5.- Determinacidén de glutamato

El glutamato se determind enziméticamenteAmidiéndo la
reduccién de NAD' catalizada por la glutamato deshidrogenasa en
la reaccidn de oxidacidén desaminativa del glutamato, con cantida
des limitantes de éste (Bergmeyer, 1974). La mezcla de reaccidn
contenia en un volumen final de 1,25 ml: tampdn glicina-hidrazi-
na, pH 9, 375 y 300 pymol, respectivamente; ADP, 1,25 umol; NAD+,
2 uymol; y una alicuota .de muestra conteniendo entre 0 y 100 nmol
de glutamato. La reaccidn se iniciaba por adicidn de 20 ul‘de
una preparacidén de glutamato deshidrogenasa (7-10 U) y se desa-
rrollaba a temperatura ambiente hasta que cesaba el aumento en
la concentracidn de la forma reducida del piridin nucledtido, lo
que ocurria tras unos 45 min de reaccidén. La concentracidn de

NADH se determinaba espectrofotométricamente utilizando un coefi

1 mM
1l cm

. + . . s
cibén de NAD  en presencia de glutamato afiadido se corregian con

ciente de extincidén a 340 nm E = 6,2. Los valores de reduc-

blancos a los que no se afiadia glutamato,
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2.8.6.~- Determinacidn de glutamina

La glutamina se determinaba como glutamato tras hidréli
sis dcida de laé preparaciones, Los extractos se incubaban en
presencia de SOAH2 2N durante 90 min a 1009C, La .concentraciédn
de glutamina se deducia de 1la diferencia entre la concentracidn
de glutamato presente en preparaciones sometidas y preparaciénes

sin someter a hidrdlisis 3dcida.

2.8.7.~ Cromatografia en papel de aminodcidos

Al objeto de separar los aminodcidos presentes enextrag
tos celulares, alicuotas de los correspondientes extractos, que
contenfian alrededor de 10 nmol de glutamato, se sometian a croma
tograffia ascendente sobre papel Whatman n? 1 de 25 cm x 25 cm,
utilizdndose como eluyente una disolucidén de fenol al 80% (p/Vv)
en agua, Paralelamente se sémetian a cromatografia disoluciones
patrdén de aminodcidos. Tras 6-8 h de desarrollo, los papeles se
secaban y se trataban con reactivo de ninhidrina para visualizar
los aminoécidos. Los papeles se empapaban con el reactivo por
inmersidn rdpida en una disolucidén de ninhidrina al 0,2% (p/v)
en acetona. Tras calentar a 80-1009C durante 5 min se hacian vi-

sibles las posiciones de los aminodcidos sobre el cromatograma.
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2.8.8.~ Determinacidén de y-glutamil-hidroxamato

El y-glutamil-hidroxamato formado en el ensayo de la
actividad transferasa de la glutamina sintetasa se determind por

reaccidén con C13Fe en medio dcido (Shapiro y Stadtman, 1970). A

'1 ml de disolucidn conteniendo y-glutamil-hidroxamato se le afia-
dfan 2 ml del reactivo de hierro en medio &cido, que incluia en
1 litro de volumen final: C1H (37%, p/p), 7,73 ml; dcido triclo-

roacético (20%, p/p), 60,24 ml; y C13Fe + 6 H,0, 33,33 g. La con

centracidn del producto coloreado formado se determinaba espec-

trofotométricamente utilizando un coeficiente de extincidn a 500

lmM _

nm E1 em ©

3.

2.8.9.- Determinacidn de ferricianuro

La concentracidn de ferricianuro presente en el medio
libre de células {(ver apartado 2.4.4.) se determinaba espectro-
fotométricamente utilizando un coeficiente de extincidén a 420 nm

1 mM '

E1 cm 0,9.

2.8.10.- Determinacidn del volumen de células empaquetadas

El volumen de células empaquetadas se determinaba por
centrifugacién de alficuotas (de hasta 5 ml) de la suspensidn ce-
-lular en tubos hematocritos graduados. Tras establecer la exis-

tencia de la correspondencia entre los valores de concentracidn
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celular y turbidez, el volumen de células empaquetadas por ml de
medio se estimaba a partir de Ya turbidez de la suspensidn celu-
lar, Como medida de la turbidez se tomaba la absorbancia de la

suspensidén a 750 nm, La relacidn entre la absorbancia a 750 nm y
la concentracidén de células en la suspensidn celular era lineal

hasta un valor de absorbancia de aproximadamente 0,2, equivalen-
fe a 0,2 ul de células por ml. Un pl de células empaquetadas con

tenfia 5-8 ug de clorofila a y 150-175 upg de proteina,

2.8.11.- Determinacidn de clorofila

El contenido celular en clorofila a se determinaba es--
pectrofotométricamente en extractos metandlicos de las células
(Mackinney, 1941). Las células contenidas en un volumen de usual
mente 3 ml de suspensidn celular se recogian por centrifugacidn,
resuspendiéndose a continuacidén en 2 a 5 ml de metanol., Tras agi
tacién vigorosa, la preparacidn se centrifugaba, procediéndose
a continuacidn a determinar la concentracidén de clorofila en el

sobrenadante, utilizdndose un coeficiente de extincidén a 665 nm

1l mg/ml

El cm

= 74,46,

2.8,12.~- Determinacidén de proteina

*

El contenido celular de proteina se estimaba en célu-
las tratadas con dcido triclorocacéticoe. Un volumen de 1 ml de

suspensidén celular se suplementaba con &cido tricloroacético
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hasta una conceﬁtracién final del 11% (p/v). Tras incubar duran-
te 10 min a 09C, la preparacidén se centrifugaba (1.500-2.000 g,
durante 10 min), descartdndose el sobrenadante., El sedimento se
resuspendfa en dcido triclorocacético al 11% (p/v), repitiéndose
la misma operacidn. El1 nuevo sedimento era finalmente resuspendi
do en agua (1 ml), utilizdndose una alicuota de esta preparacidn
como muestra para la determinacidn de proteina, que se llevaba a
cabo por el método de Lowry, segun la modificacidén de Bailey

(1967), empleando seroalbimina bovina como patrdn,

2.8.13.- Determinaciones espectrofotométricas

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron
empleando un espectrofotdmetro Pye Unicam SP 1750 UV dotado de
salida digital. Las cinéticas enzimaticas y los espectros de ab-
sorcidén se siguieron en un registrador acoplado al espectrofoté-

metro,

2.8.14.~- Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determind con un pH-metro

Beckman modelo Expandomatic SS2 provisto de escala expandida.
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2.8.15.- Medidas de intensidades de iluminaciédn

Se llevaban a cabo utilizando un medidor de Yellow
Springs Instruments, modelo Radiometer 65A, equipado con un sen-
sor Radiometer 6551, que suministraba una salida constante en el

intervalo de 280 a 2,600 nm.

2.8.16,.,~- Medidas de flujos gaseosos

Para preparar la mezcla de aire y CO2 en las proporcio-
nes adecuadas, asi como para determinar el caudal de gas que se
suminisﬁraba a los cultivos, se utilizaron un contador de gases
Kromschroeder (Espafia) modelo NB-2 en la medida de aire y de gas
fotal, y un medidor VEB Prufgerate-Werk Medingen (R.F.A.,) tipo

TG=-300 para el COZ'



57

2.9.~- REACTIVOS

ADP, aminooxiacetato, L-canavanina, L-glutamato deshi-
drogenasa (tipo II, de higado de vaca), hidroxilisina, Hepes,
Mops, MSX, NaD* s ninhidrina y Tricina eran productos de Sigma
Chemical Co.,, St. Louis (U,S.A.). FCCP y NADPH eran productos de
Boehringer, Mannheim (R.F.A.) ¥ azéserina, DCMU y metil violdge-
no de Serva, Heidelberg (R.F.A.). Todos los demds productos usa-
dos procedian de Merck, Darmstadt.(R.F.A.), o de Sigma, St.

Louis (U.S.A.).

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador de
vidrio DRA. Los gases utilizados, anhidrido carbdnico y argén,

eran de alta pureza y fueron suministrados por la S.E.O.
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3.1.- LA ASIMILACION DEL NITRATO EN Anacystis nidulans

En este apartado se aporta una serie de datos experi-
mentales obtenidos en el estudio del mecanismo de la asimila~

cidén del nitrato en A.nidulans, proceso en virtud del cual el

nitrégeno nitrico que se encuentra presente en el medio extrace
lular llega a formar parte de compﬁeétos orgénicos nitrogenados
en el interior de la célula. Tras una presentacidn de las pro-
piedades del sistema en su conjunto, se procede a la descrip-
cidén del mecanismo mediante el cual tiene lugar, in vivo, cada
una de las etapas implicadas en la asimilacidn del nitrato: la
entrada del sustrato al interior de la célula, su reduccidén has
ta amonio y, finalmente, la incorporacidn de éste en esqueletos
carbonados para formar los primeros compuestoé organicos nitro-
genados. Paralelamente, se presentan algunos hechos relevantgs
de la asimilacién del nitrito y del amonio por las células de

Anacystis cultivadas en nitrato.

3,1.1.- Utilizacidn de nitrato, nitrito y amonio

Con el objeto fundamental de caracterizar las propileda

des del sistema de asimilacidn de nitrato en A.nidulans, se ha

puesto a punto un método para estimar la utilizacidén del sus-
traﬂo nitrogenado por las células. Las caracteristicas fundamen
tales del método, cuyo procedimiento experimental se detalla en
la seccidén de Materiales y Métodos, pueden resumirse como si=-

gue., E1 consumo de nitrato se valora siguiendo su desaparicién
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del medio extracelular en suspensiones de A.nidulans, contenien

do de 1 a 2,5 ul de células por ml de tampén tricina-NaOH de pH
8,1-8,3, incubadas a 40°C en vasijas abiertas’al aire y expues-
tas a la luz. En estas condiciones, y para una concentracidn
inicial de sustrato de 0,1-0,5 mM, las células manifiestan acti
vidades de consumo de nitrato del orden de 1,5-3,0 nmol/ul célE
las .min. Como ya se ha descrito en 1la seccidn de Materiales y
Métodos y como se verd mds adelante, para estos estudios se han
empleado, ademds de las células normales, células tratadas con
MSX. Estas células manifiestan capacidades de consumo de nitra-
to, que puede estimarse como desaparicidén de éste o como apari-

cién de amonio en el medio,del orden de 6-8 nmol/ul células.min.

El método que se acaba de describir es védlido también
para medir el consumo de nitrito y de amonio. En andlogas condi

ciones, el consumo de nitrito por células normales de A.nidulans

cultivadas en nitrato es de alrededor de 3 nmol/pl células.min
(los valores son de 10-11 nmol/pl células.min para células tra-
tadas con MSX), mientras que el de amonio es de alrededor de 4
nmol/yl células.min., Las células tratadas con MSX tienen drdsti

camente reducida su capacidad de consumo de amonio,.

3.1.1.1.- Caracterizacidén del consumo de iones inorgdnicos ni-

trogenados

En la Figura 1 se presenta el efecto de la temperatura

sobre la velocidad de utilizacidn del nitrato en A.nidulans, pu
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Figura 1. Efecto de la temperatura sobre el consumo de
nitrato por Anacystis nidulans

Las c&lulas (2,95 yl por ml de tampdn de ensayo) se incubaron a la
temperatura indicada, a la luz, desde 5 min antes de la adicién de

NO3K a concentracidén 0,133 mM (tiempo cero).
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diéndose observar que la temperatura dptima para el proceso es
de AOOC, la cuél se corresponde con la Séptima para el crecimien
to de esta cianobacﬁeria. La Figura 2 muestra la capacidad de
consumo de nitrato de Anacystis en funcidn del pH del medio. E1l
proceso se encuentra muy favorecido a pH alcalino, en el inter-
valo de pH entre 9,0 y 10,0 (a pH 10,8 la velocidad de consumo
de nitrato es solamente un 10% inferior a la velodidad maxima,
véase apartado 3.,2.2.). A pesar de que el dptimo de pH para el
consumo de nitrato sea superior a pH 9,0, en los estudios que =
se presentan en este trabajo se han utilizado tampones de pH
8,1-8,3, siguiendo el criterio de mantener una similitud con
las condiciones de crecimiento del microorganismo, En estas con
diciones, la velocidad del proceso es de aproximadamente un 70%

de la que se alcanza a -pH 9,5.

La iluminacidn de 1la suspensidn celular (Tabla 1) y la

presencia de CO (Tabla 2) son requerimientos muy estrictos pa-

2

ra el consumo de nitrato en A.nidulans. M4s adelante se presen-

tan estudios detallados sobre ambos requerimientos., En la Tabla
1l se muestra también la notable dependencia de la luz que mani-
fiestan los procesos de consumo de nitrito y de amonio. Aunque

la presencia de CO, en el medio es también un requerimiento ab-

2
soluto para el consumo de amonio, no lo es para el de nitrito
(Tabla 2), cuyo consumo se inhibe sdlo en forma parcial por la
ausencia de CO2 (una posible interpretacidn para este hecho se

presenta en el apartado 3.2.2.).
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Figura 2. Efecto del pH del medio sobre el consumo de ni-
trato por A.nidulans

Se utilizaron suspensiones conteniendo 2 ul de cé&lulas por ml de tam

pSn MOPS (3 mM)/tricina (3 mM)/glicina (3 mM), ajustado al pH corres

pondiente con NaOH. El experimento se inicié por adicidén de NO3K
0,4 mM, concentracidén final).
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Tabla 1.

nitrito y amonio por Anacystis nidulans

Efecto de la luz sobre el consumo de nitrato,

’Sustrato

sustrato consumido
(nmol/ul células)

Luz Oscuridad
Nitrato 50 0
Nitrito 99 16
Amonio 78 22

Los datos corresponden a sustrato consumido en 20 min. Los sustra-
tos se afladieron como NO3K, NO,K o ClNHg4, a concentracién 0,4 mM.
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Tabla 2. Efecto del CO2 sobre el consumo de nitrato,

nitrito y amonio por A. nidulans

Sustrato consumido

Sustrato (nmol/ul células)

+CO2 —CO2
Nitrato 176 0
Nitrito ‘ 193 46*
Amonio 181 0

El experimento se llevdé a cabo en vasijas de Warburg, con atmSs-
fera libre de COp (KOH al 20% en el pocillo central) o con una
tensién de CO3 determinante de una concentracién 0,2 mM de CO32
en la suspensidn celular (tampén bicarbonato/carbonato 0,5 M, pH
9,6, en el pocillo central). Los datos corresponden a las canti-
dades de sustrato consumidas en 30 min. Los sustratos se afiadie-
ron como NO3K, NO2K o CINHy4 a concentracidén 0,4 mM.

* En el medio extracelular se encontrd una acumulacidén de amonio
equivalente a 45 nmol/ul células.
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Finalmente, se ha estudiado también la capacidad de

consumo de nitrato, nitrito y amonio por A.nidulans en suspen-

siones celulares que contenian mezclas de dos de los sustratos
citados. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3,
donde se incluyen también, para su comparacidn, datos del consyu
mo de cada ién en suspensiones celulares que contenfan sélo uno
de los sustratos. La capacidad de las células para consumir ni-
trégeno inorgénico parece ser bastante constante e independien-
te de la naturaleza del sustrato nitrogenado que se les suminis
tre. En el caso de las combinaciones de sustratos nitrato/nitri
to y nitrito/amonio la asimilacién total de nitrdgeno es la re=-
sultante del consumo conjunto de ambos sustratos, mientras que
en el caso de la combinacidn nitrato/amonio toda la asimilaciédn
de nitrdégeno corrésponde a consumo de amonio, sin que se detec-
te consumo alguno de nitrato, Estos resultados indican la exis-
tencia de una capacidad limitada de asimilacidén de N en las cé-

lulas de A.nidulans.

3.1,1.2.- E1 consumo implica la metabblizacién intracelular de

los sustratos

Como ya se ha comentado, la utilizacidén de los sustra-
tos nitrogenados se estima siguiendo su desaparicidn del medio

en suspensiones de células de A.nidulans. Una cuestidn que se

plantea es si el sustrato desaparecido del medio es simplemente
tomado por la célula y acumulado en su interior o si, por el

contrario, el consumo, tal y como se estima en este trabajo, impli



Tabla 3. Consumo de nitrato, nitrito y amonio por suspen-

siones de A. nidulans conteniendo uno o dos de los iones

nitrogenados sustratos

Sustrato consumido
(nmol/ul cé&lulas)

Sustrato
NOT  NO. NHT N total
3 2 4 a
Nitrato ' 85 - - 85
Nitrito - 75 - 75
Amonio - - 81 81
Nitrato, nitrito 26 49 - 75
Nitrito, amonio - 47 37 84
Nitrato, amonio - 0 - 84 84

Los sustratos se afladieron como NO3K, NO,Na o ClNH, a concentracidn
0,32 mM. Los datos corresponden al sustrato consumido en 25 min.
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ca la entrada del nutriente en la célula y su posterior metabo-
lizaciédn.

El tratamiento de las células de Anacystis con MSX resulta en
una dréstica inhibicidén de la cénversién de amonio en nitrégeno orgénico
(véase apartado 3.1.4,2.) En estudio§ de consumo de nitrato por células tra-
tadas con MSX se encontrd una acumulacidn de amonio en el medio de
una magnitud préximé a la de nitrato desaparecido (Fig. 3). Es-
tas células no liberaban nitrito al medio. La acumulacidn de
amonio en el medio no se observaba en las células normales de
Anacystis no tratadas con MSX. Por otra parte, en ausencia del
sustrato nitrogenado las células tratadas con MSX sélo mostra-
ban una produccidn basal de amonio. Estos hechos indican qﬁe el‘
nitrato se metaboliza inmediatamente siguiendo su entrada en la
célula. Esta metabolizacidn se limita a su reduccidén hasta el
nivel de amonio en las células tratadas con MSX, y ha de impli-
car la posterior incorporacidén del amonio resultante a esquele-

tos carbonados en las células normales, no tratadas.

La Figura 4 muestra que la generacidén de amonio por cé
lulas tratadas con MSX también tiene lugar cuando el sustrato
utilizado es nitrito en lugar de nitrato. Al igual que ocurria
con este Ultimo nutriente, la cantidad de amonio acumulado en
el medio era préxima a la de nitrito desaparecido. El nitrito

tomado por las células es, por tanto, metabolizado rédpidamente.

El consumo de amonio por células de Anacystis nidulans,
en las condiciones usadas en este trabajo, parece implicar, ade-

mds de su entrada en la célula, la metabolizacidn del nutriente.
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NITRATO DESAPARECIDO O AMONIO PRODUCIDO
(nmol /pt células )
ﬂ
o
T
N

/°® 1

10

TIEMPO (min )

Figura 3. Produccién de amonio asociada a la utilizacién

de nitrato por cé&lulas de A.nidulans tratadas con MSX

La suspensidn contenia 0,8 pyl de cé&lulas por ml de tampén de ensayo
suplementado con 1 mM de MSX. El experimento se inicién por adicién
de NO3K (concentracién final, 147 uM) tras 10 min de preincubacidn

con MSX. (o) Nitf:ato; (e#) amonio.
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Figura 4. Produccién de amonio asociada a la utilizacién

de nitrito por células de A.nidulans tratadas con MSX

La suspensidén contenfa 1,05 pl de células por ml de tampén de ensayo
suplementado con 1 mM de MSX. El experimento se inicié por adicién
de NOyK (concentracién final, 263 uM) tras 10 min de preincubacién
con MSX. (o) Nitrito; (e) amonio.
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Dos observaciones que se detallardn mds adelante son de interés
a este respecto: a) la prevencidn de la incorporacidén del amo-
nio a esqueletos carbonados mediante inhibidores de las enzimas
clave implicadas, resulta en una drdstica disminucién de la ca-
pacidad de las células para consumir amonio (apartado 3.1.4.2.),
y b) cugndo se afiade amonio a una suspensién celular en activo
consumo de nitréﬁo, él amonio se comienza a asimilar inmediata-
mente, pfovocéndose una répida alteracidn en los niveles celula
res de los aminodcidos glutamato‘(que disminuye) y glutamina
(que aumenta), lo que se explica por una incorporacidén del amo-
nio catalizada por la enzima glutamina sintetasa (apartado

3'2.4.1.)'

Asi, la utilizacién de los tres sustratos nitrogena-
dos inorgédnicos que se estudian en este trabajo implica la en-
trada del nutriente en la célula y su inmediata metabolizacidn,
De acuerdo con esto, células cultivadas en medio con nitrato,
pero conteniendo sélo niveles basales de nitrato reductasa debi
do a un envenenamiento con tungstato (Candau, 1979), pfesentan
una capacidad de utilizacidn de nitrato muy disminuida (Tabla
4)., La espécificidad de accién del tungstato, que afecta a la
nitrato reductasa, pero no a otros factores celulares relacio-
nados con la asimilacidén fotosintética de nutrieptes nitrogena-
dos, queda patente por su falta de efecto negativo sobre la ca-
pacidad de consumo de nitrito de las células (Tabla 4). La ma-
yor actividad de utilizacién del nitrito por las células trata-

das con tungstato en comparacidén con las células no tratadas
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Tabla 4. Efecto de la incubacién con diferentes concentraciones
de tungstato sobre la actividad nitrato reductasa y sobre la ca-
pacidad de consumo de nitrato y de nitrito en A. nidulans

{WO4Na} Nitrato reductasa Consumo de No; Consumo de NOE
(uM) (mU/ul cé&lulas) - (nmol/ul cé&lulas-20 min)

0 23,4 63,2 54,2

10 0,7 12,5 N.D.
100 0,6 13,9 106,0

El experimento se llevd a cabo con células procedentes de un cultivo de amonio,
tras incubacidn durante 48 h en medio de cultivo con nitrato carente de molib-
dato y suplementado con las concentraciones de volframato indicadas. Tras ser
recogidas y lavadas, las c@lulas se utilizaron en el ensayo de consumo de los
sus?ratos indicados, en condiciones "standard".

N.D.= no determinado.
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(Tabla 4) ha de estar relacionada con el cardcter de células
deficientes en N de las primeras, Las células tratadas con tungg
tato se califican como deficientes en nitrdégeno en funciédn de

su bajo contenido en ficocianinas (véase apartado 3.2.3.), ¥

las célglas deficientes en N presentan actividades incrementa-

das de asimilacidn de nitrdgeno (apartado 3.2.3.).

Los datos presentados en este apartado indican que la
entrada del nitrato en la célula y su reduccidén y posterior asi
milacidn son procesos estrechamente.relacionados: la existencia
de una desaparicidn estimable de nitrato del medio reQuiere la
metabolizacidn intracelular de este nutriente, Esta considera-
cién parece ser también vdlida para los casos de la utilizacién

de nitrito y de amonio,

3.1.2.- Entrada de nitrato (y de nitrito) en la célula

La velocidad de entrada del nitrato a la célula ha de
ser lo suficientemente alta como para cubrir los requerimientos
celulares de nitrdgeno. La Qisyuntiva que se plantea es si el
nitrato entra en la célula por simple difusidn a través de la
membrana plasmdtica (de naturaleza lipdéfila) o si, por el con-
trario, es transportado del exterior al interior celular por
una permeasa. Por.otra parte, y dentro de la segunda opcidn, 1la
permeasa podria actuar simplemente facilitando el establecimien
to del equilibrio entre concentraciones externa.e interna o, en

cambio, podria actuar transportando el nitrato al interior de
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la célula en contra de su gradiente electroquimico, en un proce
so que constituiria un transporte activo y que, por tanto, se-~.
ria dependiente de energia metabdlica. E1l transporte concentra-
tivo es un fendmeno general para los mas diversos nutrientes,

que permite el mantenimiento de un ambiente intracelular adecua
do para el funcionamiento de las enzimas implicadas en su asimi

lacidn.

Existe una gran dificultad para estudiar en forma ais-
lada la fase de entrada del nitrato al interior de la célula.
Para obtener informacidn acerca de la misma se ha utilizado un
acercamiento experimental consistente en estudiar las caracte-
risticas del consumo de nitrato en células tratadas con MSX, en
las que el proceso consiste esencialmente de dos pasos: entrada
del nutriente a la célula y reduccidén del mismo a amonio, el
cual se libera al medio extracelular, La comparacidén de las ca-
racteristicas del consumo de nitrato en estas células con las
propiedades bien conocidas del sistema reductor del nitrato en
Anacystis (Manzano, 1977; Candau, 1979) puede proporcionar in-

formacidn acerca del paso de entrada.

Las caracteristicas de la utilizacidn del nitrato es-

tudiadas para A.nidulans incluyen el efecto de la concentraciédn

extracelular de nitrato sobre la velocidad del proceso y el
requerimiento de energia metabdlica del consumo de este nutrien-
te, estimado segin la sensibilidad del proceso a inhibidores

del metabolismo energético.
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3.1.2.1.~ Participacidén de una permeasa en la entrada del ni-

trato

El estudio de la relacidén entre la concentracidn de ni

trato y la velocidad de consumo de este nutriente en A.nidulans

se ha llevado a cabo tanto en células normales como en células
tratadas con MSX. En ambos casos se ha estudiado la velocidad
del proceso en fﬁncién de distintas concentraciones iniciales
de nitrato (de 0,2 a 1,0 mM en células normales, Tabla 5; de
0,1 a 100 mM en células tratadas con MSX, Tabla 6), habiéndose
encontrado que déntro del intervalo de concentracidn de 0,1 a
1,0 mM la velocidad de conéumo de nitrato es précticamente cons
tante. Con objeto de estimar el limite inferior de concentra-
cidén-de nitrato hasta el cual la velocidad de su consumo se man
tiene inalterada, se siguid la desaparicidn de una baja canti-
dad del nutriente hasta su agotamiento en el medio, tanto en
suspensiones de células normales (Fig. 5) como de células trata
das con MSX (Fig. 6). Los resultados indican que desde el co-
mienzo (aproximadamente 80 uM de nitrato),.la velocidad permane
ce constante hasta que la concentracidn de nitrato disminuyé
hasta llegar a ser del orden de 10 yM. Esta observacién»se pue-
de interpretar en términos de la participacidén en la utiliza-
cidn del nitrato de un elemento saturable con Km para el nitra-
to inferior a 10 yM. Dado que 1la nitrato reductasa, primera en-
zima implicada en el metabolismo intracelular del nitrato, tie-
ne una Km para su sustrato de 0,7 mM (Candau, 1979), se puede

sugerir que el elemento de alta afinidad por el nitrato partici



Tabla 5. Efecto de la concentracidn extracelular de
nitrato sobre la velocidad de su consumo por células

de A. nidulans

{Nitrato} Consumo

(mM) (nmol/ul células-5 min)
0,2 41

0,4 45

0,6 | 49

0,8 45

1,0 41

‘El nitrato se afiadia como NO3K.
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Tabla 6. Efecto de la concentracibén extracelular de
nitrato sobre la velocidad de produccidn de amonio por
células de A. nidulans tratadas con MSX

{Nitrato} Produccién de amonio
(mM) S (nmol/pl células-10 min)
0,1 57
0,2 57
0,3 57
0,5 59
1 ° 73
2 70
5 74
10 79
.20 79
50 | 88
100 83

Los ensayds sé-ini¢iaron por adicidn de NO_K a suspensiones celu-
lares incubadas con MSX 1 mM desde 10 min antes de la adicidén de
dicho sustrato.
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Figura 5. Cinética del consumo de nitrato por A.nidulans

La suspensién contenfa 2 ul de células por ml de tampdn de ensayo.
El nitrato se afiadié como NO3K.
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Figura 6, Cinética del consumo de nitrato por cé&lulas de
A.nidulans tratadas con MSX

La suspensidén celular contenfa 1 ul de células por ml de tampdn de
ensayo suplementado con MSX 1 mM. El nitrato se afiadié como NO3K,
tras una incubacidn de las cé&lulas de 10 min con MSX.
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pa en la asimilacidn del nutriente antes de la fase de reduc-
cidn. E1 hecho de que la entrada del nitrato en la célula sea
un proceso saturable por el sustrato es indicativo de la parti-

cipacidn de una permeasa en el mismo.

El aumento en la velocidad de reduccidén de nitrato que
se registré con el incremento de 1la concentracién extracelular
del mismo por encima de 1 mM (Tabla 6) podria explicarse como
una contribucidn al proceso de consumo de una entrada de nitra-
to en la célula por difusidn, lo que resultaria especialmente

evidente a altas concentraciones del sustrato,.

3.1.2.2.~- Nafuraleza activa del transporte del nitrato

Para estudiar si el tranéporte de nitrato al interior
de la célula es de caracter activo, hemos investigado su depen-
dencia por energia metabdlica mediante el uso de inhibidores de
la conservacidn de energfia. Los inhibidores metabdlicos emplea-
dos han sido el FCCP, un conocido agente desacoplante (Padan et
al., 1976), y el DCCD, que es un inhibidor irreversibie de

ATPasas (Harold et al., 1969).

Antes de aplicarlos al estudio del transporte de nitra
to, investigamos el efecto de los compuestos citados en A.nidu-
lans sobre un proceso cuya dependencia>por energia metabdlica
es bien conocida: la fijacidén fotosintética de CO,, que aqui se

estima como desprendimiento de oxigeno dependiente de CO2 y luz,
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La Figura 7 muestra los valores de velocidad de desprendimiento
de oxigenq encontrados en presencia de distintas concentracio-
nes de FCCP, observdndose la casi completa inhibicidn causada
por el FCCP a concentraciones de 4 uM o mayores. La inhibicidn
de la fijacidn de CO2 tras la adicidén de FCCP 10 uM a la suspen
sibén celular es inmediata (Fig. 8), mimetizando la parada del
proceso que tiene lﬁgar al interrumpir la iluminacidn., Por otra
parte, el cafacter de agente desacoplante de este compuesto que
“da de manifiesto por la estimulacidén que provoca sobre el consu
mo de oxigeno debido a la respiracidn de sustratos enddgenos
(Fig. 9). En esta Figura se incluyen también, a modo de compara
cidn, los efectos de otro agente desacoplante, el DNP, que tam-
bién estimula la respiracidn endégena,‘y el del cianuro, un in-
hibidor del transporte de electrones respiratorio que provoca
una drdstica, aunque no absoluta (véase también Biggins, 1969),

inhibicidn de la respiracidén en Anacystis.

La presencia de DCCD a concentracidén 4,7 uM en la sus-
pensidn celular provocaba una inhibicidén total de la fijacidn

del CO E1l estudio cinédtico del efecto del DCCD sobre el des-

>
prendimienﬁo de oxigeno dependiente de CO2 (Fig. 10) muestra
que este agente tarda un cierto periodo de tiempo en ejercer
su inhibicidn, periodo que es inversamente proporcional a la
concentracidén de DCCD., Cuando se estudia la capacidad de fija-
cidn de CO2 de células previamente incubadas con DCCD y poste-

riormente lavadas, se encuentra que se conserva el efecto del

inhibidor. La preincubacidén, durante 15 min a 40°C de una sus-
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Figura 7. Desprendimiento fotosinté&tico de oxigeno depen-
diente de C02 por células de A.nidulans en presencia de

distintas concentraciones de FCCP

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg conteniendo 2,15
ul de células en 2,5 ml de tampdn de ensayoc en el compartimento prin-
cipal y 0,5 ml de tampdn CO3HNa/CO3Na2 0,5 M, pH 9,6, en el pocillo
central.
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Figura 8. Efecto de la oscuridad y de la adici6n de FCCP
(10 uM) sobre el desprendimiento de oxigeno asociado a la
fijacidn fotosintética del CO, por c&lulas de A.nidulans

El experimento se desarrolld en la c@mara de un electrodo de oxigeno
conteniendo 1,2 pl de cé&lulas en 3 ml de tampSn de ensayo suplemen-
tado con 1 mM de COBHNa. La cdmara se mantuvo iluminada a lo largo
del experimento, excepto en el periodo comprendido entre las dos pri
meras flechas (4Vv ). La tercera flecha indica el momento en que se
afiadié FCCP para alcanzar una concentracién final de 10 uM.
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Figura 9. Efecto de FCCP, DNP y cianuro sobre la respira-

cidn endSgena en A.nidulans

Los experimentos se desarrollaron en vasijas de Warburg que contenfan
36,3 yl de células en 2,75 ml de tampdn de ensayo en el compartimento
principal y 0,25 ml de KOH al 20% en el pocillo central. Adiciones:
ninguna (o); CNK, 5 mM (%); DNP, 1 mM (&) ; FCCP, 10 uM (O).
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Figura 10. Efecto del DCCD sobre el desprendimiento fotosin-

tético de oxigeno dependiente de CO2 en A.nidulans

El experimento se realizd en la c&mara de un electrodo de oxigeno conte-
niendo en cada caso 2,4 ul de c&lulas en 3 ml de tampSn de ensayo suple-
mentado con 2 mM de CO_HNa. A los tiempos sefialados por las flechas se
ilumind el sistema o sé afiadié DCCD para alcanzar la concentracién final
que se indica.
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pensidn celular de Anacystis (1 ul de células por ml) con DCCD
10 uM, provoca una inhibicidn total del desprendimiento de oxi-

geno dependiente de CO,. durante al menos 45 min, Estos resulta-

2
dos son los esperados si el DCCD actda sobre la ATPasa reversi-
ble de las membranas en Anacystis de 1la misma forma en que se

ha descrito para otros organismos (Harold et al., 1969), esto es,

com¢o un inhibidor irreversible.

Se ha estudiado el efecto de 1la adicién de FCCP a sus-
pensiones celulares de Anacystis que se encontraban consumiendo
nitrato. Los resultados obtenidos con células tratadas con MSX
se muestran en la Fig. 11, habiéndose encontrado una respuesta
similar en células normales, La inhibicidén inmediata del consu-
mo del nubriente en respuesta a la presencia de FCCP sugiere la
dependencia de energia del proceso de utilizacidn del nitrato.
'El FCCP es un compuesto muy reactivo que a altés concentracio=-
nes puede‘inhibir el flujo de electrones fotosintético (Good,
1977), habiéndose descrito, ademds, una inhibicidn por este
agente de la nitratb reductasa de algas verdes (Pistorius et
al,, 1976). Por ello, se han controlado estos posibles puntos
de accidn del FCCP, ya que la desaparicidén de nitrato del medio
que aqui se mide depende de su reduccidn intracelular, en la
que participan el aporte de poder reductor de origen fotosinté-
tico (ver apartado 3.1,3.) y la nitrato reductasa. E1 flujo de
electrones no ciclico de la fotosintesis se midié usando.metil

violdégeno oxidado como aceptor de electrones (véase Materiales y
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Figura 11. Efecto del FCCP sobre la utilizacién del nitrato

por células de A.nidulans tratadas con MSX

El experimento se llevd a cabo con una suspensién conteniendo 1 Ul de
células por ml de tampdn de ensayoc suplementado con MSX 1 mM, y se ini-
cié por adicidn de NO.K (concentracién final, 0,32 mM), tras 10 min de
incubacidén de las cé&lulas con el MSX. La flecha indica el momento de

adicién del FCCP (concentracidn final, 10 uM).
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Métodos). Se ha encontrado que, en efecto, el FCCP afecta nega-
tivamente al flujo de electrones fotosintético no ciclico, pero,
a diferencia de lo que ocurre con los procesos fisioldgicos que
estamos estudiando, la inhibicidn no es inmediata, tardando un
cierto periodo de tiempo en desarrollarse., La actividad nitrato
reductasa se ha medido en células toluenizadas, en muestras de
la suspensidén celular tomadas éntes y 5 min después de la adi-
cidén del FCCP. La presencia de este agente causaba una disminu-
cidén variable (20%-70%, en cuatro experimentos distintos) del
nivel celular de actividad nitrato reductasa, sin una relacidn
aparente con el grado de inhibicidn del consumo de nitrato.
(Por ejemplo, una concentracién 1 wM de FCCP, que no inhibia el
consumo de nitrato, ya afectaba negativamente al nivel celular
de actividad nitrato reductasa, la cual disminufia en un proceso
dependiente del tiempo, pasando de un 57% de inhibicidn, 2 min
despuds de la adicidén del FCCP, a un T71% de inhibicidén, 10 min
después de la adicidn del inhibidor). Ninguno de estos dos efec
tos del FCCP sobre el flujo no ciclico de electrones y sobre
la actividad nitrato reductasa, parece pues ser el responsable
de la dréstica e inmediata inhibicidn que este compuesto ejerce
sobre el consumo de nitrato, prevaleciendo en consecuencia la
posibilidad de que inhiba al proceso en virtud de su caracter

de agente desacoplante.

Suspensiones celulares de A.nidulans conteniendo 1-2

ul de células por ml pierden totalmente la capacidad de consu-

mir nitrato tras ser incubadas a 4OOC durante 5-10 min con DCCD
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10-20 uM, tanto en lo que se refiere a células normales como a
células tratadas con MSX. Por otra parte, la incubacidn de las
células con DCCD en’las condiciones descritas no provoca una
disminucidn apreciable del nivel celular de actividad nitrato
reductasa y este agente sélo determina una ligera inhibicidn de
la actividad enzimdtica (15-20%) cuando se afiade a altas concen
traciones (0,1~0,5 mM) a la mezcla de ensayo de actividad nitra
to reductasa. E1l flujo de electrones no<ciclico de la fotosinte
sis tampoco se inhibe por DCCD, segin se desprende de los estuQ
dios del efecto de este agente sobre la asimilacidn del nitrito
(véase apartado 3.1.2.3.). En consecuencia, ninguno de estos
dos elementos, cuyo concurso es necesario para el proceso de
utilizacidén del nitrato, puede ser el responsable de la inhibi-

cidn de éste por el DCCD,

Estos resultados confirman pues la sugerencia de un
requerimiento de energia metabdlica para la utilizacidn del ni=-
trato hecha en base a la inhibicidn del proceso por FCCP. Dado
gque el efecto del DCCD consiste en inhibir la ATPasa reversible
de las membranas, los resultados indican ademds que la relacidn
entre el metabolismo energético de la célula y el proceso de
utilizacidn dei nitrato se encuentra mediada a alguin nivel por

ATP.



90

3.1.2.3.- E1 sistema de entrada de nitrito

Al igual que se hizo para el nitrato, se ha estudiado
la relacidn entre la velocidad de consumo de nitrito por Anacys-
tis vy 1la concentracidn de este sustrato en el medio extracelu-
lar. Se ha encontrado que en el intervalo de concéntracién de
40 a 140 uM, la velocidad de consumo de nitrito por las células

permanece préctiéamente constante (Tabla 7).

Con objeto de estimar el limite inferior de concentra-
cidn de nitrito hasta el cual la velocidad de su consumo se man
tiene inalterada, se siguid la desaparicidén de una baja caﬁti—
dad de nitrito hasta su agotamiento en el medio, en suspensio-
nes de células tratadas con MSX, encontrindose que, desde el
comienzo (aproximadamente 100 uM de nitrito), la velocidad de
utilizacidn permanecia constante hasta que la concentracidn de
nitrito disminufa hasta liegar a ser del orden de 8 uM (Fig.l2).
E1l valor de la Km de las células para el hitrito debe ser pues
menor que esta concentracidn. Dado que la Km para el nitrito de
la nitrito reductasa es de 70 UM (Candau, 1979), se deduce que
esta enzima no puede servla responsable de la afinidad de las
células para el nitrito., En consecuencia, se probone que en la
'asimilacién del nitrito participe una permeasa que seria la

responsable de la alta afinidad de las células por este idn.

La relacidén entre el proceso de consumo de nitrito en

A.nidulans y el aporte de energia metabdlica se investigd con

el concurso de los inhibidores metabdlicos FCCP y DCCD (véase

apartado 3.1.2.2.,). En la Tabla 8 se resume el efecto de la



Tabla 7. Efecto de la concentracidn extracelular de ni-
trito sobre la velocidad de su consumo por células de
A. nidulans

{Nitrito} Consumo

(uM) (nmol/ul células.min)
40 | 3,2

65 2,9

90 2,9

115 . 3,5

140 3,5

El experimento se desarrolld con suspensiones conteniendo 2,3 ul de
células por ml. ELl nitrito se afiadié como NO K.
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Figura 12. Ciné&tica del consumo de nitrito por células

de A.nidulans tratadas con MSX

La suspensidn celular contenia 1,04 pl de células por ml de tampdn
de ensayo suplementado con MSX 1 mM. El nitrito se afiadié como NO2
tras una incubacidn de las células de 10 min con MSX.
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Tabla 8. Efecto del FCCP y del DCCD sobre el consumo de

nitrito por células de A. nidulans normales y tratadas

con MSX

Nitrito consumido (nmol/ul células)
Inhibidor

sin MSX con MsSX
Ninguno 73 214
FCCP 19 52
DCCD 26 31

El FCCP (10 uM) se afiadié a la suspensidn celular a tiempo cero,
mientras que en el casc del DCCD se realizd una preincubacidn pre-
via de las c@lulas en presencia de 40 UM del inhibidor durante 10
min antes de la adicién de NOpK 0,2 mM. Cuando se indica, las cé-
lulas se trataron con MSX 1 mM durante 10 min antes de la adicidn
del nitrito. Los datos corresponden a nitrito desaparecido en 20

min.
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adicidén de FCCP y de la preincubacidn con DCCD sobre el consumo
de nitrito, tanto en células normales como en células tratadas

con MSX. Los resultados indican una fuerte inhibicidn por estos
compuestos del consumo de nitrito, lo que sugiere la participa-

cidén de un sistema de transporte activo en dicho proceso.

La inhibicidn por DCCD o FCCP de la utilizacidn del
nitrito no es, sin embargo, tan drdstica como la que se observa
en el caso del consumo de nitrato (apartado 3.1.2.2.). Este he-
cho se ilustra claramente en la Fig. 13 para el caso de inhibi-
cidn por DCCD, Como se observa en dicha figura, a partir de una
concentracidn de DCCD de aproximadamente 10 yM, mientras que la
utilizacidn del nitrato se inhibe totalmente, la inhibicidn del
consumo de nitrito no aumenta. La menor sensibilidad a agentes
inhibidores de la sintesis de ATP del transporte de nitrito con
respecto al de nitrato se ha descrito también en el alga verde

Scenedesmus (Larsson y Andersson, 1981). Se ha sugerido que la

causa de esta diferencia puede radicar en la existencia de una
entrada pasiva de dcido nitroso .(pKa = .3’35) al interior de
la célula, que tendria lugar a la vez que el transporte activo
de nitrito; la concentracidén de dcido nitrico (pKa = ‘-1,32)
en la suspensidn celular al pH al que se llevan a cabo los expe
rimentos seria, por el contrario, demasiado baja para que éste
pueda contribuir significativamente a la entrada de nitrato en

la célula.

Si la entrada pasiva de dcido nitroso en la célula es

’

realmente la causa de la falta de inhibicién total por DCCD o
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Figura 13. Efecto de la concentracién de DCCD sobre el con-

sumo de nitrato y nitrito en A.nidulans

El experimento se inicié por adic¢idén de (o) NO_K (0,2 mM) o de (@) NOK
(0,2 mM) a suspensiones celulares (2,3 Ul de <cé&lulas por ml de tampdn
de ensayo) que habian sido incubadas durante 10 min con las concentra-
ciones de DCCD indicadas.
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FCCP del consumo de nitrito, el grado‘de esta inhibicién debe
depender del pH extracelular. Se ha estudiado la inhibicidn por
DCCD de 1la utilizacidn del nitrito a distintos valores de pH
(Tabla 9), habiéndose observado que dicha inhibicidn se hace
mayor a medida que aumenta el pH. El aumento de pH establece
una disminucidn de la concentracién de dcido nitroso en el me-
dio extracelular y, por’tanto, determinarf{a una disminucidn en
la posible contribucidn de su entrada pasiva al consumo.de ni-
trito. Es decir, al incrementar el pH aumentaria la contribu-~
cidn relativa del transporte activo a 1la entréda del nitrito

en la célula. En consecuencia, la inhibicidén por DCCD seria,
tal y como se ha encontrado (Tabla 9), mayor a pH mds altos.
Aunque no se puedan descartar otras interpretaciones, los datos
apoyan la hipétesis de la contribucidn de un influjo pasivo de

4cido nitroso en la entrada de nitrito en la célula,

Por otra parte, la inhibicidén por DCCD dei consumo de
nitrito es mds acusada en el caso de células tratadas con MSX
que para las no tratadas (Tabla 8). Este hecho podria estar re-
lacionado con la desregulacidén del consumo de nitrato y de ni-
trito que causa el MSX (seccidn 3.2.1.), y que conduce a que las
células tratadas con este agente muestren velocidades incremen-
tadas de consumo de ambos nutrientes, Si este incremento se de-
be,como aqui se sugiere, a la pérdida de regulacidén del trans-
porte activo de nitrato y de nitrito en las células tratadas
con MSX, sin que se afecte la entrada pasiva e inespecifica de

dcido nitroso, en estas células el componente activo de la en-



Tabla 9. Efecto del tratamiento con DCCD sobre el consumo de

nitrito por A. nidulans a distintos valores de pH

Consumo de nitrito (nmol/ul cé&lulas) Inhibicién
pPH
Células normales Células tratadas con DCCD (%)
7,5 193 209 -
8,5 115 91 21
9,5 133 68 49

Los datos se refieren al nitrito consumido en 30 min. Donde se indica, se
utilizaron cé&lulas que habian sido tratadas con 10 UM de DCCD durante 15
min, en suspensiones celulares conteniendo 1 Ul de células por ml de tam-
pdn Tricina-NaOH de pH 8,1. Los ensayos se llevaron a cabo en tampones

Tricina 15 mM-Glicina 15 mM- NaOH del pH indicado en cada caso, y se ini-

ciaron por adicidn de NO

2

K 0,5 mM.
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trada de nitrito serd proporcionalmente mds importante que en
las células nprmales. Esto explicarfa, por tanto, que la inhibi
cidn del consumo de nitrito causada por el inhibidor de la sin-
tesis de ATP sea mayor en las células tratadas con MSX que en

las normales, no tratadas.

En el apartado 3.1.1.2. se demostrd que la desapari-
cidén del medio de nitrato y de nitrito que se mide en los expe-
rimentos que se presentan en este trabajo implica la inmediata
metabolizacidn de estos nutrientes en la célula. Este es tam-
bién el caso para el consumo remanente de ﬁitrito en las célu-
las tratadas con DCCD, ya que estas liberan cuantitativamente
al medio como amonio el nitrito asimilado (ver Fig. 25 en apar-
tado 3.1.4.). Por otra parte, esta reduccidén de nitrito a amo-
nio que tiene lugar en las células tratadas con DCCD es, al
igual que en las células normales (apartado 3.1.3.), de carac-
ter fotosintético, ya que el consumo de nitrito por las células
tratadas con DCCD presenta un desprendimiento de oxigeno asocia
do (Fig. 14). Este hecho indica, ademds, que el DCCD no se com-
porta como un inhibidor del flujo fotosintético de electrones
no ciclico en las condiciones en las que este agente se ha uti-

lizado en este trabajo.

3,1.2.4.- Existencia de un elemento comun al transporte de ni-

trato y de nitrito

Suspensiones de células de Anacystis nidulans incuba-

das en presencia de nitrato y de nitrito consumen preferentemen
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Figura 14. Desprendimiento de oxifigeno asociado a la utili-

zacién de nitrito por células de A.nidulans tratadas con

DCCD

El experimento se llevd a cabo con vasijas de Warburg conteniendo en
el compartimento principal 2,75 ml de tampdn de ensayo con 2,46 il de
células que habian sido previamente sometidas al tratamiento con DCCD
gue se describe en el apartado 3.1.2.2, y en el pocillo central 0,25
ml de tampén bicarbonato/carbonato 0,5 M, pH 9,6. En el momento indi-
cado se afadié desde el brazo lateral NO_K para dar una concentracidn
final de 0,73 mM en la suspensidn celula¥t.
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te nitrito, aunque la utilizacidn del nitrato no se encuentra
totalmente inhibida (Tabla 3). Dado Que a este resultado podria
contribuir el efecto inhibidor de productos de la asimilaciédn
del amonio sobre el consumo, sobre todo, de nitrato (véase apar
tado 3.2.1.), se ha investigado 1la utilizacién'simulﬁénea de ni
trato y de nitrito en suspensiones de células de Anacystis tra-
tadas con MSX, incapgces por tanto de asimilar amonio. En 1la
Tabla 10 se puede observar que estas células, cuando se incuban
en presencia de nitrato y de nitrito, consumen simultdneamente
ambos aniones. Sin embargo, la comparacidn de los valores de
consumo de cada uno de los sustratos en estas condiciones con
los valores que se obtienen en suspensiones celulares en las
que sdlo se encuentra presente uno de ellos, iﬁdica la ekisten-
cia de un cierto grado de competencia entre la utilizacidn del
nitrato y la del nitrito también en las células tratadas con

MSX (Tabla 10).

Esta competencia podria tener lugar a nivel de reduc-
cidn y/o a nivel de transporte, Con objeto de discernir entre
ambas opciones se estudid el efecto del nitrato sobre el consu-
mo de nitrito por células incapaces de reducir nitrato (practi-
camente carentes de actividad nitrato reductasa por incubacidn
prolongada en presencia de tungstato, apartado 3.1.1.2.) y tra-
tadas con MSX. Estas células manifiestan de hecho una notable
actividad de consumo de nitrito tanto a pH 7,2 como a pH 9,6
(Tabla 11), no presentando, sin embargo, capacidad apreciable

de consumo de nitrato, como se evidencia por la falta de pro-



Tabla 10. Competencia entre la utilizacidn del nitrato
y la del nitrito por células de A. nidulans tratadas con
MSX

Sustrato consumido

Sustrato anadido (umol/ul cé&lulas)
Nitrato Nitrito
Nitrato 134 ’ -
Nitrito - 176
Nitrato, nitrito 105 131

El experimento se inici@ por adicién de NO3K (0,4 mM) y/o NO,K

(0,6 mM) a suspensiones celulares (2,8 Ul de células por ml de tam-
pbn de ensayo) incubadas con MSX a concentracién 1 mM desde 15 min
antes de la adicién de los sustratos. Los datos corresponden al ni-
trato o nitrito consumido en 30 min.
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Tabla 11. Efecto del nitrato sobre la utilizacidn del nitrito
en cé&lulas de A. nidulans tratadas con MSX y carentes de acti-
vidad nitrato reductasa '

pH Adiciones Nitrito consumido Amonio producido

(nmol/ul cé&lulas) (nmol/ul cé&lulas)

7,2 Nitrato - 0
Nitrito 183 191
Nitrito, nitrato 182 183

9,6 Nitrato - 16
Nitrito 176 133
Nitrito, nitrato 27 20

En el experimento se utilizaron células incubadas durante 37 h en condicio-
nes de cultivo en un medio conteniendo nitrato como fuente de nitr&geno, ca-
rente de molibdeno y suplementado con WO4Na, a concentracién 2 mM. Su conte-
nido de nitrato reductasa era de 1,07 mU/Ul células (las células normales cul-
tivadas con nitrato contienen alrededor de 30 mU de nitrato reductasa/ul célu-
las) . Estas c&lulas, suspendidas en tampdén de ensayo, se sometieron a trata-
miento de inactivacidn de la glutamina sintetasa con MSX a concentracidn 1 mM
(véase Materiales y Métodos). El ensayo se llevd a cabo con suspensiones con-
teniendo 0,9 u1l de células por ml de tampdn MOPS 25 mM-Glicina 25 mM-NaOH,

del pH indicado, y se inicié por adicidn de NO2K (0,4 mM, concentracidn final)
y/0 NO3K (20 mM, concantracién final). Los datos corresponden al nitrito con-
sumido o al amonio producido en 20 min.
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duccidén de amonio cuando las células se incuban con nitrato como
Unico sustrato nitrogenado (Tabla 11). La presencia de nitrato
a alta concentracidén causa, por otra parte, una drdstica inhi-

bicidén del consumo de nitrito a pH 9,6, pero no a pH 7,2.

E1l hecho de que el nitrato pueda inhibir la utiliza-
cidén del nitrito en condiciones en las que no tiene lugar reduc
cidén del nitrato sugiere la localizacidén a nivel de transporte
de un factor determinante de competencia entre ambos sustratos
para su utilizacidén, Esta interpretacidén se confirma por la ob-
servacidén de que la inhibicidn por nitrato del consumo de nitri
to se manifiesta particularmente a un valor de pH 9,6, al que el
componente fundamental de la entrada del nitrito a 1la célula es
el transporte activo del mismo, mientras que a'pH 7,2, condicio
nes en las que existe una contribucidn muy importante de la di-
fusidn pasiva de dcido nitroso al consumo de nitrito, no se ma=-
nifiesta ningin efecto del nitrato sobre la utiliéacién del ni-
trito. Aparte de otras posibilidades, el factor comun en el
transporte de nitrato y de nitrito implicado en la competencia

podria ser 1la propia permeasa,

En este apartado se han presentado observaciones que
permiten sugerir la participacidn de una permeasa en la asimila
cidén del nitrato. Asimismo se han presentado resultados que in-
dican que el proceso de utilizacidn del nitrato requiere ener-
gia metabdlica, Dado que el requerimiento de energia es una pro
piedad de 1los sistemas de transporte activo y gue el sistema re

ductor del nitrato no necesita aporte de energia metabdlica
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para ser operativo, se sugiere que el factor dependiente de

energia que participa en los pasos iniciales de la asimilacidn
del nitrato es la entrada de éste en la célula. En conclusiédn,
el nitrato parece entrar en la célula mediante un mecanismo de

transporte activo.

Similarmeﬂte, el nitrito parece poder entrar en la cé-
lula via uﬁa permeasa que cataliza un transporte activo del mis
mo. Sin embargo, también parece ocurrir una entrada neta de nif
trito al interior celular mediante un proceso pasivo, probable-
mente consistente en difusidn de dcido nitroso a través de la
membrana plasmdtica. Ambos procesos parecen poder operar simul-
tdneamente, dependiendo del pH del medio externo la contribucidn

de cada uno a la entrada total de nitrito en la célula.

3.1.3.~ Reduccidn fotosintética de nitrato y nitrito

Dado que las enzimas del sistema reductor del nitrato

en Anacystis nidulans utilizan ferredoxina reducida como dona-

dor de electrones (Manzano et al., 1976; Candau et al., 1980),
se planted el estudio de la posible relacidén existente entre 1la
generacidn fotosintética de poder redﬁctor y la reduccidn del
nitrato in vivo, presentandose en este apartado los resultados

obtenidos.
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3.1.3.1.- Requerimiento de luz para el consumo de nitrato (y

nitrito)

Como ya se ha mencionado en el apartado 3.1.1., la uti

lizacidén de nitrato y de nitrito por A.nidulans es un proceso

que depende de luz. La Figura 15 muestra cdémo la introduccidn
de un periodo de osburidad durante un expérimento de consumo de
nitrato por células tratadas con MSX resulta en el cese inme-~
diato de la utilizacidn del nitrato por estas células. Un efec-
to similar se encontrd cuando el sustrato utilizado era el ni-
trito, aunque en este caso la inhibicidn del consumo en la oscu

ridad no es tan drdstica (Fig., 16).

La dependencia por la luz que presentan 1los procesos
de utilizacidén del nitrato y del nitrito podria deberse a un
requerimiento por los dos componentes del Poder Asimilatorio
generado fotosintéticamente (ATP y poder reductor, Arnon, 1971),
o por sélo uno de ellos., Los resultados que se han presentado
en el apartado 3.1.2. indican la participacidén de ATP en el
transporte de ambos nutrientes, nitrato y'nitrito, al interior
de la célula.lLa cuestidn que se plantea en este punto es si el
otro componente del Poder Asimilatorio fotosintético, el poder
redﬁctor generado en la fotolisis del agua, participa también
en los procesos de utilizacidén del nitrato y del nitrito en
Anacystis, ya que éstos consisten no sdlo en el transporte de

los nutrientes sino también en su metabolizacidn intracelular

{apartado 3.1.1.2.)
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Figura 15. Requerimiento de luz para el consumo de nitrato

por cé€lulas de A.nidulans tratadas con MSX

El experimento se inicid por adicidn de NO_K (185 UM, concentracién
final) a una suspensidén celular conteniendd® 1,5 pl de cé&lulas por ml
de tampdSn de ensayo suplementado con MSX 1 mM, tras 10 min de incuba-
cidn en presencia de este inhibidor.
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Figura 16. Requerimiento de luz para el consumo de nitrito

por células de A.nidulans tratadas con MSX

El experimento se realizd en las mismas condiciones que el que se pre-
senta en la Figura 15, pero con 1 yl de células por ml. Nitrito afiadi-
do: 250 uM, concentracidén final. :
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La adicidén de 10 uM de DCMU, inhibidor del flujo foto-
sintético de electrones no ciclico, a suspensiones celulares de

A.nidulans resulta en la inhibicidn inmediata y dréastica de 1la

utilizacidn de nitrato y de nitrito, manifiesta tanto en célu-

las tratadas con MSX (Fig. 17) como en células normales, no tra
tadas., Estos resultados sugieren la participacidn del poder re-
ductor originado fotosintéticamente en‘la reduccidn del nitrato

y del nitrito.

3.1.3.2.- Desprendimiento de oxigeno asociado a la reduccidn de

nitrato (y nitrito)

La fotolisis del agua en tejidos fotosintéticos se en-
cuentra regulada de forma que solamente tiene lugar si hay en
la célula un consumo del poder reductor que genera. Asi, por
ejemplo, es un hecho conocido que el desprendimiento de oxigeno
por suspensiones de células fotosintéticas es estequiométrico
con la fijacidn de co,, cuando éste es el unico aceptor de elec
trones suministrado a los organismos. Por lo tanto, si la redugc
cibdn del nitrato y del nitrito in vivo tiene lugar directamente
con electrones originados en la fotolisis del agua, la utiliza-
cidn de nitrato y de nitrito debe presentar asociado un despren

dimiento estequiométrico de oxigeno.

Cuando se exponen a la luz en presencia de una concen-
tracidn de Co, de 0,2 mM, saturante para el proceso de fijacidn

del CO2 (Kkm (C02) = 4 uM), las células de Anacystis nidulans
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Figura 17. Efecto del DCMU sobre el consumo de nitrato y de

nitrito por cé&lulas de A.nidulans tratadas con MSX

Los experimentos se iniciaron por adicién de NO_K (concentracidn final,
0,25 mM) o de NO_K {(concentracién final, 0,31 mM) a suspensiones conte-
niendo 0,98 yul de células por ml de tampSn de ensayo suplementado con
MSX 1 mM, tras 10 min de incubacién en presencia del inhibidor. En el
momento indicado por las flechas se afiadid DCMU (concentracién final,
10 yM) a cada una de las suspensiones celulares.
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tratadas con MSX desprenden oxigeno a una velocidad de alrede-
dor de 45 nmol/uUl células.min, similar a la que presentan célu-
las normales no tratadas. Si las suspensiones celulares utiliza
das en los experimentos se suplementan, ademds de con COZ’ con
nitrato o con nitrito, se registran velocidades mayores de des-
prendimiento de oxigeno (Fig. 18A y Fig. 19A). El desprendimien
to extra de oxigeno obseyvado eﬁ presencia de cada uno de los
sustratos nitrogenados se ha comparado con el consumo del corres
pondiente sustrato. Para el caso del nitrato se encontraron es-
tequiometrias de alrededor de 2 moles de oxigeno desprendidos
por mol de nitrato reducido a amonio (en estos experiméntos se
utilizaban células tratadas con MSX) (Fig. 18B), mientras que
con el nitrito como sustrato las estequiometrias observadas
fueron de 1,5 moles de oxigeno por mol de nitrito reducido a

amonio (Fig. 19B).

Dado que las células de Anacystis no requieren 002 pa-
ra asimilar nitrato cuando se han tratado previamente con MSX
(véase apartado 3.2.2.), se han podido emplear suspensiones de
este tipo de células para estudiar el desprendimiento de oxige-
no asociado a la reduccidn del nitrato (y del nitrito) en la
ausencia de otros aceptores de electrones afiadidos. La Figura
20 muestra las cinéticas de desprendimiento de oxigeno observa-
das tras la adicidn de distintas cantidades de nitrato a éuspeg
siones de células de Anacystis tratadas con MSX, en atmdsfera
libre de CO,.. En todos los casos se obtuvieron valores préximos

2

a 2 moles de oxigeno desprendidos por mol de nitrato reducido a
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Figura 18. Desprendimiento extra de oxfgeno asociado al consu-
mo de nitrato por cé&lulas de A.nidulans tratadas con MSX, en
fase activa de fijacién de CO

2

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en el com
partimento principal una suspensién con 1 ul de células por ml de tampdn de
ensayo suplementado con MSX 1 mM y, en su caso, NO,K 0,5 mM, vy en el pocillo
central tampdn bicarbonato/carbonato 0,5 M, pH 9,6. La primera determinacidn
(tiempo cero) se hizo 15 min después de encender la luz. A los tiempos indi-
cados se fueron abriendo sucesivas vasijas, siendo filtradas inmediatamente
las suspensiones celulares contenidas en ellas, para el posterior andlisis
del nitrato remanente. A) Desprendimiento de oxigeno en ausencia (o) o pre-
sencia (e) de nitrato. B) Desprendimiento extra de oxigeno asociado al con~
sumo de nitrato (4&); consumo de nitrato (p),
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Figura 19. Desprendimiento extra de oxfIgeno asociado al con-
sumo de nitrito por células de A.nidulans tratadas con MSX,

en fase activa de fijacidn de CO2

El experimento se llevé a cabo en condiciones similares a las descritas
en la leyenda de la Figura 18, con 1,13 ul de células por ml de tampdn
de ensayo y con una concentracidén de NO,K de 0,56 mM. La primera deter-
minacién (tiempo cero) se hizo 10 min despuds de encender la luz. A) Des
prendimiento de oxigeno en ausencia (0) o en presencia (e) de nitrito.
B) (A) Desprendimiento extra de oxfgeno asociado al consumo de nitrito;
(n) consumo de nitrito. '
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Nitrato afiadido Oxfgeno desprendido Relacién OZ/NO;

(umol) (umol)

0,5 ‘ 0,91 1,83
1,0 1,95 1,95
1,5 2,98 1,99

Figura 20. Desprendimiento de oxigeno asociado al consumo de

distintas cantidades de nitrato por cé&lulas de A.nidulans tra

tadas con MSX, en ausencia de CO2

El experimento se desarrolld en vasijas de Warburg conteniendo 2,75 ul de
células en 2,5 ml de tampSn de ensayo suplementado con MSX 1 mM en el com
partimento principal, y KOH al 20% en el pocillo central. Tras 30 min de
incubacién a la luz, las suspensiones celulares se suplementaron (tiempo
cero) con las cantidades de NO.K que se indican a continuacién, que se afia
dieron desde el brazo lateral aisueltas en agua: (X) cero; (O) 0,5 umol;
&) 1,0 umol; (O) 1,5 umol. Los datos de desprendimiento de oxigeno que

se presentan en la tabla corresponden a los valores encontrados en presen-
cia de nitrato corregidos con el control en ausencia de nitrato.
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amonio (véase la tabla adjunta a la Fig. 20). En experimentos
similares llevados a cabo utilizando nitrito como sustrato, los
valores determinados fueron préximos a 1,5 moles de oxigeno des

prendidos por mol de nitrito reducido a amonio (Fig. 21).

Los valores obtenidos para las estequiometrias corres-
pondientes al desprendimiento de oxigeno asociado a la utiliza-

cidn de nitrato y de nitrito por células de A.nidulans tratadas

con MSX se ajustan al desprendimiento de oxigeno esperado segun
las ecuaciones para la reduccidén fotosintética de nitrato y de

nitrito con agua como donador primario de electrones:

- + . +
NO3 + 4 H2O + 2 H ———e NH4 + 3 H20 + 2 O2

NOT + 3 H.O + 2 H ————» NHT

2 O+ 1,5 02

N
=

+ 2 H
, 2
En consecuencia, parece que las reacciones de reduccidn de ni-

trato y de nitrito in vivo utilizan electrones procedentes de

la fotolisis del agua.

Seguin los datos presentados parece que, en las condi-
ciones experimentales empleédas, las reaéciOnes luminicas de 1la
fotosintesis no constituyen el factor limitante de la velocidad
de la misma, ya que la magnitud (en términos de velocidad) del
desprendimiento extra de oxigeno asociado a la utilizacidn del
nitrato en presencia de CO2 a concentracidn saturante es simi-
lar a la velocidad de desprendimiento de oxigeno asociada a la

utilizacidn del nitrato en ausencia de COZ'

El efecto del nitrato sobre el desprendimiento de oxi-

geno también se ha estudiado en células normales de Anacystis,
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0,5 0,78 1,56
1,0 1,50 1,50
1,5 2,29 1,53

Figura 21,'Desprendimiento de oxfgeno asociado al consumo de
distintas cantidades de nitrito por cé&lulas de A.nidulans tra

tadas con MSX, en ausencia de CO

2

El experimento se desarrolld en condiciones similares a las expuestas en
la leyenda de la Figura 20, con 5,1 ul de células en 2,5 ml de tampdn de
ensayo. Las cantidades de NO.X afiadidas a las distintas vasijas fueron:

(X) cero; (O) 0,5 umol; (&) %,O umol; (O} 1,5 umol. Los datos de despren-
dimiento de oxigeno que se presentan en la tabla corresponden a los valores
encontrados en presencia de nitrito corregidos con el control en ausencia
de nitrito.
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en presencia de CO La simple adicidn de nitrato a una suspen-

5
sidn de células llevando a cabo fijacidn fotosintética de Co,,
causa un incremento en la velocidad de desprendimiento de oxigg
no (Fig. 22). La estequiometria de oxigeno desprendido asocia-
do a.asimilacién de nitrato esperada para las células normales
seria de 2,5 mol de oxigeno por mol de nitrato, ya que ademés
de los 8 electrones necesarios para reducir el nitrato a amonio,
se deben tener en cuenta los 2 électrones por dtomo de N necesa
rios en la aminacidén reductiva del a-cetoglutarato, que se ha
sugerido que en células verdes tienen origen fotosintético (Lea
y Miflin, 1979; véase también apartado 3.1.4.1.). Las estequio-
metrias observadas de desprendimiento de oxigeno asociado a 1la
utilizacidn del nitrato por células normales son, sin embargo,
mids altas que las esperadas.En la Figura 23 se presenta un expe
®

rimento en el que el desprendimiento de oxigeno asociado al con
sumo de nitrato fué de 3,9 moles de oxigeno por mol de nitrato,
El "exceso" de oxigeno extra desprendido (en comparacidn con
los 2,5 moles esperados) causado por 1la adicidén de nitrato a
suspensiones de células normales podria deberse a una estimula-
cién de la fijacidén del CO, por productos de la asimilacidn del
nitrato, o bien a que se utilice también poder reductor de ori-
gen fotosintético en reacciones del metabolismo del nitrdgeno
posteriores a la incorporacidn del amonio en esqueletos carbona

dos.



117

240 | ©
_ 0/
= d/ e
a YA
o o 7
z o/ -

W 160 |- e
G Ad
wl 7’
o’,
o l /7
4 CL',
o 2
g 80 5 i’
o
O//f{/,
! ‘ ! !
0 20 40 60

TIEMPO { min)

Figura 22. Efecto de la adici6n de nitrato sobre el despren-
dimiento de oxIgeno por A.nidulans en presencia de CO

2

El experimento se desarrolld en una vasija de Warburg que contenia en el
compartimento principal una suspensién con 2,5 pl de cé&lulas en 2,5 ml de
tampdn de ensayo y en el pocillo central 0,5 ml de tampdn bicarbonato/car
bonato 0,5 M, pH 9,6. La flecha indica el momento en el que 46 umol de
NO3K disueltos en agua se volcaron desde el brazo lateral sobre el com-
partimento principal. La velocidad de desprendimiento de oxigeno fué de
58,9 nmol de O_/ul de c&lulas.min antes de la adicidén de nitrato, y de
69,4 nmol de Oz/ul de células-min después de dicha adicidn.
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Figura 23. Desprendimiento extra de oxfIgeno asociado al
consumo de nitrato en A.nidulans, en fase activa de fija-
cidén de CO |

2

El experimento se llevé a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en el
compartimento principal 3,9 ul de células en 3 ml de tampSn bicarbonato/
carbonato 0,1'M, pH 10,1, suplementado, en su caso, con NO_K a una con-
centracidén de 0,8 mM. El tiempo cero corresponde al momentd de encender
la luz. A) Desprendimiento de oxigeno en ausencia (o) o presencia (e) de
nitrato. B) Desprendimiento extra de oxigeno asociado al consumo de ni-
trato (8); consumo- de nitrato (o).
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3.1.4.~- Asimilacidén de amonio mediante su incorporacidn a es-

queletos carbonados

El dtomo de nitrdgeno presente en la molécula de nitra
to, después de ser reducido hasta el término de nitrdgeno amo-
niacal, se incorpora a esqueletos carbonados. En este apartado
se discute cudl es la ruta por la que esta incorporacidn proce-
de, as{ como algunos aspectos de interés acerca de la fisiologia

de la asimilacidn del amonio por células de Anacystis.

3.1.4.1,- Caracterizacidn de la utilizacién de amonio por 1las

células

Las células de A.nidulans cultivadas en nitrato presen

tan una notable capacidad de asimilacidn de amonio cuando se
exponen a la luz, especilalmente si la suspensidén celular se su-
plementa con bicarbonato (Fig. 24). Curiosamente, estas veloci-
dades de consumo de amonio son similares a las que sSe cbservan,
en las mismas condiciones experimentales, con células cultiva-
das en amonio. Si existiese una permeasa especificamente encar-
gada del transporte de amonio en Anacystis, édsta deberia ser
pues_de naturaleza constitutiva, presente incluso en células
cultivadas con nitrato ademds de en células cultivadas con amo-
nio, Sin embargo, la existencia de tal permeasa es incierta,
dado que, en una hipdtesis alternativa e igualmente posible, po

-+

dria ocurrir que el consumo de amonio (pKa NHB/NH4 = 9,2) por

las células estuviese basado en su entrada por simple difusidn
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AMONIO CONSUMIDO
(nmol /pl celulas)

[0)]

m|m

1

TIEMPO (min)

Figura 24. Consumo de amonio por A.nidulans, en presencia

y ausencia de bicarbonato

El experimento se inicié por adicién de 10 ul de células (que habian
sido cultivadas en medio con nitrato) a 9 ml de una disolucidn de
ClNH, 0,4 mM en tampdn de ensayo suplementado (o) o sin suplementar

(@) con CO3HNa a concentracién 10 mM.

120
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como amoniaco, especie molecular a la que las membranas bioldgi

cas son altamente permeables (Kleiner, 1981).

La estimulacidn por bicarbonato del consumo de amonio

por A.nidulans (Fig. 24) puede estar relacionada con el requeri

miento de CO2 para la utilizacidn de dicho sustrato (véase 1la
Tabla 2 en la seccidén 3.1.1.1.). E1 efecto del CO2 sobre la asi
milacién del nitrdgeno inoréénico parece implicar la fijacidn
del CO2 (apartado 3.2.2.). La concentracién de 002 en disolu-
cidén en la suspensidn celular en las condiciones usadas en los
experimentos que se describen en este trabajo es de alrededor
de 8 UM, y la presencia de bicarbonato 10 mM determina, al pH
de 8,3, una concentracidn de CO2 de 100 uM, que satura la fija-
cidn del CO,. En consecuencia, el efecto de la adicién de bicar
bonato sobre la asimilacidén del amonio puede ser un efecto me-

diado por la fijacidn del CO Una cuestidn que se plantea es

20

si el CO. se requiere para la entrada o para la metabolizacidn

2
intracelular del amonio. La observacidén de que el amonio resul-
tante de la reduccidén del nitrito consumido por células en ausen
cia de CO2 se excreta al medio (apartado 3.1.1.1.), en lugar de

ser incorporado en esqueletos carbonados, indica que el 002 se

requiere al menos para dicha metabolizacidén intracelular.

La Tabla lé resume los datos obtenidos en varios expe-
rimentos concernientes a 1la caractefizacién del consumo de amo-
nio. La velocidad de utilizacidén de amonio se encuentra notable
mente disminuida en la oscuridad, asi como cuando la suspensidn

celular se suplementa con DCMU, FCCP o con DCCD (Tabla 12). El
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Tabla 12. Efecto de la oscuridad y de algunos inhibido-

res metabdlicos sobre el consumo de amonio por A. nidulans

Consumo de amonio

Condiciones (nmol/ul cé&lulas-.min)
Luz 6,0
Oscuridad . 1,7
Luz, DCMU (10 uM) 2,0
Luz, FCCP (10 uM) 2,6
Luz, DCCD (40 uM) 1,5

Los experimentos se iniciaron por adicién de cé&lulas procedentes de un
cultivo de nitrato a una disolucidn de ClNH4 (0,4 mM) y CO3HNa (10 mM)

-
en tampdn de ensayo, suplementado, en su caso, con el inhibidor indicado.
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efecto negativo del DCMU sobre el consumo de amonio puede inter
pretarse en términos de que el paso de reduccidn implicado en

el proceso de incorporacidén del amonio a esqueletos carbonados

tenga cardcter fotosintético. La dependencia de energia metabd-
lica que presenta el proceso podria, sin embargo, estar locali-
zada en el propio sistema de incorporacién del amonio a esquele
tos carbonados o/y en el paso de entrada del amonio al interior

de la célula.

Aunque no pueda excluirse un requerimiento de energia
para la entrada del amonio en 1la célula, existe una clara depen
dencia por ATP en el paso de incorporacién de amonio a esquele-
tos carbonados. Como se expuso en el apartado 3.1.2.3., en célg
las tratadas con DCCD tiene lugar una entrada pasiva de nitrito,
el cual se reduce inmediatamente a amonio en el interior de la
célula. Como se muestra en la Figura 25, este amonio es libera-
do al medio por las células tratadas con DCCD, al contrario de
las células normales no tratadas, que no liberan al medio como
amonio el nitrito que consumen. (Las células tratadas con DCCD
tampoco presentan tal liberacidn de amonio al medio sirse incu-
ban en ausencia de un sustrato nitrogenado adecuado, como el
nitrito). La observacidn que se acaba de presentar indica que

la asimilaciédn intracelular de amonio requiere ATP, ya que se

inhibe drédsticamente por el DCCD,inhibidor de ATPasas. Se desco
noce por el momento la razdn por la que la inhibicidén por DCCD
de la incorporacidén de amonio a esqueletos carbonados es mas

dridstica que la inhibicidn directa sobre el consumo de amonio.
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Figura 25. Produccifn de amonio asociada al consumo de

nitrito por células de A.nidulans tratadas con DCCD

El experimento se inicid por adicién de NO.,K (concentracibén final,
0,2 mM) a una suspensién celular que contenia 2,3 pyl de cé&lulas por
ml de tampdn de ensayo suplementado (simbolos negros) o sin suple-
mentar (simbolos blancos) con DCCD a concentracién 50 UM, tras 5
min de incubacidén en las condiciones experimentales. Consumo de ni-
trito (circulos); produccidén de amonio (tridngulos).
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3.1.4.2.- Glutamina sintetasa-glutamato sintasa: la ruta de asi

milacidn del amonio en A. nidulans

De las rutas conocidas en microorganismos para la asi-
milacidén del amonio sdlo la de la glutamina sintetasa/glutamato
sintasa (GS/GOGAT) presenta un requerimiento de energia. Los re
sultados que se acaban de presentar indicando la dependencia

por ATP de la incorporacidén del amonio en A.nidulans sugieren,

en consecuencia, que esta ruta es la mds importante cuantitati-

vamente para la asimilacidn de amonio por esta especie.

Otra linea de observaciones que apoya la nocidn del
papel prioritario de la ruta GS/GOGAT en la asimilacién del amo
nio en Anacystis incluye los efectos de inhibidores especificos
de las enzimas de esta ruta sobre el consumo de amonio y sobre
los niveles celulares de los aminodcidos productos de las reac-

ciones de la ruta,.

La L-metionina-D,L-sulfoximina (MSX) es un andlogo del
glutamato que se une a la glutamina sintetasa, a la que inacti-
va tras ser fosforilada en el sitio activo de la propia enzima
(Ronzio et al,, 1969). El tratamiento de suspensiones de Anacys-
tis durante cortos periodos de tiempo con MSX a concentracién
1 mM provoca una drdstica disminucién de la capacidad de las cg
lulas para asimilar amonio (Fig. 26), lo que es indicativo del
papel clave de la glutamina sintetasa en la incorporacidn del
amonio en Anacystis. Para suspensiones conteniendo alrededor de
2 ul de células por ml, es suficiente una incubacidén durante’

5-10 min con MSX (1 mM) para provocar la inhibicidn del consumo
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Figura 26. Efecto del pretratamiento con MSX sobre el

consumo de amonio en A.nidulans

El experimento se inicié por adicidn de células (1 pl de células
por ml) a una disolucién de CINH, 0,4 mM y CO3HNa 10 mM en tampdn
de ensayo. Se utilizaron c@lulas normales (o) o que habian sido.
tratadas con MSX (e). Este tratamiento consistid en la incubacidn
durante 20 min de una suspensién conteniendo 3,9 ul de células
por ml de tampdn de ensayo suplementado con MSX 1 mM.
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de amonio.

La hidroxilisina, que es un iﬂhibidor competitivo de
la glutamina sintetasa con respecto al glutamato (Ladha et al.,
1978), también inhibe, aunque sdlo parcialmente, el consumo de
amonio en Anacystis: una concenﬁracién 10 mM de hidroxilisina

inhibe en un 45% la utilizacidén de este sustrato.

En la segunda reaccidn de la ruta glutamina sintetasa-
-glutamato sintasa, la catalizada por la enzima glutamato sinta-
sa, el grupo amido de la glutamina es transferido al g-cetoglu-
tarato para formar glutamato. Esta reaccidn se inhibe por la aza
serina, un inhibidor general de las glutamina-amido transferasas
(Prusimer y Stadtman, 1973). Durante el estudio del efecto de 1la
azaserina sobre el consumo de aménio por Anacystis se hizo evi-
dente que para que este agente inhibiera la utilizacidn del amo-
nio, las células tenian que haber sido preincubadas con el inhi-
bidor en un medio sin amonio. Ademds, la inhibicidn del proceso
se mantenfa en las células tratadas con azaserina auin después de
que el inhibidor se retirara del medio, La azaserina se comporta
pues como un agente inactivante de las enzimas transferidoras
del grupo amido de la glutamina. La Figura 274 muestra la falta
de efecto negativo a corto plazo de la presencia de azaserina
(1 mM) en el ensayo sobre el consumo de amonio por células nor-
males. Por el contrario, células pretratadas con azaserina (1 ml,
20 min) en tampdn tricina, sin otras adiciones, manifiestan una
capacidad muy disminuida de consumo de amonio (Fig. 27B; notese qu

el ensayo de utilizacidén de amonio se hace en un medio libre de
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Figura 27. Efecto de la azaserina sobre el consumo de

amonio en A.nidulans

(A) El experimento se inicid por adicidén de 1 ul por ml (concentra-
cidn final) de cé&lulas normales (cultivadas en nitrato y sin ninglin
tratamiento previo) a una disolucidén de CI1NH4 0,4 mM y COj;HNa 10 mM
en tampdn de ensayo, sin suplementar (o) o suplementada (e) con aza-
serina a concentracién 1 mM. (B) El experimento se inicié por adi-

cidn de células (1 yl de células por ml, concentracién final) nor-

males (o) o que habian sido pretratadas con azaserina (e) a una di-
solucién de ClNHg 0,4 mM y CO3HNa 10 mM en tampén de ensayo. El tra-
tamiento con azaserina consistid en la incubacién con una concentra-
cién 1 mM de este inhibidor de 3,9 yl de células por ml de tampdn de

ensayo,

durante 20 min.
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azaserina). Una explicacién posible para el hecho de que la aza-
serina ejerza su efecto inactivante en suspehsiones celulares
sin amonio pero no en presencia de este sustrato, es que los ele
- vados niveles celulares de glutamina que determina la presencia
.de amonio (véase por ejemplo Tabla 13), protéjan a las glutami- -
na-amido transferasas contra la accidén de la azaserina. Esta
interpretacidén se ve apoyada por algunas observaciones sobre la
accidén de la azaserina sobre enzimas purificadas (Prusiner y
Stadtman, 1973). Por otra parte, el hecho de que la inactivacidn
por azaserina resulte en una inhibicidn del consumo de amonio
puede deberse a la carencia de glutamato originada por la inhi-
bicidén de la glutamato sintasa. Segin venimos considerando, el glu-
tamato es sustrato de la glutamina sintetasa, primera enzima que

metaboliza el amonio en A, nidulans.

El glutamato formado en la reaccidn catalizada por la
glutamato sintasa es el principal distribuidor del N procedenfe
del amonio para la sintesis de los componentes celulares nitro-
genados. Unas enzimas imporiantes en esta distribucidn del N son
las transaminasas, que contienen piridoxal fosfato como grupo
prostético, lo que las hace sensibles al aminooxiacetato, agente
inhibidor de enzimas que contienen piridoxal fosfato (Rognstad y
Clark, 1974). El aminooxiacetato (1 mM) inhibe fuertemente (90%
de inhibicidn, media de cinco experimentos) el consumo de amonio

por A.,nidulans, La interpretacidn de este resultado se encuen-

tra dificultada por el desconocimiento actual sobre la especifi-

cidad de accidn del inhibidor.



130

Los resultados expuestos hasta el momento son notable-
mente consistentes con la propuesta de gue la glutamina sintetasa,
/glutamato sintasa sea la ruta principal de asimilacién de amo-~

nio en Anacystis nidulans. En este mismo sentido abundan 1los

efectos del MSX y de la azaserina sobre los niveles celulares de

glutamato y de glutamina en células en presencia de amonio.

Las. células de Anacystis cultivadas en nitrato presen--
tan altos niveles celulares de glutamato y bajos niveles de glu-
tamina cuando se incuban en presencia de nitrato (Tabla 13).

Por el contrario, cuando estas <células se incuban en
presencia de amonio, los niveles celulares de glutamato son ba-
jos mientras que los de glutamina son altos (Tabla 13; véase tam
bién apartado 3.2.4. ). El tratamiento de las células con MSX
prewiene de la acumulacidn celular de glutamina en respuesta a
la presencia de amonio (Tabla 13), como es de esperar por la fal
ta de actividad glutamina sintetasa en esﬁas células. Las célu-
las‘tratadas con azaserina presentan, sin embargo, niveles méas
altos de glutamina que de glutamato (Tabla 13), siendo especial-
mente interesante que el nivel de glutamato sea ﬁenor que el que
presentan las células normales en presencia de amonio (Tabla 13).
Estos datos se pueden interpretar en términos de la intervenciédn
de una glutamina-amido transferasa como principal enzima respon-
sable de la sintesis de glutamato en Anacystis, esto es, la glu-
tamato sintasa. Tras la adicidn del amonio a las células trata-
das con azaserina, la glutamina se sintetizaréd a expensas del

glutamato presente en las células cultivadas en nitrato. La falta
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Tabla 13. Efecto de la fuente de nitrdgeno y del MSX y de la aza-
serina sobre los contenidos celulares de glutamato y de glutamina
en células de A. nidulans procedentes de un cultivo sobre nitrato

Contenido celular (nmol/ul cé&lulas)

Adicidn Pretratamiento

Gln Glu Gln + Glu
Nitrato 4,4 9,8 14,2
Amonio MSX 2,8 5,9 8,7
Amonio Azaserina 13,6 0,5 14,1

1,7 ul de células por ml se incubaron con o sin inhibidor (1 mM, MSX o azaseri-
na)durante 15 min, a la luz,en ausencia de fuente de nitr8geno. Tras ser lava-
das, las células se incubaron con NO3K (0,57 mM) o con CINH4 (0,57 mM), en tam-
pdn de ensayo a la luz, durante 10 min, tras los cuales se prepararon los ex-
tractos celulares por adicidn de &cido percldrico.
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de una ruta alternativa a la glutamato sintasa, de importancia
para la sintesis de glutamato, debe ser la causa determinante
de los bajos niveles de este aminodcido en las células tratadas

con azaserina,

Los resultados presentados en esfe apartado demues-
tran el papel prioritario de la ruta glutamina sintetasa/glutama
to sintasa en la asimilacidén del amonio en las células de A.ni-
dulans cultivadas en nitrato. En los experimentos expuestos se ha estudia-
do la utilizacidén de amonio por este tipo de células. Una cues-
tidn que se podria plantear es si el amonio procedente de la re-
ducéién del nitrato se incorpora por esta misma ruta. Este pare-
ce, en efecto, ser el caso, ya que, como se ha mencionado ya re-
petidas veces en los apartados anteriores (véase por ejemplo la
Fig. 3), en presencia de nitrato las células tratadas con MS3X
liberan al medio una cantidad de amonio préxima (90%) a la de

nitrato utilizado.



133

3.2.- REGULACION DE LA UTILIZACION DEL NITRATO

En la descripcidn que se acaba de hacer de propiedades

del proceso de utilizacidn del nitrato en Anacystis nidulans ha

quedado patente que la asimilacidn de dicho nutriente depende
de la disponibilidad de poder reductor y de ATP. Asi, los nive-
les celulares de ambos componentes del poder asimilatorio deben
inflﬁir sobre la velocidad de asimilacién.del nitrato. En conse
cuencia, la utilizacidn del nitrato puede ser regulada por una
combinacidn de factores y procesos que afecten a los niveles
celulares de poder reductor y ATP, bien a través de su genera-
cidn (como la luz) o de su consumo (como la operacidbn de toda
una serie de rutas metabdlicas). Por ejemplo, en condiciones de
limitacidn de luz es presumible que tenga lugar una competencia
por el poder asimilatorio fotosinﬁético entre la asimilacidn
del nitrato y ofros pfocesos que hagan uso del poder reductor vy

el ATP generados a la luz.

Entre los resultados presentados en la Tabla 3 (apartg
do 3.1.1.), resalta la drdstica inhibicidén que ejerce el amonio
sobre el consumo de nitrato. Por otra parte, también se han_ex—
puesto datos indicando el estricto requerimiento por CO2 que
presenta la utilizacidn del nitrato (Tabla 2). A continuacidn
se presenta un estudio mds detallado de los efectos de ambos

compuestos sobre la utilizacidn de nitrato por A.nidulans, que

conduce a la interpretacidn de su accidn en términos de su par-
ticipacidn en un sistema integrado de regulacién de la asimila-

cidn del nitrato en funcidén del balance C/N de la célula.
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3.2.1,~ Papel del amonio en la regulacidn de la utilizacidn’

del nitrato

En este apartado se presenta una serie de resultados
que indican la participacidn del amonio en la regulacidn de la

utilizacidn del nitrato en A.nidulans. Este efecto regulador

del amonio parece requerir la metabolizacidén del mismo a tra-
vés de su incorporacidn a esqueletos carbonados, generandose
unos metabolitos con efecto inhibidor sobre el consumolde nitra
to, que afectan, al parecer, al transporte de este anidén al in-
terior de la célula., La evidencia disponible sefiala la opera-
cidn de este sistema de regulacidn, en ausencia de amonio afiadi

do, a través del amonio resultante de la reduccidén de nitrato,

Toda una serie de peculiaridades, incluyendo las bajas
concentraciones requeridas, separan este efecto especifico del
amonio de otro efeéto inhibidor mds general de este compuesto
sobre la fotosintesis, que también se ha caracterizado y que se

presenta en el Apartado 3.3.

3.2.1.1.~- Inhibicidén de la utilizacidn del nitrato conectada

con el consumo de amonio

La adicidn de concentraciones de amonio tan bajas como
50 uM a suspensiones de células de Anacystis en fase de activo
consumo de nitrato resulta en una drdstica inhibicidén del consu
mo de este uUltimo nutriente (Fig. 28). (E1 amonio se afiade en

forma de sal de C1NH,, habiéndose comprobado que el ién C1l™ no

4
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Figura 28. Cinética de la asimilacién de nitrato y de su
inhibicifn por amonio en A.nidulans

El experimento se llevd a cabo con una suspensién que contenfa 2 pl
de células por ml de tampdn de ensayo, y se inicid por adicidn de
NO.X a la concentracidn indicada. En el momento sehalado por la fle-

chd se afadidé ClNH4 {concentracién final, 50 uM).



136

inhibe el consumo de nitrato en Anacystis cuando se encuentra
presente en el medio a las concentraciones usadas en estos expe
rimentos). Una caracteristica importante de esta inhibicidn es
su reversibilidad, ya que aunque ésta se mantiene mientras que-
da amonio en el medio a niveles detectables, el consumo de ni-
trato se reanuda tan pronto como el amonio desaparece del medio,

al ser consumido por las células (Fig. 28).

La inhibicidn por amonio a baja concentracidn de la
utilizacidn del nitrato parece estar relacionada con la asimi-
lacidén del amonio por las células mds que con la simple presen-
cia del amonio en el medio, como sugiere el experimento que se
expone a continuacidén, En la Figura 29 se presentan los resulti
dos obtenidos al estudiar el efecto de la adiciéh de amonio so-
bre el consumo de nitrato en suspensiones celulares suplementa-
das con bicarbonato, incluyéndose con fines comparativos datos
de un experimento sin bicarbonato afiadido. Como se -observa en
dicha figura, la presencia de bicarbonéto resulta en un incre-
mento en la velocidad de consumo de nitrato. Ademds, la inhibi-
cidn por amonio de la utilizacidén del nitrato en estas suspen-
siones celulares suplementadas con bicarbonato no es tan abrup-
ta como la observada para el caso de ausencia de bicarbonato
afiadido, sino que ocurre de forma progresiva. Aunque la magni-
tud de la inhibicidn por amonio llega a ser la misma en ambos
casos, la inhibicidén médxima tarda en desarrollarse unos 5 min
en presencia de bicarbonato, mientras que es inmediata (menos

de 30 s) en los experimentos sin bicarbonato afiadido. Por otra
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Figura 29. Dependencia por el consumo de amonio de la
inhibicidén por amonio de la utilizacidén del nitrato en

A.nidulans

En los momentos indicados por las flechas se afiadié CINH, a sus=-
pensiones celulares utilizando nitrato y conteniendo 1,2 ul de
células y 10 umol de CO_HNa por ml de tampdn de ensayo (izquier-
da) o 2 pl de células por ml de tampdn de ensayo, sin bicarbonato
anadido (derecha).
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parte, también se observan diferencias significativas con res-
pecto a la cinética de consumo de amonio por estas suspensiones
celulares (Fig. 29). La suspensidn suplementada con bicarbonato
exhibe una velocidad inicial de utilizacidn del amonio méds baja
que la suspensidn sin bicarbonato afiadido. Asi, la cinética de
la inhibicidn por amonio del consumo de nitrato parece depender

‘del patrdén de utilizacidn del amonio.

Aunque no se han identificado las bases de la cinética
anormal de la utilizacidén de amonio por las células suplementa-
das con bicarbonato y consumiendo nitrato activamente, estos
resultados indican que la inhibicién por amonio de la utiliza-
cidn del nitrato se encuentra relacionada con el consumo de amo
nio por las células, mds que con la simple presencia de este

compuesto en el medio externo.

3.2.1.2.- Intervencidén de productos de la asimilacién del amo-

nio

Como se discutid en el Apartado 3.1.1.2., el consuﬁo -
de amonio, tal como se esﬁima en este trabajo, implica no sdlo
su entrada en la célula, sino también su metabolizacidn. Con
objeto de obtener alguna informacidén sobre los pasos de asimila
cidén que debe cubrir el nitrégeno del amonio para ejercer la
inhibicidn, se ha estudiado el efecto de varios inhibidores de
las enzimas de la ruta preferente de incorporacidén del amonio en

Anacystis (la de la glutamina sintetasa/glutamato sintasa) sobre
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el consumo de nitrato y sobre su inhibicidn por amonio. Los
inhibidores utilizados han sido la metionina-sulfoximina (MSX)

y la hidroxilisina (ambos inhibidores de la glutamina sintetasa)
la.azaserina (inhibidor de la transferencia del grupo amido de
la g1utamina a diversos aceptoreé) y el aminooxiacetato (inhibi

dor de transaminasas).

Las células de A.nidulans tratadas con MSX manifiestan

una actividad de utilizacidn de nitrato 3 a 4 veces superior a
la de las células normales no tratadas (Fig.30). Por otra parte,
a diferencia de 1lo qﬁe ocurre en estés dltimas, la adicidn de
amonio a la suspensidn de células tratadas con MSX no resulta

en inhibicidén del consumo de nitrato (Fig. 30). Se ha estudiado
también el efecto sobre el consumo de nitrato de la adicidn de
MSX (1 mM, concentracidn final) a una suspensidén de células su-
plementada con nitrato y amonio. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 31, incluyéndose también el efecto de la
adicidén del inhibidor sobre el nivel celular de glutamina sin-
tetasa. Como se puede observar, las células no presentan inicial
mente consumo de nitrato, como cabe esperar dada la presencia

de amonio en el medio. La adicidén de MSX provoca una rapida y
progresiva inactivécién de la glutamina sintetasa. Una vez que.
dicha inactivacidn se ha completado, unos 15 min después de 1la
adicidén del inhibidor, las células empiezan a consumir nitrato

con una notable velocidad (Fig. 31).

Mientras que el mantenimiento de la inhibicidn por

amonio en presencia de la MSX hubiera indicado una implicacién
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Figura 30. Estimulacién de la utilizacién del nitrato en

A.nidulans,y prevencién de su inhibicién por amonio, por
tratamiento de las cé&lulas con MSX

En el momento indicado por las flechas se afiadid CINH, (concentracidn
final, 0,2 mM) a suspensiones conteniendo 1,8 ul de células por ml de

tampdn de ensayo sin MSX (o), o suplementado con MSX a concentracidn
1T mM (e).
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Figura 31. Efecto de la adicién de MSX sobre la actividad
glutamina sintetasa y sobre el consumo de nitrato de una

suspensidn de cé&lulas de A.nidulans suplementada con nitra

to y amonio

El experimento se llevd a cabo con una suspensidén conteniendo 1 ul de
células por ml de tampdn Tricina-NaOH 50 mM, PH 8,1, suplementado con
NO,K 0,5 mM y CINH, 0,5 mM, v se comenzd encendiendo la luz. Tras 10
min de iluminacidén se afiadié el MSX a concentracién final de 1 mM (la
flecha indica el momento de la adicidn). El nitrato se determiné en
alicuotas de la suspensién celular tras retirar las células por fil-
tracién. La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se deter-
mind en células permeabilizadas por tratamiento con etanol al 75%.
(o) Consumo de nitrato; (e) actividad glutamina sintetasa.
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del transporte de amonio, la prevencidn por MSX del efecto ne-
gativo del amonio confirma que la presencia del amonio en el
medio no es suficiente para inhibir el consumo de nitrato. Es-
tos resultados sugieren, ademds, un papel activo de la incorpo-
racidén del amonio a esqueletos carbonados en la regulacién, por
inhibicidn, del consumo de nitrato., Incluso en condiciones de
ausencia de amonio aﬁadido,éstoes,encéﬁﬂﬁsutiliiando unicamen-
te nitrato como fuente de nitrdgeno, la incorporacidén del amo-
nio resultante de la reduccidn del nitrato parece estar ejer-
ciendo un control sobre la velocidad de consumo de nitrato, ya
que ésta se estimula notablemente en respuesta al tratamiento
de las ¢élulas con MSX (Fig. 30). La MSX no tiene, sin embargo,
en estas condiciones, ningin efecto significativo sobre la acti

vidad celular de nitrato reductasa ni sobre la velocidad de fi-

jacidn de CO, por A.nidulans (Tabla 14).

La hidroxilisina, un inhibidor de la glutamina sinte-
tasa menos efectivo que la MSX (apartado 3.1.4.2.), libera par-
cialmente al consumo de nitrato de la inhibicidn por amonio
cuando se usa a concentraciones que llegan a inhibir’parcialmeg
te la utilizacidn de este Ultimo sustrato. Esto se observa cla-
ramente en los resultados que se éxponen en la Tabla 15, a pe=-
sar de que la propia hidroxilisina, a diferencia de lo que ocu-
rria con la MSX, presenta un cierto efecto inhibidor sobre el

consumo de nitrato.

Las células tratadas con azaserina, inhibidor de gluta

mato sintasa, presentan un comportamiento muy similar al de las
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Tabla 14. Nivel de nitrato reductasa y actividad de fi-
jacidn de CO2 en células de A. nidulans tratadas y sin

tratar con MSX

Nitrato reductasa® Fijacidén de COb
Adicidn v - 2 .
(mU/ul células) (nmol/ul células.min)
Ninguna 35,5 43,1
MSX 37,8 42,7

aLa actividad nitrato reductasa se determind en células permeabiliza-
das por toluenizacidén,10 min despuds de la adicidn de NO3K (0,4 mM) a
una suspensidén celular conteniendo 2,6 ul de células por ml de tampdn
de ensayo, que habia sido preincubada durante 10 min a la luz, con o
sin MSX 1 mM.

Los valores son la media de cuatro determinaciones. La actividad de
fijacién de CO, se estimd como desprendimiento de oxigeno dependiente
de CO2 y luz. Los experimentos se desarrollaron en vasijas de Warburg
conteniendo en el compartimento principal de 2,75 a 3,0 ul de células
en 2,75 ml de tampdn de ensayo, suplementado o sin suplementar con MSX
1 mM, y en el pocillo central 0,25 ml de tampdn CO3HNa/CO3Naz 0,5 M,
pPH 9,6.
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Tabla 15. Prevencidn por hidroxilisina del consumo de amonio y de

su efecto inhibidor sobre la utilizacidén de nitrato por A. nidulans

Adiciones

Sustrato consumido (nmol/ul células)

Amonio Nitrato
Amonio 74 -
Amonio, hidroxilisina 41 -
Nitrato - 68
Nitrato, amonio N.D. 0
Nitrato, hidroxilisina - 51
Nitrato, hidroxilisina, amonio N.D. 28

El ensayo se inicid por adicidén de CINHg (0,4 mM, concentracidén final) y/o NO5K
(0,2 mM, concentracién final) a suspensiones conteniendo 2,2 ul de células por
ml de tampdn tricina-NaOH 40 mM, pH 8,3, sin suplementar o suplementado con hi-
droxilisina a concentracidén 10 mM, tras una incubacidén de 10 min en las mismas

condiciones del ensayo. Los valores presentados en la tabla corresponden a la

cantidad de sustrato consumido en 20 min.

N.D.: No determinado
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células tratadas con MSX en lo que se refiere a la velocidad de
consumo de nitrato que exhiben y a su insensibilidad a la inhi-
bicidn por amonio (Tabla 16). La liberacidn por azaserina del

efecto negativo del amonio sobre el consumo de nitrato confirma
la necesidad de que el amonio se incorpore por la ruta glutami-
na sintetasa/glutamato sintasa para que pueda ejercer su efecto
inhibidor, y sugiere la necesidad del funcionamiento de las glu

tamina-amido transferasas para que dicho efecto se manifieste,

A diferencia de lo que ocurre con los inhibidores de
la asimilacidn de amonio cuyos efectos se acaban de describir,
el inhibidor de transaminasas aminooxiacetato afecta drdstica-
mente al consumo de nitrato por células de Anacystis, no ejer-
ciendo, ademds, proteccidn significativa de la utilizacidn del
nitrato frente a su inhibicidn por amonio (Tabla 17). Cabe re-
saltar que el efecto negativo del aminooxiacetato sobre el con-
sumo de nitrato no se observa en células preincubadas con MSX
antes de la adicidn del aminocoxiacetato (Tabla 18), lo que eli-
mina la posibilidad de que dicho efecto sea debido a una accidn
negativa directa del aminocoxiacetato sobre algin componente del
sistema de asimilacidn del nitrato, Los efectos del aminooxiace
tato que se acaban de describir indican que la inhibicidn de
las transaminasas no sdlo no impide el efecto inhibidor del amo
nio, sino que provoca que el consumo de nitrato resulte en su
propia inhibicidén, Esta visidn se confirma por el hecho, obser-
vado reiteradamente, de que el consumo de nitrato por células

incubadas en presencia de aminooxiacetato deja de tener lugar
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Tabla 16. Comparacién de los efectos de MSX y azaserina
sobre el consumo de nitrato y su inhibicidn por amonio en

A. nidulans

Adiciones Nitrato consumido (nmol/ul cé&lulas)
Ninguna 33
Amonio » 1
MSX 104
MSX, amonio 98
Azaserina 111

Azaserina, amonio 101

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 2,1 ul
de c€lulas por ml de tampdn. Las concentraciones fueron: NO3K, 0,4
mM; CINH4, 0,4 mM; MSX, 1 mM; azaserina, 1 mM. Los inhibidores se
afladieron 10 min antes que el nitrato y, en su caso, el amonio. Los
datos corresponden al nitrato desaparecido del medio en 20 min.
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Tabla 17. Efecto del aminooxiacetato sobre el consumo de amonio

y de nitrato y sobre la inhibicién de éste por amonio en A. nidu-

lans

Sustrato consumido (nmol/ul cé&lulas)
Adiciones

+ -

NH4 NO3

Amonio 92 -
[ ]

Amonio,aminooxiacetato 16 -
Nitrato - 76
Nitrato,amonio 98 6
Nitrato,aminooxiacetato - 17
Nitrato,aminooxiacetato,amonio 15 5

El experimento se inicid por adicidn de CINH4 (0,36 mM, concentracidn final) y/o
NO3K (0,2 mM, concentracién final) a suspensiones celulares conteniendo 2,1 ul
de cé&lulas por ml de tampdn de ensayo sin suplementar o suplementado con amino-
oxiacetato a concentracién 1 mM, tras 10 min de preincubacidn en las mismas con-
diciones del ensayo. Los valores presentados corresponden a la cantidad de sus-~
trato desaparecido del medio en 20 min.
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Tabla 18. Prevencién por MSX del efecto del aminooxiace-

tato sobre la utilizacidén del nitrato por A. nidulans

12 adicidén 22 adicidn Consumo de nitrato
(nmol/pl células)

Ninguna Ninguna 38

Ninguna . Aminooxiacetato 3

MSX ' Ninguna 153 »

MsX Aminooxiacetato 125

Ninguna MSX, aminooxiacetato 12

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 2,5 Ul de
células por ml de tampdn de ensayo. Las células se preincubaron duran-
te 15 min en ausencia de nitrato, con las adiciones de MSX y/o amino-
oxiacetato a concentraciones finales de 1 mM, segiin se indica. La 12
adicidén se efectud con 15 min de antelacidn y la 22 con 10 min, previa-
mente a la adicidn de NO3K (0,4 mM, concentracidn final) para iniciar
el experimento de consumo. Los datos corresponden al sustrato consumi-
do en 20 min.
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sbélo después de que se ha consumido una cierta cantidad de ni-

trato (Fig. 32).

Los resultados expuestos hasta el momento en el presen
te apartado podrian interpretarse en base a la participacidn en
la modulacidén de la velocidad de asimilacidén del nitrato de un
sistema de regulacidn en el cual participarian como efectores

negativos metabolitos resultantes de 1la asimilacidén del amonio.

3.2.1.3.- Punto de accidédn de la regulacidn por amonio

Como se ha mencionado repetidamente, en las condicio-

nes de este trabajo, el consumo de nitrato por A.nidulans impli

ca no sélo transporte, sino también metabolizacidén intracelular
de este sustrato, siendo la manifestacién de actividad de utili
zacidén del nitrato por parte de las células depéndiente de 1la
presencia de actividad nitrato reductasa en las mismas. En con-
secuencia, la inhibicidn del consumo de nitrato provocada por
amonio que se acaba de describir, podria operar a través de la
inhibicidn (o, alternativamente, la inactivacidn) tanto de la

nitrato reductasa como de la permeasa del nitrato.

Dadas las abundantes descripciones existentes para dis
tintos tipos de algas de inactivacidn in vivo de la nitrato re-
ductasa causada por adicidn de amonio (ver, como revisidén, Gue-
rrero et al., 1981), se ha investigado la posibilidad de que
una inactivacidn de la nitrato reductasa de Anacystis sea la

responsable del efecto inhibidor del amonio sobre el consumo de
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Figura 32, Efecto del aminooxiacetato sobre el consumo
de nitrato por A.nidulans

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1 ul de
c&lulas por ml de tampSn de ensayo conteniendo 10 mM de CO3HNa Yy su
plementado (e) o no (o) con 1 mM de aminooxiacetato, y se Zomenzd
por adicidn de NO3K (concentracién final, 0,2 mM), tras 15 min de
preincubacidn.
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nitrato

Con objeto de poder obtener informacidn acerca de
cualquier inactivacidn que pudiera desarrollarse y revertirse
de forma demasiado rdpida para ser detectada midiendo la activi
dad nitrato reductasa tras la preparacidn de extractos acelula-
res, se puso a punto un sistema de determinacidn de actividad
in situ, consistente en la utilizacidén en el ensayo de activi-
dad nitrato reductasa de células cuyas membranas se hacian permea
bles a metabolitos de bajo peso molecular por tratamiento con
tolueno (ver Materiales y Métodos). Se han estudiado los nive-
les celulares de actividad nitrato reductasa en suspensiones de
células consumiendo nitrato y en suspensiones en las que la uti
lizacidn de este nutriente se encontraba inhibida por la presen
cia de amonio en el medio. Los resultados obtenidos Se presen-
tan en la Figura 33, donde puede observarse que los niveles de
nitrato reductasa en las células incubadas en presencia de amo-
nio y nitrato son similares a los que presentan las células in-
cubadas s8lo en presencia de nitrato, y que permiten un activo
consumo de este sustrato por las mismas. En consecuencia, no pa
rece que la inhibicidn por amonio del consumo de nitrato opere

mediante una inactivacidn de la nitrato reductasa.

Sin embargo, con los resultados expuestos hasta aqui,
la nitrato reductasa no puede descartarse como posible blanco
de los efectores del sistema de regulacidén de la asimilacidn
del nitrato, ya que éstos podrian actuar inhibiendo a la enzima,

con lo que la actividad in vivo estaria bloqueada, aunque esto
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Figura 33. Efecto del amonio sobre el consumo de nitrato

y sobre la actividad nitrato reductasa en A.nidulans

Suspensiones celulares conteniendo 2 ul de células por ml de tampdn
de ensayo se suplementaron a tiempo cero con NO_K (simbolos blancos)
o con NO_X y CINH, (simbolos negros) a concentraciones finales de
0,2 mM dé nitrato y 2 mM de amonio. A los tiempos indicados se de-
termind el nitrato consumido (cfrculos) y la actividad nitrato re-
ductasa en células toluenizadas (tridngulos).
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no podria detectarse mediante ensayos de actividad enzimética

in vitro o in situ,

Aunque no se han obtenido pruebas directas de cudl es
el componente del sistema de utilizacidn del nitrato sobre el
que actdan los metabolitos reguladores, las observaciones que
Se exponen a continuacidn apoyan la hipdtesis de que el paso

regulado sea el transporte del nitrato al interior de la célula.

A diferencia de lo que ocurre en las células normales,
en las cuales el coﬁsumo de nitrato es estrictamente dependien-
te del pH del medio en el intervalo de pH que vamos a conside-
rar, de pH 7 a pH 9, las células tratadas con MSX manifiestan
un nivel de actividad de utilizacidn del nitrato précticamente
constante a lo largo de dicho intervalo de pH (Fig. 34). Estos
resultados indican que el tratamiento de las células con MSX
resulta en la liberacidn del consumo de nitrato de su dependen-
cia del pH del medio, en el intervalo discreto de pH que se ha
considerado, sugiriéndose que este efecto resulta de la disminu
cidn del nivel celular de efectores negativos de la utilizaciédn

del nitrato consecuente al tratamiento con MSX.

Para interpretar esta observacidén se ha tenido en cuen
ta el hecho, que se estd haciendo evidente para los mds diver-

sos microorganismos, incluyendo la cianobacteria A.nidulans, de

que las células son capaces de regular su pH intracelular de
forma que lo mantienen précticamente constante frente a cambios
del pH-extracelular dentro de un intervalo amplio que cubre la

zona de pH extracelular considerada en los experimentos presen-
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Figura 34. Efecto del pH sobre el consumo de nitrato en

células normales de A.nidulans y en células tratadas con
MSX

El1 experimento se llevd a cabo con células que habian sido preincuba

das durante 15 min, a la luz y a 40°C, en suspensiones conteniendo 2
ul de células por ml de tampdn de ensayo suplementado (e) o sin suple
mentar (o) con MSX 1 mM. Los-ensayes se.desarrollaren con suspensiones
conteniendo 1 ul de células por ml de tampén MOPS 20 mM-Tricina 20 mM-
-Glicina 20 mM-NaOH del pH indicado en cada caso y suplementado con
NO3K 0,25 mM. El experimento se inicid encendiendo la luz.
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tados en este trabajo (Falkner et al., 1976; Guarino y Cohen,
1979; Gibson, 1981; Kallas y Castenholz, 1982). Como consecuen=-
cia de ésto, la velocidad de procesos de naturaleza netamente
intracelular no se ve afectada cuando la célula se expone a dis
tintos pH extr;celulares, dentro del intervalo en el que la cé-
lula es capaz de mantener constante éu pH intracelular (Coleman
y Colman, 1981l)., Por el contrario, el cambio de velocidad de
una actividad celular en funcidn del pH externo, dentro de di=-
cho intervalo discreto de pH, seria caracteristico de un proce-
S0 cuyo paso limitante de velocidad tuviesé alguna relacidén con
el medio externo, como es el caso de los sistemas de transporte.
Como explicacidn para los resultados presentados en la Figura
34, se sugiere que los metabolitos reguladores de la asimilaciédn
del nitratq actdan sobre el transporte de nitrato (y no sobre
el primer paso de la metabolizacidn intracelular del mismo, su
reduccidn). La permeasa del nitrato podria tener una dependen-
cia de pH distinta en presencia y en ausencia de los efectores
negativos. Alternativamente, en ausencia de los reguladores
(situacidn provocada por la accidén del MSX), el transporte del
sustréto podria dejar de ser el paso limitante de la velocidad
del proceso de utilizacidn del nitrato y, en consecuencia, esta
velocidad, al pasar a depender de un factor intracelular, no
tendria necesariamente que sér una funcién del pH extracelular

en el intervalo de pH estudiado.

La otra observacidn que apoyaria la hipdtesis de que

el sistema de regulacidén de la asimilacidn del nitrato actia
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sobre el transporte de este sustrato concierne a la inhibiciédn
por amonio del consumo de nitrito, y presupone la operacidn de
un sistema comin de regulacidén del transporte del nitrato y del
nitrito., En el apartadp 3.1.2.3. se‘presentaron resultados indi
cando que la entrada de nitrito en la célula tiene dos componen
tes: uno de transporte activo y otro de entrada pasiva. A medi-
da que aumenta el pH del medio, la fraccidn de utilizacidn de
nitrito por la célula que tiene lugar mediante transporte acti-
vo se hace mayor (véase Tabla 9). Por otra parte, se recordara
gue los consumos de nitrito y de amonio por cédlulas de Anacys-
tis manifiestan una inhibicidn parcial mutua (véase la Tabla 3).
Cuando se estudid la inhibicidn por amonio del consumo de nitri
to a diferentes valores de pH extracelular, se encontrd que di-
cha inhibicidn se hacia mayor al aumentar el pH'del medio (Ta-
bla 19), incrementdndose el porcentaje de inhibicidén paralela-
mente al incremento de la fraccidén de consumo de nitrito que
opera mediante transporte activo, inhibible por DCCD (comparar
las Tablas 9 y 19), Estos datos sugieren que el componenté del
sistema de asimilacidn del nitrito que se inhibe tras la adi-
cidén del amonio es el transporte activo del sustrato, La exten-
sién a la utilizacidén del nitrato de este concepto del transpor
te como blanco del sistema de regulacidén se basa en el hecho de
que ambos procesos de asimilacidn, de nitrato y de nitrito, ma-
nifiestan caracteristicas comunes de regulacién. El consumo de
nitrito, al igual que ocurre con el de nitrato, se encuentra

desregulado en células tratadas con MSX.



Tabla 19. Efecto del pH extracelular sobre la inhibicibn

por amonio del consumo de nitrito en A. nidulans

Consumo de nitrito (nmol/ul células) Inhibicidn
pH )
(%)
Control +Amonio
7,5 208 194 7
8,5 85 69 19
9,5 134 - 35 74

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1 Ul de
células por ml de tampdn Tricina 15 mM-Glicina 15 mM-NaOH del pH in-
dicado, suplementado con NOJK (0,5 mM) o con NOK (0,5 mM) y CINHy
(0,5 mM) . Los datos de consumo se refieren a la cantidad de nitrito
desaparecido en 30 min.
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3.2.2. Papel del anhidrido carbdnico en la regulacidn de la

utilizacidn del nitrato

En el apartado 3.1.1.1. se han presentado pruebas acer-
ca de la manifiesta dependencia que por el anhidrido carbdnico
presenta el consumo de nitrato (véase p.ej. Tabla 2). En este
apartado se presenta un estudio mds completo de esta dependencia,
aportdndose resultados que permiten concluir una intervencidn de

cisiva del CO mediada por productos de su asimilacidn fotosin-

2’
tética, en la regulacidn de la asimilacidén del nitrato por A.ni-

dulans.

3.2.2.,1.-Identificacidn del CO, como sustrato de la asimilaciédn

2

fotosintética del carbono

Hasta ahora,-cuando hemos hecho referencia al CO2 no se
ha pretendido precisar cual de las diferentes formas de carbono
inorgédnico, anhidrido carbdnico, bicarbonato o carbonato -todas
las cuales se encuentran formando parte del equilibrio que se
establece en una disoluciédn en ia que una de ellas se encuentre'

presente- es la que las células de A.nidulans utilizan como sus-

trato para la asimilacidn fotosintética del carbono. Como se po-
drd apreciar mds adelante en esta seccidn, para una mejor inter-
pretacidn de los efectos del CO2 sobre la utilizacién de nitrato
es de interés identificar la naturaleza de la forma carbonada

activa como sustrato de la fijacidn fotosintética de carbono

inorgéanico oxidado. A este fin se dirigen los experimentos que
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se incluyen en este apartado.

Se ha determinado la velocidad de desprendimiento de
oxigeno por células de Anacystis expuestas a la luz, suspendidas
en tampones con distintos valores de pH (7,3, 8,3 y 9,3), ¥y con
dos concentraciones (0,5 mM y 2,5 mM) de carbono inorgdnico to-
tal (afiadido como CO3HNa), en ausencia de otros aceptores de
electrones aﬁadidos. En la Tabla 20 se presentan los datos de
velocidad de desprendimiento de oxigeno obtenidos para cada si--
tuacién de pH y concentracidn de bicarbonato sddico afiadido, in-

cluyéndose también las concentraciones aproximadas estimadas de

COZ’ bicarbonato y carbonato disueltos en cada caso.

Como se observa en dicha Tabla, para ambas concentracio
nes.de carbono inorgédnico total, la velocidad de desprendimiento
de oxigeno disminuye al aumentar el pH. La variaciéh en la velo-
cidad de desprendimiento de oxigeno, en cada una de las situacio
nes consideradas de concentracidn total de carbono inorgdnico,
sigue por tanto el patrdn del cambio de la concentracidn de Co,
disuelto, que disminuye al aumentar el pH, y no el de la concen-
tracidn de bicarbonato, que se mantiene practicamente sin varia-
ciones, o el de la concentracidn de carbonato, que aumenta al
hacerlo el pH., En consecuencia, el CO2 parece ser la especie de
carbono inorganico que es activa en la asimilaciédn fotosintéti
ca de carbono en estas células. En este mismo contexto, es impor
tante seﬁalar que para una concentracidn fijg de 002 la veloci-

dad de desprendimiento de oxigeno dependiente de CO2 por A.nidu-

lans, en la luz, se mantiene prdcticamente constante para valo-
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Tabla 20. Desprendimiento fotosintético de oxigeno en A. ni-
dulans en funcidén del pH del medio, para dos concentraciones
de carbono inorgédnico total disuelto

Carbono Desprendimiento de 0, Concentracifn estimada (i)
inorgénico total pH  (nmol/ul células.min) _ -
() 0, CO5H €053
0,5 7,3 14,3 45 450 0,5
8,3 9,0 5 490 5
9,3 3,3 0,5 450 45
2,5 7,3 16,7 225 2250 2,5
8,3 16,0 25 2450 25
9,3 5,1 2,5 2250 225

El experimento se 1llevd a cabo en la cimara termostatizada de un electrodo
de oxigeno con 4 Wl de cé&lulas en 4 ml de tampdn Hepes 25 mM~-Tricina 25 mM-
~Glicina 25 mM-NaOH, del pH indicado en cada caso, suplementado con 0,5 &
2,5 mM de CO3HNa. La reaccidn se inicid encendiendo la luz. Con objeto de
que la concentracidn real de carbono inorganico se correspondiera con las
estimaciones tedricas, se partid de una disolucién base de Hepes-Tricina-
-Glicina (pH 5,3) preparada inmediatamente antes de comenzar los experimen-
tos, la cual se gased durante una hora con aire del que se eliminaba el CO,
haciéndolo pasar consecutivamente por dos disoluciones de KOH al 5%, proce-
diéndose a continuacidn a ajustar el pH de la disolucién con NaOH.
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res de pH entre 8 y 10 (véase linea control, sin amonio, en la

Fig. 50).

3.2.2.2.- Afinidad por el 002 de los procesos de utilizacidn de

nitrato y de fijacidén fotosintética de CO,

Se ha determinado la actividad de utilizacidn de nitra-
to de células suspendidas en disoluciones conteniendo distintas
concentraciones de 002, habiéndose observado una cinética de sa-

turacidn por el CO, de la capacidad de las células para consumir

2
nitrato (Fig. 35). La concentracidn de CO2 para la que la velo-
cidad de consumo de nitrato se hacia del orden del 50% de la ve-
locidad médxima era de 3,7 @M. Para exponerlas a las distintas

concentraciones de CO las células se suspendieron en tampones

2 H

Co HNa/CO3Na 0,1 M, de distintos valores de pH, entre 9,6 ¥y

3 2’7
10,7. La validez de este acercamiento se basa en el hecho de que
en el intervalo considerado de pH éxiste suficiente regularidad
en lo que se refiere a. los valores de actividad de consumo de
nitrato, como se observa cuando el efecto del pH sobre la utili-

zacidn del nitrato se evalla a concentracidn fija de CO2 en tam-

pones Glicina -NaOH de pH entre 9,4 y 10,8 (Tabla 21).

Se ha estudiado también la dependencia de concentracidn
de CO, de 1la fijacidn fotosintética de CO,, estimada como des-
prendimiento de oxigeno por células expuestas a la luz y suspen-

didas asimismo en tampones CO3HNa/CO3Na2,O,l M, de pH entre 10,7

y 9,6, para consegulr concentraciones de CO2 disuelto entre 0,9



160 |- o) e
n
o E °
< O
r o
L
Z wu
o
8 3 o
o ¥ 80 r
= _
B ] a0
O\
2-6 o
S €
C //
‘o)
'R . !
0] 20 - 40

Cco,] (M)

Figura 35. Efecto de la concentracién de CO2 sobre la

velocidad de utilizacidn del nitrato por A.nidulans

El experimento se llevdé a cabo en vasijas de Warburg contenien-
do en el compartimento principal 3 pl de células en 3 ml de
tampdn CO HNa/CO3Na2 0,1 M, suplementado con NO.X 0,5 mM, del

pH adecuaao para alcanzar la concentracidn requerida de CO,,
~seglin se indica: {co }= 0,9 uM, pH 10,7; {cO,}= 2,29 uM, pH 10,4;
{coyt= 4,48um, pu 1073; {co,}= 8,67 uM, pr 10,1; {co}= 20,5 uM,
pH 9,8; {co,}= 37,5 uM, pH 9,6.
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Tabla 21. Consumo de nitrato por A. nidulans en funcién
del pH del medio, entre pH 9,4 y pH 10,8

pH ) Nitrato consumido (nmol/ul cé&lulas)
9,40 104
9,65 103
9,82 105

10,10 77

10,48 93

10,80 94

El experimento se llevd a cabo con 1,3 Ul de cé&lulas por ml de tampdn
Glicina-NaOH 25 mM, del pH indicado en cada caso, con aire como fase
gaseosa. Tiempo de reaccidn: 30 min.
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uM y 37,5 uM (Fig. 36).La Km (C02) de 1la fijacién de CO, estima-

da a partir de estos datos fué de aproximadamente 4 yM.

Los resultados expuestos sugieren la posibilidad de que
el efecto del CO2 sobre la utilizacidn del nitrato presentado en
la Fig. 35 esté mediado por productos de la fijacidn del Co,, da
da la similitud entre el vaior de concentracidn de CO2 que permi
te una velocidad de consumo de nitrato corréspondiente al 50% de
la velocidad médxima y la Km para el Co, del proceso de fijacidn

del C02, ambas de aproximadamente 4 uM.

3.2.2.3.~- Liberacidén por MSX del requerimiento de 002 para la

utilizacidn de nitrato

En estudios sobre la utilizacidén del nitrato por célu-

las de A.nidulans tratadas con el inhibidor de la glutamina sin-

tetasa MSX, se ha encontrado que el consumo de nitrato por estas
células efa de magnitud similar tanto en ausencia como en presen
cia de CO,, a diferencia de lo que ocurria en las células rorma-
les no tratadas con el inhibidor (Tabla 22). Esto sugiere la po-
sibilidad de que el CO2 ejerzavsu efecto mediante una interac-

cién entre productos de su fijacidn y metabolitos producto de 1la
asimilacién del amonio via glutamina sintetasa, que tengan carac
ter de inhibidores o efectores negativos de la utilizacién del

nitrato. En las células incubadas en ausencia de CO2 se favore-

ceria la acumulacidn de tales metabolitos inhibidores del consu-

mo de nitrato, productos de la asimilacidn del amonio resultante
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Figura 36. Efecto de la concentracién de CO2 sobre el des-
prendimiento fotosintético de oxigeno dependiente de CO2

en A.nidulans

El experimento se llevd a cabo durante 60 min en las mismas condiciones
que las descritas en la leyenda de la Figura 35, salvo que las suspen-
siones celulares no se suplementaron con nitrato.
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Tabla 22. Comparacidén del efecto del CO2 sobre la utili-

zacidn del nitrato por células de A. nidulans tratadas y

sin tratar con MSX

Condiciones

Nitrato consumido
(nmol/ul células)

Células sin tratar

10

116

150

139

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en
el compartimento principal 2,75 ul de células en 2,7 ml de tampdn de
ensayo suplementado, cuando se indica, con MSX 1 mM. El pocillo cen-
tral contenia 0,25 ml de KOH al 20% o de tampdn bicarbonato/carbona-
to 0,5 M, pH 9,6. Tras 20 min de incubacidén a la luz se afiadid desde
el brazo lateral al compartimento pricipal 1 umol de NO3K, disuelto
en 50 ul de agua, o 50 Ul de agua al control correspondiente a cada

ensayo. Tiempo de ensayo: 30 min.
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de la reduccidn del propio nitrato. El tratamiento de las célu-
las con MSX prevendria,sin embargo, la formacidén a partir del
nitratoc de estos eféctores negativos y, en consecuencia, se alcan
zaria una situacidn celular que permitiese la utilizacidn del
nitrato, sin qge se requiriese el aporte de productos de 1la fijg
cidn de CO, que en las células normales posibilitaria la exﬁre-

sidn de dicha actividad.

El consumo de nitrato por las células tratadas con MSX
se encuentra asociado a un desprendimiento concomitante de oxi-
geno, En la Figura 37 se muestra cdémo la adicidn de nitrato a
células de Anacystis tratadas con MSX, expuestas a la luz en
ausencia de otros aceptores de electrones afiadidos, provoca un
desprendimiento de oxigeno por la suspensidn celular. Por tanto,
en estas condiciones el sistema fotosintético opera utilizando
nitrato como Unico sustrato afiadido. Este hecho supone un avance
en el conocimiento de la relacidn existente entre el proceso de
reduccidn del nitrato y la generacidn fotosintética de poder re-
ductor (véase apartado 3,1.3,). En dicho apartado se presentan
resultados indicandoc que en estas mismas condiciones el proceso
tiene lugar con una estequiometria de 2 mol de oxigeno desprendi
dos por mol de nitrato reducido a amonio. Esto permite la esti-
macidn de la actividad de consumo de nitrato por células de A.ni-
dulans tratadas con MSX mediante la medida del desprendimiento
de oxigeno por suspensiones celulares incubadas en presencia de

nitrato.
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Figura 37.'Desprendimiento de oxigeno dependiente de nitrato

por células de A.nidulans tratadas con MSX

El experimento se desarrolld en vasijas de Warburg conteniendo en el
compartimento principal 7,5 Ul de células en 2,5 ml de tampén Tricina-

~NaOH 50 mM, pH 8,1, suplementado con MSX 1 mM, v en el pocillo central

0,25 ml de KOH al 20%. En el momento indicado por la flecha se afiadié
al compartimento principal desde el brazo lateral 5 pumol de NO

0,25 ml de agua (o) 6 0,25 ml de agua (A).
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En la Figura 37 se podia observar cémo la adicidn de
nitrato a una suspensidén de células de Anacystis tratadas con
MSX provocaba, de forma inmediata, un desprendimiento de oxigeno
por la suspensidn celular, Se ha estudiado, por otra parte, el
efecto de la adicidn de MSX a suspensiones celulares incubadas
en presencia de nitrato y ausencia de COZ' Como se observa en la
Figura 38, dicha*adicién de MSX (tiempo cero) también provocaba
el desprendimiento de oxigeno por la suspensidn celular. Sin em-
bargo, el desprendimiento de oxigeno en este caso no se hacia
evidente hasta 30-45 min después de afiadir el MSX, aunque el ni-

trato se encontraba presente desde el principio,

Este retraso no parece que pueda explicarse simplemente
en base al periodo de tiempo requerido por el MSX (1 mM) para
inactivar totalmente la glutamina sintetasa, que es de sélo 10-
-15 min (véase Fig. 31, en la Seccién 3.2.1.2.). La reversidn
por MSX de la inhibicidén del consumo de nitrato en estas condi-
'ciones parece requerir algin otro cambio de la situacidén metabd-
lica celular. Si, como se ha sugerido en este mismo apartado, la
falta de actividad de utilizacidén del nitrato en ausencia de CO2
representa el resultado de 1la acumulacidn de efectores negativos
del sistema de asimilacidn del nitrato, la recuperacidn por las
células de la capacidad de consumo de este sustréto dependeria
de que tuviese lugar una disminucidn del nivel celular de los
inhibidores. Asi, el tiempo necesario para que comenzara la uti-
lizacidn del nitrato tras la adicidn del MSX habria de incluir,

ademds del requerido para la inactivacidn de la glutamina sinte-
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Figura 38. Efecto de la adicién de MSX sobre la utilizaci6n
del nitrato por A.nidulans, estimada como desprendimiento
de oxfgeno, en atmbésfera libre de co,

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en el
compartimento. principal 2,7 Yl de cé&lulas en 2,6 ml de tampdn Tricina-
-NaOH 30 mM, pH 8,1, suplementado o sin suplementar con NO_K 0,77 mM,

v en el pocillo central 0,3 ml de KOH al 20%. Tras 30 min de incubacidn
a la luz, se afadid MSX disuelto en 0,1 ml de agua desde el brazo late-
ral al compartimento principal (tiempo = cero), para dar una concentra-
cidn final de MSX en la suspensidn celular de 1 mM. Los datos que se
presentan corresponden al desprendimiento de oxigeno en la vasija que

contenia nitrato, corregido para los cambios de oxigeno en la vasija sin
nitrato.
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tasa, un periodo de tiempo extra durante el cual se registrase
un cambio de niveles celulares de metabolitos, que representase
la sustitucidn de una situacidn inhibidora por otra que permitie

ra el consumo de nitrato.

Esta interpretacidn de que el largo periodo de incuba-
cidn, necesario para que comience el consumo de nitrato tras la

adicidn de MSX a suspensiones de A.nidulans incubadas en presen-

cia de nitrato y ausencia de CO sea debido al tiempo necesario

2
en las condiciones de falta de 002 para remover los metabolitos
inhibidores, se ve apoyada por el hecho de que la inhibicién del’
consumo de nitrato (causada por amonio), en presencia de 002
(aire como fase gaseosa), desaparece tras la adicidén de MSX en
cuanto la inactivécién de la glutamina sintetasa alcanza su maxi
ma expresidn (véase Fig. 31, en la Seccidn 3.2.1.2.). La ausen-
cia de 002 parece representar, por tanto, una disminucidn en la
velocidad del cambio de la situacidn metabdlica determinante de
inhibicidn a otra que permite el consumo de nitrato, frente al

caso en el gque el CO, se encuentra presente,

2

3.2.2.,4.- Efecto del CO2 sobre el consumo de nitrito

A diferencia de lo que ocurre con la utilizacidn de ni-
trato o de amonio, las célulds de Anacystis presentan una nota-
ble capacidad de consumo de nitrito en ausencia de CO2 (ver Ta-
bla 2 en el apartado 3.1.1.1,). El1 consumo de nitrito en estas

condiciones era, sin embargo, de menor magnitud que en presencia
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de CO2 (Tabla 2).

Dada la coexistencia de dos formas de entrada de nitri-
to en la célula, una activa y sometida a regulacidén metabdlica
por productos de la asimilacidn del amonio y otra de difusién pa
siva, y teniendo en cuenta que el 002 podria participar en la
regulacidén del transporte dé sustratos nitrogenados inorgénicos,
se ha planteado la posibilidad de que el efecto del'-CO2 sobre el
consumo de nitrito se deba a una dependencia por CO2 del trans-
porte activo de nitrito, no estando sometida a regulacidn de di-
fusidn de &cido nitroso. Para comprobar la validez de esta hipd-
tesis se ha estudiado el efecto del CO2 sobre la utilizacidn de
nitrito a distintos pH, ya que la fraccidn de la entrada de ni-
trito que opera mediante el sistema de transporte activo aumenta
en respuesta al incremento en el pH del medio (Tabla 9; apartado
3.1.2.3.). Los resultados obtenidos (Tabla 23) indican que la es
timulacidn por el CO2 del consumo de nitrito se hace mayor a me-

dida que aumenta el pH.

Esta observacidn apoya la hipdtesis de que el sistema
de transporte mediado de nitrito esté sometido a regulacidén por
productos de la asimilacidn de amonio cuyo nivel celular se en-
cuentra afectado por productos de la fijacidn del COZ’ de forma
similar a lo propuesto para el transporte de nitrato. Por otra |
parte, el hecho mismo de que el citado sistema de regulaciédn
actie sobre la utilizacidn del nitrito, sobre todo en condiciones
en las que la entrada del sustrato ocurre fundamentalmente por

medio del sistema de transporte y no por difusiédn, indica, como
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Tabla 23. Estimulacién por CO2 del consumo de nitrito por
A. nidulans a diferentes valores de pH

Nitrito consumido (nmol/ul cé&lulas) +CO2
PH

+CO2 —CO2 -CO2
7,5 243 144 1,69
8,5 193 : 79 2,44
9,5 184 58 3,17

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en el
compartimento principal 2,75 Ul de células en 2,68 ml de tampdn Trici-
na 15 mM-Glicina 15 mM-NaOH del pH indicado en cada caso. En el poci-
llo central las vasijas contenian 0,25 ml de KOH al 20% (-COj) o de
tampdn CO3HNa/COpNap 0,5 M, pH 9,6 (+CO3). El experimento se desarro-
116 durante 30 min, y se inicidé por adicién al compartimento principal,
desde el brazo lateral, de 0,07 ml de NOZK 20 mM.
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ya se ha discutido, que el blanco del sistema de regulacidn sea

el propio sistema de transporte.

3.2.3.- Efecto de la deficiencia en nitrdgeno sobre la utiliza-

cidn del nitrato y su regulacidn

En este apartado se presenta un estudio sobre la utili-

zacidn del nitrato por células de Anacystis nidulans sometidas

previamente a un periodo de ayuno en nitrdgeno. Dicho estudio
comprende la caracterizacidn de algunas actividades fisioldgicas
relevantes de las células de Anacystis en estas condiciones y
una investigacidn sobre la regulacidén del consumo de nitrato en
las mismas. Los resultados obtenidos confirman la hipdtesis for-
mulada en los apartados ®anteriores, segun la cual la velocidad

de utilizacidn del nitrato por A.,nidulans se encuentra sometida

a regulacidén por metabolitos cuyo nivel celular depende de la

interaccidn entre los metabolismos asimilatorios del C y del N,

3.2.3.1.~- Respuesta del consumo de nitrato al ayuno en nitrdgeno

En la Figura 39 se presenta la evolucidn con respecto
al tiempo de la capacidad de consumo de nitrato y del nivel ce-

lular de actividad nitrato reductasa de células de A.nidulans

que se habian cultivado en medio con nitrato y que se transfirie
ron al iniciar el experimentoc a un medio sin fuente de nitrdgeno,

donde se mantuvieron en condiciones de cultivo. La actividad de
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Figura 39, Efecto de la incubacién en medio sin fuente de ni-
trégeno sobre la actividad de utilizacién del nitrato vy el ni-

£

vel celular de nitrato reductasa en A.nidulans

Con células procedentes de un cultivo con nitrato como fuente de N se pre-
pard una suspensidn conteniendo 0,94 ul de células por ml de medio de cul-
tivo sin fuente de N afiadida, que se incubd en condiciones “"standard" de
cultivo. A los tiempos de incubacidn indicados se tomaron muestras del cul-
tivo, recogiéndose las células por filtracién. Estas se resuspendieron a
razén de 1 Ul de células por ml de tampén de ensayo suplementado con NO_K
0,2 mM, procedié&ndose a continuacidn a la determinacién de su capacidad™de
consumo de nitrato en las condiciones usuales y de su actividad nitrato re
ductasa, tras la toluenizacién de una alicuota de 1 ml de la suspension ce
lular.
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utilizacidn de nitrato por las células aumentaba progresivamente
hasta alcanzar un nivel médximo, al que se llegaba tras 4,5 h de
incubacidn en el medio sin fuente de nitrdgeno, y que se ménte-
nia durante al menos 3 h mds de incubacidn en dicho medio (Fig.
39 A). E1 nivel celular de actividad nitrato reductasa, sin em-
bargo, disminufa.lenta y progresivamente durante la incubacidn
en el medio sin fuente de nitrégeno, tras registrar un pequefio
aumento al comienzo de dicha incubacién (Fig. 39 B). En un expe-
rimento, cuyos resultados no se presentan, se establecid que cé-
lulas incubadas en medio sin fuente de N durante 10 h presenta-
ban una actividad de consumo de nitrato similar a la actividad
méxima alcanzada en el experimento de la Figura 39, mientras que
su nivel de nitrato reductasa era tan sdélo de 14 mU por nul de
células. Los cambios en el nivel de actividad nitrato reductasa
no parecen pues ser los responsables del cambio, en respuesta

al ayuno de N, en la capacidad de utilizacidén del nitrato por

las células.

Teniendo en cuenta los datos que se acaban de presen-
tar, se procedid al estudio de la utilizacidn del nitrato por
células sometidas a ayuno de N utilizando células incubadas en

medio sin fuente de nitrdégeno durante 5-6 h,.

3.2.3,2.~ Deficiencia en nitrédgeno causada por el ayuno de este

elemento

Durante la incubacidn en medio sin fuente de N se hace

evidente un cambio en la composicidn de pigmentos de las célu-
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las. En la Figura 40 se presenta el espectro de absorcidn de
unas células de Anacystis incubadas en medio sin fuente de N du-
rante 6 h, (Fig, 40 A), incluyéndose con fines comparativos el
‘espectro de absorcidén de células cultivadas con nitrato como
fuénte de nitrdgeno (Fig. 40 B). Dado que el contenido total en
clorofila a de la suspensidn celular incubada en ausencia de
fuente de N no cambia durante periodos de tiempo de los aqui con
siderados, de 5«6 h, referiremos el contenido celular de otros
pigmentos al contenido en clorofila a. Por ello,en la Figura 40
se presentan espectros de suspensiones celulares conteniendo la
misma concentracidén de clorofila, lo que se refleja en los simi=-
lares valores de absorbancia a 678 nm, donde se localiza un méxi
mo de absorcidn caracteristico de 1la clbrofila a. Los dos hechos
més notables que se pueden observar cuando se compara el espec-
tro de absorcidn de las células sometidas a ayuno de N con el de
células normales, cultivadas con nitrato, son, por una parte, la
disminucidn en la absorcidn en la zona de 625 nm y, por otro
lado, el aumento de absorcidén en el mdximo a 485 nm y, en parti-

cular, en el hombro que se localiza a 490 nm (Fig. 40).

La disminucidn en la absorbancia a 625 nm, que tiene
lugar de manera progresiva durante la incubacidn en medio sin
fuente de nitrdgeno, es caracteristica de la pérdida de ficocia-
ninas, las cuales representan un tipo de pigmentos que manifies-
tan una absorcidn mdxima en esta zona del espectro. Se ha pro-
puesto que las ficocianinas, aparte de su papel como pigmentos
antena en el aparato fotosintético, constituyen en las cianobac-

terias un reservorio de nitrdgeno que se moviliza cuando las cé-
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Figura 40. Espectros de absorcién de células de A.nidulans

sometidas a ayuno en N durante 6 h (A) o cultivadas en medio

conteniendo nitrato como fuente de N (B)

Las suspensiones celulares contenfan 5 pyg de clorofila por ml de tampdn
de ensayo.
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lulas entran en una situacién de deficiencia en este elemento
(Allen ySmith,l9695. La degradacidn de ficocianinas que tiene
lugar en respuesta a la incubacidén en medio sin fuente de N in-
dica por tanto el caracter de deficiencia en N inducido en las

células por el cultivo en estas condiciones.

La expresidn "deficiencia en nitrdgeno" hace referencia
a una situacidn de bajo contenido celulaf de N en comparaciéh
con los otros bioelementos, en especial con carbono. Asi, en
estado de deficiencia en nitrdgeno la relacidén del contenido ce-
lular de carbono a nitrdégeno (C/N) ha de ser mayor que en las
células normales, cultivadas en presencia de una fuente de nitré
geno, Esto debe ser el resultado del funcionamiento del sistema
de asimilacidn del carbono durante el periodo de incubacidn en

medio sin fuente de N,

En este contexto de acumulacidén de carbono (con respec-
to al nitrdgeno) en las células sometidas a ayuno de N ha de
interpretarse el aumento de absorbancia en la zona de 430 a 500
nm que se observa en estas células, en comparacidn con las célu-
las normales no deficientes en N (Fig, 40). A la absorcidn en la
zona citada del espectro contribuyen la clorofila a y los pig-
mentos carotenoides, siendo especificamente debido a estos ulti-
mos el hombroc que se observa a 490 nm. Dado que la comparacién
de los espectros de ambos tipos de células se estd haciendo para
una concentracidn normalizada de clorofila (éimilar absorbancia
a 678 nm), y que la absorbancia a 490 nm aumenta considerablemen

te en las células sometidas a ayuno de N, se deduce que durante
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la incubacidén en medio sin fuente de nitrdégeno tiene lugar una
acumulacidén de carotenos en las células. A diferencia de lo que
ocurre con otros pigmentos, como la clorofila o las ficociani-
nas, que contienen dtomos de N en sus moléculas, los carotenos
carecen de dicho elemento, Por tanto, la acumulacidn de carote-
nos, unida a la disminucidén de niveles de las ficociaminas, pue-
de representar un indice del aumento en la relacién celuiar C/N,
confirmando que éste tiene lugar, de hecho, en las células some-

tidas a ayuno de nitrdgeno.

3.2.3.3.~- Caracteristicas fisioldgicas de las células deficien-

tes en nitrdgeno

Las células de A.nidulans sometidas a ayuno de N duran-

te 6 h manifiestan una actividad de desprendimiento fotosintéti-
co de oxigeno, dependiente de C02, de menor magnitud gque la de
células normales cultivadas en presencia de una fuente de nitréd-
geno (Fig. 41)., Este hecho puede estar relacionado con el bajo
contenido en ficocianinas de las células deficientes en N, dado
el caracter de pigmentos accesorios del Fotosistema II de didhas

ficocianinas (Wolk, 1981).

Para comprobar esta hipdtesis se ha estudiado la capa=-
cidad de fotorreduccidn de ferricianuro de células incubadas en
presencia de ferricianuro y cantidades cataliticas de p-benzo-
quinona, lo que constituye una medida de la actividad del Foto-

sistema II. En la Figura 42 se presenta la cinética de reduccidn
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Figura 41. Efecto de la deficiencia en N sobre el desprendi-
miento fotosintético de oxfigeno dependiente de COz.en‘A.nidu—

lans

El experimento se desarrolld en vasijas de Warburg conteniendo en el po-
cillo central 0,25 ml de tampdn bicarbonato/carbonato 0,5 M, pH 9,6, y
en el compartimento principal 2,75 ml de suspensidn celular en tampdn de
ensayo. (o) C&lulas normales, cultivadas con nitrato como fuente de N;
(#) c&lulas incubadas durante 6 h en condiciones de cultivo, pero sin
fuente de N.



182

2a»
L
s \.
E o
L
o \\\\\‘o
2 o\o
w
= \
- o
L
=z : \\\\\\o
Lt 1} (o]
o
@
>
=z
< (0]
-
o
o
™ o
[} ]
0 5 10

TIEMPO (min)

Figura 42. Efecto de la deficiencia en N sobre la actividad
del Fotosistema II (reduccidén de ferricianuro dependiente de
pP-benzoquinona y luz) en A.nidulans

Suspensiones celulares conteniendo 5 ug de clorofila por ml de tampdn

Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1, suplementado con ferricianuro potdsico 2 mM,
se incubaron a la luz. El ensayo se inicid por adicién de p-benzoquinona
disuelta en etanol (concentracién final de p-benzogquinona, 0,2 mM, y de
etanol, 0,33%). (o) Células normales, cultivadas con nitrato como fuente

de N; (e) c&lulas incubadas en condiciones de cultivo, pero sin fuente de
N, durante 6 h.
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de ferricianuro por células deficientes en N y por células nor-
males, ambas expuestas a la luz, pudiéndose observar que la ve-
locidad de reduccién de ferricianuro, expresada en base a cloro-
fila, es superior en las suspensiones de células normales., Estos
datos apoyan la sugerencia de que la menor capacidad de fijaciédn

de CO, de las células deficientes en N sea debida al bajo conte-

2
nido en ficocianinas de las mismas.

Por otra parte, se ha estudiado la magnitud de la res-
piracién dependiente de sustratos enddgenos en células someti-
das a ayuno de N, y se ha comparado con la actividad que presen-
tan células normales cultivadas en presencia de una fuente de
nitrégeno (Fig. 43). Las células deficientes en N presentan valo
res de respiracién enddgena de 3 a 4 veces superiores a-los nor-
males, Aunque existen otras posibles interpretaciones, este aumen
to en la velocidad de respiracidén enddégena podria deberse a un
incremento en el nivel celular de sustratos respirables, acumu-
lados durante el periodo de incubacidén en medio sin fuente de
nitrdégeno., Esta interpretacidn se encuadra en el contexto del
aumento del valor de la razdn C/N que tiene lugar en respuesta
al ayuno de nitrdgeno, ya que los sustratos respirables a los
que se ha hecho referencia serian compuestos orgdnicos reduci-

dos.
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Figura 43. Efecto de la deficiencia en N sobre la respiracifn
de sustratos endb6genos en A.nidulans

El experimento se llevd a cabo en oscuridad, en vasijas de Warburg conte-
niendo en el pocillo central 0,25 ml de KOH al 20% y en el compartimento
principal 29,7 ul de células suspendidas en 2,75 ml de tampdn de ensayo.
(o) CE&lulas normales, cultivadas con nitrato como fuente de N; (e) células
cultivadas durante 5 h en condiciones de cultivo, pero sin fuente de N.
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3.2.3.4.- Regulacidn de la utilizacidn del nitrato en las célu-

las deficientes en N

Se ha estudiado la regulacidn del consumo de nitrato en

células de A.nidulans sometidas a ayuno de nitrégeno mediante la

investigacidn del comportamieﬁto de la utilizacidn del nitrato
por estas células en diversas situaciones experimentales, que
inclhyen: incubacidn en presencia de amonio, incubacidn en ausen
cia de COZ’ e incubacidn de las células en disoluciones suplemen

tadas con bicarbonato y/o MSX.

Cuando se incuban células deficientes en N en presencia
de nitrato y de amonio, se observa consumo de ambos nutrientes
durante un periodo de tiempo de unos 30-40 min, tras el cual la
utilizacidn del nitrato cesa (Fig. 44). Este comportamiento es
claramente distinto al de las células normales, en las que, en
presencia de amonio y de nitrato, se presenta un consumo exclu-
sivo de amonio (apartado 3.2.1.). La magnitud de la utilizacidn
del nitrato en presencia de amonio durénte los 30 primeros minu-
tos por las células deficientes en N, es de aproximadamente un
50% de la que se observa en las suspensiones celulares incubadas
sbdlo con nitrato, en ausencia de amonio (Fig. 44). Como se ha
indicado, esta situacién es totalmente distinta a la de las célu
las normales, en las que el amonio causa tipicamente entre un

95% y un 100% de inhibiciédn del consumo de nitrato,
E]

Por otra parte, se ha estudiado 1la utilizacidén del ni-
trato por células de Anacystis deficientes en N, incubadas en

vasijas de Warburg conteniendo una atmésfera libre de CO2 0 con
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Figura 44. Consumo de amonio y efecto del amonio sobre la

utilizacién del nitrato por células de A.nidulans deficien

tes en nitrd&geno

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1 pl de cé-
lulas, que habian sido sometidas a ayuno de N durante 5 h, por ml de tam
pén de ensayo suplementado con CO_HNa 10 mM, y se inici8 por adicién de
NO,K a concentracién final de O,ZE mM (simbolos blancos), o por adicidn
de NO_X 0,25 mM y'ClNH a concentracién final de 0,5 mM (simbolos negros) .
Circulos: nitrato; tridngulos: amonio.
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CO2 a concentracidn saturante para la fotosintesis (Fig. 45). A
diferencia de lo que ocurria con células normales, las células
deficientes en N manifiestan una notable capacidad de consumo de
nitrato en ausencia de C02, similar a la que se observa en su
presencia (Fig. 45). La velocidad de utilizacidn del nitrato en
medio libre de 002 va disminuyendo a medida que progresa la asi-

milacidén del propio nitrato, llegando a tener un valor muy bajo

tras 45 min de incubacién (Fig. 45).

Por otra parte, la adicidn de bicarbonato a las suspen-
siones de células deficientes en N no tiene un efecto estimula-~
dor notable sobre la velocidad de consumo de nitrato (Tabla 24),
a diferencia de lo que ocurria en células normales cultivadas en
presencia de nitrato (véase Fig., 29). En la Tabla 24 puede obser
varse asimismo que la incubacidén con MSX de las células deficieg
tes en N no aumenta significativamente la capacidad de utiliza-
cidén del nitrato de las mismas, a diferenéia de lo que ocurria

en las células normales (véase Fig. 30).

Cuando los ensayos se llevan a cabo en tampdn sin més
adiciones que el propio nitrato, las células de Anacystis defi-
cientes en N manifiestan una actividad de utilizacidén de nitrato
unas 3 6 4 veces superior a la de las células normales., Sin em-
bargo, cuando estos ensayos se hacen en presencia de M3SX o/y bi-
carbonato, la velocidad que presentan las células deficientes
(unos 5 nmol por ul de células y por min, Tabla 24) es ligeramen
te inferior a la de las normales (alrededor de 7 nmol por pl cé-
lulas y por min). Varios factores pueden contribuir a la menor

velocidad mdxima de consumo de nitrato por células deficientes
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Figura 45. Efecto del CO2 sobre la utilizacibén del nitrato

por células de A.nidulans deficientes en N

Se utilizaron células sometidas a ayuno de N durante 6 h. El experimen-
to se llevS a cabo en vasijas de Warburg conteniendo en el compartimen-
to principal 2,76 ul de células en 2,66 ml de Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1,
suplementado con NO_K 0,75 mM. El pocillo central contenfa 0,25 ml de KOH
al 20% (o) & 0,25 mi de tampdn bicarbonato/carbonato 0,5 M, pH 9,6 (e).
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Tabla 24. Efecto del bicarbonato y del MSX sobre el con-
sumo de nitrato por células de A. nidulans deficientes en N

Adiciones Nitrato consumido (nmol/ul cé&lulas)
Ninguna , 88
CO3HNa 91
MSX 109
MSX, CO3HNa 99

Se utilizaron c@lulas sometidas a ayuno de N ddrante 5 h. El1 ensayo se
hizo en condiciones "standard". Las concentraciones fueron: NO3K, 0,18
mM; CO3HNa, 9 mM; MSX, 0,9 mM. Tiempo de reaccidn, 20 min.
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en N, tales como un menor nivel de nitrato reductasa (Fig. 39)
y la menor actividad de Fotosistema II (Fig. 42), ya que el pro-
ceso de utilizacidn del nitrato tiene cardcter fotosintético

(apartado 3.1.3.).

E1l comportamiento de las células deficientes en N en lo
que se refiere a la reséuesta del consumo de nitrato al amonio y
al COé puede interpretarse en términos de regulacidén del proceso
por productos de la asimilacidén del amonio, cuyo nivel celular
dependeria también de la disponibilidad de esqueletos carbonados.
Se sugiere que en las células deficientes en N hay una acumula-
cidén de metabolitos orgdnicos no nitrogenados, dentro del contex
to de la incrementada relacidén C/N en este tipo de células, que
podria contribuir al mantenimiento de bajos niveles celulares de
los productos de la asimilacidn del amonio con cardcter inhibi-

dor sobre la utilizacidn del nitrato.

E1l hecho de que la adicidn de bicarbonato, que determi-
na una concentracidn de 002 disuelto saturante para la fijaciédn
fotosintética de C©2, no provoque un incremento de la utiliza-
cién del nitrato por las células deficientes en N, es indicativo
de que la acumulacidén de esqueletos carbonados en estas células
es suficiente para posibilitar la velocidad mdxima de consumo de
nitrato, Similarmente, el que el tratamiento con MSX de las célg
las deficientes en N no resulte en una estimulacidn significati-
va del consumo de nitrato indica que en estas la asimilacidn del
amonio resultante de la reduccidn del nitrato no determina acumu
lacidén de inhibidores de la utilizacidn del nitrato, probablemen

te debido a la presencia de suficientes esqueletos carbonados
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que pueden actuar como aceptores de nitrdgeno dando metabolitos

no inhibidores.

Por otra parte, tras 30-45 min de asimilacidén de nitrd-
geno. por las células deficientes, el nivel de metabolitos carbo=-
nados acumulados en las mismas puede haberse reducido hasta 1los
valores tipicos de las células normales, recuperéndose en conse-
cuencia las caracteristicas de regulacidn del consumo de nitrato

(Fig. 44 y 45).

3.2.4.- Efecto de los aminodcidos sobre el consumo .de nitrato

Como interpretacidn de los resultados expuestos en los

apartados anteriores se ha propuesto que el transporte de nitra-

to en Anacystis nidulans se encuentra modulado por un sistema de
regulacidn que inclﬁye como efectores negativos a algun o algu;
nos de los productos de la asimilacidn del amonio. En este apar-
tado, tras analizar el efecto de_la adicidén de amonio sobre el

contenido celular de glutamina y glutamato, se presentan experi-
mentos realizados para ensayar lé capacidad de distintos aminoéd-

cidos de inhibir el consumo de nitrato en Anacystis.

3.2.4,1.- Cambios en los niveles de glutamato y glutamina provo-

cados por el amonio

La adicidn de amonio a suspensiones celulares consumien

do nitrato provoca un cambilo inmediato en el contenido celular
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de los aminodcidos glutamato y glutamina (Fig. 46). Paralelamen-
te a una disminugién en el nivel celular de glutamato tiene lu-
gar un aumento cuantitativamente equivalente en el de glutamina
(Fig. 46). Estos cambios se deben a la accién de 1la enzima gluta
mina sintetasa, ya que no tienen lugar en células tratadas con

MSX, aunque si en células tratadas con azaserina (Tabla 25).

3.2.4.2.- Respuesta del consumo de nitrato a la presencia de

aminodcidos en el medio

Los experimentos que se acaban de presentar indican que
la adicidn de amonio a suspensiones de células que habian sido
cultivadas con nitrato como fuente de nitrdgeno puede provocar
cambios drdsticos en los niveles celulares de algunos aminodci-
dos especificos, tal y como se ha comprobado aqui para los casos
de glutamato y glutamina. Para investigar el posible papél inhi-~
bidor sobre el transporte de nitrato de algin o algunos aminodci
dos, se ha estudiado el efecto sobre 1la utilizacidn del nitrato

de la adicidn de aminodcidos a suspensiones celulares.

Dada la rapidez con la que se desarrolla la inhibicidn
del consumo de nitrato por amonio, en un primer acercamiento se
investigd el efecto de aquellos aminodcidos establecidos en cia-
nobacterias como los primeros productos metabdlicos que contie-
nen el N del amonio recién afiadido a una suspensidn celular
(Meeks et al., 1977): glutamina, glutamato, aspartato, citruli-

na y arginina, En la Tabla 26 se presenta el efecto de la presen
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Figura 46. Cambio en los niveles celulares de glutamato y
glutamina en respuesta a la adicién de amonio a células de

A.nidulans consumiendo nitrato

A tiempo cero se afiadid C1NH, . (concentracién final, 0,3 mM) a suspen-
siones conteniendo 2,2 pl de’c&lulas por ml de tampdén de ensayo, que

se encontraban consumiendo nitrato desde 5 min antes (concentracién fi
nal de NO_K afiadido, 0,3 mM). A los tiempos indicados después de la adi
cidn del amonio se afiadfa &cido percldrico y los extractos correspondien
tes se trataban como se describe en Materiales y Métodos para la determi
nacién de metabolitos celulares. (o) Glutamato; (e) glutamina.
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Tabla 25. Efectos de MSX y azaserina sobre los niveles celu-

lares de glutamato y glutamina en suspensiones celulares de

A. nidulans suplementadas con nitrato y amonio

Contenido celular (nmol/ul cé&lulas)

Adiciones

Gln Glu Gln + Glu
Nitrato 3,6 13,7 17,3
Nitrato, amonio 19,2 2,1 21,3
Nitrato, amonio, MSX 3,2 15,9 19,1
Nitrato,amonio,azaserina 14,3 1,9 16,2

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 2,25 pl de
células por ml de tampdén Tricina-NaOH 5 mM, pH 8,3. Tras 10 min de incu-
bacidn en condiciones de ensayo con, donde se indica, MSX 0,33 mM o aza-
serina 0,33 mM, se afadid a la suspensidn celular NO3K (0,32 mM, concen-

tracidén final) sdlo o en combinacidén con ClNH4 (0,4 mM, concentracidén fi-
nal) . Diez min después se afiadid &cido perclérico y los extractos corres-

pondientes se trataron como se describe en Materiales y Mé&todos para la

determinacidn de metabolitos celulares. En el mismo experimento se compro-

bd la efectividad de MSX y azaserina a las concentraciones utilizadas.

Los metabolitos se cuantificaron mediante determinaciones enzimidticas, vy,
ademds, se visualizaron con ninhidrina tras su separacifén por cromatogra-

fia en papel.
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Tabla 26. Efecto de varios amino&cidos sobre el consumo de
nitrato por A. nidulans

Nitrato consumido (nmol/ul células)

Amihoécido

~-Amino&cido +Aminodcido
Aspartato 127 145
~ Arginina 153 27
Citrulina 130 A 121
Glutamato -‘ 131 136
Glutamina 115 29

Los experimentos se llevaron a cabo con suspensiones conteniendo 1 ul de
células por ml de tampdn de ensayo suplementado con CO3HNa 10 mM. A tiem-
po cero se anadid NO3K (0,2 mM, concentracién final) y, cuando asi se in-
dica, el correspondiente L-aminodcido a concentracidén 10 mM. Tiempo de
reaccién, 15 min.
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cia de cada uno de estos cinco aminodcidos (a concentracidén fi-
nal de 10 mM) sobre el consumo de nitrato por suspensiones de
células de Anacystis. Mientras que aspartato, glutamato y citru-
lina no tienen ningin efecto notable sobre la utilizacidn del ni
trato, la presencia de glutamina o de arginina en el medio provo
ca una fuerte inhibicién del consumo de nitrato (Tabla 26). Los
resultados obtenidos fueron similares para los distintos aminod-
cidos cuando éstos se afiadieron a la suspensidn ceiular 45 min
antes de la adicidn del nitrato, manteniéndose las células duran

te este periodo de tiempo en condiciones de ensayo.

Si la concentracidén de glutamina o de arginina afiadida
a la suspensidn celular 30 min antes de la adicidn del nitrato
era de 2 mM, se seguia encontrando el drdstico efecto inhibidor
de la arginina, mientras que ya no se observaba la inhibicidn
por glutamina, En la Figura 47 se presentan los resultados de un
experimento en el que se estudid el efecto de distintas concen-
traciones de arginina sobre el consumo de nitrato, y en el que
se encontrd que un cambio en la concentracidén de arginina de 0,4
a 2 mM causa un aumento en la inhibicidn del consumo de nitrato
desde un 10% a un 70% de inhibicidn. Una preincubacidén de 20 min
con arginina a concentracidén 0,75 mM no aumentaba la inhibicidn
por este aminodcido del consumo de nitrato, con4respecto a un
control en el que la arginina se afiadia a la vez que el nitrato

a la suspensidn celular (inhibicidn por arginina 0,75 mM:30%).

Con objeto de comprobar si la glutamina y la arginina

tenian capacidad para causar inhibicién de la utilizacién del ni
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Figura 47. Efecto de la concentracién de arginina ahadida
sobre el consumo de nitrato por A.nidulans

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1,5 ul de
células por ml de tampdn de ensayo, suplementado a tiempo cero con NO_X
(concentracién final, 0,2 mM) v L-arginina a la concentracién indicada.
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trato en condiciones en las que el amonioc no podia ejercer su
efecto inhibidor, por encontrarse inactivada la glutamina sinte-
tasa, se estudid el efecto de estos aminodcidos sobre el consumo
de nitrato por células pretratadas con MSX. En 1la TaBla 27 se
presentan los resultados obtenidos, incluyéndose como control un
ensayo en presencia de amonio, presentdndose también, en todos
los casos, los valores de liberacidén de amonio por las células.
Por haber sido pretratadas con MSX, la presencia de amonio en la
suspensidén no inhibe el consumo de nitrato por las células. Los
valores de inhibicidn por glutamina o por arginina, ambas a con-
centracidén 10 mM, son, sin embargo, menores que los que se obte-
nian en células sin tratar con MSX (comparar con los datos de la
Tabla 26), reduciéndose la inhibicidn por arginina a un 55% ¥y

haciéndose la de la glutamina poco destacada, sdlo de un 15%.

En los resultados presentados en la Tabla 27 destaca el
hecho de que mientras que, como cabia esperar, en las suspensio-
nes no suplementadas con aminodcido se encontraba una produccidn
de amonio por las células prdéxima (87-92%) a la cantidad de ni-
tfato consumida, en las suspensiones suplementadas con glutamina
0 con arginina se encontraba una produccidn de amonio que exce-
dia al consumo de nitrato, y que era de una magnitud especialmen

te notable para el caso de la arginina.

A la vista de la produccidn de amonio, catalizada por
las células, a partir de glutamina y arginina, la menor inhibi-
cién por estos aminodcidos del consumo de nitrato en células tra

tadas con MSX en comparacidn con las células normales no trata-



Tabla 27. Efecto de la glutamina y de la arginina sobre la
utilizacidn del nitrato y sobre la liberacifn de amonio por
células de A. nidulans tratadas con MSX e incubadas en pre-

sencia de nitrato
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Nitrato consumido Amonio producido
Adiciones (nmol/ul células) (nmol/ul células)
Ninguna 199 183
Amonio 203 176
Glutamina 170 202
Arginina .91 : 378

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1,65 Ul de
células, que habian sido previamente tratadas con MSX, por ml de tam-
pdn de ensayo sin suplementar con MSX. A tiempo cero la suspensidn ce-
lular se suplementd con NO3K (0,4 mM, concentracién final) s6lo o en
combinacién con los compuestos indicados :a las siguientes concentra-
ciones finales: CINH,, 0,4 mM; L-glutamina, 10 mM; L-arginina, 10 mM.
Tiempo de ensayo, 20 min. En el experimento se utilizaron c&lulas reco-
gidas y lavadas por filtracién, que habian sido incubadas con MSX 1 mM
y NO3K 0,4 mM en tampdén de ensayo, a la luz y a 40°C, durante 30 min.
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das, puede interpretarse en términos de que la inhibicidn obser-
vada en las suspensiones de células normales era en parte (argi-
nina), o casi totalmente (glutamina), provocada por el amonio

producido a partir de los aminodcidos.

Utilizando como material .bioldgico experimental células

de A.nidulans pretratadas durante 15 min con MSX 1 mM se inves-

tigd el efecto de 21 aminodcidos sobre el consumo de nitrato.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 28, donde se ob
serva que sblo los aminodcidos arginina y lisina provocan, a cor
to plazo, una inhibicidn notable de la utilizacidn del nitrato.
Aparte de éstos, solamente la asparagina y la ornitina presenta-

ban un cierto efecto inhibidor del consumo de nitrato.

En experimentos paralelos, llevados a cabo sin afiadir
nitrato a la suspensién celular, se investigdé la produccidn de
amonio en las suspensiones suplementadas con los distintos ami-
nodcidos. Se encontrd una notable produccidén de amonio a partir
de los aminodcidos bédsicos arginina, lisina y ornitina, y, en
menor cuantia, a partir de glutamina, La liberacidn de amonio a

partir de los aminodcidos bdsicos en A.nidulans se encuentra ca-

talizada por una aminodcido oxidasa especifica de L-aminodcidos
bédsicos (véase la caracterizacidn del proceso que se presenta en
el apartado 3.4, ), mientras que la produccidén de amonio a
partir de glutamina podria explicarse en base a la accidén de una
glutaminasa, grupo de enzimas de distribucidén universal (Prusi-

ner y Stadtman, 1973).
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Tabla 28. Efecto de distintos amino&cidos sobre el consumo
de nitrato por células de A. nidulans pretratadas con MSX

Consumo de nitrato

Aminocdcido anadido (% del control)

Alanina 100
Arginina 22
Asparagina » 85
Aspartato 110
Cisteina 93
Fenilalanina 113
Glicina ‘ 101
Glutamato 97
Glutamina 121
Histidina 94
Isoleucina 142
Leucina » 107
Lisina 56
Metionina ' 107
Ornitina 82
Prolina 100
Serina 105
Tirosina 110
Treonina : 94
Triptofano 106
Valina 94

El experimento se llevd a cabo con suspensiones conteniendo 1 Ul de cé-
lulas por ml de tampdn Tricina-NaOH 50 mM, pH 8,1, suplementadas con
NO3K (0,33 mM, concentracidn final) s8lo o con el aminodcido indicado a
concentracién 20 mM, excepto la ornitina (24 mM) y la tirosina (afiadida

a saturacién). Excepto la glicina, todos los aminodcidos se afnadieron
como isémero L. El ensayo se llevd a cabo en ausencia de MSX, con célu-
las tratadas previamente con este inhibidor. El consumo de nitrato se
estimdé como produccidn de amonio dependiente de nitrato; es decir, corri-
giendo la cantidad de amonio producida en presencia de nitrato y aminodci-
do con la cantidad encontrada en presencia de aminodcido sélo. El 100% de
la actividad de consumo de nitrato corresponde a 98-200 nmol por Ul de
c&lulas en 30 min. ‘
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3.2.4,3.~ Caracterizacidn de la inhibicidén por aminodcidos bédsi-

cos.,

En la Tabla 29 se muestra el efecto de distintas con-
centraciones de arginina sobre el consumo de nitrato por células
de Anacystis pretratadas con MSX. El cambio de la concentracidn
de arginina en el medio de 4 a 24 mM provocd un aumento de 1la
inhibicidén de la utilizacidn del nitrato de un 29% a un 57%, lo
que, si se compara con la dependencia de concentracién de argi-
nina de la produccidn de amonio dependiente de este aminodcido
(véase Fig, 53), indica que la concentracidn de arginina necesa-
ria para inhibir el consumo de nitrato es del mismo orden de mag
nitud que la concentracidn de este aminoécido que permite, como
sustrato, velocidades elevadas de funcionamiento de 1la aminodci-

do oxidasa,

A la vista de este resultado y dado que en experimentos
de tiempo corto con células tratadas con MSX, como los que aqui
se han presentado, sélo manifiestan una notable inhibicidn del
consumo de nitrato los aminodcidos que precisamente son sustra-
tos de la L-aminodcido oxidasa, se ha investigado si existe algu
na relacidn entre el funcionamiento de esta enzima y la inhibi-
cidn de la utilizacidn del nitrato., Unos inhibidores caracteris-

ticos de la aminodcido oxidasa de A.nidulans son los cationes di

valentes, entre los que es especialmente efectivo el Mg++ ({apar-
tado 3.4.2. ). Se ha estudiado, en consecuencia, el efecto de
la arginina sobre la utilizacidn del nitrato en suspensiones de

células pretratadas con MSX, suplementadas con una concentraciédn
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Tabla 29. Efecto de distintas concentraciones de arginina
sobre el consumo de nitrato por c&lulas de A. nidulans pre-
tratadas con MSX

{Arginina} (mM) ' Nitrato consumido (nmol/ul células)
0 N 171
4 121
12 . 104

24 74

El ensayo de consumo de nitrato se llevd a cabo en ausencia de MSX en
suspensiones conteniendo 0,8 Yl de células previamente tratadas con MSX
por ml de tampdn Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1. A tiempo cero las suspen-
siones se suplementaron con NO3K (0,4 mM, concentracidn final) y, donde
se indica, con L-arginina a las concentraciones finales indicadas. El
consumo de nitrato se estimé como produccidén de amonio dependiente de
nitrato. Tiempo de ensayo, 20 min.
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de Mg++ que inhibe fuertemente de la produccidén de amonio depen
diente de arginina. En 1la Tabla 30 se presentan los resultados

obtenidos, que indican que la presencia de Mg++ en el medio su=-
prime totalmente el efecto inhibidor de la arginina sobre el con
sumo de nitrato, mientras que no afecta a este ultimo, Por 1lo

tanto, parece existir una relacidén entre el funcionamiento de la
aminodcido oxidasa y la capacidad de los aminodcidos bdsicos pa-

ra inhibir la utilizacidn del nitrato en Anacystis nidulans.

Los resultados que se han presentado en este aparﬁado
no permiten sugerir la participacidn en el sistema de regulaciédn
de la utilizacidén del nitrato de ninguno de los aminodcidos cuyo
efecto sobre el consumo de.nitrato se ha ensayado. Los tdnicos
aminodcidos que provocan una inhibicidn resaltable de la utiliza
cidén del nitrato por las células tratadas con MSX, la arginina y
la lisina, manifiestan dicho efecto a unos valores elevados de
concentracidn, que es incierto que se puedan encontrar en las cé

lulas en condiciones fisioldgicas.
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Tabla 30. Prevencién por Cleg de la inhibicibn por argini-

na del consumo de nitrato en células pretratadas con MSX

Adiciones Nitrato consumido (nmol/ul células)
Ninguna 124
Arginina 70
Cleg 120
Cleg, arginina 110

El ensayo de consumo de hitrato se llevd a cabo en ausencia de MSX en
suspensiones conteniendo 1 Ul de cé&lulas previamente tratadas con MSX
por ml de tampdén Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1. A tiempo cero las suspen-
siones se suplementaron con NO3K (0,5 mM, concentracidén final) sélo o
con las adiciones indicadas a las siguientes concentraciones finales:
CloMg, 1mM; L-arginina, 25 mM. El consumo de nitrato se estimé como
produccién de amonio dependiente de nitrato. Tiempo de ensayo, 20 min.
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3.3. INHIBICION POR AMONIACO DE LA FOTOSINTESIS EN A.nidulans

Al tratar el tema de la regulacidn de la utilizaciédn
del nitrato en Anacystis, se han presentado détos de una inhibi-
cidén del consumo de nitrato por concentraciones bajas de amonio,
habiendo sido menores de 0,5 mM las utilizadas habitualmente en
los experimentos. Una caracteristica de esa inhibicidén es que
mientras que anula totalmente el consumo de nitrato en células
normales de Anacystis, no afecta en absolﬁto a células tratadas

con MSX.

Sin embargo, un aumento considerable de la concentra-
cidn del amonio afiadido si llega a afectar negativamente a la

capacidad de utilizacidn del nitrato por células de A.nidulans

tratadas con MSX, en una inhibicién que se hace espécialmehte
evidente cuando se aumenta el pH del medio de ensayo de consumo
de nitrato (Fig. 48). Dado que el pKa del par amoniaco/idén amo=-
nio es 9,2, la relacién con el pH de esta inhibicidén del consumo
de nitrato por altas concentraciones de amonio, en células tratg
das con MSX, sugiere un papel de la formg amoniaco en dicha inhi
bicidén. La concentracidén de amoniaco necesaria para causar un
50% de inhibicidn del consumorde nitrato es aproximadamente 2,9

mM.

Por otra parte, el amonio a concentracidén y pH eleva-
dos también inhibe la fijacidén fotosintética de CO,, estimada
aqui siguiendo su desprendimiento de oxigeno asociado, tanto en
células normales (Fig. 49) como en células tratadas con MSX. La

inhibicidn por amonio de esta actividad fotosintética en Anacys-
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Figura 48. Efecto del pH sobre la inhibicién del consumo

de nitrato por 6 mM de ClNH4 en células de A.nidulans tra
tadas con MSX '

El experimento se llevd a cabo con células que habfan sido tratadas
con MSX 1 mM. Los ensayos se realizaron con suspensiones conteniendo
1 ul de c&lulas por ml de tampSn Tricina 35 mM-Glicina 35 mM-NaOH del

pH indicado en cada caso y suplementados con 0,4 mM de NO_K (o) & 0,4 .

mM de NO_K vy 6 mM de C1NH
la luz.:

4 (®) . El experimento se inicié encendiendo
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Figura 49. Inhibicién por cloruro aménico de la asimilacidn

fotosintética del CO2 en A.nidulans

El experimento se llevé a cabo en vasijas de Warburg conteniendo, en el
compartimento principal, 2,7 Ul de c8lulas en 2,5 ml de tampdn Glicina-
-NaOH 30 mM, pH 9,6, y, en el pocillo central, 0,3 ml de tampdn bicar-
bonato/carbonato 0,5 M, pH 9,6. El ensayo se inicid encendiendo la luz.
A tiempo .cero se afiadieron desde el brazo lateral 0,2 ml de agua (o) &
0,2 ml de una disolucidn de CINH, para dar una concentracidn final en

la suspensidn celular de 10 mM (é).
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tis se ha caracterizado en cuanto a su relacién éon el pH

(Fig. 50) y con la concentracién de amonio a un valor fijo de

pH (Fig. 51). La dependencia de esta inhibicidén respecto al pH
del medio sugiere un papel activo del amoniaco en la misma, sien
do la concentracidén de amoniaco necesaria para causar un 50% de
inhibicidn de la fijacidn del CO

5 alrededor de 2,5 mM,

Se observa una notable semejanza entre las caracteristi
cas de la inhibicidn por amoniaco de la fijacidén fotosintética

de CO, en A.nidulans y del consumo de nitrato por células de es-

2

ta especie tratadas con MSX, Dado el caracter fotosintético de

la reduccidn del nitrato en Anacystis (apartado 3.1.3. ), se su
giere que este efecto inhibitorio del amoniaco sobre la utiliza-
cidén del nitrato se encuentra enmarcado dentro de una inhibicién,

mads general, de la fotosintesis, por amoniaco,
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Figura 50. Efecto del pH sobre la inhibicién por cloruro amé-
nico de la asimilacién fotosintética del CO2 en A.nidulans

El experimento se desarrolld en vasijas de Warburg en condiciones ani-
logas a las descritas en la leyenda de la Figura 49, salvo que se usa-
ron tampones Tricina 48 mM~Glicina 48 mM-NaOH (concentraciones finales),
del pH indicado en cada caso. Cuando se indica (e), las suspensiones ce-
lulares se suplementaron a tiempo cero con CINH, 6 mM. Los ensayos se
llevaron a cabo durante 60 min, habiéndose considerado como valores de
velocidad los alcanzados después de su estabilizacién en cada caso, la
cual tenfa lugar 10-20 min despuds de iniciado el desprendimiento de
oxigeno. -
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Figura 51. Efecto de la concentracién de cloruro aménico
sobre la asimilacién fotosintética del COZ’ a pH 9,2, en

A.nidulans

El experimento se llevd a cabo en vasijas de Warburg en condiciones
andlogas a las descritas en la leyenda de la Figura 49, salvo que el
tampdn utilizado fué Tricina 46 mM-Glicina 46 mM-NaOH (concentracio=
nes finales), de pH 9,2. Las suspensiones se suplementaron a tiempo
cero con la concentracidn de CINH, indicada en cada caso. Los ensayos
se desarrollaron durante 60 min, habi&ndose tomado las velocidades ob
servadas tras la estabilizacidén del proceso después de transcurridos
los primeros 20 min.
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3.4.- PRODUCCION DE AMONIO DEPENDIENTE DE L-AMINOACIDOS BASICOS

POR A.nidulans

Durante los estudios encaminados a establecer la natura
leza de los productos de la asimilacidn del amonio que podrian
participar en la regulacidén por amonio de la utilizacién del ni-
trato, en los que se ensayd el efecto de diferentes aminoécidos

sobre el consumo de nitrato por células de Anacystis nidulans

tratadas con MSX, se observd que en presencia de ciertos aminod-
cidos tenia lugar una notable produccidn de amonio (véase aparta

do 3.2.4.).

Dado que la informacidn existente en la actualidad so-
bre el catabolismo de aminodcidos en cianobacterias es muy esca-
sa (Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Weather et al., 1978), se de~-
cidid investigar la naturaleza de los g;ocesos relacionados con
la generacidn de amonio a partir de aminodcidos por Anacystis.

En este apartado se presenta la caracterizacidn de esta activi=-

dad metabdlica en células de A,nidulans tratadas con MSX, utili-

zando como sustratos aminodcidos bdsicos. La informacidn conse-
guida indica la participacidn en el proceso de una aminodcido
oxidasa especifica para L-aminodcidos bédsicos, enzima que se ha
aislado y caracterizado recientemente en Anacystis (Pistorius

et al.,, 1979; Pistorius y Voss, 1980).



213

3.4.,1.- Caracterizacidn de sustratos

Cuando suspensiones de células de Anacystis tratadas
con MSX se incubaban en la oscuridad en ausencia de fuente de ni
trégeno afiadida, se encontraba una acumulacidn en el medio de
pequefias cantidades de amonio, probabiemente resultante del cata
bolismo de compuestos celulares nitrogenados. La adicidn de cier
tos aminodcidos a las suspensiones de células tratadas con MSX
daba como resultado una acumulacidn de amonio significativamen-
te mayor que la registrada en los controles sin aminodcido aﬁadi
do. Esta liberacidn extra de amonio se encontrd repetitivamente
en presencia de glutamina, arginina, lisina u ornitina, siendo
especialmente significativa para el caso de los tres ultimos
aminodcidos, todos los cuales tienen caracter bédsico (Tabla 31).
Ocasionalmente se encontrd acumulacidn de pequefias cantidades de
amonio en presencia de cisteina y de histidina., Sin embargo, no
se encontrd produccidén de amonio dependiente de aminodcido en
presencia de ninguno de los siguientes: alanina, asparagina, as-
ﬁartato, canavanina, citrulina, glutamato, glicina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
triptdfano, tirosina o valina, todos ellos ensayados hasta una
concentracidén final de 20 mM. En todos los casos presentados
(excepto glicina) los aminodcidos empleados fueron en forma. del
isémero L. Los resultados en la Tabla 31 también muestran el he-
cho de que la generacidn de amonio a partir de arginina, lisina
u ornitina era especifica para los isdmeros L de estos aminodci=-

dos bdsicos, siendo inefectivos como sustratos los correspondien
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Tabla 31. Produccién de amonio a partir de algunos aminoé-
cidos por células de A. nidulans tratadas con MSX

Adicibn Amonio producido_(nmol/ul células)
Ninguna 20
L-Glutamina 63
L-Arginina 631
L-Lisina 662
L-Ornitina 264
D-Arginina 19
D-Lisina , 12
D-Ornitina ’ 15

Suspensiones conteniendo 1 M1 de células previamente tratadas con MSX
30 mM, pH 8,1, se suplementaron con los amino&cidos indicados a con-
centracidn final 25 mM. Tiempo de ensayo, 30 min.
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tes isdmeros D.

Aunque la produccidén de amonio a partir de arginina, 1i
sina u ornitina se observaba también con células normales no tra
tadas, se utilizaron rutinariamente en los ensayos células trati'
das con MSX para evitar cualquier posible asimilacidén del amonio
producido. La liberacidn de amonio al medio dependiente de los
aminodcidos bdsicos es proporcional al tiempo de incubacidn du-
rante al menos 30 min (Fig. 52) y también a la cantidad de célu-
las presente en el ensayo, y dicha produccidn también tiene lu-
gar en la luz a velocidades similares a las que se encuentran

en condiciones de oscuridad.

Se ha estudiado la velocidad de generacién de amonio en
funcidén de la concentracidn de arginina, de lisina y de ornitina
(Fig. 53). Para los casos de la arginina y de la lisina se encon
traron curvas hiperbélicas de saturacidn por el sustrato, mien-
tras que para el caso de la ornitina se encontrd un comportamieg
to cinético mds complejo. Los valores de Km, calculados a partir
de representaciones de Hanes-Woolf de los resultados obtenidos
para concentraciones de sustrato en el intervalo de 0 a 20 mM,
fueron de 4 mM para la arginina y de 8 mM para la lisina. Las ve
locidades médximas obtenidas fueron similares con arginina y con
lisina, del orden de 15 a 20 nmol de amonio producido por ul de
células por min, para una concentracidén de sustrato 50 mM. Con
la misma concentracidén de ornitina se observaba una velocidad
de generacidn de amonio aproximadamente mitad de la obtenida con

arginina o con lisina.
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Figura 52. Cinética de la generacidén de amonio a partir de
L-aminodcidos bédsicos por células de A.nidulans tratadas
con MSX

Suspensiones conteniendo 1,18 ul de células, previamente tratadas con
MSX 1 mM, por ml de tampdn de ensayc se suplementaron con L-arginina
(o), L-lisina (A) o L-ornitina (n) a concentracién final 25 mM.
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Figura 53. Efecto de la concentracién de sustrato sobre la
velocidad de produccidén de amonio a partir de L-arginina,
L-lisina y L-ornitina por células de A.nidulans tratadas
con MSX

Los experimentos se realizaron con células previamente tratadas con
MSX, suspendidas en disoluciones de los distintos L—am1noac1dos a las
concentraciones indicadas, en tampdn de ensayo.
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Se ha inténtado_establecer si la generacién de amonio a
partir de arginina, lisiﬁa y ornitina son procesos independien-
tes o si, por el contrario, comparten algin elemento comin. Para
ello se ha estudiado la produccidén de amonio por células de Ana-
cystis tratadas con MSX suspendidas en mezclas de dos de los amil
nodcidos bdsicos, y los valores obtenidos se han comparado con
los encontrados en. suspensiones suplementadas con un aminodcido
sbélo, arginina, lisina u ornitina. En la Tabla 32 se presentan
los datos obtenidos para dos concentraciones distintas de los
aminodcidos. Las velocidades de generacidén de amonio en las mez-
clas de dos de los aminodcidos siempre fueron menores que la
suma de las velocidades obtenidas con cada uno de los dos sustra
tos ensayados individualmente., Si la produccién de amonio a par-
tir de las mezclas hubiera sido igual a dicha suma, ello habria
indicado la intervencidn de procesos independientes. La capaci-
dad limitada de las células para generar amonio a partir de argi
nina, lisina y ornitina sugiere la participacidén de un factor

comin en el catabolismo de estos aminodcidos bdsicos.

3.4,2,- Participacidén de una aminodcido oxidasa de L-aminodcidos

bdsicos en la generacidn de amonio a partir de arginina,

lisina y ornitina

Recientemente se ha aislado en A.nidulans una L-aminoé-

cido oxidasa (deaminante), E.C. 1.4,3.2., especifica para amino-

dcidos bdsicos, la cual ha sido caracterizada en detalle (Pisto-



Tabla 32. Generacién de amonio por células de A. nidulans

tratadas . con MSX a partir de mezclas conteniendo dos de

los aminodcidos sustratos

Amonio producido (nmol/ul células)

Aminodcido Concentracidn de cada amino&cido:
5 mM 50 mM
Arginina 181 ‘ 256
Lisina 177 261
Ornitina 58 145
Arginina, lisina 227 256
Lisina, ornitina 183 248
Ornitina, arginina 204 238

Suspensiones conteniendo 1 ul de células previamente tratadas con-
MSX por ml de tampdn Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1, se suplementaron con
los L-aminodcidos indicados a las concentraciones sefialadas. Tiempo

de ensayo, 15 min.
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rius et al., 1979; Pistorius y Vosé, 1980). Los mejores sustra-
tos para esta enzima son la arginina y la lisina, mientras que
su velocidad de reaccidn con ornitina es aproximadamente la mi-
tad que la que manifiesta con arginina. La enzima purificada pue
de‘también usar la histidina como sustrato, pero la velocidad de
reaccidn en este caso es mucho menor que con otros aminodcidos
bdsicos. La actividad de produccidén de amonio por células trata-
das con MSX con histidina como sustrato es también baja, sdlo
un 1 8 2 % de la observada con concentraciones similares de argi
nina. Las analogias con respecto a la especificidad por los ami=-
nodcidos bésicqs y a la afinidad para la arginina que manifies-
tan ambos sistemas, indican la posibilidad dé que exista una re=-
lacidén entre ellos., Como se ha mencionado, la Km para la argini-v
na de la produccidn de amonio por células intactas tiene un va-
lor de 4 mM; por su parte, la L-aminodcido oxidasa presenta una

Km para la arginina de 5 mM (Pistorius y Voss, 1980).

Si esta aminodcido oxidasa fuese de hecho la responsa-
ble de la produccidn de amonio por células intactas de A.nidu-
lans , la actividad in vivo que se presenta en este trabajo no
deberia observarse en condiciones de anaerobiosis y, ademds, de-
beria presentar asociada una absorcidén concomitante de oxigeno
(Pistorius y Voss, 1980). La producciédén de amonio a partir de
arginina, lisina u ornitina apenas tenia lugar, de hecho, en
anaerobiosis, encontrdndose en estas condiciones valores de acu-
mulacidén de amonio entre el 4 y el 10% de los encontrados en pre

sencia de oxigeno (Tabla 33). Por otra parte, se ha observado la



221

Tabla 33. 1Inhibicidn por condiciones anaerSbicas de la
produccién de amonio a partir de amino&cidos b&sicos por
células de A. nidulans tratadas con MSX-

Amonio producido (nmol/ul cé&lulas)

Adicién

Aire Argon
Ninguna 12 9
Arginina 179 16
Lisina 182 18

Ornitina 93 17

Suspensiones conteniendo 1 Ul de c8lulas previamente tratadas con MSX
por ml de tampdn Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1, se incubaron con los L-
-aminodcidos indicados a concentracidén final 25 mM en atmSsfera de
aire o de argon. Tiempo de ensayo, 15 min.
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existencia de una absorcidén de oxigeno asociada a la generacidn
de amonio a partir de aminodcidos bdsicos por células de Anacys-
Eii tratadas con MSX e incubadas en aerobiosis. Las estequime-
trias encontradas han sido alrededor de 0,6 a 0,7 mol de oxigeno
consumido por mol de amonio producido (Tabla 34). Estas estequip
metrias se afectaban sdlo ligeramente por la presencia en el me-
dio de CNK a concentracidn 1;5 mM, compuesto que inhibe el des-
prendimiento de oxigeno a partir de H202 que cataliza la enzimé

catalasa.

La produccidn de amonio a partir de arginina por célu-

las de Anacystis nidulans tratadas con MSX se inhibia por g—fe—

++
nantrolina y por los cationes divalentes Mg'* y Ca (Tabla 35),.

Tanto los cationes divalentes como la o-fenantrolina son inhibi-
dores inusuéles de aminodcido oxidasas, pero inhiben drésticameg
te.la actividad de la aminodcido oxidasa de L-aminodcidos bdsi-
cos de Anacystis (Pistorius y Voss, 1980). Por otra parte, la ve
locidad de generacidn de amonio a partir de arginina no se afec-
taba por la presencia en el medio de los inhibidores metabdlicos
FCCP, DCCD o cianuro (Tabla 36), todos ellos a concentraciones
cuya efectividad inhibiendo distintos procesos en Anacystis se
habia puesto de manifiesto previamente (véase apartado 3.1.2.).
Ya que la aminodcido oxidasa parece estar localizada intracelu-
larmente (Pistorius et al,, 1979; Pistorius y Voss, 1980), la
falta de efecto del FCCP,‘del DCCD y del CN~ sugiere que la en-
trada de los aminodcidos bdsicos en la célula debe ocurrir pasi-

vamente, por difusidn, ya sea facilitada o no.
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Tabla 34. Consumo de oxiIgeno asociado a la produccibn de
amonio a partir de arginina, lisina y ornitina por células

de A. nidulans tratadas con MSX

Amino&cido: Oxigeno consumido Amonio aparecido Rekmﬂﬁloywmz
(50 mM) (umol) - {umol)
Arginina 5,80 9,98 0,58
Lisina 6,16 9,60 0,64
Ornitina 2,86 ' 4,61 0,62

Los experimentos se llevaron a cabo en vasijas de Warburg conteniendo
11 ul de células previamente tratadas con MSX en 2,45 ml de tampdn Tri-
cina-NaOH 30 mM, pH 8,1, en el compartimento principal, 0,25 ml de KOH
al 20% en el pocillo central, y 0,3 ml de una disolucidn 458,3 mM del
correspondiente L-aminodcido en el brazo lateral. A tiempo cero el.con-
tenido del brazo lateral se afiadid al compartimento principal. La absor-
cidén de oxigeno en presencia de los aminodcidos se corrigid respecto a
la respiracién enddgena, y los valores de aparicidén de amonio se corri-
gieron con la cantidad de amonio producido por las cé&lulas en ausencia
de los aminodcidos afiadidos. E1 tiempo de ensayo fué de 60 min.
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Tabla 35. 1Inhibicién por cationes divalentes y por o-fenan-
trolina de la produccidn de amonio a partir de arginina por
‘células de A. nidulans tratadas con MSX

Adicién Concentraci6bn (mM) Inhibicién (%)
Cl,Mg 0,1 43
Cl,Mg 1 97
Cl,Ca 0,1 7
Cl,Ca 1 75
o-fenantrolina 1 2
o-fenantrolina 10 69

Suspensiones celulares conteniendo 1 Ul de c&lulas previamente tratadas
con MSX por ml de tampdn Tricina-NaOH 30 mM, pH 8,1, se suplementaron
con L-arginina a concentracidén 25 mM y con las adiciones indicadas. El
valor de produccidén de amonio del control sin inhibidores afadidos fué
de 242 nmol/ul células en 15 min.
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Tabla 36. Efecto de varios inhibidores metabdlicos sobre

la produccibén de amonio a partir de arginina por células

de A. nidulans tratadas con MSX

Adicibn Amonio producido (nmol/ul células)
Ninguna 241
CNK (5 mM) 218
FCCP (20 uM) 231
DCCD (32 uM) 235

Suspensiones conteniendo 0,93 Ul de cé8lulas previamente tratadas con
MSX por ml de tampdn de ensayo, se suplementaron con los inhibidores
indicados. Tras 10 min de incubacidn a 40°C en presencia de los inhi-
bidores, se empezd la reaccidn por adicién de L-arginina (40 mM, con-
centracién final). Tiempo de ensayo, 20 min.
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Los resultados expuestos en este apartado permiten su-
gerir que la L-aminodcido oxidasa (deaminante) de aminodcidos
bdsicos de Anacystis es la enzima responsable la produccidn de
amonio a partir de arginina, lisina y ornitina por células in-
tactas de esta cianobacteria. No se conoce cudl es la funcidn de
esta enzima en el metabélismo celular, aunque se hén hecho algu-
nas sugerencias (Pistorius et al., 1979; Pistorius y Voss, 1980)
Sin embargo, cabe éeﬁalar la notable magnitud de producciédn de

amonio por células de A.nidulans en suspensiones suplementadas

con los aminodcidos bdsicos, que es muy superior, por ejemplo, a

las velocidades de asimilacidn de nitrdgeno inorgdnico, y aproxi‘

madamente del mismo orden de magnitud que el desprendimiento fo-
tosintético de oxigeno dependiente de CO,. La generacidén de amo-
nio a partir de arginina podria explicar 1la capaéidad de Anacys-
tis para crecer con este aminodcido como uUnica fuente de nitrégg
no. De hecho, se ha comprobado que la velocidad de crecimiento

de A.nidulans con arginina es muy préxima a la que se obtiene

con nitrato o amonio (tiempo de generacidn, 4 h).

.
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En la primera parte de este trabajo se ha presentado
una descripcidén de la naturaleza de los elementos que participan
en las distintas etapas de la asimilacidn del nitrato en Anacys-

tis nidulans.

El nitrato parece entrar en la célula mediante un siste
ma de transporte que actda concentrativamente, segun se deduce a
partir de las distintas propiedades que presentan el proceso de
utilizacidén del nitrato y el sistema de reduccidén del mismo. Por
un lado, las células intactas presentan una afinidad por el ni-
trato de, al menos, dos d6rdenes de magnitud superior que la que
presenta la nitrato reductasa. Por otra parte, el proceso de uti
lizacidén del nitrato manifiesta un requerimiento por energia en

forma de ATP que no puede adscribirse al sistema de reduccidn,

La afinidad hacia el nitrato que manifiestan las célu-
las de Anacystis (Km para el nitrato menor de 10 pyM) es similar
a la descrita para otras algas (Eppley y Coatsworth, 1968; Serra
et al,, 1978a; Syrett y Leftley, 1976; Tischner y Lorenzen,

1979) y para la cianobacteria filamentosa Oscillatoria (Zeven-

boom y Mur, 1979; Zevenboom et al., 1980). La alta afinidad por
el nitrato que presentan las células de estas distintas especies
tiene un sentido ecoldgico claro, ya que las concentraciones de
nitrato que se encuentran en las aguas en la Naturaleza son nor-
malmente de 1 a 10 uyM y raramente superiores a 30 é 40 uM (Fogg,
1975). Asi, estos microorganismos poseen sistemas capaces de uti
lizar este nutriente con gran efectividad a las concentraciones

a las que usualmente se presenta en hdbitats naturales,
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La intima relacidn existente entre la desaparicidn de
nitrato del medio y su reduccidn intracelular, en diversos ti=-
pos de organismos, ha llevado a Butz y Jackson (1977) a propo-
ner que la propia nitrato reductasa es la molécula que actlia co-
mo permeasa del nitrato. Por otra parte, también se encuentra en
la literatura la sugerencia de que el nitrato podria entrar en
la célula por simple difusidn no facilitada (Gibson, 1981). Los
datos que se han presentado en este trabajo (apartado 3.1.2.1.)
se interpretan mejor, sin embargo, asumiendo la participacién
de una permeasa, distinta de la molécula de nitrato reductasa,
en el paso de entrada del nitrato al interior de la célula. Si
la nitrato reductasa fuera el elemento celular responsable de la
captacidén del nitrato del medio, la afinidad de las células
hacia este nutriente se esperaria que fuera similar a la Km de
dicha enzima para el mismo. Una Km de las células para un sustrg
to de menor magnitud que la Km para el mismo de la primera enzi-
ma intracelular implicada en su metabolizacidn, como ocurre en
el caso de la asimilacidn del nitrato en Anacystis, es un hecho
que sugiere la participacidn de una permeasa (probablemente cata-
lizando un transporte activo) en la entrada del sustrato al inte

rior de la célula (véase, por ejemplo, Hayashi y Lin, 1965).

La sensibilidad del proceso de utilizacidén del nitrato
al desacoplante FCCP y al inhibidor de ATPasas DCCD confirma el
cardcter activo del transporte de nitrato. La inhibicidn del con
sumo de nitrato por agentes desacoplantes se ha descrito en di-

versos microorganismos (Hofmann, 1972; Schloemer y Garret, 1974;
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Ullrich, 1974; Cresswell y Syrett, 1981; Larsson y Andersson,

1981), incluida la cianobacteria Anabaena cylindrica (Ohmori et

al., 1977). E1 nitrato parece pues ser concentrado, en contra de

su gradiente electroquimico, en el interior celular.

La capacidad de 1las células'de Anacystis para concen-
trar nitrato se deduce también de la velocidad de reduccidn de
nitrato in vivo que pueden manifestar en condiciones de baja con
centracidén de nitrato en el medio externo., Las células tratadas
con MSX presentan velocidades de consumo de nitrato de alrededor
de 7 nmol/min.ul células, incluso con concentraciones de nitrato.
en el medio tan bajas como 15 & 20 yM. Dado que estas células
presentan un contenido en nitrato reduétasa de unas 30 mU/yl cé-
lulas (segun estimaciones in situ,con metil violdgeno reducido
con ditionito como reductor) y que la Km (Nog) de la enzima es
0,7 mM (Candau, 1979), la concentracidn intracelular de nitrato
vrequerida para que se den las velocidades de reduccidén observa-
das in vivo es de alrededor de 0,2 mM, La necesidad de un trans-
porte activo para conseguir estas concentraciones intracelulares
de nitrato se hace aun més evidente si se considera la naturale-
za anidnica del sustrato, ya que las células de Anacystis, de
forma similar a otros organismos, generan, en condiciones fisio-
l18gicas, un potencial eléctrico de membrana de alrededor de 100
mV, negativo en el interior con respecto al exterior (Paschinger,
1977; Zdrou y Tromballa, 1981). Para un potencial de membrana de
-100 mV, el nitrato estaria en equilibrio a ambos lados de la

membrana (gradiente electroquimico de nitrato igual a cero) cuan
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do la concentracidn extracelular fuera 40 veces superior a la

intracelular,

A pesar de la existencia de un transporte concentrativo

de nitrato en A.nidulans, experimentalmente se ha observado una

relacidn estrecha entre consumo y metabolizacidén intracelular
del sustrato (apartado 3.1.1.2.), hasta el punto de que la inhi-
bicidén del paso de reduccidn provocaba una anulacidn de cual-
quier desaparicidn estimable de nitrato del medio. Este tipo
de dependencia por actividad nitrato reductasa del consumo de
nitrato se ha empleado para apoyar la interpretacidn de la iden=-
tidad nitrato reductasa-permeasa del nitrato. Las siguientes con
sideraciones pueden aclarar las dificultades expefimentales que
se encuentran al intentar estimar la desaparicidn ae nitrato:del
medio en un sistema de céiulas carentes de actividad nitrato re-
ductasa, esto es el intento de estudio del paso de transporte de
nitrato aislado, aln cuando participe activamente un sistema con
centrativo de nitrato. Consideremos, a modo de ejemplo, que el
nitrato se concentra en la céluld hasta alcanzar un valor 1 mM,
Dado que en nuestros experimentos se han utilizado suspensiones
conteniendo entre 1 y 2 pl de células por ml y que el volumen
intracelular puede Pépresentar sobre un 75% del volumen de célu-
las empaquetadas (Ihlenfeldt y Gibson, 1975), el nitrato concen-
trado en las células representaria una desaparicidn del médio de
alrededor de 1 nmol de nitrato por ml, cantidad que se situa en
el limite inferior de deteccidn de este idén por los métodos ana-

liticos disponibles. No hay contradiccidn, por lo tanto, entre
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los hechos de que experimentalmente la desaparicidn apreciable '
de nitrato del medio exija metabolizacidn del mismo y de que

exista transporte concentrativo de nitrato.

Se desconoce por el momento el mecanismo de acoplamien-
to de energia metabdlica al transporte de nitrato, El1 efecto ne-
gativo del DCCD sobre la utilizacidn del nitrato indica 1la partl
cipacidn del ATP a alguin nivel en dicho acoplamiento. Sin embar-
go, queda abierta la cuestidn de si el ATP tiene un papel direc-
to como sustrato de la permeasa del nitrato (que actuaria como
una ATPasa), como se ha sugerido para distintas especies de al=-
gas (Falkowski, 1975), o si actda como sustrato de una ATPasa
translocadora de protones que generaria el gradiente electroqui-
mico de protones necesario para acoplar la entrada de nitrato,
en contra de gradiente, con una entrada de protones, a favor de
gradiente, como se ha descrito en Lemna (Novacky et al,, 1978).
En el primer caso, la sensibilidad del proceso de utilizacidn
del nitrato en Anacystis al FCCP y al DCCD se deberia a.la inhi-
biciédn bor estos agentes de la sintesis de ATP; en el segundo ca
so, los inhibidores impedirian el consumo afectando tanto a la
sintesis como, en sentido amplio, a la utilizacidn del ATP. Un
mecanismo de acoplamiento mediante cotransporte NOS-H+no parece
probable por la dependencia de pH del proceso de utilizacidn del
nitrato (véase Fig. 2), el cual se encuentra especialmente favo-
recido a valores altos de pH, es decir cuando la concentracidn
de H+ en el medio es menor. Se ha considerado la posibilidad de

que el transporte de nitrato ocurriera acoplado al de otros cationes
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R ! + E + 4 + -
diferentes a H , tales como K & Na , pero no se ha encontrado
un requerimiento especifico por ninguno de éstos para la utiliza

cidn del nitrato (resultados no presentados).

Las consideraciones expuestas concernientes al transpor
te de nitrato son aplicables también al caso del nitrito, con la
salvedad de que en la entrada de nitrito a la célula, ademds del-
tfansporte activo, hay una pafticipacién estimable de entrada pa
siva, que probablemente tiene lugar como difusidén de 4acido nitro
so. Una inferpretacién similar sobre la entrada de nitrito en

las células se ha propuesto para Scenedesmus (Larsson y Ander-

sson, 1981). La existencia de unalentrada de dcido nitroso por
difusidn explicaria, ademds de la menor sensibilidad al FCCP y
al DCCD del consumo de nitrito con respecto al de nitrato, el
hecho de que las células de Anacystis presenten elevadas activi-
dades de utilizacidn de nitrito a los pH mds dcidos ensayados,

a los que apenas consumen nitrato. Esto redunda, a su vez, en la
idea de que en nuestras condiciones experimentales no se da una
entrada pasiva de nitrato, al menos como difusidén de dcido nitri

coO.

La segunda etapa considerada en la ruta de asimilacidn
del nitrato es la reduccidén de éste hasta el término de amonio.

El sistema reductor del nitrato en Anacystis nidulans se habia

caracterizado en detalle, a los niveles subcelular y enzimdtico,
previamente a este trabajo (Manzano, 1977; Candau, 1979). Aqui
se han tratado de aclarar las caracteristicas del funcionamiento

in vivo de este sistema en lo referente a su relacidn con la ge-
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neracién fotosintética de poder reductor. Mientras que el cardc-
ter fotosintético de la reduccidén del nitritc en organismos foto
trofos es universalmente reconocido, el grado de la relacidn en-
tre reduccidén del nitrato a nitrito y fotosintesis constituye
una cuestidn controvertida, pudiendo haber notables diferencias

entre diversos tipos de organismos.

En un organismo fototrofo estricto, como Anacystis,
cualquier proceso metabdlico que consuma energia depende en ﬁlti
ma instancia de la generacidn fotosintética de la misma., E1l cese
inmediato de la utilizacién de nitrato en respuesta a la inte-
rrupcidn de la iluminacidn a una suspensidn celular que se encuen
tra consumiendo este sustrato (apartado 3.1.3.1.) indica, sin
embargo, la existencia in vivo de una intima relacidn entre asi=-
milacidn de nitrato y fotosintesis. El también inmediato efecto
inhibidor del DCMU sobre la utilizacidn del nitrato en Anacystis
(apartado 3.1.3.1.) indica, concretamente, una relacidén muy di-
recta entre la reduccidn del nitrato y la generacidn fotosintéti

ca de poder reductor en este microorganismo,

La reduccidén de nitrato y de nitrito por células de

Anacystis nidulans presenta un desprendimiento de oxigeno asocia

do (apartado 3.1.3;2.). Las estequiometrias encontradas de 2 mo-
les de oxigeno desprendido por mol de nitrato reducido a amonio
y 1,5 para el caso del nitrito, demuestran concluyentemente que
el poder reductor utilizado in vivo para la reduccidén de nitrato
a nitrito y.de dste a amonio en células de Anacystis expuestas a

- . I e 3 /
la luz se origina en la fotolisis del agua, indicando el caracter
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de reactivos de Hill naturales de ambos sustratos.

E1l hecho de que estas estequiometrias entre desprendl
miento de oxigeno y reduccidén de nitrato o nitrito, observadas
en células tratadas con MSX, se hayan encontrado tanto en condi-
ciones de fijacidén fotosintética de CO, simultdnea como en condi
ciones de utilizacidén de nitrato y/o nitrito como dnicos reacti-
vos de Hill, y de que las velocidades de utilizacidn de nitrato
y nitrito en ambas situaciones (presencia o ausencia de COZ)
sean similares, indican la independencia de la reaccidn de reduc
cidén fotosintética del nitrato respecto a la reduccidn fotosin-r
tética del C02. La utilizaciédn del nitratq,en ausencia completa

de C02, por célulés de A.nidulans tratadas con MSX representa

un ejemplo simple de fotosintesis in vivo con este sustrato como
dnico reactivo de Hill. No parecen pues requerirse productos re-
cientes de la fijacidn del CO2 como intermediarios en el suminis

tro de ATP y/o poder reductor para la utilizacién del nitrato en

este microorganismo,

En la seccidn de Introduccidn se resumieron los datos
que mantienen lg controversia respecto a la relacidén entre re-
duccidn de nitrato y fotosintesis en microorganismos fototrofos.
Los resultados presentados en este trabajo, junto con los estu-
dios previos (Manzano et al,, 1976; Candau et al., 1976) cuya
validez se confirma, permiten definir la reduccidn del nitrato

en Anacystis nidulans como un proceso fotosintético. Existen

datos indicando la naturaleza fotosintética de la reduccidn del

nitrato también en Anabaena 7119 y Nostoc 6719 (Ortega et al.,
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1976; Serrano et al., 1981). Parece pues razonable proponer la
reduccidén del nitrato en cianobacterias como un proceso genuina-

mente fotosintético.

La utilizacidn del nitrato es pues un prbceso que en
sus primeras etapas utiliza los dos componentes del Poder Asimi-
latorio generado fotosintéticamente: el ATP, que se requiere
para el transporte del nutriente al interior de 1la célula, y el
poder reductor, que participa en la reduccidn del nitrato hasta
amonio. La naturaleza fotosintética de la utilizacidn del nitra-

to en Anacystis nidulans viene as{ definida no sélo en base a la

relacidn existente entre los procesos de reduccidén del nitrato y
generacidn fotosintética de poder reductor, sino también por la
dependencia del proceso por energia metabdlica, que en un orga-
nismo como Anacystis se genera en las reacciones luminosas de la

fotosintesis.

E1l amonio resultante de la reduccidn del nitrato se in-

' corpora a esqueletos carbonados, en Anacystis nidulans, funda-

mentalmente mediante el concurso de la ruta glutamina sintetasa/
/glutamato sintasa (apartado 3.1.4.,). El funcionamiento de 1la
ruta requiere la fijacidén simultdnea de COZ’ que probablemente
actua suministréndo los esqueletos carbonados en forma de o=-ceto
glutarato, y parece depender del aporte fotosintético de podeh
reductor, ya que se observa una notablé inhibicidn por DCMU de
la utilizacién de amonio por las células. La reaccidn que requie
re poder reductor en esta ruta de asimilacidén de amonio es la

catalizada por la glutamato sintasa, enzima que utiliza ferredo-
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xina reducida como donador de electrones en numerosos organis-
mos fototrofos, incluidas las cianobacterias en las que se ha
estudiado esta cuestidén (Lea y Miflin, 1975). Nuestros resulta-
dos abundan, por lo tanto, en la idea del caracter fotosintético,
en organismos fotoprofos, de la reaccidn catalizada por la gluta

mato sintasa (Lea y Miflin, 1979; Andersson, 1981).

Como se expuso en la seccidn de Introduccidn, la ruta
glutamina sintetasa/glutamato sintasa es la responsable de la
asimilacidén del amonio en prédcticamente todas las cianobacterias

estudiadas, Sin embargo, en Anacystis nidulans estirpe UTCC 625,

que es distinta a la que se ha utilizado en este trabajo, se ha
descrito que la incorporacidén del amonio opera fundamentalmente
mediante la glutamato deshidrogenasa, siendo el glutamato forma-
do utilizado prioritariamente en la reaccidén de la glutamina
sintetasa (Meeks et al., 1978)., Es de interés, por lo tanto, con
trastar los resultados que se han obtenido en este trabajo.con
esta Ultima hipdtesis sobre la ruta de incorporacién del amonio.
Hay dos hechos incompatibles con el funcionamiento del Sistema
glutamato deshidrogenasa/glutamina sintetasa para la asimilacidn

de amonio en la estirpe de A.nidulans que se ha utilizado en es-

te trabajo. Por un lado se encuentra la drdstica inhibicidn del
consumo de amonio causada por MSX y por azaserina (apartado

3.1.4, ), lo que contrasta con lo observado para A.nidulans

estirpe UTCC 625, donde el MSX a concentracidén 1 mM sélo provo-
caba un 30% de inhibicidn de la asimilacidén de amonio (Meeks et

at., 1978). Por otra parte, si el amonio fuera asimilado median-
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te glutamato deshidrogenasa/glutamina sintetasa, no se esperaria
‘una disminucidn del contenido en glutamato de las células trata-
das con azaserina e incubadas con amonio (véase Tabla 13), sino,

mids bien, una acumulacidn del propio glutamato y de glutamina.

Finalmente cabe resaltar el hecho de que la inhibicién
por MSX de la asimilacidn de amonio que se ha observado a 1lo
largo de este trabajo, si bien tiene un cardcter drédstico (85-
-90% de inhibicidn), no es absoluta, Esto debe interpretarse en
términos de la participacidn de otras rutas distintas a la de 1la
glutamina sintetasa/glutamato sintasa, de menor importancia cuan
titativa que ésta, en la incorporacidn del amonio a esqueletos

carbonados (Meeks et al., 1977).

En el Esquema 3 se presenta una visidn de las primeras
etapas de la ruta de asimilacidn del nitrato, que resume los re-
sultados obtenidos en este trabajo e integra algunos anteceden-
tes, resaltando la participacidén del poder asimilatorio generado

fotosintéticamente en la entrada y reduccidn del nitrato..

En la segunda parte de este trabajo se ha presentado un
estudio sobre la regulacidén de la utilizacidn del nitrato en Ana-

cystis nidulans,

El consumo de nitrato por células normales (cultivadas

con nitrato como fuente de nitrdgeno) de A.nidulans se puede al-

terar en respuesta a la disponibilidad de carbono y nitrdgeno
para las células., Asf{, la presencia de amonio en la suspensidn

celular a bajas concentraciones provoca, de forma asociada a su
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Esquema 3. Caracteristicas esenciales de los primeros estadios
de la asimilaci6én del nitrato en Anacystis nidulans. Se desta-
can el posible papel del ATP y de una permeasa en la entrada

del nitrato a la célula, la naturaleza fotosintética del trans

porte de nitrato y de su reduccién hasta el término de amonio,

y el papel de la ruta glutamina sintetasa-glutamato sintasa en
la incorporacién de este @iltimo a esqueletos carbonados.
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consumo, una drdstica inhibicidn de la utilizacidn de nitrato,
la cual, por otra parte, depende manifiestamente del suministro
de 002 a la suspensidn celular (apartados 3.,2.,1. y 3.2.2.). Los
rgsultados preéentados en este trabajo han permitido elaborar

una interpretacidn que integra ambos fendmenos.

La base de dicha interpretacidén es la pérdida (o ate-
nuacidén) de respuesta del consumo de nitrato tanto al.amonie co-
mo al C02, bien en células conteniendo la glutamina sintetasa
inactivada por un tratamiento por MSX o bien en células deficieg
tes en nitrdgeno. Tanto las c¢élulas tratadas con MSX como las
células deficientes en nitrdgeno presentan, ademds, una veloci-
dad incremehtada de consumo de nitrato, que no puede explicarse

por cambios en el contenido celular de nitrato reductasa.

Se propone que la utilizacidn del nitrato en Anacystis
se encuentra sometida a regulacidn por metabolitos especificos
resultantes de la asimilaciédn del amonio que actien como inhibi-
dores, Al impedirse la formacidén de estos metabolitos por inac-
tivacidén de la glutamina sintetasa, primera enzima de la ruta
fundamental de asimilacidén del amonio en este microorganismo, se
estimula el consumo de nitrato y se préviene de los efectos nega

tivos resultantes de la adicidn de amonio al medio.

El efecto positivo del CO, sobre el consumo de nitrato

2
se deberia al aporte de esqueletos carbonados que, al reaccionar
con los productos de la asimilacidn del amonio con caracter inhi

bidor del consumo de nitrato, darian lugar a otros metabolitos

orgdnicos nitrogenados, sin cardcter inhibidor de la utilizacién



240

del nitrato. No puede excluirse que, ademds, algin o algunos

productos de la fijacidén del CO, desempefien un papel de efecto-

2
res positivos sobre el consumo de nitrato. La velocidad de uti-
lizacidn del nitrato podria asi estar modulada conjuntamente
por efectores negativos y por efectores positivos, y el 002 po-
dria tener el papel doble de aportar efectores positivos y ae

contribuir a la eliminacidn de los inhibidores presentes en las

células.

En las células deficientes en nitrdgeno habria un exce- .
so de metabolitos orgdnicos no nitrogenados acumulados. Esto
eliminaria el requerimiento por productos recientes de la fija=-
cidn del CO, que presentan las células de Anacystis normales (no
deficientes en N y no trétadas con MSX) para consumir nitrato.
Tales metabolitos,Ade caracter no inhibidor, reaccionarian con
los productos inhibidores resultantes de la asimilacidén de amo-
nio, provocando una reduccidén en el nivel de estos Ultimos. Los
metabolitos orgdnicos acumulados en las células deficientes en N
podrian actuar, ademds, como efectores positivos de la utiliza-’

cidn del nitrato.

Esta propuesta sobre el papel del amonio y del 002 en
la determinacidén de los niveles celulares de los efectores impli
cados en la regulacidén de la asimilacidén del nitrato en A.nidu-
lans se resume en el Esquema 4, Se consideran dos hipdtesis so-
bre la naturaleza de los efectores que regularian la utilizacidn
del nitrato. E1 sistema de regulacidn podria incluir efector’és negativos

(compuestos-C,N inhibidores) sdlos o en combinacidn con efecto-
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Esquema 4. Papel del amonio y del anhfdrido carbdénico en el
establecimiento de los niveles celulares de los metabolitos

inhibidores del transporte de nitrato en Anacystis nidulans.

Aunque no se senale en el esquema, no se excluyen las posibi
lidades de que el metabolito inhibidor sea la propia glutami
na ni de que los productos de la fijacién del CO2 (compues-
tos-C) tengan un papel directo en la regulacién como efecto-
res positivos.
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res positivos (éompuestgs—C). Una tercera hipétesis, que la uti-
lizacidn del nitrato esté regulada sélo por efectores positivos,
aunque no se pueda descartar, no se encuentra favorecida por al-
gunos de los resultados presentados en este trabgjo. La adiciédn

de MSX a suspensiones de células incubadas con niprato en ausen-
cia de CO2 resulta, tras un cierto periodo de tiempo, en un con=-
sumo de nitrato por las células (véase Fig. 38). En las condicio
nes del experimento citado (ausencia de C02) no debe tener lhgar

un aporte neto de efectores positivos al sisterna.

La inhibicidn por amonio del consumo de nitrato es un
fendmeno que se ha descrito en distintos tipos de microorganis-
mos (véase Introduccidn). Es importante distinguir entre el efec
to de regulacidn por bajas concentraciones de amonio, que se pre
viene por el tratamiento de las células con MSX (apartado 3.2.1),
del efecto mads general de ihhibicién del metabolismo fotosinté--
tico que causa el amoniaco cuando se encuentra presente a eleva-
das concentraciones en el medio (apartado 3.3.) y que afecta a
la capacidad de consumo de nitrato incluso en células tratadas

con MSX,

Exciﬁida la posibilidad de que sea el amonio per se el
causante directo del efecto regulador, éxisten en la literatura
varias propuestas, alternativas a la que se ha presentado aqui,
pafa explicar el efecto inhibidor por bajas concentracionés de
amonio de la asimilacién del nitrdgeno, no sélo en forma de ni-

trato.
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La inhibicidn por amonio del consumo de nitrato podria
resultar de una interferencia entre el transporte de amonio y
el de nitrato, procesos que podrian competir por algin elemento
comun a los dos sistemas de transporte o por una fuente de ener-
gia cuya disponibilidad fuera limitante. En levadurasvse ha pro-
puesto un mecanismo de este tipo para la inhibicidn mutua entre
los sistemas de transporte de amonio y L-aminodcidos (Roon et

al., 1977). Por otra parte, en Azotobacter vinelandii se ha pro-

puesto que el efecto inhibidor del amonio sobre la fijacidn de
nitrégeno este causado, en Ultima instancia, por una modifica-
cidn del estado de energia de la membrana, causada por el trans-
porte de amonio (Laane et al., 1980). Esta hipbtesis de que la

inhibicidén por amonio del consumo de nitrato en A.nidulans resul

te de una competencia por alglin elemento comlUn a %Ps sistemas de
transporte de los dos nutrientes, no parece que pueda explicar
todos los hechos observados que se han presentado en este traba-
jo (apartado 3.2.1.). Asi, mientras que en las células tratadas
con MSX o con azaserina el amonio apenas se consume y no ejerce
su efecto inhibidor sobre el consumo de nitrato, en las células
tratadas con amincoxiacetato no desaparece lé inhibicidn por amo
nio mientras que éste se consume al mismo bajo nivel que en las
células tratadas con MSX o con azaserina. Por lo tanto, el prin-
cipal responsable de la inhibicién por amonio del consumo de ni-
trato no parece ser un efecto de competencia a nivel de transpog

te, aunque no pueda excluirse totalmente la posibilidad de que

pueda contribuir a la citada inhibiciédn.
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Los resultados presentados en este trabajo demuestran
que el consumo de amonio que resulta en la inhibicidénde la utilizacién
del nitrato se encuentra acompafiado, de hecho, por la metaboli-
zacidén del amonio. Como la incorporacidén del amonio a través de
la ruta glutamina sintetasa/glutamato sintasa es un proceso que
consume ATP, Ohmori et al. (1977) han propuesto que la asimila-
cidén del amonio a través de esta ruta podria reducir la disponi-
bilidad de ATP para el transporte activo de nitrato en Anabaena

cylindrica. Sin embargo, los resultados de Ohmori y Hattori

(1978) no apoyan esta proposicidén, ya que estos autores observa-
ron que tras la adicidén de amonio a las células de Anabaena sélo
tenfia lugar un cambio transitorio en el contenido celular de
ATP, recuperdndose rédpidamente los niveles normales de este meta
bolito, especialmente en la luz, alin cuando todavia se encontra-
ran presentes en el medio concentraciones de amonio inhibidoras.
Un hecho destacable es que el cambio transitorio en el nivel ce-
lular de ATP podria corresponderse con la abrupta incorporacidn
de amonio que tiene lugar inmediatamente después de su adicidn

a la suspensidn celular, y que se traduce en sintesis de gluta-
mina a partir de glutamato catalizada por la glutamina sinteta-
sa (véanse Figs. 28 y 46). De hechd, el cambio transitorio en

el contenido de ATP tras la adicidén de amonio no se observaba

en células de Anabaena cylindrica tratadas con MSX (Ohmori y

Hattori, 1978). La adicidén de amonio a suspensiones de Anabaena
asimilando dinitrdgeno causa unos cambios similares en los nive-

les celulares de glutamato y glutamina (Rowell et al., 1977).
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El efecto negativo del amonio sobre la asimilacidn de
nitrato o de dinitrégené también se ha interpretado en otras
ocasiones de forma andloga a la propuesta en este trabajo. La
sugerencia de un compuesto orgdnico nitrogenado como mediador
del amonio en la inhibicidn de la utilizacidn del nitrato se su-
girid para Chlorella en base a la ausencia de efecto del amonio
sobre el consumo de nitrato en células deficientes en carbono,
que eran incapaces de asimilar el amonio (Syrett y Morris, 1963).
La incorporacidén del amonio en componentes celuiares nitrogena-
dos también se piensa que se encuentre implicada en la inhibi-
'cidén por amonio de la fijacidn del dinitrdgeno en bacterias foto

sintéticas (Zumft y Castillo, 1978; Jones y Monty, 1979).

El requerimiento por anhidrido carbdnico del consumo
de nitrato, cuyos antecedentes se recogen en la seccidn de Intro
duccidn, no se ha interpretado anteriormente en los términos, en
los que se hace en este trabajo, de participacidn de productos
de la fijacidn del 002 en la regulacidén del consumo de nitrato.
A ésto puede haber contribuido el hecho de que, posiblemente;
el CO2 tenga varios efectos simultédneos sobre el consumo de ni=-
trato en eucariotas fotosintéticos, siendo muy probable que algu
nos productos de su fijacidn jueguen un papel de intermediarios

en el suministro de ATP y poder reductor para la asimilacidn del

nitrato en este tipo de organismos (Beevers y Hageman, 1981).

La propuesta para el mecanismo de regulacidén de la asi-

milacidn del nitrato en A,.nidulans que se ofrece en este traba-

jo, ¥y que ya se ha expuesto en detalle, integra el efecto de di-
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versas alteraciones de las condiciones ambientales (adicidn de
amonio, suministro de COZ) con la autorregulacidén del consumo

de nitrato. En definitiva, se trata de un sistema de regulacidn
que modula la utilizacidn del nitrato para mantener un balance

C/N adecuado en la célula., Dos cuestiones fundamentales a discu- 
tir son: cudl de las etapas del proceso de utilizacidn del nitra
to es el blanco del sistema de regulacidén y qué metabolitos celu

lares constituyen dicho sistema,

En el apartado 3.2.1.3. se éxpusieron, por una parte,
resultados de medidas directas de nitrato reductasa que parecen
excluir una inactivacidn de esta enzima como responsable de 1la
inhibicidn por bajas concentraciones de amonio del consumo de
nitrato.y, por otra parte, resultados que sugerian que el paso
de transporte del nitrato al interior de la célula es el blanco
de los efectores que integran el sistema de regulacidén. E1l
transporte de nitrato como la etapa de la asimilacidn de este
nutriente sometida a inhibicidn por amonio también se ha pro-
puesto para diatomeas (Serra et al., 1978b; Cresswell y Syrett,
1979). Dos tipos de pruebas apuntaban esta posibilidad del trang
porte de nitrato como el proceso sujeto a regulacidn en Anacys—
tis. Por un lado, el efecto del pH del medio sobre el consumo
de nitrato era radicalmente distinto en células de Anacystis
tratadas y no tratadas con MSX. Esto indica que, de alguna for-
ma, la desregulacidn de las células (en lo referente a la asimi-
lacién del nitrato) causada por la inactivacidn ‘de la glutamina

sintetasa por MSX tenfa un efecto drdstico sobre algun factor
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celular (implicado. en la ruta de utilizacidn del nitrato)
relacionado directamente con el medio externo, como debe ser

el caso de la permeasa del nitrato. Por otro lado, en la utili=-
zacidén del nitrito parecia existir un componente sometido y otro
no sometido a regulacidn, pudiendo establecerse un paralelismo
entre lé fraccidn del consumo de nitrito sometida a regulacidn

y la fraccidn de transporte activo de nitrito.

Al resaltar los datos de regulacién del transporte acti
vo de nitrito en la discusidn acerca del blanco del sistema de
regulacidn de la utilizacidén del nitrato, se asume que el siste-
ma de regulacidén puede tener un caracter mds general de regula-
cién de la asimilacién de nitrégeno, incluyendo entre sus efec-
tos no sélo la modulacidn del transporte de nitrato sino también
la del transporte de nitrito. Una posibilidad alternativa es que

la permeasa del nitrito sea la misma que la del nitrato. La
existencia de un elemento comuin para el transporte de nitrato y
nitrito en Anacystis se ha demostrado en este trabajo (apartado

3.1.2.4,).

La éugerencia de que la regulacidén de la utilizacidn
del nitrito opera a nivel de su entrada en la cé€lula mediante
el sistema de transporte activo se basa, en resumen, en el he-
cho de que a'medida que aumenta 1la fraccidn de nitrito que entra
en la célula mediante transporte activo, en respuesta al incre-
mento del pH del medio, aumenta el efecto negativo del amonio
sobre el consumo de nitrito (apartado 3.2.1.3.) y la dependencia

por CO, del mismo (apartado 3.2.2.4.).

2
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Por el momento se desconoce la naturaleza de los efec-
tores que integran el sistema de regulacién del transporte de
nitrato, La posibilidad de que la glutamina juegue un papel cla-
ve en la regulacidn de la asimilacidn ael nitrdégeno en diversos
microorganismos se ha sefialado en diversas ocasiones (algunqs_
ejemp;os son: Thomas et al., 1977; Zumft y Castillo, 1978; Jones
y Monty, 1979; Premakumar et al., 1979; Rigano et al., 1980;
Wood y Haselkorn, 1980). En este sentido resultaron muy sugeren-
tes las observaciones de que la adicidén de amonio a una suspen-
sidn celular consumiendo nitrato resultara en una inmediata acu-
mulacidn de glutamina en las células (véase Fig. 46), acumula-
cidn que no tenia lugar en células tratadas con MSX (véase Tabla
25). En las descripciones existentes en la literatura no se ha
distinguido, sin embargo, entre las posibilidades de que %g glu-
tamina tenga un efecto per se como agente inhibidor o que tenga
que metabolizarse para dar lugar a los efectores negativos. El
comportamiento de las células de Anacystis tratadas con azaseri-
na es resefiable a este respecto, Estas células presentan altas
velocidades de consumo de nitrato, en presencia de amonio, a pe-
sar de contener altos niveles de glutamina (apartadoé 3.2.1.2. ¥y
3.2.4.,1.). Asi, parece claro que la inhibicidn del consumo de ni
trato no puede resultar sencillamente de una acumulacidén de glu-

tamina en las células.

La glutamina todavia podria tener, sin embargo, un pa-
pel directo en la regulacidn, en un sistema que incluyera, ade-

mds de la glutamina, otros efectores. El efecto de la azaserina
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podria explicarse para un sistema combinado de efectores negati-
vos y positivos en términos de la acumulacidn, en las células
tratadas con azaserina, de efectores positivos (un ejemplo po-
dria ser el a-cetoglutarato) que contrarrestasen el efecto nega-

tivo de la glutamina.

Los efectos de los inhibidores de la asimilacidn del
amonio azaserina y éminooxiacetato pueden dar informacidn sobre
la naturaleza de los productos derivados de la glutamina que,
alternativamente, actuarian como efectores negativos del trans-
porte de nitrato, Mientras que la azaserina libera al consumo de
nitrato del control a que en condiciones normales se encueﬁtra
sometido, el aminooxiacetato no lo hace e incluso provoca inhi-
bicidén de la utilizacidn del nitrato en ausencia de amonio afiadi
do. La azaserina es un inhibidor de las glutamina-amido transfe-
rasas, mientras que el aminooxiacetato 1o es de las transamina-
sas, Pare&e pues que en la generacidn de los efectores negativos
del sistema de regulacidén puede tener un papel importante la do-

nacién del grupo amido de la glutamina.

Un metabolito que sea constituyente del sistema de re-
gulacidén del transporte de nitratd, debe cumplir dos requisitos:
que tenga capacidad de afectar‘al consumo de hitrato (inhibiéndg
lo o esfimuléndolo, segin se trate de efectores negativos o posi
tivos).y que sus niveles celulares respondan adecuadamente a
cambios en las condiciones a que se sometan las células que pro=-
voquen una modificacidn de su capacidad de utilizacidn del nitra

to (por ejemplo, acumulacidn de efectores negativos en situacio-



250

nes fisioldégicas determinantes de inhibicién del consumo de ni-
trato)., Estas consideraciones dan pié a la propuesta de dos ti-
pos de acercamientos experimentales para la investigaéién de 1la
identidad de los metabolitos que integren el sistema de regula-

cidén del transporte de nitrato.

El primero consistiria en el estudio del efecto de di-
versos metabolitos sobre el consumo de nitrato., Los resultados
obtenidos en los primeros experimentos llevados a cabo dentro
de este acercamiento, que han incluido la investigacidn del efec
to de varios aminodc¢idos, se han presentado en el apartado 3.2.4,
aunque por el momento no hayan revelado la identidad de ningun

probable regulador de la asimilacidn del nitrato.

El otro acercamiento experimental que se propone para
la identificacidn de posibles reguladores del transporte de ni-
trato en Anacystis consistiria en el estudio de los niveles celu
lares de diversos metabolitos en distintas situaciones fisiolégi
cas de relevancia en cuanto a la regulacidn de la asimilacidn
del nitrato; En este trabajo se han descrito situaciones fisio-
1dgicas para las células de Anacystis que pueden ser utiles en
este tipo de estudios. Un ejemplo son las células sometidas a
ayuno de nitrdgeno, que tienen alterada la capacidad de regula-
cidn de la utilizacidn del nitrato (apartado 3.2.3.). Una compa-
racién de los niveles de distintos metabolitos en estas células
con 1los niveles de los mismos en células normales, podria ser
muy informativa en cuanto a la naturaleza de los posibles efectg
res que integran el sistema de regulacidén del transporte de ni-

trato en A. nidulans.




5.- CONCLUSIONES
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l.- En Anacystis nidulans la entrada de nitrato al interior de

la célula parece estar mediada por un sistema de transporte acti
vo. Un sistema similar parece estar también implicado en la en-

trada de nitrito.,.

2.- La reduccidén de nitrato a amonio en A.nidulans es un proceso

que in vivo utiliza directamente poder reductor generado en la

fotolisis del agua.

3.- En la estirpe de A.nidulans estudiada en este trabajo, el

amonio se incorpora a esqueletos carbonados a través de la ruta

de asimilacidén glutamina sintetasa-glutamato sintasa.

4 ,~ E1 amonio es un eficaz antagonista de la utilizacidén del ni=-

trato en A.nidulans. La inhibicidn por amonio del consumo de ni-

trato se encuentra mediada por productos de la asimilacién del
amonio, que parecen actuar inhibiendo el transporte de nitrato

al interior de la célula.

5.- La utilizacién del nitrato en A.nidulans depende manifiesta-

mente del suministro de anhidrido carbdnico a las células. El

CO, parece ejercer su efecto sobre el consumo de nitrato a tra-

2
vés de productos de su fijacidn fotosintética, los que actuarian
como antagonistas de los productos de la asimilacidn del amonio

/ . . . . . . 2 .
con caracter inhibidor de la utilizacidn de nitrato.
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6.- La asimilacidén de nitrato en A.nidulans parece pues estar
controlada por un sistema integrado de regulacidén gque modulase

el transporte de nitrato en funcidn del balance C/N de la célula.
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