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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A absorbancia
ADN "~ &cido desoxirribonucleico
ADP adenosin 5'-difosfato
ARNm 4cido ribonucleico mensajero
ATP.  f~adeno§in 5}-trifosfaﬁo'
DCCD diciclohexilcarbodiimida
.MU N'-(3,43diclorofenil) -N,N-dimetil.urea
DT?V ' Aiéiééritritolw R 'A o
Elgﬁ coeficiente de extincidn milimolar para un paso de luz de 1 cm
E]?i/ml coeficiente de extincidn mg/ml para un paso de luz de 1 cm
EDTA dcido etilendiaminotetraacético
g aceleracidén de la gravedad
GS glutamina sintetasa
HEPES N-2-hidroxietilpiperacina-N'-2-etanosulfonato
Km constante de Michaelis
MOPS dcido 3-(N-morfolino) propano sulfdnico
MSX L-metionina-D,L-sulfoximina
MTA mezcla de bromuros de alquiltrimetilamonio
AV metil violdgeno

NADPH nicotinamida adenin dinucledtido fosfato reducido

NAD(P)H nicotinamida adenin dinucledtido reducido o nicotinamida adenin
dinucledtido fosfato reducido

p/p peso/peso

p/v peso/volumen



Tricina
Tris
8]

v/v

N-Tris (hidroximetil) metilglicina
trihidroximetilaminometano

unidad de actividad enzimitica
volumen/volumen

longitud de onda



1. INTRODUCCION




1.1. LAS CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias constituyen un grupo de microorganismos cuya pre-
sencia sobre la Tierra datade unos 2 a 3 x 109 anos (8 ). Estos organis -
mos tienen la peculiaridad de que, a la vez que presentan una estructura
celular procaridtica, poseen un aparato fotosint@tico capaz de utilizar
el agua como donador de electrones, funcibnalmente similar al de las al-

gas eucaridticas y plantas superiores (91, 108, 109).

Desde el punto de v1sta nutrLc1onal,.las cxanobacterlas son organls—
mos fundamentalmente fotolltoautotrofos (107), v aunque algunas son facul
tativas y pueden crecer heterotrdficamente en la oscuridad, la mayoria de

las estirpes.presentan caiiqter,aeiﬁotoautotrofia,estrictal( 80,.91, 108)-.

Cuando las cianobacterias se cultivan autotrdficamente, la fijacién
del anhidrido carbdnico tiene lugar fundamentalmente mediante el ciclo re
ductivo de laspentosas fosfato (41, 68), con una posible contribucidn de

la carboxilacidén del fosfoenolpiruvato (15, 18, 42, 70).

Dos aspectos a resaltar en el metabolismo intermediario de las ciano
bacterias son el papel prioritario del ciclo oxidativo de las pentosas
fosfato en el catabolismo de azlicares (69) y la existencia de un ciclo
del &acido citrico incompleto, debido a la ausencia de actividad 0-cetoglu

tarato deshidrogenasa (87 ).

Desde el punto de vista morfoldgico se distinguen dos tipos fundamen
tales de cianobacterias: unicelulares y filamentosas. En estas Gltimas,
las cé&lulas se presentan agrupadas formando tricomas (80 ). De las estir-
pes utilizadas en este trabajo, Anacystis nidulans y Synechocystis sp.
6714 son cianobacterias unicelulares tipicas, mientras que Anabaena, Nos-—

toc sp. 6719 y Anabaena sp. 7119 pertenecen al grupo de las filamentosas.
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1.2. EL NITROGENO COMO CONSTITUYENTE DE LA MATERIA VIVA

El nitrdégeno es uno de los elementos cualitativa y cuantitativamente
mas importan;es de la materia viva, en la que se encuentra comc componen-
te de algunas de las biomoléculas mi&s caracteristicas, como son las pro-
teinas y los dcidos nucleicos. Se ha calculado que la biomasa total alma-
cenada sobre la Tierra es de alrededor de 2 x 1012 Tm, de las cuales el
nitrdgeno representa aproximadamente el 5% (1011 Tm) .. Cada afio se incor-
poran a,material orgénico'alrededor de 1010 Tm de nitrégeno.'La-mayo; A
‘*parté de esta asimilaciéh-tiené‘luéar a pértir~de'nitrato; miehtraé’quelr-
s6lo una paquefa fraccién (unas 2 x 108 Tm de N) se basa en fijacidn de
dlnltrogeno,Aa51m11andose dlrectamente como amonlo una cantldad<1ndeter-

e

o minada de nitrégeno (50, 51)..

Con excepcidn de los animales, la utilizacidn del nitrato como fuen-
te nitrogenada se encuentra ampliaménte distribuida entre los diferentes
grupos de organismos, siendo realizada tanto por algas vy plantas superio-
res como por distintos géneros de hongos y bacterias. Por su parte, la ca
pacidad de llevar a cabo fijacidén de nitrSgeno atmosférico se encuentra

restringida a algunos grupos de procariotas.

Las cianobacterias utilizan prioritariamente nitrato y amonio como
fuente de nitrégeno, siendo destacable la amplia distribucién de la capa-
cidad de reduccidn del nitrato en este grupo de organismos (109) . No obs-
tante, un buen nimero de estirpes pueden también fijar el nitrSgeno at-
mosférico en aerobiosis, siendo particularmente caracteristica la capaci-
dad de desarrollar células especializadas en esta funcibén (heterocistos)
que poseen algunas cianobacterias filamentosas. De las diferentes ciano-
bacterias empleadas en este trabajo, las unicelulares Anacystis nidulans
(44, 80) y Synechocystis (80) pueden utilizar para su crecimiento tanto
nitrato como amonio, pero no dinitrdgeno, mientras que las filamentosas
formadoras de heterocistos Anabaena variabilis, Nostoe sp. 6719 y Anaba-
ena sp. 7119, ademids de con nitrato y amonio, pueden crecer a expensas

del nitrdSgeno atmosférico (80).



1.3. LA ASIMILACION DEL NITRATO EN CIANOBACTERIAS

En organismos procaridticos carentes de vacuolas de almacenamiento,
como es el caso de las cianobacterias, la asimilacidén del nitrato com=-
prende tres fases fundamentales: la entrada del nitrato al interior de la
célula, la reduccidn del nitrato hasta el término de amonio, y la incor-
poracién del amonio resultante en esqueletos carbonados para dar lugar,

a continuacidn, a los diversos compuestos orgdnicos nitrogenados que se
‘encuentran en la célula.

1.3.1. Entrada del nitrato y del nitrito al interior de la célula

Puesto que la ev1denc1a experlmental dlsponlble 1nd;ca que los en21—t -

mas que part1c1pan en la reducc1on del nitrato en 01anobacter1as se loca-
lizan en el interior de las células de estos organismos, la propia reduc-
cidn de este idn se considera tambidn un proceso intracelular. Esta idea
se ve corroborada por el hecho de que las actividades de esos enzimas no
puedan detectarse en cianobacterias intactas, pero si después de alterar
mediante diversos procedimientos sus barreras de permeabilidad (24) . En
consecuencia, resulta manifiesto que el nitrato debe penetrar en la célu-
la ciancbacteriana antes de que pueda comenzar el proceso de su metaboli-
zacidn.

Al no poseer estos ofganismos vacuolas de almacenamiento de iones,
el nitrato, una vez dentro de la cianobacteria, es inmediatamente trans-
formado por reduccidn, lo que dificulta el estudio del paso de transporte
en forma aislada. La mayoria de los estudios existentes sobre el proceso
de entrada del nitrato en estos organismos se han realizado estimando la
desaparicién del ién del medio externo, desaparicién que no sdlo refleja
el propio paso de entrada de nitrato, sino tambi&n el de su posterior re-
duccidn (22) . No obstante, este sistema ha permitido obtener algunos da-
tos interesantes acerca de las caracteristicas del primer paso en el pro-

ceso de asimilacién del nitrato.

El nitrato se comporta como un anién relativamente liposoluble que
podria, por tanto, atravesar libremente la barrera lipidica que supone

la membrana celular. La cuestidn fundamental que se plantea es si la en-



trada por simple difusién de nitrato al interior celular, cuando este idn
se encuentra en el medio a concentraciones tan bajas como las que normal-
mente se dan en hdbitats naturales (1-10 uM), seria suficiente para sa-
tisfacer la demanda de nitrdgeno de la célula cianobacteriana, o si por
el contrario, se requerirfa la operacidn de algiin sistema de transporte

activo para satisfacer dicha demanda.

Recientemente se ha demostrado (84) que las cianobacterias son re-
lativamente impermeables al nitrato cuando este idn se encuentra en el .
7mediq~exﬁefnd?a~coﬁcentraciéﬁeé.infériéfeé‘a“1*me De heecho, - la adicién.> .
de nitrato, en este orden de concentracién, a células intactas de Anabae-

na sp. 7119 y Nbstoc sp. 6719 no provoca dlsmlnuCLOn de la fluorescenc1a

"Wemltlda por la cloroflla, a dlferenc1a de lo que ocurre con celulas de‘

estos mismos organismos sometidas a tratamiento suave con ultrasonidos o
a la accidn de detergentes (84, 85). No obsténte, en las condiciones a-
propiadas, se observan altas velocidades de utilizacién de nitrato por
suspensiones iluminadas de cianobacterias, incluso en pfesencia de con-
centraciones extracelulares de este ién bastante inferiores a 1 mM, lo
cual sugiere la participacién de un sistema de transporte activo en el

proceso de entrada del nitrato al interior celular.

Fundamentalmente existen dos lineas de evidencia que apoyan la exis-
tencia de un sistema de transporte activo en cianobacterias. En primer
lugar, la afinidad de las células intactas de Anacystis nidulans para el
nitrato —Km del orden de 1-10 UM (22) - es mucho mayor que la afinidad por
ese sustrato de la nitrato reductasa del mismo organismo -Km =0,7 mM
(9) - que es el primer enzima encargado de su metabolizacidn intracelular.
Igualmente, las cé&lulas intactas de otra cianobacteria, Oscillatoria, ex-
hiben un valor de Km para el nitrato del orden de micromolar (112). En
sequndo lugar, la utilizacidn de nitrato por diferentes estirpes de cia-
nobacterias presenta un requerimiento de energia (se inhibe drasticamente
por agentes desacoplantes e inhibidores de ATPasas, 22, 65,77) que no es
adjudicable al paso de la reduccidn intracelular de este ién (31). En
consecuencia, aunque su existencia no se haya demostrado concluyentemente,
los datos de que se dispone se explican mejor asumiendo la operatividad

en cianobacterias de un sistema de transporte activo para el nitrato.



En cuanto a la entrada de nitrito en cianobacterias, se han argumen-
tado consideraciones andlogas a las expuestas para el caso del nitrato
(22), pero con la particularidad de que al proceso global de adquisicidn
de nitrito pueda contribuir, ademids del transporte activo del idn, la en-
trada pasiva de &cido nitroso (pka = 3,4) al interior de las células de
estos organismos. La propuesta de una entrada pasiva de &cido nitroso se
ha realizado concretamente para el caso de A. nidulans (20), en base a
que la inhibicidén del proceso de consumo de nitrito por agentes que in-
terfieren con la generacidén intracelular de ATP, es s8lo parcial y depen-
diente del pH del medio externo (mayor a pH altos). Estos resultados se
han tomado como indicacidn de la existencia de una entrada pasiva de dci-
do nitroso insensible a tales agentes, cuya contribucidn relativa a-la
entrada global de nitrito al interior celular aumentaria al disminuir el
pH (a medida que disminuye el pH del medio externc aumentaria la propor-

cidn de la forma &cida respectodel total) .

1.3.2. Reduccién del nitrato

Una vez que el nitrato ha penetrado en la cé&lula cianobacteriana se
metaboliza inmediatamente por reduccidn. Puesto que el nitrégeno del ni-
trato posee una carga formal de +5, se requiere un proceso de reduccidn
que implique la transferencia de ocho electrones, para que el nitr&geno
pueda alcanzar la carga de -3 tipica de los compuestos nitrogenados or-
gdnicos. Esta reduccién tiene lugar previamente a la incorporacién del
nitrégeno inorgdnico a esqueletos carbonados, y resulta en la conversién
del nitrato en amonio, la forma de nitrdgeno inorginico que posee el mis-

mo estado de reduccidn que el nitrdgeno orgdnico.

Actualmente se encuentra bien establecido que, al igual que en otros
organismos capaces de utilizar nitrato como fuente de nitrdgeno, la re-
duccién asimilatoria del nitrato hasta amonio en cianobacterias tiene lu-
gar en dos pasos sucesivos. En primer lugar, el nitrato se reduce hasta
nitrito en un proceso que implica la transferencia de dos electrones, ca-
talizado por el enzima nitrato reductasa. A continuacidn, el nitrito re-
sultante se reduce hasta amonio mediante una reaccién de transferencia de

seis electrones catalizada por la nitrito reductasa, sin que pueda detec-



tarse la liberacidén al medio de reaccidn de ningilin compuesto nitrogenado

de estado redox intermedio (31, 60).

Se ha conseguido purificar hasta homogeneidad la nitrato reductasa
de la cianobacteria Anacystis nidulans, que se ha caracterizado como una
proteina de'peso molecular 75.000 daltons, constituida por una Qnica cade
na polipeptidica, que presenta una Km para el nitrato de 0,7 mM (9). Este
enzima no parece contener grupos prostéticos flavinicos o heminicos (en
contraste con las nitrato reductasas de organismos eucaridticos), pero po
-see molibdeno, metal.qﬁe,se.ha descrito como conétituyente de todés las ni
trato reductasas estudiadas, y que parece desempefiar un papel esencial en
la actividad catalitica del enzima de Anacystts (9). El hecho de que el
\p—h1drox1mercur1benzoato, un reactivo tlplCO de grupos sulfldrllo, actue
como un potente inhibidor de la nitrato reductasa de 4. nidulans (54) sugie

re la participacién de tales grupos en la actividad catalitica del enzima.

En lo que se refiere alas nitrito reductasas de cianobacterias, se ha
conseguido purificar y caracterizar parcialmente los enzimas de 4. nidu—
lans (53) y Anabaena sp. 7119 (61). Para ambos se he determinado gque po-
seen valores de Km para el nitrito comprendidos entre 70 y 100 uM, estan-
do constituidas por una {inica cadena polipeptidica. Ambas nitrato reduc-
tasas parecen contener hierro, habiéndose propuesto la existencia de un
grupo prostético del tipo sirohemo, tipico de las nitrato reductasas de

plantas superiores, en el enzima de Anabaena (61).

Una caracteristica importante que poseen tanto las nitrato reducta-
sas como las nitrito reductasas de todas las cianobacterias estudiadas es
la de utilizar ferredoxina reducida como donador fisioldgico de electro-
nes (54, 55, 60, 66). Este hecho, unido a que los enzimas se encuentren
generalmente asociados con membranas fotosintéticas (10, 33, 54, 66), su-
giere que en cianobacterias exista una estrecha relacidn entre los proce-
sos de la generacién de poder reductor fotosintdtico y la reduccidn del
nitrato. De hecho, existen diversas referencias acerca de la reduccidn de
nitrato y/o nitrito asociada a fotosintesis anoxigénica, en sistemas cons
tituidos por células intactas o particulas que contenian clorofila y fe-
rredoxina, iluminados en presencia de un donador de electrones adecuado

para el fotosistema I (29, 33, 54, 66, 71). Posteriormente se ha consegui
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do ademds la reduccidn de nitrato asociada a fotolisis del agua iluminan-
do preparaciones de membranas fotosinté&ticas de 4. niduZans que, en ausen
cia de cualquier suplemento adicional, catalizaban la reduccidn del nitra
to anadido hasta nitrito y amonio (10). Resultados similares se han obte-

nido con particulas subcelulares de Anabaena sp. 7119 (66).

El desprendimiento de oxigeno asociado a la reduccién de nitrato se
ha estudiado también "in vivo" utilizando c@lulas intactas de 4. nidulans
que, mediante un tratamiento adecuado, se hacian incapaces de asimilar el
amonio resultante de dicho proceso de reduccidn, con lo cual se conseguia -
evitar que las reacciones de asimilacién pudiesen contribuir al desprendi
miento de oxigeno medido (22). En estas condiciones se han descrito este-
" quiometrias de unos 2 moles de oxigeno desprendido por mol de nitrato que
entraba en la célula y se reducia hasta amonio (22). Experimentos simila-
res utilizando nitrito como sustrato arrojaban estequiometrias de 1,5 mo-
les de oxigeno por mol de nitrito reducido hasta amonio (22). Ambos valo-
res de estequiometria coinciden con los que cabria esperar si la fotoli=-
sis del agua fuese el proceso encargado de suministrar los electrones ne-

cesarios para la reduccidn de nitrato y nitrito en estos organismos.

La naturaleza fotosintética de la reduccién del nitrato y el nitrito
en cianobacterias se ha visto confirmada finalmente con la comprobacidn
de que ambos sustratos son capaces de provocar la disminucidn de la fluo-
rescencia de la clorofila que manifiestan las c&lulas de dnabaena sp. 7119

y de Nostoc sp. 6719 al ser iluminadas (84, 85).

1.3.3. Asimilacidn del amonio

Como se ha indicado anteriormente, el amonio generado en el interior
de la célula cianocbacteriana como resultado de la reduccidén del nitrato,

es un compuesto nitrogenado apto para combinarse con esqueletos carbonados.

Wolk y colaboradores han demostrado de manera elegante y concluyente,
que la accidén combinada de los enzimas glutamina sintetasa y glutamato sin
tasa constituye la ruta principal de asimilacidn de amonio en cianobacterias
fijadoras de nitrdgeno (57, 58, 110). Tal conclusidn se basaba fundamen

talmente en el empleo del radioisdtopo N13 y de inhibidores de los enzimas
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implicados. En este sistema, el amonio se incorpora inicialmente al gluta-
m;to constituyendo el grupo amido de la glutamina resultante, a partir del
cual se transfiere a la posicidn o del a-cetoglutarato con la formacidn con
comitante de una molécula de glutamato. La reaccidn global de formacidn de
una molécula de glutamato a partir de amonio y O-cetoglutarato mediante esta
ruta consume una molécula de ATP y dos equivalentes de poder reductor. El
glutamato resultante puede actuar entonces como donador, directo o indirecto,

de su grupo amino a una gran variedad de esqueletos carbonados organicos.

Para el caso de 4nacystis nidulans, estirpe L 1402-1 (cianobacteria no
fijadora del nitrégeno atmosférico) se ha identificado también la ruta de la
‘glutamina sintetasa-glutamato sintasa como la via principal de asimilacidn
" tanto del ‘amonio suministrado'éxégenamente al medio de cultivo, como del'ge4-
nerado intracelularmente por reduccidn del nitrato (24). Los resultados expe
rimentalés en que se basa esta proposicidn consisten en estudios de asimila-
cidn de nitrato y de amonio y de niveles de glutamina y glutamato, en célu-
las de A. nidulans tratadas con inhibidores de los enzimas glutamina sinte-
tasa o glutamato sintasa o de las transaminasas encargadas de distribuir a o-
tros esqueletos carbonados el grupo O-amino del glutamato. A este respecto,
es interesante seflalar ademiis que en extractos de esta cianobacteria se de-
tectan altos niveles de actividad glutamina sintetasa, mientras que intentos
reiterados de detectar la actividad glutamato deshidrogenasa (enzima carac-
teristico de la otra gran ruta de asimilacidn de amonio descrita en microoxr-

ganismos) resultaron infructuosas (78).

Por Qltimo, hay que destacar el hecho de que la ruta glutamina sinteta-
sa-glutamato sintasa sea operativa en A. nidulans tanto para c@lulas cultiva
das con nitrato como con amonio como fuente de nitrdgenc (24). Para el caso
de la cianobacteria fijadora Anabaena ATCC 33047 se ha propuesto la misma
via de asimilacidn de amonio para c@lulas cultivadas con nitrato, amonio o
dinitrdgeno como fuente de nitxdgeno (24, 79). En base a estos y otros estu-
dios (21, 83, 93) parece poder generalizarse gue en cianocbacterias el amonio
se asimila fundamentalmente a través de la ruta glutamina sintetasa-glutama-
to-sintasa, sin que, tal como sucede en otros microorganismos (101), la na-
turaleza de la via preferencial de asimilacidn de amonio se vea influenciada

por la fuente de nitrdgeno utilizada para su cultivo.
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1.4. REGULACION DE LA ASIMILACION DEL NITRATO EN MICROORGANISMOS

El proceso global de asimilacidn de nitrato en microorganismos en ge
neral puede verse afectado por una amplia variedad de factores, tales co-
mo son la disponibilidad de los diferentes sustratos requeridos, incluyen
do, entre otros, reductores adecuados, ATP o determinadoé compuestos car-
bonados, asi como por determinados metabolitos con papel regulador. Este
apartado se restringe, sin embargo, a la consideracidn de los efectos re-
guladores que, sobre la asimilacidn del nitrato, ejercen el propio nitra-
to y el idn amonio (producto final de la reduccidn del nitrato) . Dentro
de este marco se consideraradn exclusivamente los efectos reguladores ejer
cidos sobre las primeras etapas del proceso global de asimilacidn del ni-
'trato, esto es, la entrada del sustrato al intetior de la célula'y su re-

duccidn intracelular hasta amonio.

1.4.1. Regulacidn por amonio del transporte de nitrato

El amonio se comporta como un efectivo antagonista de la asimilacidn
del nitrato en pricticamente todos los tipos de microorganismos estudia-
dos. Entre los distintos niveles a que puede ejercer su accidn negativa,
hay que resaltar la ripida inhibicién del consumo de nitrato provocada
por la presencia de bajas concentraciones de amonio en el medio donde se
encuentran suspendidas las células de esos microorganismos. Este efecto
se ha descrito, entre otros, para diferentes estirpes de Chlorella (16,
72, 98, 100), para Chlamydomonas reinhardii (97, 99) y para Phaeodactylum
tricornutum (17), habiéndose propuesto en algunos de estos casos que se
encuentra mediado por productos de la asimilacidn del amonio (98) y que

opera a nivel de transporte del nitrato al interior de la cé&lula (17).

Para el caso de cianobacterias, se ha estudiado detalladamente la in
hibicidén del consumo de nitrato en células de A. nidulans provocada por
la presencia en el medio de concentraciones micromolares de amonio, ha-
biéndose observado que esta inhibicidén procede de manera inmediata y re-
versible (21). Resultados similares se han descrito para las cianobacte-
rias filamentosas fijadoras de nitrdgeno Anabaena sp. 7119, Nostoe sp.
6719 (21) y Anabaena cylindrica (65).
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Flores et al (21, 24) han propuesto que el efecto inhibidor del amo-
nio sea en realidad ejercido por algln(os) de los productos de la metabo-
lizacidn del amonio a través de GS que, con cardcter de reguladores nega-
tivos podrian actuar en la utilizacidén del nitrato y més concretamente

en el transporte de este idn al interior celular.

1.4.2. Reqgulacidn por nitrato y amonio de los niveles celulares de nitrato

reductasa y nitrito reductasa

El amonio, producto final de la reduccidn asimilatoria del nitrato,
actia como un efectivo regulador de los niveles celulares de nitrato re-
ductasa en una gran variedad de microorganismos, habiéndose descrito efec
. tos negativos de este compuesto sobre,la~a§tividad, la sintesis y la es—‘
tabilidad del enzima (31, 51, 105). Por otra parte, se ha adjudicado al
nitrato un papel positivo sobre la sintesis o la estabilidad de la nitra-

to reductasa de algunos microorganismeos (31, 64, 89).

En algas eucaridticas se ha estudiado con bastante detalle el papel
de estos dos nutrientes sobre la sintesis del enzima que cataliza la re-
duccidn asimilatoria del nitrato hasta nitrito (la NAD(P)H-nitrato reduc-
tasa) . Las conclusiones que puéden desprenderse de tales estudios son,
por una parte, que el amonio actfia como represor de dicho enzima en la
mayoria de los casos considerados (35, 62, 104), y por otra, que el nitra
to no puede considerarse como inductor obligatorio, puesto que la sinte-
sis de la nitrato reductasa puede tener lugar en estos organismos en me-
dios que carecen de nutrientes nitrogenados o que contienen amino&dcidos

como {inica fuente de nitrdgeno (35, 90, 96, 104).

Por el contrario, en la actualidad se diépone de poca informacién re-~
ferente a efectos reguladores del nitrato y ei amonio sobre la sintesis
de las nitrato reductasas de algas procaridticas (cianobacterias), habién
dose descrito induccidn por nitrato de los enzimas de la especie unicelu-
lar Agmenellum quadruplicatum (92) y de la filamentosa fijadora de nitrd-
geno Anabaena cylindrica (32, 64), y represidn por amonio de los de las
especies unicelulares Anacystis nidulans (54) y Agmenellum quadruplicatum
(92) . No obstante, las conclusiones alcanzadas tanto para Agmenellum como

para Anacystis deben considerarse como poco sdlidas puesto que se basan,
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exclusivamente, en la comparacidén de los niveles de nitrato reductasa en-
contrados en células cultivadas con amonio o con nitrato como fuente de

nitrdgeno.

Quizds el hongo Neurospora crassa sea el microorganismo donde se han
estudiado con mayor detalle los efectos reguladores ejercidos por el ni- ..
trato y el amonio sobre los niveles celulares de nitrato reductasa. En
este caso no sdlo se ha descrito que ambos nutrientes desarrollan papeles
antagonistas a nivel de sintesis del enzima (2, 4, 19, 73, 89) sino que
también se han aportado valiosas contribuciones para el conocimiento del
mecanismo por el cual el amonio ejerce su efecto represor, habiéndose pro
puesto, con apoyo experimental sdlido, que no es este compuesto por si
mismo, sino la glutamina o un derivado de ésta el que, a nivel molecular,
interfiere con la sintesis de la nitrato reduétasa. En N. crassa se ha‘
demostrado ademids que el nitrato aumenta la estabilidad de las moléculas
de nitrato reductasa una vez sintetizadas, lo cual contribuye a determi-
nar los altos niveles enzimiticos encontrados en micelios cultivados en

presencia de este sustrato nitrogenado (89, 95).

En cuanto a los posibles efectos del nitrato, el nitrito o el amonio
sobre la actividad nitrito reductasa celular, se han desarrollado escasos
estudios que, ademds, son poco concluyentes en general. No obstante, de
ellos parece desprenderse que también los niveles de este enzima, segundo
de la ruta de reduccidn asimilatoria del nitrato, se encuentran regulados
por la naturaleza de la fuente de nitrdgeno utilizada para el cultivo del
microorganismo correspondiente, habiéndose descrito induccidn por nitrito
de la nitrito reductasa de Anabaena cylindrica (64) y represidn por amo-.

nio de las de Neurospora crassa (13) y Anabaena sp. 7119 (60).

En este trabajo se presenta un estudio de los efectos reguladores
ejercidos por el nitrato y el amonio sobre los niveles celulares de nitra
to reductasa en varias cianobacterias -dos unicelulares incapaces de fi-
jar el nitrdgeno atmosférico y tres filamentosas fijadoras de nitrdgeno-
habiéndose concluido la existencia de modelos de regulacidn distintos en
ambos tipos de cianobacterias. También se ha puesto de manifiesto que el

idn amonio no ejerce por si mismo ninguno de los efectos negativos atri-
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buibles a su presencia en el medio de cultivo, sino que, para desarrollar
los, debe incorporarse previamente en compuestos organicos nitrogenados a
través de la glutamina sintetasa. Se ha estudiado tambid&n la estabilidad
"in vivo" de la nitrato reductasa de A. nidulans, parédmetro que, junto
con la velocidad de sintesis, determina los niveles celulares de cualquier
enzima, pudiéndose concluir la existencia de diferentes grados de estabi-
lidad del enzima de Anacystis en respuesta a la presencia o ausencia de
nutrientes nitrogenados. Por Gltimo se ha estudiado la influencia del ni-
trato, el nitrito y el amonio sobre los niveles celulares de la actividad
nitrito reductasa de 4. nidulans, habidndose alcanzado como conclusidn
mis significativa la de que el amcnlo actua también como represor nutri-
cional de este enzima, con un efecto ‘mediado por productos de su aSLmlla-

cidn a través de la glutamina sintetasa.

Parte de los resultados que aqul se exponen se encuentran ya publi-
cados (24, 39) o en vias de publicacidn (40), habiendo sido presentados

tambi&n en reuniones y congresos (32, 36, 38, 82).



2. MATERIALES Y METODOS




17

2.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

En el desarrollo de este trabajo se han utilizado como material bio-
16gico las cianobacterias siguientes: Anacystis nidulans estirpe L 1402-1,
unicelular no fijadora de nitrégeno, obtenida de la Coleccidn de Cultivos
de Algas de la Universidad de GSttingen (RFA); Synechocystis sp. estirpe
PCC 6714, unicelular no fijadora de nitrdgeno, obtenida de la Coleccidn
de Cultivos del Instituto Pasteur (Francia) ; Nostoc sp. estirpe PCC 6719,
filamentosa formadora de heterocistos, obtenida igualmente de la Colec-
cién de cultivos del Instituto Pasteur; Anabaena sp. estirpe 7119 (pfea
viamente clasificada como Nostoc muscorwm UW), filamentosa formadora de
heterocistos, facilitada por el Profesor D.I. Arnon-de la Universidad de
Berkeley en california (USA); y Anabaena variabilis éstirpe ATCC 29413,
filamentosa formadora de heterocistos, procedente de la Coleccidén Ameri-
cana de Cultivos Modelo (ATCC) . Estos microorganismos se cultivaban foto-
autotr6ficamente en condiciones axénicas en alguno de los medios sintéti-

cos que se describen a continuacidn.

Medio A: contenia los siguientes nutrientes disueltos en un litro de

agua destilada: SO4Mg, 0,5 mmol; ClZCa, 0,1 mmol; ClNa, 2 mmol; MoO,Na,_,

4

4 umol; PO4HK2 12 mmol; CO3HNa, 10 mmol; 1 ml de una disolucidn de Fe—2
-EDTA; 1 ml de una disolucidn de micronutrientes y la cantidad del corres-
pondiente nutriente nitrogenado que se especifica en la Tabla 1. La diso-
lucién de micronutrientes contenfa, por litro de agua destilada, BO3H3,

46 mmol; C12Mn, 9 mmol; SO

Zn, 0,77 mmol; v SO,Cu, 0,32 mmol. La disolu-

4
cidén de Fe-EDTA se preparaia segin el procedimiento descrito por Arnon et
al (3), como sigue. Se disuelven 16 g de EDTA y 10,4 g de KOH en 186 ml
de agua y se mezclan con una disolucidn conteniendo 13,7 g de SO4Fe.7H20
en 364 ml de agua. A continuacién se burbujea aire a través de la mezcla
resultante, durante 6-12 h, con objeto de oxidar el hierro hasta la forma

férrica.

El medio de cultivo conteniendo todos sus componentes, excepto el
fosfato y el bicarbonato, se esterilizaba en autoclave, durante 20 min, a
la presién de 2 atm (121°C). EL fosfato y el bicarbonato se afadiIan en
forma de disolucidn concentrada de estos compuestos, la cual se esterili-

zaba por separado, en las mismas condiciones, y se mezclaba con el resto
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Tabla 1. Condiciones de cultivo y tiempos de generacidn de las estirpes de

etanobacterias utilizadas en este trabajo

Organismo Temp. Medio* Fuente de N tg
Anacystis nidulans 40°C A NO,K (20 mM) 3,4
3
SO4(NH4)2 (10 mM) :3
Synechocystis sp. 6714 30°C o NO3Na (17,6 mM) 7,3
7,7
SO4(NH4)2 (2,5 mM) ’
Nostoc sp. 6719 30°C B NO_K (20 mM) 11,6 h
Aire (78% N2) 18,2 h
11,9
SO4(NH4)2 (2 mM) ’
Anabaena sp. 7119 30°C B NOK (20 mM) 8,8 h
Aire (78% N,) 12,9 h
SO, (NH,), (2 mM) 8,6 h
Anabaena variabilis 35°C B NO_K (20 mM) 5,9
Aire (78% N2) 8,1
5,7

SO4(NH4)2 (2,5 mM)

* yéase el texto para la composicidn de cada uno de los medios de

cultivo.
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del medio de cultivo, una vez enfriado hasta la temperatura ambiental.

Medio B: era andlogo al medio A y se preparaba de igual forma, ex-
cepto que las concentraciones de fosfato y bicarbonato eran la mitad de

las contenidas en el medio A, Es decir, PO, HK

4 HK 6 mM y CO

3HNa, 5 mM.

Medio C: contenia los siguientes nutrientes disueltos en un litro de

agua destilada: PO4HK2,-O,2 mmol ; SO, Mg, 0,3 mmol;'C12Ca, 0,25 mmol; &ci-
do citrico, 30 umol; citrato fdrrico aménico, 6 mg; EDTA disddico, 2,5

umol; CO. Na_., 1 mmol; CO

3772 3

cronutrientes utilizada en el medio A; MoO4Na2, 2 ymol; y la cantidad del

correspondiente nutriente nitrogenado que se especifica en la Tabla 1. El

HNa, 10 mmol; 1 ml de la misma disolucidén de mi-

. medio de cultivo conteniendo todos sus componentes se esterilizaba en las

mismas condiciones que se han descrito para los medios A y B.

Un volumen de 35 ml de cualquiera de estos medios, contenido en un
tubo de 23 mm de didmetro por 200 mm de largo, se inoculaba, en condicio-
nes asépticas, con una cantidad de cé&lulas de uno de los microorganismos
utilizados, correspondiente a 5-15 Ug de clorofila a. La suspensidén celu-
lar resultante se incubaba en un bafio termostatizado a la temperatura a-
decuada para cada organismo, siendo iluminada de manera continua con 1&m-
paras fluorescentes que proporcionaban luz blanca con una irradiancia de
25 W/m2 en la cara expuesta del tubo de cultivo. A través de la suspen-
sién celular se burbujeaba aire esteril enriquecido con CO2 (en propor-
cién aproximada de 95:5, v/v) que proporcionaba tanto agitacidén como la

fuente de carbono necesaria para el crecimiento del cultivo.

En la Tabla 1 se especifican los medios y las temperaturas utiliza-
dos rutinariamente para el cultivo de cada uno de los microorganismos em-
pleados, asi como los tiempos de generacidn determinados en esas condi-
ciones. La estimacidén de los tiempos de generacidn de las diferentes
cianobacterias se llevé a cabo a partir de los datos cinéticos de aumento
en el contenido de proteina celular (seguido desde unos 5 ug/mi haéta a-
proximadamente 50 ug/ml) de cultivos de la estirpe correspondiente en las

condiciones de temperatura y nutricidn nitrogenada que se indican.

Cuando, por razones experimentales, se queria transferir células de

cualquiera de dichos microorganismos a un medio de cultivo que contuviese
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una fuente de nitrdgeno distinta a la que se habia utilizado para su cre-
cimiento, esas células se recogian en filtros Millipore tipo HA de 0,45
um de difSmetro de poro, se lavaban exhaustivamente sobre el mismo filtro
con el nuevo medio y se resuspendian en &l a una concentracidn celular
que, salvo que se indique otra cosa, correspondia a 4-8 ug de clorofila a
por ml de medio de cultivo (Todos los experimentos que se describen en el
apartado 3.3 de la seccifn de Resultados se han llevado a cabo con sus-

pensiones de Anacystis nidulans que contenian 1 ul de células por ml).

Para todas las estirpes utilizadas en este trabajo, los indculos
originales, obtenidos de las colecciones que se ha indicado, se mantenian
hasta el momento de su utilizacién para crecimiento rdpido. en medio 1i-
quido, en condiciones estériles en tubos cerrados herméticamente conteQ
niendo medio s8lido inclinado. El medio sélido se preparaba mezclando,
después de haber sido esterilizados por separado y enfriados a unos 40°C,
un volumen de una disolucién al 4,5% (p/v) de agar en agua con dos vold-

menes de medio C modificado, en el que la concentracidn de CO_HNa y de

3

CO3Na2 era tres veces superior a la normal para ese medio, siendo la del

resto de sus componentes 1,5 veces mayor que la tipica.
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2.2. ESTIMACION DE NIVELES CELULARES DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En el curso de este trabajo se han determinado niveles celulares de
actividad de los enzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa y glutamina
sintetasa. El tipo de ensayo elegido ha sido la modalidad "in situ" por
su idoneidad para los fines propuestos. Ademids de evitarse posibles arte-
factos e interferencias a los que, en general, se encuentran sometidos
los ensayos con extractos celulares, los ensayos in situ presentan venta-
jas adiciocnales en lo que se refiere tanto a rapidez como a comodidad. La
determinacién de una actividad enzimdtica in situ se caracteriza esencial
mente por utilizar, como preparacidn enzimitica, una suspensién de célu-
las cuyas membranas se han hecho permeables, mediante un tratamiento ade-

cuado, a compuestos de bajo peso molecular.

2.2.1. Permeabilizacién de las membranas celulares

Cuando, por requerimiento de una situacidn experimental determinada,
las células en las que queria determinarse una actividad enzimdtica se
encontraban suspendidas en presencia de algin compuesto distinto a los
que se han definido como componentes de los medios de cultivo, este com-
puesto se eliminaba por lavado antes de iniciar el tratamiento de permea-
bilizacién. Para ello, las células se recogian por filtracién.. en un £il-
tro Millipore HA de 0,45 um, se lavaban exhaustivamente con tampén o me-
dio de cultivo sobre el mismo filtro, y se resuspendian en el mismo 1i-
quido de lavado. La suspensidn de células lavadas resultante se sometia

entonces a uno de los tratamientos de permeabilizacidén que se describen a

continuacidn.

Las membranas celulares se hacian permeables a los components de las
mezclas de reaccidn para el ensayo"in situ'de las actividades enzimdti-
cas mediante diferentes tratamientos, bien con solventes orgdnicos ta-

les como tolueno o etanol, o con un detergente -~ como el MTA.

El tratamiento con tolueno consistia en mezclar, mediante agitacidn
vigorosa durante 2 min, 20 Ul de tolueno con una suspensidn celular con-
teniendo de 5 a 10 Ug de clorofila a en 1 ml de tampdn o medio de cultivo.

Una alicuota de la suspensidn celular tratada con tolueno se utilizaba,
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inmediatamente despuds de la permeabilizacidn, en el ensayo de la activi-

dad enzimitica correspondiente.

La permeabilizacién con etanol se conseguia mediante tratamiento de
las células con etandl al 75% (v/v). El procedimiento seguido consistia en
afiadir, a un volumen de suspensidn celular, tres voliimenes de etanocl ab~
soluto y, tras agitacién vigorosa durante 5-10 s, centrifugar la mezcla
resultante a 12.000 g durante 10 min. El precipitado obtenido en esta
centrifugacidén se lavaba con 40 ml de tampdn Tris-ClH 25 mM, pH 8,5, suple
mentado con 0,5 mM de EDTA y se centrifugaba nuevamente en las mismas con
diciones. El precipitado de esta segunda centrifugacién se resuspendia
con 1 ml del mismo tampdn, utilizdndose esta suspensién para el ensayo de

la actividad enzimitica correspondiente.

La permeabilizacidn de las membranas celulares con el detergenté i6-
nico MTA no requerfa pretratamiento de las c&lulas con el detergente, si-
no que 8ste se afiadia a la mezcla de reaccidn para el ensayo de la acti-
vidad enzimitica considerada, a una concentracidén final que dependia de
la actividad a determinar y del organismo utilizado. En este trabajo se
han establecido las concentraciones &ptimas de MTA para cada caso, siendo
éstas las empleadas en los correpondientes ensayos de actividad. Las can-
tidades de MTA presentes por ml de mezcla de reaccidén eran las siguien-
tes. (a) actividad nitrato reductasa: 75 ug para Anacystis nidulans y 50
ug para Anabaena variabilis; (b) nitrito reductasa: 750 ug para A. ntdu=-
lans; {(c) glutamina sintetasa (actividad transferasa): 500 Ug para A, ni-
dulans v A. variabilis. En todos los casos el procedimiento llevado a ca-
bo para los ensayos de actividad consistia en mezclar una alicuota de una
suspensifn de cé&lulas normales (no permeabilizadas) con un volumen ade-
cuado de la mezcla de ensayo correspondiente, conteniendo todos los com-
ponentes habituales ademids de la cantidad citada de MTA. Después de agi-
tar vigorosamente durante 2-5 s para homogeneizar la suspensién resultan-
te, se procedia de igual forma que para el caso de células previamente

sometidas a tratamiento con tolueno o etanol.

2.2.2. Nitrato reductasa

Para estimar el nivel celular de actividad nitrato reductasa se ana-



23

dia una alicuota de la suspensién de células permeabilizadas (mediante
pretratamiento con tolueno o etanol) a la mezcla de ensayo para la deter-
minacién de esta actividad enzimidtica. La suspensidn resultante contenia,
en un volumen de 0,9 ml, ademds de células, los componentes siguientes
(54 ): tampdn CO HNa/CO3Na

PH 10,5, 100 uUmol; NO_K, 20 umol; y metil

'
violdgeno 4 umol? Si en luéar de células permeabilizadas se utilizaban
células no tratadas, esta suspensidn contenia ademids la cantidad de MTA
qﬁe se indica en el apartado anterior. En cualquier caso, la reaccidn se
iniciaba afiadiendo, a los 0,9 ml de la suspensién de cé&lulas en mezcla de
ensayo, 0,1 ml de una disolucién que contenia 100 Umol de 8204Na2 por ml
de CO3HNa Q,3 M, y que se preparaba inmediatamente antes de su empleo.'La
mezcla de reaccidn resultante se incubaba a 30°C durante 5 min, transcu-
rridos los cuales la reaccidn se detenia por oxidacidén del ditionito me-
diante agitacidn vigorosa. Con objeto de precipitar el material insolu-
ble, la mezcla de reaccidn se suplementaba entonces con 0,1 ml de NaCH

1 Ny 0,1 ml de SO4Zn 1 M, centrifugdndose durante 5 min a 1.500-2.000 g.

La determinacidén del nitrito formado durante la reaccidén se llevaba
a cabo en muestras constituidas por 0,5 ml del sobrenadante de dicha cen-
trifugacidén suplementadas con 0,5 ml de una disolucién de formaldehido al
0,5% (v/v); este compuesto se afiadia con objeto de evitar las interferen-
cias que algunos de los productos de la oxidacidn del ditionito riesente
en la mezcla de reaccidn pudiesen provocar en la posterior determinacidn
de nitrito. Las cantidades de nitrito encontradas se corregian para el
nitrito presente en un control paralelo en el que la alicuota de suspen-
gidn de céiulas se afiadia a la mezcla de ensayo una vez que el ditionito
habfa sido oxidado. Una unidad de actividad enzimdtica corresponde a 1

Umol de nitrito formado por min.

2.2.3. Nitrito reductasa

La actividad nitrito reductasa se determinaba siempre en c&lulas
permeabilizadas mediante tratamiento con MTA. El procedimiento que se u-
tilizaba consistia en anadir una alicuota, conteniendo 20-25 ug de cloro-
fila a, de una suspensién de cé&lulas (que no se habian sometido previa-

mente a ningln tratamiento de permeabilizacidn) a un volumen adecuado de
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mezcla de ensayo para la determinacidn de actividad nitrito reductasa. La
suspensién asi obtenida contenia, en un volumen de 0,9 ml, los siguientes

componentes: tampdn MOPS-NaOH, pH 7,2, 25 umol; NO_K, 500 nmol; metil

2
violégeno, 5 umol; y la cantidad de MTA gque se indica en el apartado 2.2.1..

La reaccién se iniciaba afiadiendo a esos 0,9 ml de suspensidén de cé&-
lulas en mezcla de ensayo, 0,1 ml de una disolucidn que contenia 200 uUmol
de S.0 Na2 por ml de CO

274 3
te antes de su empleo. La mezcla de reaccidn resultante se incubaba a

HNa 0,3 M, y que se habia preparado inmediatamen-

30°C durante 10 min, transcurridos los cuales la reaccifn se detenia por
oxidacidn del ditionito mediante agitacién vigorosa. A partir de este mo-
mento, y para eliminar el material insoluble, esa mezcla de reaccién se
procesaba del mismo modo que se ha descrito en el apartado anterior para
la determinacidn de nitrato reductasa; procédiéndose a continuacién a la
determinacidn del nitrito presente en una alicuota del sobrenadante obte-
nido en la centrifugacién correspondiente. Las cantidades de nitrito en-
contradas se comparaban entonces con la presente en un control en el que
la alicuota de suspensidn de células se habia afadido a la mezcla de en-
sayo tras la oxidacidén del ditionito, estimi&ndose asi la cantidad de ni-
trito desaparecida durante el ensayo de actividad nitrito reductasa. Una
unidad de actividad enzimitica corresponde a 1 umol de nitrito desapare-

cido por min.

2.2.4. Glutamina sintetasa (actividad transferasa)

La actividad transferasa de la glutamina sintetasa se estimé segin
el método descrito por Shapiro y Stadtman ( 86 ). Cuando el ensayo se rea-
lizaba en cé&lulas permeabilizadas con tolueno, se procedia afladiendo una
cantidad, correspondiente a 2,5-5 ug de clorofila a, de tales células
previamente permeabilizadas, a un volumen adecuado de mezcla de ensayo
para la determinacidn de glutamina sintetasa. Ademds de la cantidad de
células indicada, la suspensidén resultante contenia en un volumen de 0,9

ml: tampdn HEPES, pH 7,3, 50 umol; L-glutamina, 30 umol; Cl.Mn, 3 umol;

2

ADP, 0,4 ymol; y AsO,HNa 20 umol. Cuando la permeabilizacidn de las

4 27
membranas celulares se llevaba a cabo con MTA, se afadia una cantidad de

cé&lulas no tratadas, correspondiente a 2,5-5 ug de clorofila a, a un vo-
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lumen adecuado de mezcla de ensayo que contenia, ademds de los componen-

tes anteriores, la cantidad de MTA necesaria para conseguir la concentra-

cidén final que se indica en el apartado 2.2.1.

En ambos casos la reaccidn se iniciaba por adicidn de 0,1 ml de una
disolucidn que se obtenia mezclando, en el momento de ser utilizada, vo-
limenes iguales de cloruro de hidroxilamina 1,2 M y NaOH 1,2 M. La mezcla
de reaccidn se incubaba a 30°C durante 10 min, con agitacidn ocasional, y
la reaccién se paraba por adicidn de 2 ml de una disolucidn de C13Fe en
medio dcido (ver apartado 2.4.3). Esta disolucién constituye ademds el
reactivo revelador del y-glutamil hidroxamato, producto de la actividad
transferasa del enzima glutamina sintetasa. las cantidades de y-glutamil
hidroﬁamato formadas en la reaccidén enzimidtica se determinaban espectro-
fotométricamente en los sobrenadantes resultantes de centrifugar, a baja
velocidad, la mezcla de reaccidén suplementada con el reactivo revelador,
y se corregian con la absorbancia de un control, procesado en forma and-
loga, en el cual la mezcla de hidroxilamina-NaOH se habia sustituido por
0,1 ml de agua. Una unidad de actividad enzimdtica corresponde a 1 - umol

de y-glutamil hidroxamato formado por min.
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2.3. ESTIMACION DEL CONSUMO DE IONES NITROGENADOS INCRGANICOS

La utilizacidn de nitrato, nitrito o amonio por cé&lulas de cualquie-
ra de las ciancbacterias estudiadas, se determind siguiendo la desapari-

cién de estos sustratos del medio en que estaban suspendidas las células.

2.3.1. Consumo de nitrato y de amonio

Células procedentes decultivos con nitrato como fuente de nitrdgeno
se recogian por filtracién, lavdndose exhaustivamente sobre el mismo £il-
tro con tampdn Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,1 y resuspéndiéndose, a la con-
centracidn de clorofila que se indica en cada experimento, con 10 ml del

mismo tampdn suplementado con CO_HNa 10 mM. La suspensidn celular resul-

3
tante se disponia en un erlenmeyer de 50 ml, abierto al aire, que se in-
cubaba, con agitacidén continua, a la luz (100 W/m2 de luz blanca sumi-

nistrada desde abajo) en un bafio termostatizado a la temperatura de cul-
tivo del microorganismo utilizado. Los ensayos se iniciaban por adicién

de los sustratos nitrogenados adecuados: NO_K 0,25-0,3 mM y/o ClNH4 0,25~

-1 mM. En el momento deseado se tomaban alizuotas de la suspensién celu-
lar que, inmediatamente, se sometian a filtracién a través de filtros
Millipore tipo HA de 0,45 um de difmetro de poro. La concentracién de ni-
trato y/o amonio se estimaba entonces en los filtrados libres de células
correspondientes. Cuando se probaba el efecto del MSX sobre el consumo de
nitrato o de amonio, la suspensidén celular se preincubaba, durante 15-20
min, en presencia de dicho compuesto, a la concentracidn que se indica en
cada experimento, en las mismas condiciones que se han descrito para los

ensayos de consumo.

2.3.2. Consumo de nitrito por células de Anacystis nidulans

Células de Anacystis nidulans constituyentes de una suspensién que
habia sido sometida a las condiciones experimentales que se indica en ca-
da caso, se recogian por filtracién y, tras lavado exhaustivo con tampdn
MOPS 25 mM, pH 7,2, se resuspendian con 3 ml de este mismo tampdn a una
concentracién celular de aproximadamente 1 Yl de células por ml. La sus-
pensidén asi obtenida se colocaba en un erlenmeyer de 25 ml abierto al ai-

- . . . = 2
re, que se incubaba con agitacidén continua e iluminacidn (100 W/m de luz
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blanca suministrada desde abajo) en un bano termostatizado a 40°C. Los
ensayos se iniciaban por adicidn de 30 Yl de NOZK 20 mM (concentracidn
final de nitrito en el ensayo, 0,2 mM). A tiempo cero y en los momentos
deseados, se tomaban alicuotas de 0,15 ml de dicha suspensidn, las cuales
se afiadian a tubos conteniendo 0,85 ml de agua, gue se suplementaban in-

mediatamente con los reactivos de determinacidén de nitrito.
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2.4, METODOS ANALITICOS

2.4.1. Determinacifn de nitrato

El nitrato se determinaba por absorbancia a 210 nm en disolucidn &-
cida (12). Un volumen de 1,5 ml de muestra, conteniendo entre 0 y 250
nmol de nitrato, se suplementaba con 0,1 ml de dcido amido-sulfiirico al
10% (p/v). Tras incubar unos 2 min a temperatura ambiente y agitar vigo-
rosamente, se afadian 0,4 ml de &cido percldrico al 20% (p/p). La concen-
tracidn de nitrato se estimaba midiendo la absorbancia (a 210 nm) de la
disolucidn resultante y empleando el siguiente coeficiente de extincidn:

1T mM

E1'cm = .7,4. El tratamiento con &cido amido-sulflirico eliminaba cualquier

pequefia cantidad de nitrito que pudiera encontrarse en la disolucién y

que también podria absorber la luz ultravioleta en medio &cido.

2.4.2., Determinacién de nitrito

El nitrito se determinaba mediante la reaccidén de diazotacidén de
Griess-Ilosway segin el procedimiento descrito por Snell y Snell (88).
El método de determinacidn consistia en afiadir, a 1 ml de muestra conte-
niendo entre 0 y 30 mmol de nitrito, 1 ml de una disolucidén de sulfanila-
mida al 1% (p/v) en ClH 2,4 N yv 1 ml de una disolucidén de cloruro de
N-(1-Naftil) etilendiamonio al 0,02% (p/v) en agua. Tras agitar la mezcla
resultante, &sta se dejaba durante 10 min en condiciones ambientales,
después de lo cual se utilizaba para determinar espectrofotométricamente

la concentracidn del complejo coloreado formade, utilizando el siguiente
1T mM
1 cm
que se queria determinar la cantidad de nitrito presente contenia ain al-

coeficiente de extincidén a 540 mm: E = 55,0. Cuando la muestra en
glin material insoluble, tal como restos celulares, (p. ej., en las proce-
dentes de los ensayos de consumo de nitrito), la mezcla de determinacién
se centrifugaba, a baja velocidad, inmediatamente antes de realizar las
determinaciones espectrofotométricas (que entonces se llevaban a cabo en

los sobrenadantes resultantes de dicha centrifugacidn).

2.4.3. Determinacién de amonio

El amonio se determinaba enzimidticamente estimarido la oxidacibn de
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NADPH en la reaccidn de sintesis de glutamato a partir de o-cetoglutarato
y amonio, catalizada por el enzima glutamato deshidrogenasa, con cantida-
des limitantes de amonio (6 ). La mezcla de reaccidn contenia, en un vo-
lumen final de 1 ml, los compuestos siguientes: tampdn Trietanolamina,

pH 8,6, 100 pmol; o-cetoglutarato, 10 umol; ADP, 1,2 Umol; NADPH, O,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 ul de una preparacidn
de glutamato deshidrogenasa de muy bajo contenido en amonio (7-10 unida-
des de enzima) y se desarrollaba a temperatura ambiente durante aproxi-

madamente 10 min. La concentracién de NADPH presente en la mezcla de

reacc1on, antes de anadir la glutamato deshldrogenasa y despues del desa-‘_.

rrollo de la reacc1on, se determlnaba espectrofotometrlcamente utlllzando
1
el 51gu1ente coeficiente de extincidén a 340 nm: E1 Sﬁ = 6,2. Los valores

de oxidacién de NADPH en presencia de amonio afiadido se corregian con

blancos a los que no se afiadia amonio.

2.4.4. Determinacidn de y-glutamil hidroxamato

El y-glutamil hidroxamato formado en el ensayo de la actividad trans
ferasa de la glutamina sintetasa se determinaba por reaccidén con C13Fe en
medio dcido (86). A 1 ml de disolucién, conteniendo el Y-glutamil hidro-
xamato a determinar, se le afiadfan 2 ml del reactivo revelador, gue in-
cluia en 1 1 de volumen final: ClH (37%, p/p), 7,73 ml; dcido tricloroa-

cético (20%, p/p), 60,24 ml; vy C13Fe.6H 0, 33,33 g. La concentracién del

2
producto coloreado que se formaba después de afiadir el reactivo revelador

se determinaba espectrofotométricamente utilizando el siguiente coefi-
1T mM

ciente de extincidn a 500 nm: E1 om = 0,9.

2.4.5. Determinacidn del volumen de células empaquetadas de Anacystis
nidulans

El volumen de cdlulas empaquetadas que, por mililitro, poseia una
suspensién de células de Anacystis nidulans se determinaba centrifugando
alicuotas (de hasta 5 ml) de esa suspensidén en tubos hematocritos gradua-
dos. Posteriormente, una vez que se habia establecido la existencia de

una correspondencia estrecha entre los valores de concentracidn celular y
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turbidez, el volumen de cé8lulas empaquetadas por ml de suspensidn se es-
timaba por medida de la turbidez (estimada como absorbancia a 750 nm) de
la suspensidn celular. Para suspensiones de A. nidulans, la relacidn
existente entre la absorbancia a 750 nm y la concentracién de c&lulas era
lineal hasta un valor de absorbancia de aproximadamente 0,2, que equiva-
lia a 0,2 Yl de células por ml. 1 Ul de c@lulas empagquetadas de dicho mi-

croorganismo contenia 7-8 Ug de clorofila a y 150-175 g de proteina.

2.4.6. Determinacidn de clorofila a

El contenido celular en clorofila a se determinaba espectrofotomé-

_tricamente en los correspondientes extractos metanSlicos (52). El .proce- .

dimientoAseQuido consistia en recoger, mediante centrifugacidén a baja ve-
locidad, las células de una alfcuota (2-3 ml) de suspensién celular, que
a continuacidén se resuspendian en 2-5 ml de metanol. Tras agitar vigoro-
samente, la preparacidn se volvia a centrifugar a baja velocidad, proce-
diéndose a continuacidn a determinar la concentracidn de clorofila en el

sobrenadante resultante, utilizdndose para ello el siguiente coeficiente

Vma/ml gy 4.

de extincidn a 665 nm: E1

2.4.7. Determinacién de proteina

El contenido celular en proteina se estimaba en células tratadas con
dcido tricloroacético. El procedimiento utilizado consistia en suplemen-
tar una alicﬁota, generalmente de 1 ml, de suspensién celular, con dcido
tricloroacdtico hasta una concentracidn final del 11% (p/v) . Tras incubar
durante 10 min a 0°C, la preparacidén se centrifugaba (1.500-2.000 g du-
rante 10 min) y, una vez descartado el sobrenadante, el precipitado re-
sultante se resuspendia en &cido tricloroacético al 11% (p/v), después
de lo cual se volvia a repetir el paso de centrifugacién. El nuevo sedi-
mento obtenido se resuspendia, finalmente, con 1 ml de agua, utilizdndose
una alicuota de esta preparacidn para la determinacién de proteina, que
se llevaba a cabo por el método de Lowry modificado seglin se describe en

la referencia 5, empleando seroalbimina bovina como patrdn.
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2.4 .8. Determinaciones espectrofotométricas

Las determinaciones espectrofotométricas se han realizado empleando
un espectrofotdmetro PYE Unicam SP 1750 UV dotado de salida digital. Los
espectros de absorcién se realizaron con un registrador acoplado al es-

pectrofotémetro.

2.4.9. Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determinaba con un pH-metro Beckman mo-

delo Expandomatic SS2 provisto de escala expandida.

"2.4.10. Medidas de intensidades de iluminacidn

Se han llevado a cabo utilizando un medidor de Yellow Springs
Instruments, modelo Radiometer 65 A, equipado con un sensor Radiometer
6551, que suministraba una salida constante en el intervalo de 280 a

2.600 nm.

2.4.11. Medidas de flujos gaseosos

Para preparar las mezclas de aire-CO, y de argon-CO, en las propor-

ciones adecuadas, asi como para determinai el caudal de gis que se. sumi-
nistraba a los cultivos, se han utilizado un contador de gases Kroms-
chroeder (Espana) modelo NB-2 en la medida de aire, de argon y de gas to-
tal, v un medidor VEB Prufgerate-Werk Medingen (RFA) tipo TG-300 para el

COZ'
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2.5. REACTIVOS

El ADP, la L-glutamato deshidrogenasa (tipo II, de higado de vaca),
la catalasa (de higado de vaca), el HEPES, el MOPS, el MSX y la Tricina
era productos de Sigma Chemical Co., St. Louis .(USA). E1 NADPH era un
producto de BSheringer, Mannheim (RFA) y el DCMU y el metil violdgeno de
Serva, Heidelberg (RFA). Todos los demd3s productos utilizados procedian

de Merck, Darmstadt (RFA) o de Sigma, St. Louils (USA).

El agua destilada se cbtenia mediante un destilador de vidrio DRA.
Los gases utilizados, anhidrido carbdnico y argon, eran de alta pureza y

fueron suministrados por la Sociedad Espafiola del Oxigeno (SEO).
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3.1. INFLUENCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LOS NIVELES CELULARES DE
ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN VARIAS CIANOBACTERIAS

3.1.1. Influencia de la fuente de nitrdgeno sobre el nivel celular de
nitrato reductasa en Anacystis nidulans

Anacystis nidulans es una cianobacteria unicelular no fijadora de
nitrdgeno atmosférico que puede utilizar formas combinadas de nitrdgeno
inorgdnico, tales como amonio o nitrato, como fuente de nitrdgeno para su
crecimiento (Tabla 1) . Cuando se estudia la actividad nitrato reductasa
presente en células de este microorganismo, se encuentra que aguellas
procedentes de cultivos que han crecido con nitrato poseen niveles altos
de nltrato reductasa (alrededor de 200 mU/mg de protelna), mlentras que
en celulas cultlvadas con amonlo como fuente de nltrogeno solo pueden de-
tectarse niveles basales de esta actividad enzimdtica (del orden de 5-10

mU/mg de proteina).

La Figura 1.A muestra el desarrollo de actividad nitrato reductasa
que tiene lugar cuando cé&lulas de 4. nidulans, que se han cultivado con
amonio, se transfieren a medio conteniendo nitrato como fuente de nitrd-
geno y se incuban en este iltimo en las condiciones habituales para dicho
microorganismo. Se observa que, como consecuencia de ese cambio en el nu-
triente nitrogenado, se produce un aumento espectacular de la actividad
especifica nitrateo reductasa, que alcanza su nivei miximo unas cinco ho-
ras después de haberse efectuado la transferencia y que, a partir de es-
te momento, se mantiene practicamente constante, a un nivel gque corres-
ponde al tipico de células cultivadas con nitrato. En la Figura 1.2 se
muestra tambi&n que la velocidad de crecimiento del cultivo, estimado co-
mo incremento de proteina (aunque no se muestra se obtuvieron resultados
similares estimandolo come incremento del volumen de células empaguetadas)
aumenta significativamente unas 4-5 horas despu&s de haberse efectuado la
transferencia al medio con nitrato. Este periodo de tiempo es el mismo
que se necesita para que las células adquieran el nivel maximo de nitrato
reductasa, lo que podria indicar que niveles de actividad por debajo de
ese mdximo representan una limitacidn para el crecimiento del cultivo

cuando se utiliza nitrato como la fuente de nitrdgeno.

La Figura 1.B es una representacidn diferencial, utilizando los mis-
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Fig. 1.A. Desarrollo de actividad nitrato reductasa en células de Ana-
eystis nidulans en respuesta a la transferencia desde medio con amonio
a medio con nitrato. Células de A. nidulans cultivadas en medio con
amonio se incubaron en condiciones de cultivo en medio con nitrato. A
los tiempos que se indica se tomaron muestras de la suspensién en las
cuales se determind la actividad nitrato reductasa (O), permeabili-
zando con tolueno, y la cantidad de proteina (@).
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Fig. 1.B. Representacidn diferemcial de la evolucidn de la actividad
nitrato reductasa con respecto a la de la cantidad de protetna de cé-
lulas de Avacystis nidulans transferidas desde medio con amonio a me-—
dio con nitrato. Los datos representados son los mismos que aparecen
en la Figura 1.A.
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mos datos que en la Figura 2.A, de la actividad total nitrato reductasa
frente a la cantidad total de proteina. Es interesante resaltar que la
pendiente de la recta es mayor en la fase inmediatamente siguiente a la
transferencia de las c&lulas al medio con nitrato, disminuyendo claramen-
te una vez alcanzados niveles de actividad nitrato reductasa prdximos al
normal para células mantenidas en medio con nitrato (unas 4-5 horas des-
Pués de la transferencia). Este cambio de pendiente refleja gque durante
el primer periodo de tiempo se produce un aumento mayor de la actividad

nitrato reductasa que de la proteina total del cultivo.

En principio exixtirian dos posibilidades, no excluyentes, para ex-
plicar el aumento observado en el nivel de actividad nitrato reductasa de
' Célulés'de:A; nidﬁlans como consecuencia de su transferencia desde un me-
dio conteniendo amonio a otro con nitrato como nutriente nitrogenado, a
saber, (a) que fuese consecuencia de la presencia de nitratd, é (b) que
simplemente se produjese en respuesta a la eliminacidn del amonio. Para
distinguir entre estas alternativas, se han llevado a cabo los experimen-

tos que se describen en la Tabla 2 y la Figura 2.

En la Tabla 2 se muestran las actividades nitrato reductasa de célu-
las de A. nidulans que, procedentes de un cultivo con amonio, se incuba-
ron durante 6 h en medios con nitrato, amonio, nitrato vy amonio o sin
fuente de nitrdgyeno combinado. Los resultados que se obtuvieron indican
que la presencia de amonio en el medio de cultivo determinaba bajos nive-
les de nitrato reductasa, incluso cuando el nitrato se encontraba simul-
tdneamente presente. Por otra parte, tambié&n se alcanzaban altas activi-
dades de este enzima en células de Anacystis incubadas en ausencia de
cualquier fuente de nitr8geno (Tabla 2). Conclusiones similares pueden
derivarse a partir de los datos que se recogen en la Figura 2, correspon-
_ dientes a estudios cinéticos de los cambios iniciales (observados durante
la primera hora de incubacidn) que se producian en los niveles de activi-
dad nitrato reductasa de c@lulas de A. nidulans sometidas a condiciones
experimentales anilogas a las empleadas en el experimento recogido en la
Tabla 2. De los datos obtenidos a corto plazo (Figura 2) se hace alin mas
evidente la ausencia de un efecto positivo del nitrato a nivel de regula-

cidn de la sintesis de la nitrato reductasa, ya que tanto la cinética de



Tabla 2. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

la actividad nitrato reductasa de células de Anacystis nidulans

Actividad nitrato reductasa

Fuente de nitrdge -
n nitrogeno (mU/mg de proteina)

N03K (20 mM) 206
Ninguna 115
SO4(NH4)2 (10 mM) 10
NO3K (20 mM) vy SO4(NH4)2 (10 mM) 10

Células de A. nidulans cultivadas con amonio se transfirie-
ron a medios conteniendo la fuente de nitrdgeno que se indica.
Las suspensiones resultantes {con una concentracidn de 0,5 ul de
células/ml) se incubaron durante 6 h en condiciones de cultivo,
transcurridas las cuales se procedid a la determinacidn de la
actividad nitrato reductasa (en células permeabilizadas con to-
lueno) y de la cantidad de proteina en alicuotas de cada una de
ellas.
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Fig. 2. Evolucidn de la actividad nitrato reductasa de células de A.
nidulans en respuesta a la transferencia desde medio con amonio a me
dios con diferentes fuentes de nitrdgeno. Células de A. nidulans cul
tivadas con amonio se transfirieron a medios conteniendo 20 mM de
NO3K (0), ninguna fuente de nitrdgeno (A) o 10 mM de SO, (NH )2 3
de NO3NH ({0) a una concentracidn inicial de 1,6 M1 de células por
ml de meéio. A los tiempos que se indica se determind la actividad
nitrato reductasa (permeabilizado con tolueno) y la cantidad de pro-

teina en lascorrespondientes alicuotas.

39



40

desarrollo de actividad nitrato reductasa como los niveles de actividad
alcanzados en 1 h son andlogos para los casos de medio con nitrato y me-

dio carente de fuente de nitrdgeno.

El conjunto de estos resultados indica, por una parte, gque la pre-
sencia de nitrato en el medio no es un requisito obligatoric para que
puedan desarrollarse altos niveles de actividad nitrato reductasa en Ana-
cystis. Y por otra, que la presencia de amonio elimina cualquier efecto
positivo que pudiese ejercer el nitrato sobre el establecimiento del ni-
vel celular del enzima. En consecuencia, parece posible concluir tambié&n
que, mids que la falta de nitrato, la presencia de amonio es el factor que
determina el establecimiento de la baja actividad nitrato reductasa ca-
racterfstica de céiulasvde A; nidulans cultivédésvcoh aﬁénio como fuente

de nitrdgeno.

Segiin estas consideraciones, la incubacién en presencia de amonio de
células de 4. nidulans procedentes de un cultivo con nitrato deberia ver-
se acompafiada de una disminucidn en el nivel celular de nitrato reductasa.
El experimento que se recoge en la Figura 3 documenta esta situacidn mos-
trando que, en respuesta a ese cambio de nutriente nitrogenado, la acti-
vidad especifica nitrato reductasa disminuia de 300 a 60 mU/mg dg protei-
na tras unas 12 h de incubacidn en el medio con amonio (Figura 3.A). De
los datos que se presentan en la Figura 3 puede deducirse que, aungque la
actividad total del cultivo experimentaba una disminucién lenta, la mayor
parte de la pérdida de actividad especifica podia explicarse con el au-
mento en proteina total que tenia lugar en el cultivo durante ese periodo

de tiempo.

3.1.2. Influencia de la fuente de nitrSgeno sobre el nivel celular de
nitrato reductasa en Synechocystis sp. 6714

Al igual que 4. nidulans, Synechocystis es una cianobacteria incapaz
de fijar el nitrdgeno atmosférico, que puede utilizar nitrato & amonio

como fuente de nitrdgeno para su crecimiento (Tabla 1).

Tambiédn en este microorganismo se ha estudiado la influencia que la

naturaleza de la fuente de nitrdégeno utilizada para el cultivo posee so-
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Fig. 3. Disminucién de la actividad nitrato reductasa de células de
A. nidulans en respuesta a la transferencia desde medio con nitrato
a medio con amonio. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se
transfirieron a medio con amonio en el cual se incubaron en condicio
nes de cultivo. A los tiempos que se indica se tomaron alicuotas de
esta suspensidn en las cuales se determind la actividad nitrato re-
ductasa (permeabilizando con tolueno) (Q), y la cantidad de protei-
na (@).
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bre los niveles celulares de actividad nitrato reductasa. En la Tabla 3
se presentan las actividades encontradas en cé&lulas de Synechocystis cul-
tivadas en medios con nitrato o con amonio. Puede observarse que, aungue
las diferencias son menos acusadas que en el caso de Anacystis, también
se detectaban niveles de nitrato reductasa claramente mis altos en las
células de Synechocystis cultivadas con nitrato que en aquellas cultiva-
das con amonio. Por otra parte, células de este microorganismo que po-
selan inicialmente poca actividad nitrato reductasa, por proceder de un
cultivo con amonio, aumentaban sensiblemente su nivel de este enzima
cuando se transferian e incubaban en medio conteniendo nitrato & carente
de cualquier forma de nitrégeno combinado (Tabla 4); lo cual cuestiona
también para Synechocystis la necesidad de la presencia de nitrato como:
requisito obligado para el establecimiento de altos niveles de nitrato
reductasa. En la misma Tabla se muestra también que la incubacidn, en me-
dios conteniendo simultdneamente nitrato y amonio, no conlleva cambios
significativos en el nivel de la actividad enzimitica considerada, con

respecto al de células incubadas con amonic en ausencia de nitrato.

3.1.3. Influencia de la fuente de nitr6geno sobre el nivel celular de
nitrato reductasa en Anabaena variabilis

Anabaena variabilis es una cianobacteria filamentosa formadora de
heterocistos, que es capaz de asimilar y utilizar para su crecimiento el
nitrSgeno atmosférico. Ademds tambidn puede utilizar como fuente de ni-
trégeno compuestos inorgdnicos tales como el amonio & el nitrato (Tabla 1).
Cuando 4. variabilis se cultivaba con nitratc como nutriente nitrogenado,
exhibia una actividad celular nitrato reductasa notablemente sﬁperior a
la que podia detectarse en cultivos con amonio o en ausencia de compues-

tos de nitr8geno combinado (Tabla 5).

En la Pigura 4 se muestra la cinética del desarrollo de actividad
nitrato reductasa que tiene lugar cuando cé&lulas de este microorganismo,
cultivadas con amonio, se incuban en medio con nitrato. La Figura 5 pre-
senta la evolucidn que experimentaba la nitrato reductasa de células de
A. variabilis que se habian cultivado a expensas de dinitr8geno y se

transferian a medios conteniendo nitrato, amonio, nitrato y amonio, &
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Tabla 3. Niveles de actividad nitrato reductasa de células de
Synechocystis sp. 6714 cultivadas con nitrato & amonio como

fuente de nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa
Fue nitrd .
nte de nitrdgeno (mU/mg de proteina)

NO3Na (21 mmM) 110

SO4(NH4)2 (2 mM) 21

Los valores de actividad nitrato reductasa que se muestran
corresponden a los encontrados en cultivos discontinuos de Syne-
chocystis que, mediante transferencias sucesivas, se habian man-
tenido durante miiltiples generaciones con la fuente de nitrdgeno
que se indica. En el momento de la determinacidn (que se realizd
tras permeabilizacidn con tolueno) el cultivo de nitrato poseia
105 Yg de proteina/ml y el de amonio 111 Ug de proteina/ml.
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Tabla 4. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

la actividad nitrato reductasa de células de Synechocystis sp. 6714

Actividad nitrato reductasa

Fuente de nitrogeno (mU/mg de proteina)

NOo_ Na (17,6 mM) 100

3
Ninguna 65
SO4(NH4)2 (2,5 mM) 26
NO3Na (17,6 mM) yyso4(NH:4)2 (2,5 mM) 33

Células de Synechocystis cultivadas con amonio se utilizaron
para preparar cuatro suspensiones con una concentracidn correspon-
diente a 155 g de proteina celular por ml de medio conteniendo la
fuente de nitrdgeno que se indica, las cuales se incubaron durante
4,25 h en condiciones de cultivo. Transcurrido este tiempo se de-
termind la cantidad de proteina y la actividad nitrato reductasa
(tras permeabilizacidn con toluenc) en las células procedentes de
alicuotas de cada una de esas suspensiones despuds de ser recogidas
por filtracidn, lavadas y concentradas convenientemente.
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Tabla 5. Niveles de actividad nitrato reductasa de células de
Anabaena variabilis cultivadas con nitrato, ailre © amonio como

fuente de nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa
Fusnte de nitzdgens | (m0/mng de procetna)

NO3K (20 mM) 82,43
Aire (78% N2) 0,03
SO4(NH4)2 (2,5 mM) 0,56

Los valores de actividad nitrato reductasa que se muestran
corresponden a los encontrados en células de Anabaena variabilis
que se habian mantenido durante varias generaciones con la fuen-
te de nitrdgeno gque se indica. En el momento de la determinacidn
(que se realizd permeabilizando con MTA) el cultivo de nitrato
poseia 417 ug de proteina/ml, el de aire 222 ug de proteina/ml y
el de amonio 339 ug de proteina/ml.
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Fig. 4. Desarrollo de actividad nitrato reductasa en células de Ana
baena variabilis en respuesta a la transferencia desde medio con amo
nio a medio con nitrato. Células de A. vartabilis cultivadas con amo
nio se transfirieron, a una concentracidn correspondiente a 3 lg de
clorofila por ml de medio, a medio con nitrato, en el cual se incuba
ron en condiciones de cultivo. A los tiempos que se indica se toma -
ron alicuotas de la suspensidn obtenida, en las cuales se determind
la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con MTA) y la canti-
dad de clorofila.
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Fig. 5. Evolucidn de la actividad nitrato reductasa de células de A.
variabilis en respuesta a la transferencia desde medio carente de ni
trdgeno combinado a medios con diferentes f'uentes de nitrdgeno. Cé&lu
las de 4. variabilis cultivadas con aire como nica fuente de nitrd-
geno, se transfirieron a medio conteniendo 20 mM de NO_K (O), nin-
gln compuesto de nitrdgeno combinado (A), 2 mM de SO, NH,), (O) &
20 mM de NOLK y 2 mM de SO,(NH,).. (X). A los tiempos indicados se
tomaron mueStras de cada una de estas suspensiones, en las cuales se
determind la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con MTA) y

la cantidad de proteina.
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ninguna fuente de nitrdgeno combinado. Como puede observarse, solo se de-
sarrollaban niveles enzimdticos altos en el medio que poseia nitrato como
finico nutriente nitrbgenado; mientras que el nivel basal de nitrato re-

ductasa que presentaban originalmente las células se mantenia sin cambios
apreciables en el medio sin nitr&geno combinado y en presencia de amonio,

aunque el nitrato se encontrase tambidn presente simult&neamente.

Estos resultados indican que el establecimiento de altos niveles ce-
lulares de nitrato reductasa en Anabaena variabilis requiere la presencia
de nitrato en el medio de cultivo, sin que se produzcan en respuesta a la
mera eliminacidén del amonio de tales medios. Parece evidente ademds, que
el amonio es capaz de impedir la manifestacidn del efecto positivo del

nitrato.

3.1.4. Influencia de la fuente de nitrd8geno sobre el nivel celular de
nitrato reductasa en Nostoc sp. 6719

Nostoc sp. 6719 es otra cianobacteria filamentosa, formadora de he-
terocistos, fijadora de nitrdgenc atmosférico, que puede utilizar nitrato
S amonio como fuente de nitrdgeno {(Tabla 1). La Tabla 6 muestra los nive-
les de actividad nitrato reductasa encontrados en células de este micro-
organismo gue, durante repetidas generaciones, se habian cultivado con
cada uno de estos compuestos de nitrSgeno combinado. En la Tabla 7 se
. presentan los valores de nitrato reductasa alcanzados en células proce-
dentes de un cultivo con amonio que se incubaron, durante 6 horas, en me-
dios conteniendo nitrato, amonio, nitrato y amonio, o ninguna fuente de
nitrégeno combinado. Por {iltimo, en la Figura 6 se recoge la cin@tica del
desarrollo de actividad nitrato reductasa observado para células de Nos-
toc cultivadas con amonio, tras su transferencia a medio con nitrato. Los
resultados que se obtuvieron en estos tres tipos de experimentos ponen de
manifiesto, conjuntamente, que en esta ciancbacteria solo se alcanzan ni-
veles altos del enzima considerado en c&lulas incubadas en medios que

contienen nitrato y de los que se encuentra excluido el amonio.
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Tabla 6. Niveles de actividad nitrato reductasa de células de
Nostoe sp. 6719 cultivadas con nitrato & amonio como fuente de

nitrdgeno

Actividad nitrato iedﬁctasé

Fuente de nitrd i
trégeno (mU/mg de proteina)

NO3K (20 mM) 80

SO4(NH4)2 (2 mM) 6

Los valores que se muestran corresponden a las actividades
nitrato reductasa (medidas tras permeabilizacidn con tolueno) de
cultivos discontinuos de Nostoc que, en transferencias sucesivas
a lo largo de semanas, se habian mantenido con la fuente de ni-~
trégeno que se indica. En el momento de llevar a cabo la deter-
minacidn el cultivo de nitrato poseia 407 ug de proteina/ml y el
de amonio 168 ug de proteina/ml.



Tabla 7. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

la actividad nitrato reductasa de células de Nostoc sp. 6719

Actividad nitrato reductasa

B i 5 P
uente de nitrdgeno (mU/mg de proteina)

NO_K (20 mM) 80

3
Aire (78% N2) 13
SO4(NH4)2 (2 mM) 12

NO_K (20 mM) y SO4(NH (2 mM) 19

3 4)2

Células de Nostoe cultivadas con amonio se utilizaron para
preparar suspensiones conteniendo 60 uUg de proteina celular por
ml de medic de cultivo con la fuente de nitrSgeno qgue se indica.
Tras 6 h de incubacidn en condiciones de cultivo se tomaron ali-
cuotas de cada una de esas suspensiones en las cuales se deter-
mind la actividad nitrato reductasa (tras permeabilizacidn con
tolueno) y la cantidad de proteina.
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Fig. 6. Desarrollo de actividad nitrato reductasa en células de Nos—
toc sp. 6719 en respuesta a la transferencia desde medio con amonio

a medio con nitrato. Células de Nostoc cultivadas con amonio se trans
firieron, a una concentracidn inicial correspondiente a 19 Ug de pro-
teina por ml, a medic con nitrato. A los tiempos que se indica se to-
maron alicuotas de esta suspensidn en las cuales se determind la acti
vidad nitrato reductasa (permeabilizando con tolueno) y la cantidad
de proteina.
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3.1.5. Influencia de la fuente de nitrdgeno sobre el nivel celular de
nitrato reductasa en Anabaena sp. 7119

Anabaena sp. 7119 es una cianobacteria filamentosa formadora de he=-
terocistos, que puede fijar nitrdgeno atmosférico y utilizar nitrato &
amonio como nutriente nitrogenado (Tabla 1) . Los experimentos que se i-
lustran en la Tabla 8 y en la Figura 7 dan informacidn acerca de como se
afectan, en este microdrganismo, los niveles celulares de actividad ni-
trato reductasa, en respuesta a la naturaleza del nutriente nitrogenado
utilizado para el crecimiento. Sus resultados ponen de manifiesto que el
enzima de Anabaena sp. 7119 responde a este factor de manera similar a lo
que se ha descrito para A. variabilis y Nostoe.

De los resultados presentados en este apartado 3.1 para la nitrato
reductasa de las cinco cianobacterias consideradas, pueden derivarse unas
reglas generales. En las cianobacterias incapaces de fijar el nitrdgeno
atmosférico (dnacystis nidulans y Synechocystis) el nivel celular de ni-
trato reductasa se afecta negativamente por la presencia de amonio en el
medio de cultivo, sin que sea indispensable la presencia de nitrato para
que puedan desarrollarse altas actividades del enzima. Por el contrario,
en las especies fijadoras de nitrfgeno (4dnabaena variabilis, Nostoc sp.
6719 v Anabaena sp. 7119) la presencia de nitrato parece ser un requeri-
miento obligado para gque puedan alcanzarse altos niveles de nitrato re-

ductasa.



Tabla 8. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre
la actividad nitrato reductasa de células de Anabaena sp. 7119

Actividad nitrato reductasa

F itrd -
uente de nitrdgeno (mU/mg de protefna)

N03K (20 mM) 73
Aire (78% N2) 13
SO4(NH4)2 (2 mM) 4

Células de Anabaena sp. 7119 cultivadas con amonio se uti-
lizaron para preparar tres suspensiones conteniendo 142 Ug de
proteina celular por ml de medio conteniendo la fuente de nitr&-
geno que se indica. Después de 4,25 h de incubacién en condicio-
nes de cultivo se determind la actividad nitrato reductasa (tras
permeabilizacidn con tolueno) y la cantidad de proteina en ali-
cuotas de cada una de esas suspensiones celulares.
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Fig. 7. Desarrollo de actividad nitrato reductasa en células de Ana-
baena sp. 7119 en respuesta a la transferenctia desde medio con amo-
nio a medio con nitrato. Células de Anabaena sp. 7119 cultivadas con
amonio se transfirieron, a una concentracidn correspondiente a 142
g de proteina por ml, a medio con nitrato. A los tiempos que se in=
dica se tomaron alicuotas de esta suspensidn celular en las cuales
se determind la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con to-
lueno) y la cantidad de proteina.
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3.2. REGULACION DE LA SINTESIS DE NITRATO REDUCTASA EN VARIAS CIANOBACTERIAS

Los estudios que se presentan en este apartado esti@n encaminados a
suministrar informacién acerca del papel regulador de los iones amonio y
nitrato sobre el nivel celular de actividad nitrato reductasa en las cia-

nobacterias que estamos considerando.

3.2.1. Efecto de inhibidores de la sintesis de ARNm y de proteinas sobre
el desarrollo de actividad nitrato reductasa

En el apartado anterior se ha descrito que cuando cé&lulas de Anacys-—
tis nidulans que se habfan cultivado con amonio como fuente de nitrdgeno
se transferian a medios conteniendo nitrato como {Unico nutriente nitroge-
nado o qarentés de nitrégeno combinado, se registraba un desarrollo de
actividad nitrato reductasa, que resultaba en el establecimiento de altos
niveles de este enzima. El experimento cuyos resultados se recogen en la
Figura 8 ponen de manifiesto que la rifampicina (inhibidor de la sintesis

de ARNm, cuya eficacia a este respecto se ha verificado para la estirpe
utilizada en este trabajo, 47, y otras especies, 81, de Anacystis) impide
el desarrollo de actividad nitrato reductasa que se registra normalmente
~al transferir a medios con nitrato células cultivadas con amonio, las

cuales presentan bajos niveles de esta actividad enzimatica.

El cloranfenicol y la kanamicina son dos inhibidores de la sintesis
de proteinas en organismos procaridticos, no relacionados quimicamente y
que, mediante diferentes mecanismos, interfieren con la traduccidén de los
ARNm en los ribosomas 70 S, habiéndose constatado para el caso del cloran-
fenicol, que inhibe eficazmente la sintesis de proteinas en una gran varie-
dad de ciancbacterias ( 46). Tanto el cloranfenicol (Fig. 9) como la kana-
micina (Fig. 10) prevenian efectivamente el desarrollo de actividad nitra-
to reductasa en cé&lulas de A. nidulans, caracteristico de la transferencia
desde medios conteniendo amonio a medios conteniendo nitrato como {nicos
nutrientes nitrogenados. Como se ilustra en la Figura 11, tampoco se pro-
ducia desarrollo de actividad nitrato reductasa cuando células de Anacys-
t718 procedentes de cultivos con amonio se incubaban en medios carentes de

fuente de nitrdgeno en presencia de rifampicina o cloranfenicol.
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Fig. 8. Prevencidn por rifampicina del desarrollo de actividad nitra
to reductasa en células de Anacystis nidulans transferidas de amonio
a nitrato. Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se incubaron,
en condiciones de cultivo, en medioc con nitrato conteniendo (@) o
né (0) 50 Ug/ml de rifampicina. A los tiempos que se indica se toma
ron muestras de cada una de las suspensiones, en las cuales se deter
mind la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con tolueno) y
el volumen de c@lulas empaquetadas. La concentracidn celular en el
momento de comenzar la incubacidn fué de 1,5 yl de c&lulas por ml.de
medio.
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Fig. 9. Prevencidn por cloranfenicol del desarrollo de actividad ni-
trato reductasa en células de A. nidulans transferidas de amonio a
nitrato. Células de 4, nidulans cultivadas con amonio se transfirie-
ron, a una concentracidn de 1 Ul de células por ml de medio, a medio
con nitrato conteniendo (@) o nd (Q) 50 ug/ml de cloranfenicol, en
el cual se incubaron en condiciones de cultivo. A los tiempos que se
indica se midid la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con
tolueno) y el volumen de células empaguetadas, en cada una de las
suspensiones obtenidas.
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Fig. 10. Prevencidn por kanamicina del desarrollo de actividad nitra
to reductasa en células de A. nidulans transferidas de amonio a ni-
trato. Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una concentracidn de 1,3 Ul de células por ml de medio, a medio
con nitrato conteniendo (®) o nd (O) 50 Ug/ml de kanamicina. A los
tiempos que se indica se tomaron alicuotas de cada una de las suspen
siones obtenidas, en las cuales se determind la actividad nitrato re
ductasa (permeabilizando con tolueno) y el volumen de células empa-
quetadas.
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Fig. 11. Prevencidn por rifampicina o cloranfenicol del desarrollo
de actividad nitrato reductasa en células de A. nidulans transferi-
das de amonio a medio carente de fuente de nitrdgeno. Células de 4.
nidulans cultivadas con amonio se transfirieron, a una concentracidn
de 1 Yl .de células por ml de medic, a medio carente de compuestos de
nitrdgeno combinado en ausencia (O ) o presencia de 50 Ug/ml de ri-
fampicina (@) o de 50 Hg/ml de cloranfenicol (A). Las 4 suspensio-
nes resultantes se incubaron en condiciones de cultivo, tomdndose a
los tiempos indicados alicuotas de cada una de ellas, en las cuales
se determind la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con to-
lueno) y la cantidad de proteina.
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Por otra parte se ha comprobado (no se ilustra) que la adicidn de
rifampicina a un cultivo con nitrato de células de 4. nidulans previa-
mente cultivadas con amonio, 30 min después de haber efectuado el cambio
de nutriente nitrogenado, permitia, durante algin tiempo, posterior aumen-
to de actividad nitrato reductasa. Este hecho elimina la posibilidad de
que el efecto de la rifampicina inhibiendo el desarrollo de nitrato reduc-
tasa se deba a una accién directa sobre las molé&culas de enzima ya sinte-
tizadas, provocando su pérdida de actividad, o a cualquier otra accidn
que, distinta a la propia de inhibicién de sintesis de ARNm, pudiese desa-
rrollar sobre el metabolismo de Anacystis. En relacién con estos resulta-
dos, es interesante seflalar que cabe esperar que la adicién de un inhibi-
dor de la sintesis_de ARNm (tal como .la rifampicina) no provoque. una para-
da inmediata de la aparicién de nuevas molé&culas de proteina, si se reali-
za despuds que las células han permanecido durante algin tiempo en condi-
ciones que favorecen dicha aparicidn, durante el cual podrian haberse sin-
tetizado molédculas de ARNm que pueden traducirse en presencia de rifampi-

cina.

Para el caso del cloranfenicol, en el apartado 3.3 (véase apartado
3.3.1.1) se presentaradn resultados que ponen de manifiesto que tampoco es-
te agente ejerce ningfin efecto negativo directo sobre la actividad nitra-

to reductasa de 4. nidulans.

Los resultados que se han presentado en este apartado ponen de mani-
fiesto que el desarrollo de actividad nitrato reductasa que se observa en
células de 4. nidulans cultivadas con amonio, tras la eliminacidén de este
compuesto del medio de cultivo, requiere la operatividad de los sistemas
de transcripcién de ADN y de traduccién de ARNm. Esto argumenta en favor
de la idea de que el incremento de actividad nitrato reductasa observado
en estas condiciones sea consecuencia de la aparicién de nuevas moléculas
de esta proteina, mids que de la activacidén de moléculas preexistentes que,
en estado inactivo, pudieran encontrarse en cé&lulas cultivadas con amonio.
Por tanto, podemos deducir también que la naturaleza de la fuente de ni-
tr8geno presente en el medio de cultivo posee un papel regulador sobre la

sintesis de la nitrato reductasa en Anacystis nidulans.
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Los experimentos que se ilustran en las Tablas 9 y 10 ponen de mani-
fiesto que tambidn en Synechocystis y Anabaena variabilis respectivamente,
el cloranfenicol inhibe, de manera efectiva, el aumenté de actividad ni-
trato reductasa que tiene lugar cuando células cultivadas con amonio se
transfieren a medios que contienen nitrato. Estos resultados indican que,
al igual que en Anacystis, tambidn para Synechocystis y A. vartabilis,el
efecto regulador que la naturaleza de la fuente de nitrdgeno ejerce sobre
la nitrato reductasa celular, opera a nivel de sintesis de nuevas molécu-

las de esta proteina.

3.2.2. Liberacidn por MSX del efecto negativo del amonio sobre la sintesis
de nitrato reductasa

Como se ha documentado en el apartado 3.1, todas las cianobacterias
consideradas en este trabajo presentan sdlo niveles basales de actividad
nitrato reductasa cuando se cultivan en medios que contienen amonio. En
este apartado se presenta una serie de experimentos mediante los cuales
se pretende obtener informacidn acerca de los posibles mecanismos por los
que el amonio ejerce su efecto negativo sobre el nivel celular de nitrato

reductasa.

Para verificar si el efecto negativo del amonio sobre la nitrato re-
ductasa se debia al amonio"per se"o era resultado de la 'metabolizacidn de
este compuesto, se procedid al estudio de dicho :efecto en.células de cia-
nobacterias en las que la asimilacién del amonio se encontrase afectada.
Como se ha descrito en la Introduccidn, el funcionamiento coordinado de
los enzimas glutamina sintetasa y glutamato sintasa parece constituir la
via mayoritaria mediante la cual el amonio se incorpora a esqueletos car-
bonados originando compuestos orgdnicos nitrogenados en cianobacterias.

La L-metionina-D,L-sulfoximina (MSX) es un andlogo del &cido glutdmico

que actda eficazmente en una gran variedad de organismos (entre ellos cia-
nobacterias) como un inhibider irreversible del enzima glutamina sinteta-

(75,24) y, en consecuencia, de la asimilacidén de amonio por las células.

Como puede observarse en la Figura 12, la adicién de MSX a células de

A. nidulans creciendo en medio con amonio resultaba, después de un periodo

de aproximadamente 1 h, en un fuerte desarrollo de actividad nitrato re-



Tabla 9. Efecto de cloranfenicol sobre el desarrollo de actividad
nitrato reductasa en células de Synechocystis sp. 6714 transferi-

das de amonio a nitrato

Actividad nitrato reductasa

: .Aq%c1on - (mU/mg de .proteina)
Ninguna 101
Cloranfenicol (50 ug/ml) 49

Células de Synechocystis cultivadas con amonio se transfi-
rieron a medio con nitrato en presencia o ausencia de cloranfeni-
col a la concentracidn que se indica, incubdndose a continuacidn
en condiciones de cultivo. En el momento de comenzar la incuba-
cidn v 3 h después, se midieron la actividad nitrato reductasa
(tras permeabilizacidn con tolueno) y la cantidad de proteina en
alicuotas de ambas suspensiones celulares. La actividad nitrato
reductasa a tiempo cero era de 48 mU/mg de proteina. La proteina
celular cambid, durante las 3 h de incubacidn, de 44 a 53 ug/ml
en el cultivo control y se mantuvo sin variaciones apreciables
(de 37 a 36 ug/ml) en la suspensidn tratada con cloranfenicol.
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Tabla 10. Efecto del cloranfenicol sobre el desarrollo de actividad
nitrato reductasa en células de Anabaena variabilis transferidas de

amonio a nitrato

Actividad nitrato reductasa

A@??l°? : &/(mU/mgvdevproteina)
Ninguna 32
Cloranfenicol (50 ug/ml) 14

Células de A. variabilis cultivadas con amonio se transfirie-
ron a medio con nitrato suplementado o no con la concentracidn de
cloranfenicol que se indica y se incubaron en condiciones de cul-
tivo. En el momento de comenzar la incubacidén y transcurridos 90
min, se midieron la actividad nitrato reductasa (permeabilizando
con MTA) y la cantidad de proteina, en alicuotas de ambas suspen-—
siones celulares. La actividad nitrato reductasa a tiempo cero era
‘de 16 mU/mg de proteina. La proteina celular cambid de 60 a 80 ug/
ml en la suspensidn control y de 77 a 69 Ug/ml en la tratada con
cloranfenicol.
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Fig. 12. Liberacidn por MSX del efecto represor del amonio sobre la
nitrato reductasa de A. nidulans. C8lulas de A. nidulans cultivadas
con amonio se incubaron, durante 4 h, en condiciones de cultivo en
medio conteniendo 2,5 mM de SO, (NH,).. Transcurrido este tiempo la
suspensién celular se dividid en dos mitades, a una de las cuales

se afiadid la cantidad de MSX adecuada para alcanzar una concentra-
cibén final de 1 M, prosiguiéndose la incubacidn en condiciones de
cultivo. A los tiempos que se indica se tomaron muestras de la sus-
pensidn correspondiente, en las cuales se determind la actividad ni-
trato reductasa (permeabilizando con tolueno tras concentrar 5 veces
las células), la cantidad de proteina y la cantidad de amonio presen
te en el medio de incubacidn. (O) control; (@) suspensidn conte-
niendo MSX.
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ductasa. En estas condiciones, la aparicién de la actividad enzimitica
(Fig. 12.A) iba en paralelo con la inhibicién tanto de la utilizacidn de
amonio como del crecimiento celular (Fig. 12.B), inhibiciones que son re-
sultado 18gico de la inactivacién de la glutamina sintetasa. El periodo

de retardo observado entre la adicidén del MSX y la manifestacidn de los
resultados descritos repreéenta probablemente, en su mayor parte, el tiem-
po requerido para que la concentracidén empleada de MSX provoque el grado

adecuado de inactivacién de la glutamina sintetasa.

En la Tabla 11 se muestra el efecto de la presencia de MSX sobre los
niveles de actividad nitrato reductasa de células de A. nidulans incubadas
en medios contenlendo diferentes compuestos nltrogenados o} carente de
'fuente de nltrogeno Como puede observarse, en presenc1a de MSX 51empre
se alcanzaban altas actividades enzimiticas, especialmente en los medios
suplementados con nitrato o amonio y, sobre todo, en aquellos que conte-
nian simultdneamente ambos compuestos. Puede concluirse por tanto, que el
MSX elimina el efecto negativo que el amonio ejerce sobre la sintesis de-
nitrato reductasa en 4. nidulans. Este hecho podria indicar que tal efec-
t0 negativo no se ejerce por el propio ién amonio de manera directa, sino

gue requiere su previa metabolizacidn a través de la glutamina sintetasa.

Como complemento del experimento ilustrado en la Tabla 11, En la Pi-
gura 13 se recogen los espectros de absorcidn que, tras 6 h de incubacién
en el medio correspondiente, presentaban las cé&lulas de cada una de las
suspensiones utilizadas en dicho experimento. Puede observarse que, en
ausencia de MSX, las cé&lulas cultivadas con nitrato o amonic presentaban
una fuerte absorbancia a 628 nm, caracteristica del pigmento ficocianina,
el cual es degradado en situaciones de deficiencia en nitrégeno ( 1) y
cuya abundancia suele tomarse como indice del estado nitrogenado celular.
El valor de la absorbancia a 628 nm de la suspensifn incubada en ausencia
de fuente de nitrdgeno era notablemente inferior a los de aquellas incu-
badas en presencia de nitrato o amonio. Por el contrario, todas las sus-
pensiones incubadas en presencia de MSX conservaban el alto contenido en
ficocianinas que presentaban las c&lulas originales (procedentes de un cul-
tivo con amonio), con independencia de que el medio de incubacidn contu-

viese o ndé nutrientes nitrogenados. Este hecho de la conservacidn de fi-



Tabla 11. Efecto del MSX sobre el nivel de actividad nitrato reduc-
tasa de células de A. nidulans incubadas en medios con diferentes

fuentes de nitrdgeno

L oa i rotei
Fuente de nitrdgeno Nitrato reductasa (mU/mg de proteina)

sin MSX con MsSX
NO3K (20 mM) 272 224
Ninguna 150 ‘ 53
SO4(NH4)2 (10 mM) 8 187
NO3K (20 mM) vy SO4(NH4)2 (10 mM) 8 497

Células de A. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron
a medios conteniendo la fuente de nitrdgeno que se indica, en pre-
sencia o ausencia de MSX 1 UM. Las suspensiones resultantes, con
una concentracidn celular de 0,5 pl de células/ml, se incubaron
durante 6 h en condiciones de cultivo, transcurridas las cuales se
determind la actividad nitrato reductasa (tras permeabilizar con
tolueno) y la cantidad de proteina en alicuotas de cada una de di-
chas suspensiones.
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Fig. 13. Espectros de absorcidén de suspensiones celulares de A. nidu-
lans incubadas en medio conteniendo diversas fuentes de nitrdgeno, en
presencia o ausencia de MSX. Células de A. nidulans cultivadas con
amonio se mantuvieron en las condiciones experimentales que se descri
ben en la tabla 11. Al término del periodo de incubacidn se tomaron
alicuotas de cada una de las ocho suspensiones obtenidas, que se uti-
lizaron directamente para realizar las medidas de absorbancia. Las
flechas indican el miximo de absorcién de las ficocianinas (A=628 nm).
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cocianinas en células de A. nidulans tratadas con MSX podria interpretarse
de dos formas diferentes con respecto a su significado para la evaluacidn
del estado nitrogenado de las mismas. En presencia del inhibidor de la
glutamina sintetasa, las cé&lulas podrian mantener, durante algin tiempo,
un estado nitrogenado satisfactorio afin en ausencia de nutrientes nitro-
genados exfgenos (en esas condiciones el crecimiento celular esti fuerte-
mente inhibido,Fig.12,con loque disminuiria drdsticamente su requerimiento
de nitrdgeno) . Alternativamente, pudiera ser que, alin en situacidén de de-
ficiencia, el MSX impidiese la generacidn de la sefial intracelular que

provoca la degradacidn de la ficocianina.

En este contexto, es interesante sefialar que en células de 4. nidu—
lans tratadas con MSX, cuya capacidad de asimilacidn de amonio (bién sea
suministrado ex8genamente o resultante de la reduccidn intracelular del
nitrato) estaba reducida al 10-15% de la que manifiestan las células no
tratadas (24 ), este idén no solo no ejercia su efecto negativo sobre la
sintesis de nitrato reductasa, sino que la sintesis del enzima se veia
favorecida al aumentar la concentracién de amonio en el medio de cultivo
(Fig. 14) . Estos resultados podrian indicar que, en presencia de MSX, la
sintesis de proteinas celulares se encuentra limitada por la disponibili-
dad de precursores nitrogenados y que el aporte de amonio, a alta concen-

tracién, podria contribuir a aumentar esta disponibilidad.

Segin se ha descrito en el apartado anterior, las cianobacterias fi-
lamentosas fijadoras de nitr8geno sdlo desarrollan altos niveles celulares
de actividad nitrato reductasa en medios conteniendo nitrato como {nica
fuente de nitrdgeno. Como se ilustra en la Tabla 12, en Anabaena sp. 7119
la presencia de MSX hacia posible que esos altos niveles pudieran alcan-
zarse en cultivos conteniendo nitrato y amonio simult&neamente. LOS expe-
rimentos que se presentan en las Tablas 13 y 14 muestran para Anabaena
variabilis y Nostoc sp. 6719 respectivamente, que en estos organismos el
MSX permitia que se alcanzasen altas actividades nitrato reductasa en me-
dios que contenian amonio, pero solo si el nitrato se encontraba presente
simultd@neamente. Estos resultados confirman la idea de que el nitrato e-

jerce un papel positivo esencial para que proceda la sintesis de nitrato
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Fig. 14. Efecto de la fuente de nitrdgeno y su concentracidn sobre el
desarrollo de actividad nitrato reductasa en células de A. nidulans
tratadas con MSX. Células de A. nidulans cultivadas con amonio se
preincubaron durante 1 h, en condiciones de cultivo, a una concentra-
cidn de 2 ul de c&lulas por ml de medio conteniendo 10 mM de 804(NH4)2
y 10 UM de MSX. Transcurrido este tiempo, las células se recogieron
por filtracidn y, tras ser lavadas exhaustivamente con medio libre de
nitrdgeno combinado, se resuspendieron, a igual concentracidn, en me-
dios suplementados con 10 pyM de MSX y conteniendo como fuente de ni -
trégeno: 2 mM de NOX (A), 20 mM de NO_K (B), 1 mM de SO, (NH,)

(C) & 10 mM de SO NH4) (D), siendo huevamente incubadas en condi-
ciones de cultive. En el momento de comenzar esta incubacidn y des-
pués de 1 v 2 h se tomaron muestras de cada una de las cuatro suspen-
siones, en las cuales se determind la actividad nitrato reductasa
(permeabilizando con tolueno) y la cantidad de proteina.



Tabla 12. Efecto del amonio y del MSX sobre el nivel de actividad
nitrato reductasa de células de Anabaena sp. 7119 incubadas en

presencia de wnitrato

- i roteina
Fuente de nitrdgeno Nitrato reductasa (mU/mg de proteina)

sin_MSX con MSX
NO3K (20 mM) 76 ND
NO3K (20 mM) y SO4(NH4)2-(2 mM) 26 101

Cé&lulas de Anabaena sp. 7119 cultivadas con amonio se trans-
firieron, a una concentracidn celular correspondiente a 161 ug de
proteina/ml, a medios conteniendo la fuente de nitrdgeno que se
indica, en presencia o ausencia de MSX 10 UM. Después de 6 h de
incubacidn en condiciones de cultivo, se procedid a la determina-
cidn de la actividad nitrato reductasa (permeabilizando con tolue-
no) y de la cantidad de proteina, en alicuotas de cada una de las
suspensiones celulares obtenidas. ND: nc se determind.
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Tabla 13. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el nivel celular
de actividad nitrato reductasa en Anabaena variabilis en presencia
de MSX

Actividad nitrato reductasa

F i o] e d
uente de nitrdgeno (mU/mg de proteina)

NOK (20 m) 171
Aire (78% N,) | 6
SO, (NH,) , (2 mM) 6

NO_K (20 mM) y SO, (NH,), (2 mM) ° 225

3 2

Células de A. vartabilis cultivadas con amonio se transfirie-
ron, a una concentracidn celular correspondiente a 8,5 ug de clo-
rofila por ml de suspensidn, a medios conteniendo la fuente de ni-
trégeno que se indica y 10 UM de MSX. Después de 6 h de incubacidn
en condiciones de cultivo se procedid a la determinacidn de las
actividades nitrato reductasa y glutamina sintetasa (transferasa),
en alicuotas de cada una de dichas suspensiones . permeabilizadas
con MTA. Los valores de actividad GS encontrados fueron de 170 mU/
mg de proteina para el cultivo con nitrato, 150 mU/mg de proteina
para el que no poseia nitrégeno combinado, 230 mU/mg de proteina
para el que contenia amonio y 200 mU/mg de proteina para el de ni-
trato y amonio. Tras 6 h de incubacidn en idénticas condiciones,
cultivos controles conteniendo las mismas fuentes de nitrSgeno pero
en ausencia de MSX, dieron valores de actividad GS de alrededor de
2.700 mU/mg de proteina.
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Tabla 14. Efecto del MSX sobre el nivel celular de actividad nitrato
reductasa en Nostoec sp. 6719

i e proteina
Fuente de nitrégeno Nitrato reductasa (mU/mg de proteina)

sin MSX con MSX
No'31< (20 mM) ' ' 72 N 69
Aire (78% Nz) 19 16
SO4(NH4)2 (2 mM) 19 18
NO3K (20 mM) vy SO4(NH4)2 (2 mM) 18 76

Células de Nostoc cultivadas con amonio se transfirieron a
medios conteniendo la fuente de nitrdgeno que se indica, en pre-
sencia o ausencia de 10 UM de MSX. Después de 7 h de incubacién
en condiciones de cultivo se estimd la actividad nitrato reducta-
sa (tras permeabilizacidn con tolueno) y la cantidad de proteina
en cada una de las suspensiones celulares obtenidas.
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reductasa en estas ciancbacterias filamentosas.

Se ha estudiado en 4. variabilis si el ién amonio en el medio exter-~
no tenia alguna influencia sobre el proceso de entrada del nitrato al in-
terior celular. Para ello se ha seguido la cinética de consumo de nitrato
por células de este microorganismo en presencia y ausencia de amonio aha-
dido exdgenamente (Fig. 15). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
que el amonio ejerce una drdstica inhibicién del consumo de nitrato por
esta cianobacteria. Ademds de refrendar esta conclusidn, los resultados
que se recogen en la Tabla 15 muestran también que el MSX es capaz de a-
nular por completodicha accidn inhibidora del amonio sobre el consumo de
nitrato.

Comdlsé ha indicadb en la Iniroduccién, resultados similafes a los
aquil descritos para la inhibicidn por amonio del consumo de nitrato y su
prevencién por MSX en A. vartabilis, se habian obtenido para otras ciano-
bacterias filamentosas fijadoras de nitrégeno, concretamente Nostoc sp.
6719 y Anabaena sp. 7119 (21). En consecuencia, aunque puede existir un
efecto negativo directo del amonio sobre la sintesis de la nitrato reduc-
tasa, los resultados disponibles, referentes a la regulacidn de la sinte-
sis de este enzima en cianobacterias fijadoras de nitr8geno, podrian in-
terpretarse en base a la inhibicidén ejercida por el amonio sobre el pro-
ceso de entrada de nitrato al interior celular y a la eliminacidn por MSX

de dicha inhibicién.

3.2.3. Efecto de aminodcidos sobre la sintesis de nitrato reductasa en
Anacystis nidulans

En el apartado anterior se ha puesto de manifiesto que el efecto re-
presor ejercido por el amonio sobre la sintesis de la nitrato reductasa
de A. nidulans requeria que este idn se metabolizase a travds de la glu-
tamina sintetasa. Entre los candidatos para el papel de mediador del efec~-
to represor del amonio parece 18gico considerar a los aminodcidos, meta-
bolitos nitrogenados tipicos; en especial a la glutamina, que se sinteti-
za - directamente a partir del amonio con intervencidn de la glutamina sin

tetasa, y a derivados de la glutamina.
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Fig. 15. Consumo de nitrato por células de Anabaena variabilis y su
inhibicidn por amonio. Células de Anabaena variabilis cultivadas con
nitrato se ensayaron para la capacidad de consumo de este idn en las
condiciones que se describen en Materiales y Métodos, en presencia

(®) o ausencia (0O ) de CINH

1 mM. La concentracidén de células en

el ensayo de consumo correspondia a 6 pg de clorofila/ml.
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Tabla 15. Efecto del MSX sobre el consumo de nitrato y su inhibi-

etdn por amonio en Anabaena variabilis

Nitrato consumido

Adicibén (nmol /ml)
Ninguna - - : 170
CLLNH4 (1 mM) 0
MSX (0,1 mM) 110
ClNH4 (1 mM) y MSX (0,1 mM) 106

Células de A. vartabilis cultivadas con nitrato se preincuba-
ron durante 20 min en tampdn Tricina-NaOH 25 mM, pH 8,1, suplemen-
tado con 10 mM de CO_HNa, con o sin 0,1 mM de MSX, en las condi-
ciones descritas en %ateriales y Métodos para el ensayo de consumo
de nitrato. La concentracidn de clorofila era de 30 ug/ml. Trans-
currido el periodo de preincubacién se comenzd el ensayo por adi-
cidn de los iones nitrogenados que se indican y se desarrolld du-
rante 40 min. Despuds de esos 40 min se midid la actividad gluta-
mina sintetasa de cada una de las suspensiones celulares utiliza-
das (permeabilizando con MTA), obtenié&ndose valores de 1,80 U/ml

para las que se mantuvieron en ausencia de MSX y de 0,13 U/ml para

las tratadas con dicho compuesto.
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Partiendo de esta idea, se ha ensayado el efecto de 24 aminocdcidos,
entre los que se encuentran los que forman parte de las proteinas, sobre
el desarrollo de actividad nitrato reductasa que tiene lugar cuando cé&lu-
las de A. ntdulans cultivadas con amonio se transfieren a medio conte-
niendo nitrato como {inico nutriente nitrogenado. En las Figuras 16-21 se
presentan las cinéticas de estos desarrollos de actividad, recogiéndose
un resumen de los resultados obtenidos en los diferentes experimentos en
la Tabla 16. El efecto de los aminodcidos se probd siempre en medios que
contenian simultdneamente nitrato, al objeto de asegurar un suministro
adecuado de nitrégeno en todos los casos. Puede observarse que la mayoria
de los aminodcidos presentaban efecto positivo sobre el desarrollo de la
nitrato reductasa celular, siendo especialmente destacable la estimula-
¢cién de este proceso provocada por la presencia de histidina o de leucina
en el medio de cultivo. Este efecto positivo general podria explicarse
por el aumento en la disponibilidad de los precursores para la sintesis
de proteinas que supondria el suministro ex8geno de aminodcidos, asumien-
do que las concentraciones intracelulares de aquellos que estimulan mas
fuertemente el desarrollo de nitrato reductasa limitarian, en condiciones

normales, el mencionado proceso de sintesis.

Por otra parte, puede observarse también que siete de los aminodcidos
ensayados inhibian, en distintos grados, ¢l desarrollo de actividad nitra-
to reductasa en la transferencia de amonio a nitrato, siendo especialmen-
te notables los efectos negativos debidos a la presencia de cisteina,
triptSfano y valina. Otros aminodcidos que presentaban efecto inhibidor
sobre el mencionadoc proceso eran arginina, glutamina, isoleucina y fenil-
alanina. Todos los aminodcidos con efecto inhibidor podrian representar
"a priori" posibles mediadores de la represién nutricional de la nitrato
reductasa , provocada por la presencia de amonio en el medio de cultivo de
Anacystis. Los experimentos que se presentan a continuacién estln encami-

nados a contrastar la validez de esta propuesta general.

La glutamina es un compuestc nitrogenado que presenta caracteristi-
cas especialmente adecuadas para poder ejercer un papel regulador promo-
vido por el amonic, puesto que es el primer producto gue se sintetiza en

la célula a patir de este idn. No obstante, era importante considerar
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Fig. 16. Efecto de los aminodeidos alanina,asparraguina, aspartato y
cisteina sobre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidulans. C&lu
las de Anacystis nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
con una concentracidn celular inicial de 1 Ul por ml, a medio con ni
trato sin ningin suplemento adicional (@) o suplementado con 50 mM
de L-alanina (0), L-asparragina (A), L-aspartato (0O) o L-cisteina
(X), incubdndose durante 90 min en condiciones de cultivo. A los
tiempos que se indica se tomaron muestras de cada una de las suspen-
siones obtenidas en las cuales se determind la actividad nitrato re-~
ductasa tras permeabilizacidn con tolueno.
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Fig. 17. Efecto de los aminodcidos arginina, histidina, hidroxiproli
na e isoleucina sobre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidu-
lans. Las condiciones experimentales fueron las mismas que se han
descrito para la Figura 16, excepto que las c&lulas se transfirieron
a medio con nitrato (@) o con nitrato y 50 mM de L-arginina (Q),
L-histidina (A), L-hidroxiprolina (0O) o L-isoleucina (X).
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Fig. 18. Efecto de los aminodeidos fenilalanina, leucina, lisina y
metionina sobre la stntesis de nitrato reductasa en A. nidulans.
Las condiciones experimentales fueron las mismas que se han descri-
to para la Figura 16, excepto que las células se transfirieron a me
dio con nitrato (®) o con nitrato y 50 mM de L-fenilalanina (Q),
L-leucina (A), L-lisina (O) o L-metionina (X).
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Fig. 19. Efecto de los aminodcidos serina, treonina, glicina y vali-
na sobre la stntesis de nitrato reductasa en A. nidulans. Las condi-
ciones experimentales fueron las mismas gue se han descrito para la

figura 16, excepto que las cé€lulas se transfirieron a medio con ni-

trato (@) o con nitrato y 50 mM de L-serina (O ), L-treonina (A),

glicina (O) o L-valina (X).
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Fig. 20. Efecto de los aminodecidos prolina, triptdfanc, ornitina y
eitrulina sobre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidulans.

Las condiciones experimentales fueron las mismas que se han descri-
to para la figura 16, excepto que las c&lulas se transfirieron a me
dio con nitrato (@) o con nitrato y 50 mM de L-prolina (O), L-trip
tdofano (A), L-ornitina ([0) o L-citrulina (X).
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Fig. 21. Efecto de los aminodcidos glutamina, glutamato, cistina y
tirosina sobre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidulans. Las
condiciones experimentales fueron las mismas que se han descrito pa
ra la figura 16, excepto que las células se transfirieron a medio
con nitrato (@) o con nitrato y 50 mM de L-glutamina (O), 50 mM
de L-glutamato (A}, L-cistina a concentracidn saturante (0O) o
L-tirosina a concentracidn saturante (X).
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Tabla 16. Efecto de diversos aminodeidos sobre la sintesis de la

nitrato reductasa de Anacystis nidulans

Aminodcido afiadido Nitrato reductasa (% del control)
Ninguno 100
Alanina 156
Arginina 76
Asparraguina 124
Aspartato 121
Cisteina 18
Cistina 124
Citrulina S . ~74
Fenilalanina 66
Glicina 176
Glutamato 177
Glutamina 64
Hidroxiprolina 105
Histidina 294
Isoleucina 73
Leucina 225
Lisina 133
Metionina 162
Ornitina 159
Prolina 153
Serina 182
Tirosina 169
Treonina 105
Triptéfano 63
Valina 41

Las condiciones experimentales se encuentran descritas en las
Figuras 16-21. En cada experimento se ensayd el efecto de cuatro a-
minodcidos con la distribucién recogida en dichas figuras. E1 100%
corresponde a la actividad nitrato reductasa detectada en el corres-
pondiente control sin aminodcido que se introducia en cada experimen-
to. Todos los valores que se muestran en esta tabla corresponden a los
obtenidos 90 min despué@s de haber efectuado la transferencia desde el
medio con amonio al medio con nitrato con o sin aminodcido afiadido.
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también que la presencia de glutamina en el medioc de cultivo podria con-
llevar la introduccidén de amonio en el mismo (mas afin a las altas concen-
traciones de aminodcido utilizadas, que eran las que se requerian para que
manifestase su efecto represor, Tabla 17). Este amonio podria generarse
por degradacidn bioldgica del aminodcido o encontrarse presente ya en la
preparacién comercial de glutamina, como resultado de su hidr8lisis qui-
mica. A este respecto, es interesante seflalar que el grade de inhibicidn
de la sintesis de nitrato reductasa que se obtenia en presencia de gluta-
mina variaba enormemente con el lote utilizado. Parecia pues necesario
comprobar si el efecto negativo provocado por la presencia de glutamina
se debia en realidad al aminodcido.o, por el contrario, se originaba en
el amonio, que probablemente se encontraria tambidn presente. Para elld
se 1llevd a cabo el experimento que se ilustra en la Figura 22 en el cual
se ensay8 el efecto de la glutamina sobre la sintesis de nitrato reducta-
sa en células de A. nidulans cultivadas con amonio, que poseian sSlo nive-
les basales de glutamina sintetasa por haberse sometido a tratamiento con
MSX antes de su transferencia al medic con nitrato. Los resultados obte-
nidos ponen de manifiesto que el pretratamiento de las células con MSX

impide que la glutamina pueda ejercer su accién represora de la nitrato

xeductasa.

Aunque seria posible elaborar otras interpretaciones (que se trata-
rdn en la seccidn de Discusidn), este hecho apunta a que la glutamina por
si misma no sea el compuesto que, de forma directa, participe en el meca-
nismo molecular de represidén. De hecho, los resultados podrian interpre-
tarse en términos de que la inhibicidn de la sintesis de nitrato reducta-
sa a que conduce la glutamina, pudiese en realidad ser consecuencia de la
introduccibn o aparicidén de amonio en el medio de cultivo. A este respecto,
es interesante sefialar que la incubacién de células de A. nidulans trata-
das con MSX en presencia de 50 mM de glutamina, conlleva la liberacidn de
amonio al medio de cultivo en cantidades sensiblemente superiores a las
liberadas por cé&lulas que, habiendo sido sometidas al mismo tratamiento,

se incuban en presencia de 20 mM de nitrato 8 10 mM de glutamina, condi-

ciones ambas no represoras de nitrato reductasa (Fig. 23).



Tabla 17. Efecto de la concentracidn de glutamina sobre la sinte-

sis de la nitrato reductasa de Anacystis wnidulans

| Glutamina| Actividad nitrato reductasa
7 {mM) (% del control)

0] A ' , 100

16 | 110

20 114

30 122
40 69

50 18

Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron
(concentracidén celular, 1 Ul/ml) a medio con nitrato suplementado
con la concentracién de glutamina que se indica, incubdndose a con-
tinuacidn en condiciones de cultivo. Transcurridas 2 h desde el co-
mienzo de la misma, se tomaron alicuotas de cada una de las suspen-
siones obtenidas en las cuales se determind la actividad nitrato
reductasa (tras permeabilizacidn con tolueno) y el volumen de cé&lu-
las empaquetadas. El 100% de actividad correspondia a 15 mU/ul de
células.
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Fig. 22. Eliminacidén por MSX del efecto represor de la glutamina so-
bre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidulans. Célulasde A. nz
dulans cultivadas con amonio se preincubaron durante 1 h en condicio
nes de cultivo en medio con amonio suplementado (simbolos oscuros) ©
né (simbolos claros) con MSX 4 UM (la concentracidn de células en el
momento de comenzar la preincubacidn fué de 1 Ul por ml de medio).
Transcurrido este tiempo se recogieron por separado las células de
cada una de las dos preparaciones y, tras ser lavadas exhaustivamen-
te con medio de cultivo libre de MSX, se resuspendieron, a concentra
cidn de 1 Ul/ml, en medio con nitrato suplementado (tridngulos) o nd
(circulos) con 50 mM de L-glutamina y se incubaron en condiciones de
cultivo. A los tiempos indicados se tomarcon alicuotas de cada una de
las suspensiones obtenidas en las cuales, tras permeabilizacidn con
toluenc, se determind la actividad nitrato reductasa. La actividad
glutamina sintetasa(igualmente medida tras toluenizacidn) se mantuvo,
durante los 60 min de incubacidn, en unas 98 mU/Ul de cé&lulas en los
cultivos sin tratar con MSX y alrededor de 25 mU/ul de c&lulas en
los tratados con este compuesto.
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Fig. 23. Liberacidnde amonio a partir de glutamina por células de
A. nidulans tratadas con MSX. Se partid de un cultivo de amonio de
A. nidulans (2,9 Ul de células/ml) al cual se afiadid la cantidad de
MSX necesaria para alcanzar una concentracidn final de 1 mM. Tras
15 min de incubacidn en condiciones de cultivo, las c&lulas se reco
gieron por filtracidn, se lavaron extensivamente con medio de culti
vo sin fuente de nitrdgeno y se resuspendieron (a una concentracidn
inicial de 1°'Ul de células por ml) en el mismo medio suplementado
con NO_K 20 mM (O ), glutamina 10 mM (A) o glutamina 50 mM (),
prosiguiéndose la incubacidn en condiciones de cultivo. A los tiem-
PoOs que se indica se tomaron alicuotas de cada una de las suspensio
nes obtenidas procediéndose, tras separar las células por filtra-
cidn, a determinar la cantidad de amonio en los filtrados correspon
dientes. -

87



88

La arginina es un aminodcido que también puede hidrolizarse facil-
mente liberando amonio. Al igual gue se ha discutido para la glutamina,
la liberacidn de amonio puede ocurrir espontidneamente con la consiguiente
contaminacidén de las preparaciones comerciales del aminodcido (igualmente
la magnitud de la inhibicién de la sintesis de nitrato reductasa produci-
da por arginina variaba considerablemente con el lote utilizado) o bien
por accidn bioldgica. A este respecto, se ha verificado que células ente-
ras de A. nidulans pueden catalizar la oxidacién de arginina con libera-
cidn concomitante de amonio al medio de cultivo (23). Se hacia pues ne-
cesario comprobar si, tambidn en el caso de este aminodcido, el efecto re-
presor ejercido sobre. la nitrato reductasa de 4. nidulans podia a-
tribuirse, no a la propia molécula de arginina, sino al amonio que le a-
compafiaba 0 que se generaba a sus expensas. El experimento cuyos resulta-
dos se recogen en la Tabla 18 pone de manifiesto que en células tratadas
con MSX no se observa un efecto significativo de la arginina en lo refe-
rente al desarrollo de actividad nitrato reductasa (haciéndose evidente

ademds, la fuerte generacidn de amonio a partir de este amino&dcido).

La prevencién por MSX del efecto represor tanto de la glutamina como
de la arginina es una caracteristica que, en principio, no debiera mani-
festar un metabolito que actuase directamente como correpresor de la ni-
trato reductasa, aunque seria compatible comn el papel de aquellos metabo-
litos que, sin poseer caricter regulador en si mismos, participasen en la
sintesis del verdadero correpresor. En resumen, los datos que se ha ex-
puesto favorecen la intérpretacién de que ni la glutamina ni la arginina
constituyen el correpresor genuino de la nitrato reductasa de A. nidulans.
Mis afin, aunque los datos no permitan descartar la participacién, mds o
menos directa, de estos aminodcidos en la sintesis de dicho correpresor
(que para el caso de la glutamina es casi obligada al ser el primer pro-
ducto de la metabolizacidn del amonio), pueden interpretarse mds facil-
mente en términos de su papel como sustratos para la produccién del re-
presor nutricional amonio, cuando se afiaden al medio de cultivo a las al-

tas concentraciones utilizadas.

Anteriormente se habia expuesto que la cisteina, el triptéfano y la
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Tabla 18. Efecto de la arginina sobre la sintesis de la nitrato

reductasa de células de Anacystis nidulans tratadas con MSX

Nitrato reductasa Amonio liberado
Adicion (mU /ul de células)  (nmol /Ul de células)
Ninguna 5] 61
Arginina (50 mM) 8 199

Células de A. nidulans cultivadas con amonio se preincubaron
durante 1 h en medio con amonio suplementado con MSX 4 UM (concen-
tracidén de células, 1 Ul/ml) en condiciones de cultivo. Transcurrido
este tiempo, las células se recogieron, se lavaron exhaustivamente
con medio con nitrato libre de MSX, se resuspendieron en este mismo
medio (a una concentracién inicial de 1 Ul/ml) suplementado o nd con
L-arginina segln se indica y se incubaron, durante 2 h, en condiciones
de cultivo. En el momento de comenzar dicha incubacidn y después de
las 2 h se tomaron alicuotas de cada una de las suspensiones obtenidas
en las cuales se determinaron las actividades nitrato reductasa y glu-
tamina sintetasa (ambas tras permeabilizar con tolueno) y la cantidad
de amonio presente en el medio (tras separar las cé&lulas por filtracidn).
En el momento de comenzar la incubacidn se detectd, en ambas suspensio-
nes, una actividad nitrato reductasa de aproximadamente 3 mU/ul de cé-
lulas y ausencia total de amonioc. La actividad glutamina sintetasa se
mantuvo en las dos suspensiones, durante todo el tiempo de incubacidn,
en unas 23 mU/yl de células.
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valina eran los aminodcidos que, de entre los ensayados, presentaban en
forma mds clara y repetitiva un efecto represor de la nitrato reductasa
de A. nidulans. A este respecto es interesante seflalar que,aunque ni la
valina ni el triptéfano aparezcan en la Tabla 16 como causantes de inhi-
biciones especialmente drdsticas (los valores que aparecen corresponden a
los obtenidos despuds de 90 min en el medio con nitrato), ambos aminodci-
dos provocan una notable interferencia con la continuacién de la sintesis
de nitrato reductasa, después de un periodo inicial en que permiten que
tenga lugar de manera apreciable (Fig. 19 y 20) . Este hecho es aiin mas
evidente para el caso del triptéfano que, transcurridos unos 30 min, pro-
voca la detencidn total de la sintesis de la nitrato reductasa, situacidn
que se ha comprobado se mantiene 3 h después de comenzar la incubacidn de

las células de Anacystis en el medio con nitrato y aminodcido.

A diferencia de lo que sucede con la glutamina y la arginina, se ha
constatado que la incubacién de c8lulas de A. nidulans tratadas con MSX,
en presencia de L-cisteina, L-triptéfano o L-valina no conduce a la libe-
racidén de amonio a partir de estos aminodcidos (23 ), lo cual descartaria
la posibilidad de que el efecto negativo de los mismos scbre la sintesis
de la nitrato reductasa fuese atribuible a un efecto amonio. No obstante,
antes de su consideracidn como serios candidatos a reguladores de la sin-
tesis del mencionado enzima, se hacia necesario comprobar que no afecta-
ban negativamente a la actividad de las moléculas de nitrato reductasa
una vez sintetizadas, o que no interferian con el ensayo de su actividad
segiin el procedimiento utilizado rutinariamente. En la Tabla 19 se presen- -’
tan datos que ponen de manifiesto que la incubacidn de células de A. nidu—
lans con altos niveles iniciales de actividad nitrato reductasa, en medios
suplementados con cloranfenicol para impedir la sintesis de nuevas molé-
culas de enzima, en presencia de altas concentraciones de cisteina, trip-
téfano o valina, no provocaba ningln cambio sustancial en los niveles ce-
lulares de dicha actividad enzimitica. Por otra parte, los resultados que
se presentan en la Tabla 20 indican que los mismos aminodcidos tampoco a-
fectaban significativamente a la determinacidn de la actividad nitrato re-
ductasa, cuando se encontraban presentes a concentracidén 12,5 mM (la misma

introducida en los experimentos de sintesis) en la mezcla de reaccidn.



Tabla 19. Efecto de la incubacidn con cistetfna, triptéfano o valina
sobre la actividad nitrato reductasa preexistente en células de

Anacystis nidulans cultivadas con nitrato

Actividad nitrato reductasa (%)

Adicidn

1 h 2 h
Ninguna 101 102
L-cisteina (50 mM) 86 77
L-triptéfano (50 mM) 95 69
L-valina (50 mM) 86 75

Se partid de un cultivo de 4. nidulans en medio con nitrato
poseyendo una concentracién celular de aproximadamente 1 yl de
células/ml. En el momento de comenzar el experimento dicho culti-
vo se dividid en 4 partes iguales que se suplementaron con 50 Ug/
ml de cloranfenicol y las adiciones que se indican. Tras 1 hy
2 h de incubacidn en condiciones de cultivo se determind la acti-
vidad nitrato reductasa en alicuotas de cada suspensibn, después
de ser sometidas a tratamiento de permeabilizacidn con tolueno.
El 100% de actividad corresponde a la estimada en el cultivo
original inmediatamente antes de ser dividido, que did un valor
de 31 mU/ul de células.
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Tabla 20. Efecto de los aminodeidos cistetna, triptdfano y valina
sobre la determinacidén de la actividad nitrato reductasa de

Anacystis nidulans

Actividad nitrato reductasa

Adicion (% del control)
Ninguna 100
L-cisteina (12,5 mM) 98
L-triptéfano (12,5 mM) 87
L-valina (12,5 mM) 96

Lz actividad nitrato reductasa de células de 4. midulans
permeabilizadas con tolueno, gue procedian de un cultivo con
nitrato con una concentracién de 0,8 Ul de cé&lulas/ml, se de-
termind segiin el procedimiento habitual, pero incluyendo en la
mezcla de reaccidn las adiciones que se indican. El1 100% de
actividad correspondia a 29 mU/ul de cé&lulas.
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Estos resultados permiten seguir considerando a la cisteina, el trip-
t6fano y la valina como candidatos a reguladores negativos de la sintesis
de la nitrato reductasa de A. nidulans aunque, por supuesto, la asignacidn
firme del papel de correpresor de dicho enzima a cualquiera de tales ami-

nodcidos, requeriria el desarrollo de estudios mds amplios.

En este contexto se ha contemplado el hecho de que la cisteina, que
es uno de los inhibidores que presentan un efecto negativo mas claro sobre
la sintesis de nitrato reductasa, fuese uno de los tres aminodcidos cons-
tituyentes del glutatidn. El glutatidn es un metabolito celular (tripép-
tido constituido por glicina, glut@mico y cisteina) frecuentemente impli-
cado en mecanismos de regulacién enzimitica en una gran variedad de orga-
nismos (111), entre ellos cianobécterias (102, 103), siendo destacable
para nuestro caso el que en su sintesis, a partir de los aminodcidos cons-
tituyentes, intervenga un enzima (la Y—glutamilcisteina” sintetasa) inhi-~
bible por MSX ( 59). Parecia pues interesante ensayar el efecto del glu-
tatidn sobre la sintesis de la nitrato reductasa de A. nidulans. Los re-
sultados que se exponen en la Tabla 21 indican gque también este metabolito
interfiere negativamente con la sintesis del enzima, cuando se encuentra
presente a alta concentracifén en el medio de cultivo. Estos hechos permiten
considerar la posibilidad de que la cisteina y/o el glutatién pudieran es-
tar implicados en el mecanismo molecular de regulacidn de la sintesis de

nitrato reductasa en Anacystis nidulans.
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Tabla 21. Efecto de la concentracidén de glutatidn reducido sobre

la stntesis de nitrato reductasa en Anacystis nidulans

lGlutatién] Actividad nitrato reductasa

(mM) = (% del control)
0 100
5 . | 103

10 : : 90

20 86

30 82

40 70

50 51

70 . 48

920 30

Células de A. midulans cultivadas con amonio se transfirieron,
con una concentracidén celular de 1 Ul de cé&lulas/ml, a medio con
nitrato suplementado con las concentraciones de glutatidn reducido
que se indican. Tras 1 h de incubacién en condiciones de cultivo se
tomaron alicuotas de cada una de las suspensiones obtenidas en cu-
yas células, después de lavadas extensivamente con medio libre de
glutatidén, se procedid a la determinacidn de actividad nitrato re-
ductasa - tras ser sometidas a tratamiento de permeabilizacién con
tolueno. E1 100% de actividad corréespondia a 17,6 mU/ul de cé&lulas.
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3.3. REGULACION DE LA ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN

CELULAS DE Anacystis nidulans

Como se ha descrito en el apartado 3.1.1, Anacystis nidulans es una
cianobacteria unicelular no fijadora de nitrdgeno atmosférico que, a di-
ferencia de lo que ocurre con las cianobacterias filameﬁtosas fijadoras
de N2 gue se han estudiado, presenta niveles sustanciales de actividad
nitrato reductasa en ausencia de nitrato. Sin embargo, los niveles de ac-
tividad de dicho enzima que se encuentran en células de 4. nidulans incu-
badas durante un periodo de 5-6 horas en medios conteniendo nitrato, son
sensiblemente superiores a los de células mantenidas durante el mismo
tiempec en medios de cultivo que carecen de cualguier posible fuente de

nitrdgeno utilizable (c.f. Tabla 2).

En el apartado 3.2 se han descrito también los resultados de un es-
tudio similar llevado a cabo con células de 4. nidulans tratadas con el
andlogo del glutamato MSX, las cuales son incapaces de asimilar amonio a
través de la glutamina sintetasa. Dichos resultados indican que, en estas
condiciones en que el amonio no ejerce ninglin efecto represor sobre la
nitrato reductasa, -los niveles de dicha actividad enzimitica
son mayores en células incubadas en presencia de higfato y/o amonio que

en aquellas mantenidas en ausencia de nutrientes nitrogenados.

Una posible explicacién para estas diferencias en los niveles de ni-
trato reductasa que se encuentran en distintas condiciones nutricionales
no represoras, podria ser la existencia de diferencias en la estabilidad
de dicha actividad enzimdtica de acuerdo con la presencia o ausencia de
nutrientes nitrogenados. Para verificar esta hipStesis se han llevado a
cabo los experimentos que se describen en el presente apartado, a través
de los cuales se estudia la estabilidad de la nitrato reductasa preexis-
tente en células de 4. nitdulans incapaces de llevar a cabo sintesis de
proteinas. Como se tratarid mds ampliamente en la seccidén de Discusién, -~

los resultados obtenidos apoyan la validez de esta interpretacidn.
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3.3.1. Inactivacidn "in vivo" de la nitrato reductasa de A. nidulans en
respuesta a la ausencia de fuente de nitrdgeno

3.3.1.1. Inactivacién en ausencia y presencia de inhibidores de sintesis
de proteinas

La transferencia de c&lulas de Anacystis nidulans cultivadas con ni-
trato, que poseen por tanto altos niveles de actividad nitrato reductasa,
a medio carente de fuente de nitrégeno, resulta en una notable disminucidn
del nivel celular de esta actividad enzimdtica. Tal inactivacidn procede
de manera muy rapida, siendo particularmente evidente durante los prime-
ros 10-15 min de incubacién en el medio sin nitr8geno, con una pérdida de
actividad del orden del 40 al 50% del valor inicial tras ese periodo de
tiempo. A partir de ese momento la actividad nitrato reductasa comienza a
aumentar hasta que al cabo de 45-60 min se recobran los altos niveles en-
zimdticos que originalmente posefan las cé&lulas en el momento de efectuar

‘la transferencia (Fig. 24).

La Figura 24 muestra también gque cuando células de A. nidulans culti-
vadas con nitrato se transfieren a medio sin fuente de nitrdSgeno en pre-
sencia de 50 ug/ml de cloranfenicol, tiene lugar una rédpida y sustancial
inactivacién de la nitrato reductasa, similar a la observada en ausencia
del inhibidor de sintesis de proteinas. En presencia de cloranfenicol no
se registra, sin embargo, recuperacidén de actividad alguna, sino que la
inactivacién prosigue con el tiempo, aunque mids lentamente, hasta que,
una hora despuds de la transferencia, la actividad se estabiliza en valo-

res que oscilan alrededor del 40 y el 50% de la observada inicialmente.

Para comprobar que el mantenimiento de la inactivacidén de la nitrato
reductasa no se debe a ninglin efecto negativo directo que el cloranfenicol
pudiese ejercer sobre dicha actividad enzimdtica, hemos querido comprobar
si la kanamicina, otro inhibidor de sintesis de proteinas no relacionado
quimicamente con el cloranfenicol y cuyo mecanismo de accidn es diferente
al de esta sustancia, era también capaz de mantener la inactivacidén de la
nitrato reductasa de cé&lulas incubadas en medio carente de nutrientes ni-
trogenados. Los resultados gque se recogen en la Tabla 22 muestran que la
incubacidn de células de 4. nidulans con altos niveles iniciales de nitra-

to reductasa, en medio sin fuente de nitr8geno en presencia de 50 ug/ml de
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Fig. 24. Evolucidn de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio
carente de fuente de nitrdgeno en presencia o ausencia de cloranfe-
nicol. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirie-
ron a medio carente de fuente de nitrdgeno suplementado (O ) © no
(@) con 50 Ug/ml de cloranfenicol, y se incubaron en el medio co-
rrespondiente en condiciones de cultivo. La actividad nitrato re-
ductasa se determind en alicuotas de cada una de las suspensiones
después de someter las células a tratamiento de permeabilizacidn
con tolueno. El1 100% de actividad nitrato reductasa corresponde a
18 mU/ul de células.

97



Tabla 22. Efecto del cloranfenicol y la kanamicina sobre la inac—
tivacidn de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio carente

de fuente de nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa

Adicion (3 del valor inicial)
Ninguna 72
Cloranfenicol (50 ug/ml) 30
Kanamicina (50 ug/ml) 42

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio carente de fuente de nitrdgeno con las adiciones indicadas,
y se incubaron en condiciones de cultivo durante 30 min. En el mo-
merito de efectuar la transferencia y después de transcurridos los
30 min se tomaron alicuotas de cada una de las suspensiones celula-
res, en las cuales se determind la actividad nitrato reductasa des-
pués de someter las células a tratamiento de permeabilizacidn con
tolueno. E1 100% de actividad nitrato reductasa corresponde a
43 mU/ul de células.
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kanamicina, conduce a una pérdida de dicha actividad enzimitica similar a

la registrada en presencia de cloranfenicol.

Estos resultados ponen de manifiesto que la inactivacidén de la nitra
to reductasa de A. nidulans observada en presencia de cloranfenicol & ka-
namicina en el medio sin fuente de nitrfgeno no obedece a una inactivacidn
artefactual de dicho enzima. El efecto de estos compuestos evitando una
recuperacién de actividad parece residir en su cardcter inhibidor de la
sintesis de proteinas, estabilizando asi la pérdida de actividad registra
da en respuesta a la carencia de nutrientes nitrogenados, y que en cé&lulas
sin tratar se compensa por nueva sintesis del enzima. El uso de estos in-
hibidores permite pues el estudio de la inactivacidn de la nitrato reduc~-
tasa en reépuesta a la carencia de fuente de nitrSgeno. ﬁl resto de los
experimentos que se describen en este apartado se han realizado en pre-

sencia de 50 Ug/ml de cloranfenicol.

3.3.1.2. Estabilidad de la inactivacidn en cé&lulas permeabilizadas

La inactivacidn de la nitrato reductasa de células de 4. nidulans
provocada por su incubacidn en medio carente de fuente de nitrégeno en
presencia de cloranfenicol, se mantiene aiin después de someter dichas cé-
lulas a tratamiento de permeabilizacidn con tolueno, MI'A o etanol (trata-
miento este Gltimo que incluye ademds un lavado extensivo de la suspen-
sidn resultante). La Tabla 23 muestra que el porcentaje de la actividad
nitrato reductasa inicial que puede detectarse una vez finalizado el tra-
tamiento de inactivacidn es el mismo cuando las medidas de actividad en-
zimitica se realizan previa permeabilizacidn con tolueno o con etanol.
Ambos procedimientos (ver apartado 2.2.1 de Materiales y Mé&todos) provo-
can la salida y fuerte dilucién de una gran cantidad de metabolitos intra
celulares. La pérdida de actividad nitrato reductasa detectada en cé&lulas
permeabilizadas con tolueno ¢© etanol no debe requerir pues}para su mante-
nimiento, metabolitos extraibles con tales disolventes, sino que parece
representar, por el contrario, la expresidn de una inactivazidn estable de

dicho enzima.



Tabla 23. Mantenimiento de la inactivacidn de la nitrato reductasa
de A. nidulans en células sometidas a tratamiento de permeabiliza-

cidén con tolueno o etarnol

Actividad nitrato reductasa
Tratamiento : S {(mU/pl de células) (% del valor inicial)

t=0 t=60 min

Tolueno 61 35 57

Etanol 35 19 54

Células de A. niZdulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio carente de fuente de nitrSgeno suplementado con 50 Lg/ml de
cloranfenicol. En el momento de efectuar la transferencia y después

de 30 min de incubacidén en condiciones de cultivo, se tomaron ali-
cuotas de la suspensidn celular obtenida, que se sometieron a tra-
tamiento de permeabilizacidn con tolueno o etanol segiin los proce-
dimientos descritos en Materiales y M&todos. La actividad nitrato
reductasa se estimd entonces en las correspondientes suspensiones
de células permeabilizadas.
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3.3.2. Prevencidn por nitrato nitrito o amonio de la inactivacién "in
vivo" de la nitrato reductasa de A. nidulans

Cuando se transfieren células de 4. nidulans cultivadas con nitrato,
poseyendo por tanto niveles altos de actividad nitrato reductasa, a me-
dios de cultivo conteniendo cloranfennicol y nitrato, amonio o ninguna
fuente de nitrégeho combinado (Fig. 25), solo se observa una drdstica y
rdpida pérdida de actividad nitrato reductasa en el medio que carece de
nitrégeno combinado. Este hecho pone de manifiesto que tanto el nitrato
como el amonio poseen un efecto estabilizador sobre dicho enzima, evitan-
do su inactivacién. Este efecto protector debe ejercerse a nivel posttra-
duccional, es decir, sobre las moléculas de nitrato reductasa yva sinteti-
zadas, puesto que en las condiciones utilizadas (presencia de cloranfeni-
col) se excluye la sintesis de nuevas moléculas de enzima. Como se ilus-
tra mis adelante, la presencia de nitrito en el medio de cultivo ejerce
un eficaz efecto protector, similar al observado para nitrato y amonio,
sobre la nitrato reductasa de A. nidulans, frente a la inactivacién que

opera en medios carentes de nutrientes nitrogenados.

Es de interé&s discernir si el efecto del amonio estabilizando la
nitrato reductasa de 4. nidulans en las condiciones descritas se debe al
propio ién amonio, o si por el contrario se requiere su metabolizacién
posterior. Para ello se ha estudiado el efecto del amonio sobre la evolu-
cidn de la actividad nitrato reductasa de c&lulas incubadas en presencia
de cloranfenicol y tratadas con MSX, las cuales carecen de actividad glu-
tamina sintetasa y, en consecuencia, presentan inoperante la ruta mayori-
taria por la que el amonio se metaboliza en este microorganismo ( 24) .Por
otra parte, dado que el idn nitrato, una vez en el interior de las cé&lulas
de A. nidulans, se transforma inmediatamente por reduccidn en nitrito y
amonio, el efecto protector que sobre la nitrato reductasa de este orga-
nismo ejerce el nitrato afiadido ex8genamente podria ser desarrollado por el
propio idn nitrato, una vez transportado al interior celular, o aparecer

como resultado de su conversién en nitrito o amonio.

La Tabla 24 recoge los valores de actividad nitrato reductasa que se
obtuvieron cuando células de 4. nidulans, cultivadas con nitrato y prein-

cubadas dqurante 1 h en medio con nitrato o con nitrato y MSX, se transfi-
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Fig. 25. Prevencidn por nitrato o amonio de la inactivacidn de la ni
trato reductasa de A. widulans en medio carente de fuente de nitrdge
no. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron a
medios conteniendo NO_K 20 mM (A), SO,(NH,), 10 mM () o ninguna
fuente de nitrdgeno cdmbinado, suplementados con 50 ug/ml de cloranfe
nicol,incubidndose las suspensiones en condiciones de cultivo. lLa ac-
tividad nitrato reductasa se determind en cé&lulas permeabilizadas
con tolueno. E1 100% de actividad nitrato reductasa corresponde a 34
mU/ul de células
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Tabla 24. Efecto del MSX en la prevencidn por nitrato o amonio
de la pérdida de actividad nitrato reductasa de A. nidulans que

tiene lugar en ausencia de fuente de nitrdgeno

P, Nitrato reductasa (% del valor inicial)
Fuente de nitrdgeno

sin MSX con MsSX
Ninguna 55 61
NO3K (20 mM) 96 94
SO4(NH4)2 (10 mM) 84 73

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato y preincubadas
durante 1 h en medio con nitrato suplementado o nd con MSX 5 UM,
se trunsfirieron a medios conteniendo la fuente de nitrdgeno que
se indica y 50 uUg/ml de cloranfenicol, en presencia o ausencia de
MSX 5 UM. En el momento de efectuar la transferencia y tras 60 min
de incubacidn en condicicnes de cultivo, se tomaron alicuotas de
cada una de las suspensiones obtenidas, en las cuales se determiné
la actividad nitrato reductasa despuds de ser tratadas con tolueno.
EL 100% de actividad corresponde a 51 mU/ul de cé&lulas. Durante el
tiempo de incubacién la actividad glutamina sintetasa (medida en
células tratadas con MTA) se mantuvo alrededor de 260 mU/ul de cé-

lulas en las suspensiones controles y alrededor de cero en las

tratadas con MSX. Los datos que se presentan responden a la media

de los obtenidos en tres experimentos independientes.
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rieron a medios suplementados con cloranfenicol y conteniendo nitrato,
amonio, © ninguna fuente de nitrdgeno, con o sin MSX. Esos resultados in-
dican que el efecto protector del amonio se mantiene parcialmente en las
cé&lulas tratadas con MSX, permitiendo sugerir que dicho efecto puede, al
menos en parte, ser ejercido por el propio idn amonio. Por otra parte,
los mismos resultados ponen de manifiesto que la presencia de MSX no a-
fecta en forma significativa la proteccidn que el nitrato ejerce sobre la

actividad nitrato reductasa de c&lulas de A. nidulans.

En cuanto al efecto del nitrito sobre la inactivacidn de la nitrato
reductasa, los resultados del experimento que se presenta en la Tabla 25,
de disefio andlogo al que acabamos de describir para el nitrato y el amo- -
nio,indicah que, al igual que el del nitrato, su efecto protector se man-

tiene en presencia de MSX.

Dado que en presencia de MSX el efecto estabilizante del nitrato y
el del nitrito se mantienen inalterados, mientras que el del amonio se
congserva solo parcialmente, parece probable que la proteccidn de la acti-
vidad nitrato reductasa ejercida por nitrato o nitrito no requiera que
estos iones tengan que ser reducidos hasta amonio, sino que podria expli-
carse en té&rminos de un efecto directo de los mismos sobre la inactiva-

cidén que estamos considerando.

Reafirmando la idea de un papel directo del nitrato como estabilizan
te de la nitrato reductasa de A. nidulans se encuentran los resultados
obtenidos con cianato, un andlogo estructural del nitrato gue puede pene-
trar en las cé&lulas pero gue no parece ser metabolizado posteriormente,
sobre la pérdida de dicha actividad enzimitica que tiene lugar en medios
carentes de nutrientes nitrogenados. Los resultados que se presentan en
la Tabla 26 ponen de manifiesto que el cianato ejerce una proteccidn
significativa de la nitrato reductasa en tales condiciones, lo que apoya

la visidén de una actuacidén directa por parte del nitrato.
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Tabla 25. Proteccidn por nitrito, en presencia o ausencia de MSX,
de la inactivacién de la nitrato reductasa de A. nidulans que

tiene lugar en ausencia de fuente de nitrdgeno

L Nitrato reductasa (% del valor inicial)
Fuente de nitrdgeno

sin MSX con MSX
Ninguna 33 46
N02K (1 mM) 69 71

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato y preincubadas
durante 1 h en medio con nitrato suplementadz o nd con MSX 5 uM,
se transfirieron a medios conteniendo la fuente de nitrégeno que
se indica y 50 Ug/ml de cloranfenicol, en presencia o ausencia de
MSX 5 UM y se incubaron en condiciones de cultivo. La actividad
nitrato reductasa se determind, en presencia de MTA, en alicuotas
tomadas de cada suspensidén en el momento de efectuar la transfe-
rencia y a los 60 min de incubacidn. E1 100% de actividad nitrato
reductasa corresponde a 25 mU/ul de cé&lulas. En el momento de efec
tuar la transferencia la actividad glutamina sintetasa (medida en
células permeabilizadas con MTA) fué 300 mU/ul de células en la
suspensidén control y 18 mU/ul de células en la preincubada con MSX.
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Tabla 26. Proteccidn por cianato de la nitrato reductasa de A.

nidulans frente a su <inactivacidn en medio carente de fuente de

nitrdégeno
Actividad nitrato reductasa
Adicion . - (3 del valor inicial)‘
Ninguna 41
CNOK (5 mM) 67
O
N 3K 100

Cé&lulas de A. ntdulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio sin fuente de nitrdgeno suplementado con las adiciones que
se indican y con 50 ug/ml de cloranfenicol. En el momento de efec-
tuar la transferencia y despuds de 60 min de incubacién en condicio
nes de cultivo, se tomaron alicuotas de cada una de las suspensio-
nes obtenidas, en las cuales se determind la actividad nitrato re-
ductasa despuds de su tratamiento con tolueno. El 100% de actividad
corresponde a 23 mU/Ul de cé&lulas.
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3.3.3. Caracterizacidn de la inactivacidn de la nitrato reductasa de
4. ntdulans

Los experimentos que se presentan en este apartado se disefaron para
obtener informacidn acerca de la naturaleza del proceso de inactivacidn
"in vivo" de la nitrato reductasa de Anacystis nidulans, operativo en me-
dios carentes de nutrientes nitrogenados, asi como de los procesos fisio-

18gicos implicados en dicha inactivacién.

3.3.3.1. Efecto de la oscuridad y del DCMU

La Tabla 27 muestra que cuando células de A. nidulans que se habian
cultivado con nitrato, se transferian a medio sin fuente de nitrdgeno en
presenc1a de cloranfenlcol, solo se observaba pérdida de act1v1dad nitra-
to reductasa si la incubacidn subsiguiente se realizaba en condiciones de
iluminacidén (las normales para el cultivo de dicho microorganismo). Si,
por el contrario, dichas células se incubaban en la oscuridad, mantenien-
do inalteradas el resto de las condiciones de incubacidén, la nitrato re-
ductasa celular conservaba los altos niveles de actividad que podian de-
tectarse en el momento de efectuar la transferencia. En la misma Tabla se
muestra también que esa alta actividad inicial podia conservarse si la
incubacidén a la luz en medio carente de nitr8geno inorgénico suplementado
con cloranfenicol, se realizaba en presencia de DCMU a concentracién 10 uM.
El DCMU es un inhibidor del flujo fotosintético no ciclico de electrones,
que impide el paso de los electrones procedentes del agua al fotosistema I,

y cuya eficacia se ha demostrado para el caso de Anacystis nidulans ( 7 ).

Los resultados que se presentan en la Tabla 27 podrian tomarse, en su
conjunto, como indicacidn de que el poder reductor que se genera durante
la fotosintesis oxigénica de 4. nidulans,tiene un papel importante en la

inactivacidn "in vivo" de la nitrato reductasa de esta cianobacteria.

3.3.3.2. Efecto de la limitacidén en oxigeno

La pérdida de actividad nitrato reductasa observada en medio carente
de fuente de nitrdgeno y suplementado con cloranfenicol podia disminuirse

sensiblemente si la incubacidén en este medio se realizaba en condiciones
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Tabla 27. Prevencidn por DCMU u oscuridad de la inactivacidn de

la nitrato reductasa de A. nidulans en medio carente de fuente de

nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa
~Condicidn (% del valor inicial)
Luz 58
Oscuridad 104
Luz, 10 uM DCMU 103

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio de cultivo sin nitrSégeno suplementado con 50 uUg/ml de clo=-
ranfenicol y se incubaron en las condiciones que se indica. En el
momento de efectuar la transferencia y transcurridos 60 min se to-
maron alicuotas de cada una de las suspensiones celulares obtenidas,
en las cuales se determind la actividad nitrato reductasa después
de ser tratadas con tolueno. El 100% de nitrato reductasa correspon
de a 32 mU/ul de células.
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de microaerobiosis, que se conseguian burbujeando a través de la suspen-

sidn celular una mezcla de argon:CO, en lugar de la de aire:CO, utilizada

2 2
habitualmente (Fig. 26 ). Este hecho podria indicar un requerimiento de
oxigeno para el proceso de inactivacidn de la nitrato reductasa gque esta-

mos considerando.

3.3.3.3. Efecto del metil violdgeno

Los resultados que se llevan expuestos en este apartado 3.3 ponen
de manifiesto que la pérdida de actividad nitrato reductasa considerada
depende de la generacién de poder reductor de origen fotosintético y, pro-
bablemente también, de la presencia de oxigeno en las suspensiones celu-
lares; Basada en éstaé considetacioneé,’pafecé adecuada la hipStesis de
que dicha inactivacidn enzimdtica pudiera estar provocada por algln(os)
de los productos resultantes de la reduccién fotosint&tica del oxigeno
que, en condiciones fisiol8gicas, se generan durante la fotosintesis oxi-

génica de Anacystis nidulans.

El metil violégeno actfia como aceptor de electrones en el sistema
fotosintético de 4. nidulans, catalizando la reduccién de oxigeno molecu-
lar con electrones suministrados a nivel del aceptor primario del foto-
sistema I, habiéndose descrito que, en consecuencia, la presencia de este
compuesto provoca un aumento de la generacién fotosintética (en el lado
reductor del fotosistema I) de compuestos de reduccidn del oxigeno (14 ).
Parecfa pues interesante probar el efecto del metil violdgeno sobre la
inactivacidén de la nitrato reductasa que estamos estudiando; proceso que,
como se ha sugerido, podria estar provocado por alguno de esos radicales
del oxigeno. En el experimento que se presenta en la Figura 27 se estudid
el efecto del metil violdgeno sobre la evolucidn del nivel celular de ni-
trato reductasa de células de 4. nidulans en medio sin fuente de nitrdge-
no suplementado con cloranfenicol. Los resultados obtenidos indican que
la presencia de metil violdgeno conducfa a una pérdida de actividad alin

mids drdstica gque la observada en ausencia de dicho compuesto.

Para comprobar que el metil violdgeno no estaba produciendo por si

mismo una inactivacidn de la nitrato reductasa,sino que su efecto, ampli-



—h
e}
Q

~
[9)]

NITRATO REDUCTASA (%del valor inicial)

4
CDCD

30 60

TIEMPO  (min)

Fig. 26. Proteccidn por microaerobiosis de la inactivacidn de la nitrato
reductasa de A. nidulans. Células de A. nidulans cultivadas con nitra
to se transfirieron a medio carente de fuente de nitrdgeno y suplemen
tado con 50 ug/ml de cloranfenicol. Las suspensiones resultantes se
preincubaron durante 15 min en oscuridad a 40°C, siendo burbujeadas
con la mezcla gaseosa habitual de los cultivos, aire/CO, 95:5 (v/v)
(O0) & con una mezcla de argon/CO., 95:5 (v/v) (@). Transcurrido es-
te periodo de tiempo, ambas suspensiones se transfirieron a la luz y
se incubaron en condiciones de cultivo, excepto que se continud el
burbujeo con las mezclas de gases que se ha indicado. La actividad ni
trato reductasa se determind en células sometidas a tratamiento con
tolueno. El1 100% de actividad nitrato reductasa corresponde a la medi
da en el momento de efectuar la transferencia a condiciones de ilumi-
nacién, que en ambas suspensiones celulares fué de 33 mU/ul de célu-
las.
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Fig. 27. Efecto del metil violdgeno sobre la cinética de inactivacidn
de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio carente de fuente de
nitrdgeno. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfi-
rieron a medios sin nitrdgeno combinado suplementados con 50 ug/ml

de cloranfenicol y con 0,1 mM de MV (O), 1 mM de MV (A) o sin MV
(O), en los cuales se incubaron en condiciones de cultivo. La acti-
vidad nitrato reductasa se determind en alicuctas de las correspon-
dientes suspensiones celulares tratadas con MTA. El 100% de nitrato re
ductasa corresponde a 23 mU/Ul de células.



ficando la que se observa en medio sin fuente de nitrdgeno, es consecuen-
cia de su interaccidn con el aparato fotosintético, se ha llevado a cabo
el experimento que se muestra en el Tabla 28. En este experimento se po-
ne de manifiesto que el DCMU es capaz de anular tambi&n la inactivacidn
de la nitrato reductasa de 4. nidulans registrada en presencia de metil
viol8geno. Como el DCMU actfia impidiendo la llegada al fotosistema I de
los electrones procedentes de la fotolisis del agua, estos resultados in-
dican que para que el metil viol8geno pueda ejercer algiin efecto negativo
sobre la nitrato reductasa de A. nidulans se requiere la operatividad del

flujo no ciclico de transporte de electrones fotosintético.

- Los resultados expuestos en este apartado permlten 1nterpretar el
efecto del metll v1ologeno, aumentando la 1nact1vac1on de la nitrato re-
ductasa de A. nidulans, como el de un agente que potencia la generacidn
fotosintética de compuestos de reduccidén del oxigeno, apoyando la impli-

cacién de tales compuestos en el mencionado proceso de inactivacidén.

3.3.3.4. Efecto del DTE, la cisteina y el perdxido de hidr&geno

Los compuestos de reduccidn del oxigeno generados fotosintéticamente
por A. nidulans, que parecen estar implicados en la inactivacidn de la ni-
trato reductasa de este organismo, podrian ejercer su efecto sobre el en-
zima actuando bién como agentes oxidantes o como reductores. Con objeto
de obtener informacidn acerca de la naturaleza del proceso de inactiva-
cidn, parecia pues adecuado ensayar el efecto sobre dicho proceso,de al-
gunos compuestos que estdn bien caracterizados como causantes de oxida-
ciones o reducciones de grupos funcionales de una gran variedad de enzi-

mas de muy diversas procedencias.

En la Tabla 29 y en la Figura 28 se presenta el efecto del DTE sobre
la inactivacidén de la nitrato reductasa bajo estudio. En la Tabla 30 se
presenta el efecto de la cisteina sobre el mismo proceso de inactivacidn.
Ambos son agentes reductores de grupos disulfuro que pueden contribuir a
mantener en estado reducido los grupos sulfidrilo de otras molé&culas. Los
resultados que se obtuvieron ponen de manifiesto que la presencia de cual-

quiera de ellos en el medio carente de nitrdgeno inorgdnico conteniendo



Tabla 28. Proteccién por DCMU del efecto del metil violdgeno sobre

la inactivacidn de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio

carente de fuente de nitrdgeno

Nitrato reductasa (% del valor inicial)

Adicidn

.sin DCMU. con DCMU
Ninguna 43 93
Metil violégeno (1 mM) 2 116

Células de A. nidulans cultivadas
a medio carente de fuente de nitrdgeno
cloranfenicol, en presencia o ausencia
18geno 1 mM. En el momento de efectuar
de 60 min de incubacidn en condiciones
cuotas de cada una de las suspensiones

con nitrato se transfirieron
suplementado con 50 lg/ml de
de DCMU 10 UM y/o metil vio-
la transferencia y después
de cultivo, se tomaron ali-
obtenidas, en las cuales se

determind la actividad nitrato reductasa después de haber sido tra-
tadas con tolueno. El1 100% de actividad corresponde a 41 mU/ul de

células.



Tabla 29. Efecto de la concentracidn de DTE sobre la inactivacidn
de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio carente de fuente

de nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa

Adicidn (3 del valor inicial)
Ninguna | V 69
DTE (10 mM) 88
DTE (20 mM) 92
DTE (30 mM) 77

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio carente de nutrientes nitrogenados, suplementado con 50 ug/
ml de cloranfenicol y la adicidn que se indica en cada caso. En el
momento de efectuar la transferencia y despu@s de 60 min de incuba-
cién en condiciones de cultivo, se tomaron alicuotas de cada suspen
$idn celular en las cuales se determind la actividad nitrato reduc-
tasa ‘utilizando el tratamiento de permeabilizacidén con MIA. El
100% de actividad corresponde a 4,28 mU/lLg de clorofila (equiva-
lentes a unas 34 mU/pl de cé&lulas).
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Fig. 28. Efecto del DTE sobre la cinética de inactivacidn de la ni-
trato reductasa de A. nidulans en medio cavente de fuente de nitrd-
geno. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se incubaron en
medio sin fuente de nitrdgeno, suplementado con 50 lg/ml de cloran-
fenicol y con (@) o sin (QO) DTE 20 mM. La actividad nitrato reduc
tasa se determind en alicuotas, tratadas con MTA, de las correspon-
dientes suspensiones celulares. El 100% de actividad corresponde a
4,1 mU/1g de clorofila(equivalentes a unas 33 mU/ul de células).



Tabla 30. Proteccidn por cistetna de la inactivacidn de la nitrato

reductasa de A. nidulans en medio carente de fuente de nitrdgeno

Actividad nitrato reductasa

Adicidn (3 del valor inicial)
Ninguna 46
Cisteina (50 mM) 83

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio sin fuente de nitrdgeno suplementado con 50 Ug/ml de clo-
ranfenicol y con o sin L-cisteina a la concentracién que se indica.
En el momento de efectuar la transferencia y después de 60 min de
incubacién en condiciones de cultivo se determind la actividad ni-
trato reductasa en alicuotas de cada suspensidén tratadas con tolue-
no. El1 100% de actividad corresponde a 44 mU/ul de células.



cloranfenicol, reducia notablemente la pérdida de actividad que caracte-
risticamente se observa en tales condiciones, obteniéndose para el caso

del DTE el midximo efecto protector a concentracién 20 mM.

El perdxido de hidrégeno es un producto de la reduccidn fotosintéti-
ca del oxigeno molecular en Anacystis nidulans (67 ), que se ha descrito
como oxidante de grupos sulfidrilo de una gran variedad de enzimas (43).
En la Figura 29 se muestra el efecto de este compuesto sobre la inactiva-
cidén de la nitrato reductasa de células de 4. nidulans incubadas en au-
sencia de nutrientes nitrogenados. El experimento que se recoge en dicha
Figura consistia en seguir la evolucidn del nivel de nitrato reductasa
de cé&lulas que, procedentes de cultivos con nitrato, sgntransferian a me-
dio sin fﬁente de nitrdgeno coﬁteniendo cloranfenicol, en presenéia y au-’
sencia de peréxido de hidrégeno. Los resultados obtenidos ponen de mani-
fiesto que la pérdida de actividad enzimitica observada era sensiblemente
mayor en el medio que contenia perdxido de hidrégeno. También en estas
condiciones, el DTE ejercia un notable efecto protector de la actividad

nitrato reductasa de 4. nidulans (Tabla 31).

Por otra parte, el perSxido de hidrégenoc tambiédn provocaba una ra-
pida y notable inactivacidn de la nitrato reductasa de células permeabi-
lizadas de este organismo, incubadas en condiciones que no resultarian
inactivantes en ausencia de dicho compuesto (Tabla 32). Como puede ob-
servarse, nuevamente en este caso la presencia de DTE reducia notable-
mente la magnitud de la inactivacidn provocada por el perdxido de hidré-
geno {(que en este sistema de c@lulas permeabilizadas se protegia/ademés'

)

por inclusidn de catalasa en la mezcla de incubacidn) .

Los resultados descritos en este apartado 3.3.3.4 indican que agen-
tes conocidos por su cardcter reductor (tales como el DTE y la cisteina)
protegen a la nitrato reductasa de A. nidulans frente a la inactivacidn
de dicho enzima que opera en medios carentes de nutrientes nitrogenados,
mientras que el perdxido de hidrdgeno (eficaz agente oxidante) favorece
dicho proceso de inactivacidn. Tales resultados apoyan pues la idea de
que la pérdida de actividad nitrato reductasa considerada pudiera ser
consecuencia de la oxidacidn de algln(os) de los grupos funcionales de

su molécula.
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Fig. 29. Efecto del perdxido de hidrdgeno sobre la cinética de inac-—
tivacidn de la nitrato reductasa de A. nidulans en medio carente de
fuente de nitrdgeno. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato
se incubaron en medic carente de fuente de nitrbgeno suplementado
con 50 Ug/ml de cloranfenicol y con (@) o sin (O) H,O0, 1 mM. La ac
tividad nitrato reductasa se determind en alicuotas de cada suspen-
sidn celular una vez permeabilizadas con MTA. E1l 100% de actividad
corresponde a 4,9 mU/Lg de clorofila(equivalentes a unas 39 mU/ul de
células), .



Tabla 31. Proteccién por DTE de la tnactivacién de la nitrato

reductasa de A. nidulans en presencia de perdxido de hidrdgeno

Actividad nitrato reductasa

Adicidn (¢ del valor inicial)
Ninguna 66
H202 (1 mM) 14
H202 (1T mM) y DTE (20 mM) 67

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron
a medio sin fuente de nitrdgeno suplementado con 50 Ug/ml.de cloran
fenicol y las adiciones indicadas incubdndose a continuacién en con
diciones de cultivo. En el momento de efectuar la transferencia y -~
después de 60 min, se tomaron alicuotas de cada una de las suspen-
siones obtenidas, en las cuales se determind la actividad nitrato
reductasa, utilizdndose MTA para la permeabilizacidn. E1 100% de ac-
tividad corresponde a 6 mU/ug de clorofila (equivalentes a unas 48
mU/ul de células) .
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Tabla 32. Inactivacidn por perdxido de hidrdgeno y proteccidn por
DIE y catalasa de la nitrato reductasa de células permeabilizadas

de A. nidulans

Actividad nitrato reductasa

Adicion (¢ del control sin HZOZ)
H202 {10 mM) . 45
H202 (10 mM) y DTE (10 mM) 76
H,0, (10 mM) y catalasa (10.000 U) 92

Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se sometieron
a tratamiento de permeabilizacidn con tolueno y, tras ser lavadas,
se utilizaron para preparar 6 suspensiones con 0,25 Ul de cé&lulas
por ml de tampdn Tris 125 mM/Tricina 125 mM, pH 8,0. Tres de estas
suspensiones se suplementaron con las adiciones que se indica,
las otras tres se suplementaron de forma andloga pero omitiendo el
H_O..Las seis se incubaron durante 15 min en condiciones ambientales,
transcurridos los cuales y, tras lavarlas con el mismo tampdn, se
procedid a la determinacidn de la actividad nitrato reductasa en
las c&lulas correspondientes. E1 100% de actividad correspondia a
33 mU/ul de cé&lulas para la suspensién sin suplementar, a 35 mU/ul
de células para la suplementada con DTE y a 30 mU/ul de células
para la que contenia catalasa.
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3.3.4. Reversibilidad de la inactivacidn de la nitrato reductasa de
4. nidulans

La inactivacién de la nitrato reductasa de 4. nidulans que se obser-
va cuando se incuban células de este microorganismo en medios que care-
cen de fuente de nitrSgeno en presencia de cloranfenicol, puede revertir-
se "in vivo" mediante varios procedimientos que analizaremos en este

apartado.

3.3.4.1. Reversidn por nitrato o amonio

Como se muestra en la Figura 30, suspensiones de células de 4. nidu-—
Zans cultlvadas con nltrato, que han perdido parte de su actividad nitra-
to reductasa por 1ncuba01on en medio sin fuente de nltrogeno contenlen—
do cloranfenicol, pueden recuperar parte de la actividad perdida si este
medio de incubacidn se suplementa con nitrato o amonio, adin manteniendo
en &l la presencia de cloranfenicol. En ambos casos, el porcentaje de re-
cuperacidn depende del tiempo que hayan permanecido las células en ausen-
cia’de nutrientes nitrogenados antes de la adicién del nitrato o el amo-~
nio;’ de forma que, pasadas unas tres horas desde el comienzo del trata-

'

miento inactivante, la reversidn obtenida era nula & insignificante.

Los resultados que se presentan en la Figura 31 indican que la adi-
cidén de nitrato a una suspensién de cé&lulas de 4. nidulans cuya actividad
nitrato reductasa estaba disminuyendo como consecuencia de su incubacidn
en medio sin nitrdgenc combinado (en ausencia de cloranfehicol), conducia
al restablecimiento de los altos niveles de actividad que esas suspensio-~
nes exhibian en el momento de su transferencia al medio sin fuente de ni-
tr6geno, con independencia de que simultaneamente con el nitrato se afia-

diese o né cloranfenicol al medio de incubacidn.

3.3.4.2. Reversidn en la oscuridad

Al igual que se ha descrito en el apartado 3.3.4.1. para la adicidén
de nitrato o amonio, la actividad nitrato reductasa perdida en suspensio-
nes celulares de 4. nidulans que se incuban a la luz en medio sin fuente

de nitrdgeno conteniendo cloranfenicol, puede recuperarse, al menos par-
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Fig. 30. Reversibilidad por nitrato o amonio de la inactivacidn de
la nitrato reductasa de A. nidulans. Células de A. nidulans cultiva
das con nitrato se transfirieron a medio sin fuente de nitrdgeno su
plementado con 50 lg/ml de cloranfenicol, en el cual se incubaron
en condiciones de cultivo (Q). A los tiempos que se indica median-
te flechas, se tomaron alicuotas a las cuales se anadid® NO_.K (A) o
SO (NH4) (O) para alcanzar concentraciones finales de 20 mMy 10
mM: respéectivamente, continuidndose la incubacidn en condiciones de
cultivo. La actividad nitrato reductasa se determind después de tra
tamiento con tolueno. EL 100% de actividad corresponde a 25 mU/ul
de células.
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Fig. 31. Reversidn por nitrato, en presencia o ausencia de cloranfent
col, de la inactivacién de la nitrato reductasa de A. wnidulans. C&lu-
las de A. nidulans cultivadas con nitrato se transfirieron a medio
sin fuente de nitrdgeno, en el cual se incubaron durante 15 min (O).
Transcurrido este tiempo (flecha) la suspensidn anterior se dividid
en dos mitades que se suplementaron con NO.K 20 mM (A) o con NO_K 20
mM vy 50 pg/ml cloranfenicol (A), continuindose la incubacidn en con-
diciones de cultivo. La actividad nitrato reductasa se determind des-
pués de tratamiento con tolueno. El 100% de actividad corresponde a
28 mU/Ul de células.
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cialmente, si tales suspensiones se transfieren a la oscuridad mantenien-
d0 constantes el resto de las condiciones de incubacién (Fig. 32). Tal
como ocurria con la reversidén por nitrato o amonio, tambi&n la magnitud
de la recuperacidn de actividad enzimdtica en respuesta a la eliminacidén
de la iluminacidn depende del tiempo que las suspensiones utilizadas ha-
yan permanecido en la luz antes de ser transferidas a oscuridad; esto es,

de cuanto hubiese progresado la inactivacidn hasta ese momento.

Los resultados que se han expuesto en el apartado 3.3.4. indican la
existencia de dos fases sucesivas en el proceso de pérdida de actividad
nitrato reductasa observado en células de A. nidulans que se incuban en
auseﬁcia de nutfientes'nitrogenados,én condiciones de inhibicién de sin-
tesis de proteinas. La primera fase de la inactivacidn, reversible por
nitrato, amonio u oscuridad, comenzaria a operar inmediatamente después
de la transferencia al medio sin nitrdgeno combinado. A esta primera fa~-
se le seguiria otra forma de inactivacidn, no reversible mediante los
tratamientos indicados, cuya aparicién requeriria la permanencia de las
células durante alglin tiempo en el medio sin nutrientes nitrogenados.
Por otra parte, el hecho de que la reversidén por nitrato, amonio u oscu-
ridad pueda observarse en presencia de cloranfenicol, pone de manifiesto
que dichos agentes actflan a nivel de la propia actividad del en=zima, eli-
minando la posibilidad de que la recuperacidn de actividad promovida por
los mismos pudiera deberse a la aparicidn de nuevas moléculas de la pro-

teina.
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Fig. 32. Reversidn en la oscuridad de la inactivacidén de la nitrato
reductasa de A. nidulans. Células de A. nidulans cultivadas con ni-
trato se transfirieron a medio sin fuente de nitrdgeno suplementado
con 50 ug/ml de cloranfenicol, en el cual se incubaron en condicio-
nes de cultivo (0O). A los tiempos indicados mediante flechas se to-
maron alicuotas de esta suspensidn que se transfirieron a la oscuri-
dad (@), manteniéndose inalteradas el resto de las condiciones de
incubacién. La actividad nitrato reductasa se determind después de
tratamiento con tolueno. El1 100% de actividad corresponde -a 49 mU/Al

de cé&lulas.
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3.4. INFLUENCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA SINTESIS DE LA NITRITO

REDUCTASA DE Anacystis nidulans

Como se ha mencionado en la Introduccidn, existian en la literatura
algunos precedentes que indicaban que la naturaleza de la fuente de nitrd-
geno utilizada para el cultivo de cianobacterias también ejercia una fun-
¢ién reguladora importante sobre el nivel celular de la actividad de re-
duccibn de nitrito hasta amonio (29, 60, 64 ). No obstante, el abordaje
experimental de este problema se veia dificultado por la inexistencia de
procedimientos idéneos para el ensayo de actividad nitrito reductasa en
cianobacterias, ya que s8lo se habian desarrollado hasta el momento méto-
dos "in vitro". Como se ha indicado en la seccidn de Materiales y Métodos,
esta modalidad de determinacidn de actividades enzimiticas no es adécuada
para llevar a cabo estudios sistemidticos a nivel fisioldgico, menos alin si
éstos exigen realizar un niimero alto de determinaciones, dada la laborio-
sidad que suele suponer la preparacidn de extractos celulares, la nada
despreciable probabilidad de introducir interferencias con la actuacidn de
los enzimas y, fundamentalemnte, la escasa reproducibilidad que a menudo

exhiben tales procedimientos.

Un primer acercamiento para desarrocllar un procedimiento de estima-
cidn "in situ" de la actividad nitrito reductasa de Anacystis nidulans
consistid en aplicar el procedimiento de ensayo con metil violdSgeno, des-
crito en Materiales y M&todos, a c&lulas de este organismo permeabilizadas
con tolueno, método que, como se ha puesto de manifiesto, rendia excelen-
tes resultados en la determinacidn de nitrato reductasa. No obstante, en
ninguno de los intentos realizados pudo detectarse reduccidén apreciable de

nitrito hasta amonio catalizada por dicho sistema celular.

Posteriores intentos han permitido, sin embargo, el desarrcllo de dos
procedimientos adecuados, uno "in situ" y otro "in vivo", para la estima-
cidn de la actividad nitrito reductasa de 4. nidulans, algunas de cuyas
caracteristicas mas relevantes se discuten a continuacidn, y que han de-
mostrado ser adecuados para su utilizacidn en el estudio de procesos fi-
siol8gicos de regulacidn. Utilizando uno u otro, o ambos procedimientos, se
ha llevado a cabo el estudio del efecto de la naturaleza de la fuente de

nitrf6geno sobre los niveles celulares de la actividad nitrito reductasa de
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A. nidulans, que se presenta a continuacidn.

3.4.1. Puesta a punto de un ensayo "in situ" de actividad nitrito reduc-
tasa '

Se ha comprobado que la permeabilizacidén de las cé&lulas mediante
tratamiento con el detergente idnico MTA permitia la deteccidn de ac-
tividad nitrito reductasa en A. nidulans. En la seccidén de Materiales y
Métodos se ha descrito en detalle el procedimiento desarrollado para la
estimacidn de dicha actividad enzimdtica, habié&ndose determinado (Fig.33)
la concentracidn Sptima de MTA que debe estar presente en la mezcla de

reaccién correspondiente y que resultd ser de 750 g por ml.

Otro factor fundamental para la puésta a punto del‘ensayo”de aéti;
vidad de reduccidn de nitrito con metil violdgeno reducido como donador
de electrones, que exhibian las células de A. nidulans permeabilizadas
con MTA, era la eleccidén de la concentracidén inicial de nitrito que debia
utilizarse. Esto se debe a que, mientras que concentraciones suficiente-
mente bajas de nitrito representan una limitacidn para la actuacidn de la
nitrito reductasa, concentraciones saturantes de este ién dificultan la
estimacién de cambios de su concentracién en el medio de ensayo y, en
consecuencia, la evaluacidn de la actividad enzimitica. A continuacién se
describen algunos estudios encaminados a determinar cémo la velocidad de
la reaccién catalizada por la nitrito reductasa se afecta por la concen-

tracidn de nitrito presente en el medio de reaccidn.

En la Figura 34 se ilustra la determinacién del valor de la K, para
el nitrito de la nitrito reductasa (estimada con metil violdgeno reducido
como donador de electrones) en células de 4. nidulans permeabilizadas con
MTA, habiéndose calculado un valor de aproximadamente 120 uM para dicha
Ky - Teniendo en cuenta este dato, se diseﬁé el experimento recogido en la
Figura 35, que consistia en estudiar la cinética de desaparicidn de nitri-
to, como expresidn de la misma actividad enzimdtica, para varias concen-
traciones iniciales de nitrito, superiores, en grados diferentes, al va-
lor de X encontrado. En esta Figura se recogen también los cambios regis-

trados en la absorbancia a 540 nm (A ), en base a los cuales se deter-
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Fig. 33. Efecto de la concentracidén de MTA sobre el ensayo "in situ'

de la actividad nitrito reductasa de Anacystis nidulans. Células
A. nidulans cultivadas con nitrato se sometieron al ensayo de la
tividad nitrito reductasa segiin el procedimiento que se describe
Materiales y Métodos, excepto que la mezcla de reaccidén contenia
concentracidn de MTA que se indica. La cantidad de células en el
sayo era de 0,8 ul.
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Fig. 34. Determinacidn de la Km para el nitrito de la nitrito reducta
sa de células de A. widulans permeabilizadas con MTA. Células de A.
nidulans cultivadas con nitrato como fuente de nitrdgeno, se sometie-
ron a ensayo de la actividad metil violdgeno-nitrito reductasa en pre
sencia de las concentraciones iniciales de nitrito gue se indica.

Por lo demds, se utilizd el procedimiento descrito en Materiales y Mé
todos, excepto que la cantidad total de cé€lulas en el ensayo corres-
pondia a 0,25 ul de células empaquetadas. Para cada concentracidn de
nitrito se realizaron dos estimaciones de actividad en las cuales la
reaccidn se desarrolld durante 5 y 10 min respectivamente, sin que en
ningin caso se detectasen diferencias significativas entre ambas.
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Fig. 35. Cinética de transformacidn de nitrito por células de A. nidu
lans permeabilizadas con MTA, en presencia de distintas concentracito-

nes inictales del sustrato.

Células de A, nidulans cultivadas con ni-

trato se sometieron a ensayos de la actividad MvV-nitrito reductasa en
presencia de las concentraciones iniciales de nitrito que se indica.
Por lo demds, se procedid seglin se describe en Materiales y Métodos
excepto que, para cada concentracidn de nitrito, la reaccidn se desa-

rrolld durante los tiempos
el ensayo correspondia, en
tadas. En la tabla adjunta
los 0 y 10 min de reaccién
Materiales y Métodos), una

sefialados. La cantidad total de cé&lulas en
todos los casos, a 3 Ml de células empaque
se recogen los valores de A medidos a

en los sobrenadantes correspondientes (ver
vez diluidos seglin se indica.
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minaban los cambios en las concentraciones de nitrito (ver Materiales y
Métodos), para cada uno de los casos. Como puede observarse, utilizando
una concentracidn inicial de nitrito igual a 500 UM (unas 4 veces supe-
rior al valor de la K ) la velocidad de desaparicidn del anidn se mante-
nia lineal, al menos durante los 10 primeros minutos de reaccién, con
cambios de A54O durante este tiempo de, al menos, 0,4 unidades, lo que

permitia establecer de manera fiable las variaciones registradas en la

concentracidn de nitrito presente en el medio.

Este punto era especialmente importante, puesto que la caracteriza-
cidén que estamos describiendo se realizd con células de A. nidulans que
se habian cultivado con nitrato y presentaban altos niveles de actividad
nitrito reductasa, mientras que en los estudios de regulacidn que se pre-
tendfa realizar, se requeriria previsiblemente también estimar la activi-
dad enzimdtica en c@lulas de Anacystis que podrian presentar niveles mu-
cho menores de la misma. En consecuencia, se eligid 500 uM como concentra-
cidén inicial de nitrito y 10 min como tiempo de reaccién para‘el ensayo

rutinario de nitrito reductasa "in situ".

3.4.2. Puesta a punto de un ensayo "in vivo" de actividad nitrito reducta-

sa

La estimacidn de una actividad enzimitica "in vivo" consiste funda-
mentalmente en medirla de forma que los valores obtenidos reflejen los de
la velocidad de la correspondiente reaccidn cuando tiene lugar en cé&lulas
intactas, integrada en‘el conjunto del metabolismo celular. Es decir,bno
se estima la actividad m3xima potencial de un enzima sino la que realmen-
te manifiesta en la célula, donde puede encontrarse limitada por una serie
de factores distintos a la propia capacidad catalitica del enzima, tales
como, entre otros, condiciones fisicoquimicas distintas de las Optimas

teSricas y accesibilidad de sustratos y cofactores.

Como se ha descrito en la Introduccidn, en 4dnacystis nidulans el idn
nitrito se transporta al interior celular mediante sistemas de transporte
activo (20, 22), habiéndose propuesto que el dcido nitroso, cuando se

encuentra a concentracidn suficientemente elevada en el medio en que se
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hallan suspendidas las c&lulas, puede penetrar en este organismo mediante
un proceso de difusién (20) . En todo momento, la proporcidn relativa en
que ambos tipos de mecanismos de entrada (activo y pasivo) contribuirian
a la entrada global de nitrito al interior celular, dependeria de las con-
centraciones de nitrito y de &cido nitroso en el medio externo, a su vez

notablemente influidas por el pH del mismo (20).

Mediante el uso de la diciclohexilcarbodiimida (DCCD) se ha compro-
bado que, en A. nidulans, el consumo de nitrito a pH 7,2 es un proceso
fundamentalmente pasivo, puesto que se inhibe solo débilmente por la pre-
sencia de dicho compuesto en el medio (Fig. 36) . Tambi&n se ha indicado
en la Introduccidn que el proceso de consumo de nitrito (seguido por su
desaparicién del medio externo) que se estudia, incluye tanto la entrada
(de nitrito o de &cido nitroso) en la célula, como su posterior reduccidn
hasta amonio catalizada por la nitrito reductasa (20). En consecuencia, a
pH 7,2, al cual se ha indicado que la entrada de nitrito ocurre fundamen-
talmente por difusién pasiva, el factor limitante del proceso global de
consumo de este idn debe localizarse en el paso de su reduccidn intrace-

lular.

No obstante, antes de utilizar el método de estimacidn del consumo
de nitrito a pH 7,2 como ensayo "in vivo" de la actividad nitrito reducta-
sa, se ha procedido a caracterizar la influencia que sobre dicho proceso
de consumo ejerce la concentracidn de nitrito presente en el medio extra-
celular. En primer lugar se ha estudiado la velocidad de consumo de nitri-
to por células de 4. nidulans en funcién de la concentracidn de este idn
en el medio externo. En la Figura 37 se muestra la correspondiente repre-
sentacidn de los inversos de estos dos pardmetros que, como puede obser-
varse, indica la existencia de dos sistemas de consumo con diferentes afi-
nidades (valores de K, aparente del orden de 300 UM y 6 UM respectivamen-
te) y velocidades miximas (del orden de 18 y 2 nmol de nitrito consumido
por Ul de c&lulas por min) que operan para diferentes escalas de concen-
tracidn externa de nitrito. Como ée tratarid en la seccidn de Discusidn,
este hecho corrobora la idea de la existencia de dos sistemas de entrada

de nitrito al interior celular, uno pasivo y otro activo, siendo el prime-
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Fig. 36. Efecto del DCCD sobre el consumo de nitrito por células de
A. nidulans a pH 7,2. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato,
tras ser lavadas convenientemente con el mismo tampdn, se utilizaron
para preparar dos suspensiones (con 1 Ul de células/ml) en tampdn
MOPS 25 mM, pH 7,2, suplementado (@) o nd (O) con DCCD 20 uM. Des-
pués de 15 min de preincubacién en las condiciones descritas para el
ensayo de consumo de nitrito {(ver Materiales y Métodos), &ste se ini
 cid por adicidn de suficiente NO._K para obtener una concentracidn fi
nal de 0,2 mM de nitrito. La suspensidén sin DCCD se ‘suplementaba con
etanol (0,4%, v/v, concentracién final) para igualar la cantidad de
etanol afladido junto con el DCCD a la otra suspensidn (el DCCD se
preparaba en etancl absoluto).
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Fig. 37. Efecto de la concentracidn de nitrito sobre la velocidad de
consumo de este idn por células de A. nidulans, a pH 7,2. Células de
A. nidulans cultivadas con nitrato se ensayaron para el consumo de
nitrito en presencia de las concentraciones iniciales de este ién
que se indican. Se siguid el procedimiento descrito en Materiales y
Métodos excepto que las concentraciones celulares correspondian a
0,25 ul/ml para las cuatro concentraciones de nitrito inferiores,
0,5 yl/ml para la gquinta y 1 Ul cel/ml para la mids alta, que los en-
sayos se iniciaban por adicidén de las células y que las alicuotas de
las suspensiones de ensayo, en las cuales se determinaba la cantidad
de nitrito presente, se diluian adecuadamente con arreglo a la con-
centracidn inicial de nitrito.
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ro de ellos el que, en las condiciones utilizadas (pH 7,2), contribuiria
prioritariamente al mantenimiento de las altas velocidades de consumo que
se observan cuando se utilizan concentraciones de nitrito superiores a

100 uM.

En la Figura 38 se muestra la cinética de consumo de nitrito por cé&-
lulas de 4. nidulans cuando se utilizaba una concentracidn inicial de es-
te ién de 200 UM. Puede observarse que, al igual que ocurria con la reac-
cidn de reduccidn catalizada por células permeabilizadas con MTA, el pro-
ceso de consumo perdia su linealidad a concentraciones de nitrito inferio-
res a 100 UM, que en el sistema experimental utilizado se alcanzaban unos

7-10 min después del comienzo del ensayo correspondiente.

Parecen existir pues buenas razones para asumir que la actividad de
consumo de nitrito a pH 7,2 representa una buena estimacidn de la activi-
dad nitrito reductasa exhibida "in vivo" por A. nidulans. Desde el punto
de vista practico se han podido establecer, en base a los resultados ante-
riores, unas condiciones adecuadas para realizar las medidas de consumo,
que consistian en desarrollar los ensayos durante periodos de tiempo siem-
pre inferiores a 7 min, y en estimar sus velocidades a partir de las pen-
dientes de las rectas obtenidas al representar los valores de la concen-—
tracidén de nitrito remanente en el medio en funcién del tiempo de ensayo,
determinados al menos en cuatro momentos distintos, entre los minutos 0 y

7, del ensayo.

3.4.3. Regulacidn de la sintesis de la nitrito reductasa en funcién del
nutriente nitrogenado

En este apartado se recoge una serie de experimentos disenados para
estudiar cémo la naturaleza de la fuente de nitrSgeno utilizada para el
cultivo de A. nidulans influye sobre los niveles de nitrito reductasa que
presenta este microorganismo, asi como para obtener alguna informacidn
acerca de los mecanismos implicados en tales procesos de regulacidn. En
todo momento se han utilizado para la medida de la actividad nitrito re-
ductasa en estos experimentos, los procedimientos de ensayo "in situ" e

"in vivo" definidos en los apartados anteriores.
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Fig. 38. Cindtica del consumo de nitrito por células de A. nidulans
a pH 7,2. Células de A. nidulans cultivadas con nitrato se sometie-
ron a ensayo de consumo de nitrito segln se describe en Materiales
y Métodos. A los tiempos que se indica se determind la concentra-
cién de nitrito remanente en alicuotas del medio de ensayo.
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3.4.3.1. Niveles celulares de nitrito reductasa determinados por diferen-
tes nutrientes nitrogenados.

Cuando A. nidulans se cultiva con amonio como fuente de nitrdgeno
presenta niveles pricticamente indetectables de actividad nitrito reduc-
tasa. Cuando estas células cultivadas con amonio se transfieren a medios
conteniendo nitrato, se produce un desarrollo de actividad nitrito reduc-
tasa que alcanza su valor mdximo, correspondiente a unas 40 mU por mg de
proteina celular, 4 a 5 h después de haberse efectuado la transferencia
(Fig. 39) . Puede constatarse ademds la correspondencia de las estimacio-
neérde la actividad nitrito reductasa realizadas por los procedimientos
"in gitu" e "in vivo", observ@ndose un desarrollo paralelo de actividad

con ambos métodos, y valores de ésta totalmente similares.

El experimento cuyos resultados se ilustran en la Figura 40 pone de
manifiesto que un desarrollo de actividad nitrito reductasa,similar al
observado al transferir células cultivadas con amonio a medio con nitrato,
tiene lugar cuando la transferencia se realiza a medio que contiene ni-

trito como dnico nutriente nitrogenado.

En la Tabla 33 se recogen las actividades obtenidas como resultado
de la incubacidn de células de A. nidulans cultivadas con amonio en medios
conteniendo distintas concentraciones de nitrito. Este experimento permi=-
tid la eleccidn de una concentracidn adecuada de este idn (1-2,5 mM) para
los estudios de desarrollo de actividad nitrito reductasa en medios que
lo contuviesen. La concentracién de nitrito es un factor critico, puesto
que debe ser suficiente para asegurar gque el nitrito no se consuma total-
mente durante los experimentos y, a la vez, suficientemente baja para no
llegar a afectar negativamente al metabolismo de A. nidulans. En este
contexto, se ha descrito que el nitrito ejerce efectos negativos a varios
niveles del metabolismo de diferentes organismos (45,76). Aunque a 0,5 mM
de concentracidn inicial de nitrito, los niveles de actividad nitrito re-
ductasa detectados después de 3 horas eran tan altos como los encontrados
en medios con concentraciones de nitritoc de hasta 2,5 mM, (Tabla 33), el
nitrito remanente en el medio,pasado este tiempo,era inferior a 10 uM,

por lo que tal concentracidn inicial de nitrito no es adecuada para
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Fig. 39. Desarrollo de la actividad nitrito reductasa de A. nidulans,
estimada mediante ensayos "in situ' e "in vivo', en respuesta a la
transferencia de amonio a nitrato.Células de A. nidulans cultivadas
con amonio se transfirieron, con una concentracidn correspondiente a
1 Yl cel/ml, a medio con nitrato en el cual se incubaron en condicio
nesde cultivo. A los tiempos que se indica se tomaron alicuotas de
la suspensidn resultante en las cuales se determind la actividad de
consumode nitrito a pH 7,2 (@) y, tras concentrar adecuadamente las
células, la actividad nitrito reductasa en cé&lulas permeabilizadas
con MTA (O).
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Fig. 40. Cindtica del desarrollo de la actividad nitrito reductasal(en—
sayo "in situ") en células de A. wnidulans transferidas de amonio a ni-—
trato o nitrito. Células de A. nidulans cultivadas con amonio se trans
firieron, a una concentracidén correspondiente a 0,5 Ul de cé€lulas por
ml de medio, a medios conteniendo 2,5 mM de NO,K (O) 6 de NO.K (@) .
Las suspensiones resultantes se incubaron en condiciones de cultivo. A
los tiempos indicados se tomaron allicuotas de cada una de ellas en las
cuales se determind la actividad nitrito reductasa (permeabilizando
con MTA) v la cantidad de proteina.



Tabla 33. Efecto de la concentracidén de nitrito sobre el nivel de

actividad nitrito reductasa (ensayo "in situ") de Anacystis nidulans

|N02K| Actividad nitrito reductasa
(mpM) (mU/mg de proteina)

0,5 33

1,0 28

2,5 28

5,0 ' 21

CBlulas de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una concentracidn de 0,25 ul de cdlulas por ml, a medio de cul-
tivo conteniendo la concentracién de NO_K que se indica. En el mo-
mento de efectuar la transferencia y tris 3,25 h de incubacidn en
condiciones de cultivo,se tomaron muestras de las suspensiones co-
rrespondientes en las cuales, tras concentrar adecuadamente las
células, se determind la actividad nitrito reductasa y la cantidad
de proteina. A tiempo cero la actividad nitrito reductasa era in-
detectable.
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Tabla 34. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre
el nivel de actividad nitrito reductasa (ensayo "in situ”) de A.

nidulans

Actividad nitrito reductasa

Fuente de nitrégeno (mU/mg de protefna)

NO_K (2,5 mM) 34,1

3
NOK (2,5 mi) 16,0
Ninguna 11,0
SO4(NH4)2 (1,25 mM) 0,2
NO3K (2,5 mM) vy SO4(NH4)2 (1,25 mM) 1,7
NOZK (2,5 mM) v SO4(NH4)2 (1,25 mM) 0,5

Células de A. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una concentracidn de 0,5 pl de c&lulas /ml, a medio conteniendo
la fuente de nitrdgeno que se indica. Tras 4 h de incubacién en
condiciones de cultivo se tomaron muestras de cada una de las sus-—
pensiones obtenidas en las cuales, después de concentrar adecuada-
mente las c&lulas por filtracidn, se estimé la actividad nitrito
reductasa y la cantidad de proteina. Los datos presentados corres-—
ponden a la media de los obtenidos en dos experimentos independien-
tes.



Tabla 35. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

el nivel de actividad nitrito reductasa (ensayo "in vivo!) de A.

nidulans

Fuente de nitrdgeno

Consumo de nitrito

“ (nmol/ug de clorofila x min)

NO3K (1 mM)

Nozk (1 mM)

Ninguna

SO4(NH4)2 (0,5 mM)

NO3K (1 mM) vy SO4(NH4)2 (0,5 mM)

NOZK (1 mM) y SO4(NH4)2 (0,5 mM)

1,76

1,66

0,75

0,21

0,27

0,28

Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una concentracidén de 0,25 ul de células/ml, a medio conteniendo la
fuente de nitrdgenoc que se indica. Tras 5 h de incubacidn en condi-~
ciones de cultivo se tomaron alicuctas de cada suspensidn las cua-
les, tras concentrar adecuadamente las cé&lulas mediante filtracidn,
se sometieron a ensayo de consumo de nitrito segln el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos. Las cantidades de clorofila se de
terminaron en las correspondientes mezclas de ensayo una vez finali

zados éstos.
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experimentos de duracidn superior a las 3 horas.

En las Tablas 34 vy 35 se muestra que cuande cé&lulas de 4. nidulans
cultivadas con amonio se transferian a medios conteniendo nitrato, nitri-
to, amonio, nitrato y amonio o nitrito y amonio s6lo se detectaban valo-
res altos de actividad nitrito reductasa (determinada "in situ" o "in vi-
vo") después de un periodo de incubacidn en alguno de los medios libres
de amonio, especialmente en aquellos suplementados con nitrato o nitrito.
La transferencia a medios libres de fuente de nitr8geno también conducia

a un aumento, aunque de menor magnitud, de la actividad nitrito reductasa.

De los resultados presentados puede deducirse que la presencia de
amonio en el medio de cultivo, alin a concentraciones tan bajas como 0,1
mM (Tabla 36), impide el desarrollo de actividad nitrito reductasa de
células de A. nidulans, sin que la presencia simulté@nea de nitrato o ni-
trito en tales medios parezca afectar esta situacidn. En medios que no
contienen amonio, aln en aquellos carentes de cualquier forma combinada
de nitrdgeno, pueden alcanzarse altas actividades de este enzima. Por
otra parte, tanto el nitrito como el nitrato, y en mayor proporcidn este
dltimo, parecen influir positivamente sobre el nivel celular de actividad

nitrito reductasa.

. E1 experimento cuyos resultados se recogen en la Tabla 37 muestra el
resultado de la incubacidn de cé&lulas,cultivadas con amonio,en medios con
distintas fuentes de nitrdgeno, durante un periodo de tiempo moderado (2
h), con objeto de disminuir la incidencia que, en las diferencias de velo-
cidad de consumo entre cé&lulas incubadas con nitrato (o nitrito) y sin
fuente de nitrdgeno, pudiése tener la deficiencia en nitrdgeno provocada
por esta Gltima situacidn. En tales condiciones se encontrd que la acti-
vidad nitrito reductasa de cé&lulas incubadas durante 2 h en nitrato era
del orden del doble que la detectada en aquellas incubadas,durante el
mismo tiempo,en ausencia de fuente de nitrdgeno. Esta diferencia (aunque
menor que la encontrada despuds de 5 h de incubacidn) apoya la sugerencia
de que el nitrato (y el nitrito) actfilen positivamente, a algin nivel, so-

bre los niveles celulares de nitrito reductasa de A. nidulans.



Tabla 36. Efecto de la concentracidn de amonio sobre la actividad

nitrito reductasa (ensayo "in vivo") de A. nidulans

Consumeo de nitrito

Fuente de nitrdgeno (nmol/Yg de clorofila x min)

Ninguna 0,77
SO, (NE,) , (0,1 mM) _ 0,15
" (0,2 mM) 0,16
" (0,5 mM) 0,17
" (1,0 mM) o,&15
" (5,0 mM) 0,15

Células de A. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una densidad de 0,1 Ul de c@lulas/ml, a medio de cultivo con la
concentracidén de SO, (NH,) . que se indica, ¢ sin ninguna fuente de
nitrégeno. Tras 3 h de incubacién en condiciones de cultivo se to-
maron alicuotas de cada una de las suspensiones obtenidas que, tras
concentrarse, se utilizaron para ensayar la capacidad de consumo de
nitrito. Las cantidades de clorofila se estimaron en las correspon-
dientes mezclas de ensayo una vez finalizados éstos.
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Tabla 37. Actividad nitrito reductasa (ensayo "in vivo") de célu-

las de A. nidulans incubadas en medios con diferentes fuentes de

nitrbgeno

Consumo de nitrito

Fuente de nitrogeno (nmol/lg de clorofila x min)

NO3K (20 mM) 1,38
Ninguna 0,70
SO4(NH4)2 (10 mM) 0,00

Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,
a una densidad de 1 U1 de células/ml, a medio conteniendo la fuente
de nitrdgeno que se indica. Trzs 2 h de incubacidén en condiciones
de cultivo se tomaron muestras de cada una de las suspensiones ob-
tenidas, las cuales, tras concentrar las cé@lulas, se sometieron a
ensayo de consumo de nitrito. Las cantidades de clorofila se deter-

minaron en las correspondientes mezclas de ensayo una vez finaliza- -

dos éstos.
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3.4.3.2. Efecto de la rifampicina y el cloranfenicol sobre el desarro-
llo de actividad nitrito reductasa

Como se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior, la incuba-
cidn de células de A. nidulans cultivadas con amonio en medio con nitra-
to como fuente de nitrdgeno, conducia al desarrollo de altos niveles de
esa actividad enzimitica. En la Tabla 38 se ilustra el hecho de que
cuando la incubacidn se realiza en medio con nitrato pero conteniendo
rifampicina (inhibidor de la sintesis de ARNm) o cloranfenicol (inhibi-
dor de la traduccidn de ARNm) no se produce desarrollo de actividad
nitrito reductasa. Al igual que se ha concluido para el caso del enzima
nitrato reductasa de este mismo organismo (Apartado 3.2.1), tales resul-
tados argumentan en favor de que el efecto negativo que sobre los nive-
les de nitrito reductasé ejerce la presencia de amonio en el medio de
cultivo, opere a nivel de la sintesis de nuevas moléculas del enzima.
Este compuesto puede, en consecuencia, ser considerado como un represor

nutricional de ambos enzimas.

3.4.3.3. Liberacidn por MSX del efecto represor del amonio sobre la sin-
tesis de nitrito reductasa

En la Tabla 39 se muestran los cambios operados en el nivel celular
vde actividad nitrito reductasa (estimada "in sitm") cuando células de A.
nidulans, cultivadas con amonio, se incuban en medios conteniendo diferen-
tes compuestos de nitrdgeno inorgdnico y MSX (inactivador de la glutamina
sintetasa y, en consecuencia, inhibidor de la incorporacidn del amonio en
compuestos organicos celulares). En la Tabla 40 y en la Figura 41 se ilus-
tran los cambios operados en los niveles celulares de nitrito reductasa
estimados "in vivo". Puede observarse que la presencia de MSX conduce en
todos los casos al desarrollo de actividad nitrito reductasa. No obstante,
el nivel del enzima es notablemente superior en aquellos medios suplemen-—
tados con nitrato o con nitrito. Puede deducirse, por tanto, que el MSX
es capaz de actuar anulando el efecto represor del amonio sobre la
nitrito reductasa. A la vez se confirma el .efecto positivo ejer-
cido por el nitrato y el nitrito sobre la magnitud de esta actividad en-

zimdtica, que ya se observaba en células no tratadas con MSX, y que en



Tabla 38. Efecto de la rifampicina y del cloranfenicol sobre la

aparicidon de la actividad nitrito reductasa (ensayo "in situ') en

células de A. nidulans transferidas de amonio a nitrato

Nitrito reductasa (mU/mg de proteina)

Adiciones

1h 2 h
Ninguna 9,8 18,5
Rifampicina (50 yug/ml) 0,0 0,0
Cloranfenicol (50 pg/ml) 0,0 0,0

Células de 4. nidulans cultivadas con amonio se transfirieron,

a una densidad de 0,5 Ul de células/ml, a medio con nitrato y las

adiciones que se indican. Tras 1 y 2 h de incubacidn en condiciones
de cultivo se determinaron, despu@s de haber concentrado adecuada-

mente la cé&lulds, la actividad nitrito reductasa y la cantidad de
proteina.
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Tabla 39. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

la actividad nitrito reductasa (ensayo "in situ'") de células de

A. nidulans tratadas con MSX

Fuente de nitrdgeno

Actividad nitrito reductasa

(mU/mg de proteina)

ﬁO3K (2,5 mM)

NO,K (2,5 mM)
Ninguna

SO4(NH4)2 (1,25 mM)

NO3K (2,5 mM) y SO4(NH4)2 (1,25 mM)

NOK (2,5 mM) y SO, (NH,), (1,25 mM)

44,9

54,3

13,6

48,9

37,0

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las que se
han descrito en la tabla 34, excepto que todos los mediocs de cul-
tivo utilizados contenfan, ademds de la fuente de nitrdgeno que se
indica, MSX a la concentracidén final de 1 uM. Igualmente, los da-
tos que se presentan corresponden a la media de los obtenidos en

dos experimentos diferentes.



Tabla 40. Efecto de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno sobre

la actividad nitrito reductasa (ensayo "in vivo™") de células de

4. nidulans tratadas con MSX

Fuente de nitrdgeno

Consumo de nitrito

(nmol/Ug de clorofila x min)

NO3K (1 mM)

N02K (1 mM)

Ninguna

SO4(NH4)2 (0,5 mM)

NOK (1 mM) y SO, (NH,), (0,5 mM)

\
NOK (1 mM) y SO, (NH,), (0,5 mM

3,10

1,97

0,21

1,21

3,22

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las descri-
tas en la Tabla 35, excepto que todos los medios de cultivo utili-
zados contenian, adems de la fuente de nitrdgeno que se indica,
MSX a la concentracidn final de 1 uM.

149



150

LS
D/
D/

oo

0 3 6

CONSUMO DE NITRITO (nmol/pg de clorofila x min)

TIEMPO (h)

Fig. 41. Adquisicidn de la capacidad de consumo de nitrito por célu-—
las de A. nidulans tratadas con MSX. Células de A. nidulans cultiva-
das con amonio se transfirieron, a una concentracidn de Q,S M1l de
células/ml, a medio con nitrato (Q) & amonio ([]) conteniendo MSX

1 UM, en el cual se incubaron en condiciones de cultivo. A los tiem-
pos que se indica se tomaron muestras de cada una de las suspensio- -
nes obtenidas, en las cuales se midid, tras concentrar adecuadamente,
la capacidad de consumo de nitrito y la cantidad de clorofila. La ac-
tividad GS (transferasa), medida en células permeabilizadas con tolue
no, fué de unas 18 mU/lig de clorofila en el momento de efectuar la
transferencia y de 4,5 mU/ug de clorofila al final del periodo de in-
cubacidn (6 h).



151

presencia de este compuesto se manifiesta incluso en medios que simultd-

neamente contienen amonio.

3.4.3.4. Evidencia de que el efecto positivo del nitrato no requiere su
previa transformacién en nitrito

Cuando el nitrato penetra en el interior de las células de A.nidulans
no se acumula como tal, sino que se reduce inmediatamente por los corres-
pondientes enzimas, a nitrito y amonio (20,22). El efecto positivo ejerci-
do por el nitrato sobre el nivel celular de nitrito reductasa podria,
pues, deberse a una actuacidén directa del propio idn nitrato como tal, o
bien ser indirecto, requiriéndose su previa transformacidén en nitrito,
cuya presencia también afecta positivamente al desarrollo de dicha activi-
dad enzimitica. Para discernir entre estas dos alternativas parecia inte-
resante ensayar el efecto del nitrato sobre los niveles de nitrito reduc-
tasa en células de A. nidulans carentes de actividad nitrato reductasa
{(enzima que cataliza la reduccidn de nitrato a nitrito), en las cuales el

nitrato, una vez en el interior de la célula, no puede generar nitrito.

La nitrato reductasa de 4. nidulans es una molibdoproteina en la que
el molibdeno juega un papel catalitico esencial (9). Se ha descrito
también que cuando en el medic de cultivo para este microorganismo se sus-
tituye el molibdeno por su andlogo estructural volframio, este {ltimo
metal parece incorporarse, en lugar del molibdeno, en la nitrato reducta-
sa, pero dando lugar a la chstitucién de moléculas inactivas de este en-

zima (9).

Para los experimentos que se describen a continuacidn era necesario
asegurar que las células tratadas con volframio se mostrarfan incapaces de
desarrollar actividad mitrato. reductasa, 1lo gque exigia eliminar totalmente
cualquier resto de molibdeno que pudiese encontrarse acumulado en su inte-
rior. En este sentido, se puso de manifiesto que al transferir c&lulas de
A. nidulans cultivadas en medio con amenio y molibdeno a medio con nitrato
y volframio, se producia un desarrollo considerable de actividad nitrato

reductasa, aunque a ese medio con nitrato no se le afadiese molibdeno.
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Para obviar este problema y disponer de c&lulas de 4. nidulans caren-
tes de nitrato reductasa se procedia como se describe a continuacidn. Las
células se cultivaban durante miltiples generaciones con amonio como fuen-
te de nitrégeno, en medio A carente de molibdeno afadido. Con antelacidn
a los correspondientes experimentos, células de esta linea se transferian
a medio con nitrato, igualmente carente de molibdeno afiadido, y suplemen-
tado con volframio.Como muestra la Figura 42, la incubacidn de las células
en tales condiciones se veia acompafiada de un aumento de la actividad
especifica nitrato reductasa, que alcanzaba su nivel mdximo unas 2 h des-
pués de haberse efectuado la transferencia, momento a partir del cual se
observaba disminuir, principalmente como consecuencia del aumento de la
proteina total del cultivo que, a partir de entonces, no se compensaba
con aumentos de la actividad total nitrato reductasa. El que especifica-
mente se detuviese el aumento de actividad nitrato reductasa, se tomaba

como indicacidén del agotamiento de cualquier reserva de molibdeno.

Tras varias horas de incubacidn en el medio con nitrato y volfra-
mio (libre de molibdeno), la suspensién celular se suplementaba con
amonio (el amonio se afiadia en forma sdlida, en vez de transferir las
células a un nuevo medio conteniendo este nutriente, obviindose asi la
bosibilidad de introducir en el sistema nuevas trazas de molibdeno que,
accidentalmente, pudiesen estar presentes en ese nuevo medio) y se incu-
baba nuevamente hasta gue se conseguian los bajos niveles de nitrato re-
ductasa caracteristicos de células cultivadas con este nutriente nitroge-

nado.

Las células asi procesadas eran especialmente adecuadas para el pro-
pdsito de ensayar el efecto del nitrato sobre la aparicidn de actividad

nitrito reductasa en ausencia de nitrato reductasa.

Al transferir tales células a medio con nitrato conteniendo molibde-
no & volframio, sdlo se observaba desarrollo de. actividad en el primero
de los casos . peroc ne en el segundo (Fig. 43Ay. A pesar de esta absolu-
ta diferencia en lo que a presencia de nitrato reductasa se refiere, en
ambos casos se registraba un desarrollo notable de actividad nitrito re-

ductasa (estimada mediante ensayo "in situ"), tanto en el medio con molib-
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Fig. 42. Evolucidn de la activided nitrato reductasa (ensayo "in situ')

en células de A. nidulans transferidas de amonio a nitrato en presen—
cta de volframio. Células ded. nidulans cultivadas con amonio y en
ausencia de molibdeno afiadido se transfirieron (a una concentracidn

de 0,5 ul de cé€lulas por ml) a medio con nitrato carente de molibdeno
anadido y suplementado con 1 mM de WO4Na en el cual se incubaron en
condiciones de cultivo. A los tiempos qué se indican en la figura, se
tomaron alfcuotas de la suspensidn celular,en las cuales se determind
la actividad nitrato reductasa,permeabilizando con MIA(Q) y la canti-
dad de protefna ([J). (@) representa la actividad especifica nitrato
reductasa deducida de los valores anteriores.
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Fig. 43. Efecto del volframio sobre el desarrollo de las actividades
nitrato reductasa (A) y nitrito reductasa (B) de A. nidulans en medio
con nitrato. Una suspensidn de células de A. nidulans, incubada duran
te 8,5 h en las condiciones que sedescriben en la Figura 42, se suple
mentd con la cantidad de SO (NH4) necesaria para obtener una concen-
tracién final de 10 mM, continuanéose, durante 20 h mids, la incubacidn
en condiciones de cultivo. Transcurrido este tiempo, el cultivo resul-
tante, que poseia 5,5 M1 de c8lulas por ml, se utilizd para preparar
tres nuevas suspensiones ( con una concentracidén celular de 0,5 ul de
células por ml) en medio con nitrato (O), con nitrato pero sin molib
deno anadido y suplementado con 1 mM de WO,Na_ (@) y sin fuente de ni
trégeno (A), respectivamente. A los tiempos Que se indica se tomaron
alicuotas de cada una de ellas,en las cuales se determind la actividad
especifica nitrato reductasa (A) y nitrito reductasa (ensayo "in situ")
(B) . Aungue no se ilustra, una cuarta suspensién en medio sin nitrSge-
no ni molibdenc y con 1 mM de WO Na_, que no desarrollaba ninguna ni-
trato reductasa, se comportaba de fOrma andloga a la tercera de las
suspensiones anteriores en cuanto al desarrollo de nitrito reductasa.
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deno, como en el que contenia volframio, alcanzidndose valores notablemen-
te superiores a los que se detectaban en los correspondientes controles

en ausencia de nitrSgenc combinado (Fig. 43 B).

En la Figura 44 se presentan los resultados obtenidos en un experi-
mento analogo al anteriormenté descrito, en el gue la actividad nitrito
reductasa se estimd mediante el ensayo "in vivo", midiendo la velo~
cidad de consumo de nitrito a pH 7,2, seglin se ha descrito anteriormente.
Tales resultados pusieron de manifiesto que los niveles de nitrito reduc-
tasa, determinados seglin este procedimiento, alcanzados en presencia de
nitrato (Fig. 44 A) eran idénticos para cé&lulas de A. nidulans que presen-
taban alta actividad nitrato reductasa o s6lo niveles basales del enzima

(Fig. 44 B).

3.4.3.5. Sintesis simultéﬁea de los enzimas del sistema reductor del ni-
trato en 4. nidulans

En apartados anteriores se ha puesto de manifiesto que la transfe-
rencia de células de A. nidulans cultivadas con amonio a medio contenien-
do nitrato como @nico nutriente nitrogenado, conduce a un aumento notable
de las velocidades de sintesis de los enzimas nitrato reductasa y nitrito
reductasa. Cuando se comparan las cinéticas de los desarrollos de ambas
actividades (Fig. 45), se observa un notable paralelismo entre ellas, sin
que pueda detectarse ningln desplazamiento relativo de los momentos en
gue cada una de las actividades comienza. a aumentar después de la trans-—

ferencia al medio con nitrato.
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Fig. 44. Aparicidn de actividad de consumo de nitrito en células de
A. nidulans tratadas con volframio. Células de A. nidulans cultiva-
das con amonio se sometieron al mismo tratamiento experimental gue se
ha descrito en las figuras 42 y 43. Las células resultantes del tra-
tamiento con SO, (NH,) , se utilizaron en este caso para preparar sus-
pensiones (con una concentracidn correspondiente a 0,5 Ul de cé&lulas
por ml) en medio con nitrato (Q) y con nitrato pero sin molibdeno
anadido y suplementado con 1 mM de WO4Na2 (®), que se incubaron en
condiciones de cultivo. A los tiempos qué se indica se tomaron mues-
tras de cada una de ellas en las cuales se determind la capacidad de
consumoc de nitrito (tras concentrar adecuédamente), la actividad ni-
trate reductasa (permeabilizando con MTA) y la cantidad de proteina.
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Fig. 45. Desarrollo simultdneo de las actividades nitrito reductasa y
nitrato reductasa de células de A. nidulans transferidas de amonio a
nitrato. Células de A. nidulans cultivadas con amonioc se transfirie-
ron (con una densidad correspondiente a 0,7 Ul/ml) a medio con nitra-
to, en el cual se incubaron en condiciones de cultivo. A los tiempos
que se indica se tomaron muestras de la suspensidn obtenida, en las
cuales se determind la actividad nitrato reductasa despuds de permea-
bilizar con tolueno (0QO), y la actividad nitrito reductasa después de
concentrar adecuadamente las cé&lulas (A).
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En este trabajo se han presentado una serie de estudios encaminados
a aclarar la influencia que la naturaleza de la fuente de nitrdgeno posee
sobre el establecimiento de los niveles celulares de las actividades en-
zimadticas implicadas en la reduccidn asimilatoria del nitrato hasta amo-
nio en cianobacterias. El nitrato y el amonio son los compuestos nitroge
nados mas frecuentemente utilizados por este grupo de microorganismos

(91, 109) -

Previamente a su incorporacidn en compuestos orgidnicos, el nitrato
debe reducirse hasta amonio, con el consiguiente gasto de equivalentes
de poder reductor de potencial redox altamente negativo (a nivel de fe-
rredoxina). Por ello, la asimilacidn de nutrientes nitrogenados en los
cuales el nitrSgeno se encuentre en el mismo estado redox que el amonio
(=3) ,es mas rentable desde el punto de vista energético que laﬁésimila-

cidn de compuestos en los cuales el nitrdgeno se encuentre en un estado

mas oxidado, como es el caso del nitrato (+5).

La capacidad de las cianobacterias para utilizar aminodcidos (com-
puestos en los cuales el nitrdgeno posee el mismo estado redox que en el
amonio, el mas negativo con que este elemento se presenta en compuestos
bioldgicos) como fuente de nitrdgeno parasu crecimiento es muy restringi
da (63, 109). Este hecho, junto a la ventaja que en cuanto a competencia
en ambientes naturales con otros grupos de organismos puede suponer la
facultad de asimilar compuestos oxidados de nitrdgeno, hace que la capa-
cidad de asimilacidn de nitrato aparezca como un proceso metabSlico suma

mente Util para los organismos que, tal como las cianobacterias, la po-

seen.

La rentabilidad energética que-supone asimilar el nitrdgeno en for-
ma de amonio, junto con la utilidad de poder tomarlo como nitrato en con-
diciones de ausencia de amonio, hablan claramente de la necesidad celu-
lar de poseer mecanismos reguladores mediante los cuales se seleccione
la fuente de nitrdgeno a utilizar, de entre las disponibles en el medio
donde se encuentre. Aungue no todas las cianobacterias son capaces de
utilizar el dinitrdgeno como fuente de nitrdgeno para su crecimiento, a

aquellas que si pueden hacerlo pueden aplicidrseles, respecto al Ny, vy al
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amonio, consideraciones andlogas a las expuestas para el caso del nitra-
to y el amonio. Las cianobacterias capaces de utilizar N2 también asimi-
lan el nitrato con preferencia sobre el dinitrdgeno puesto que, auncque
en este {iltimo el nitrdgeno se encuentre en un estado mis reducido (O)
que en el nitrato (+5), su reduccidn hasta amonio requiere ATP. y  gene-
ralmente tambi&n el desarrollo de células especializadas (heterocistos),

todo lo cual supone que la utilizacidn de N, como fuente de nitrdgeno

2
implique un gasto de energia considerablemente superior al requerido
para la utilizacidn del nitrato. El trabajo que se presenta se ha centra
do en caracterizar,para diferentes estirpes de ciancbacterias,las situa-
ciones nutricionales nitrogenadas que permiten el desarrollo del sistema
enzimdtico para la asimilacidn del nitrato, asi como en el estudio de

algunos aspectos de los mecanismos reguladores implicados.

En el apartado 3.1 de la seccidn de Resultados se han presentado
una serie de experimentos que han conducide a la evaluacidn de los nive-
les celulares de actividad nitrato reductasa (primer enzima de la ruta
de reduccidn asimilatoria del nitrato) establecidos en funcidn de la na-
turaleza del nutriente nitrogenado, en varias cianobacterias. Estas in-
cluyen dos estirpes que no asimilan dinitrdgeno (4dnacystis nidulans y
Synechocystis sp. 6714) y tres que si pueden utilizar N2 como fuente de
nitrdgeno (4dnabaena variabilis, Nostoc sp. 6719 y Anabaena sp. 7119).
Los resultados obtenidos, junto con algunos otros presentados en el apar-
tado 3.2 (actividades encontradas en células tratadas con MSX),ponen de
manifiesto que existen dos tipos de patrones de regulacidn de los nive-
les celulares de nitrato reductasa en funcidn de la fuente de nitrdgeno

utilizada para el cultivo de las cianobacterias estudiadas.

El primero de tales mecanismos opera en las estirpes no fijadoras
de dinitrdgeno y parece responder fundamentalmente a la presencia o ausen
cia de amonio en el medio donde se encuentra la cianobacteria en cues-
tién, detectandose sbdlo actividades nitrato reductasa basales en culti-
vos con este nutriente. En este sistema el nitrato parece jugar un papel
positivo secundario, a nivel cuantitativo, en el establecimiento de ta-

les niveles de actividad. En el segundo mecanismo de regulacidn, que ope
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ra en las estirpes fijadoras, la presencia o ausencia tanto de amonio co
mo de nitrato parecen ser factores determinantes del establecimiento de

niveles altos o basales de nitrato reductasa, detectindose altas activi-
dades de este enzima solo en cultivos gque contienen nitrato y carecen de

amonio.

En todos los casos estudiados, el desarrollo de actividad nitrato
reductasa, observado al transferir cé&lulas de la cianobacteria en cues-
tidn desde condiciones que determinan niveles basales hasta aguellas que
permiten el estalklecimiento de altas actividades enzimdticas, resulta to
talmente anulado por inhibidores de sintesis de proteinas a nivel de tra
duccidn {(como es el cloranfenicol). Este hecho habla en favor de que, en
este grupo de microorganismos, la naturaleza de la fuente de nitrdgeno
regula el nivel celular de nitrato reductasa controlando el proceso de

sintesis de esta proteina.

En A. nidulans se ha comprobado que dicho desarrollo de nitrato re-
ductasa se inhibe también completamente por rifampicina, inhibidor de
sintesis de ARNm, sin que en presencia de este compuesto pueda observar-
se aparicidén alguna de actividad enzimitica, ni siquiera en los primeros
momentos después de efectuada la transferencia a las condiciones permisi
vas de sintesis. Este hecho, junto con el periodo de retardo existente
entre la transferencia a condiciones permisivas y el aumento de activi-
dad nitrato reductasa argumentan en favor de que, al menos en este orga-
nismo, el papel regulador de la fuente de nitrdgeno sobre la sintesis
del enzima se ejerza a nivel de sintesis de los ARNm cdrrespondientes.
No obstante, los datos actuales no permiten descartar totalmente la posi
bilidad alternativa de que, en condiciones que no permiten expresidn de
la actividad nitrato reductasa, pudiese tener lugar sintesis considerable
de los ARNm que codifican para dicho enzima. En este caso, el efecto in-
mediato de la rifampicina obligaria a asumir una vida media de tales
ARNm inferior al tiempo empleado en realizar la transferencia desde el
medio con amonio al que contiene (inicamente nitrato o ninguna fuente de

nitrdgeno combinado.
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De las consideraciones anteriores se puede deducir para el amonio
un papel como represor nutricional de la nitrato reductasa de las ciano-
bacterias no fijadoras de dinitrdgeno que se han estudiado. En cuanto a

las cianobacterias fijadoras de N, estudiadas, puede deducirse que el ni

2
trato ejerce un papel regulador positivo sobre la sintesis de las corres
pondientes nitrato reductasas, pudiendo considerarse en consecuencia co-
mo un inductor nutricional de tales enzimas. Los datos disponibles no
permiten, sin embargo, establecer de forma inequivoca un efecto regulador
para el amonioc sobre la sintesis de nitrato reductasas en las cianobac-

terias fijadoras de dinitrdgeno.

La dificultad principal estriba en no poder discernir si el nitrato
penetra, en cantidad apreciable, en las cé&lulas de estos microorganismos,
cuando se encuentra~ presente en un medio de cultivo que contiene amonio
simulténeamente,en la relacidn de concentraciones utilizadas en los expe
rimentos. Esta situacidn nitrogenada determina la expresidn de niveles
sblo basales de nitrato reductasa. Podria proponerse pues un papel de re
presor nutricional para el amonio si &€ste permitiese la entrada en las
células del nitrato (inductor nutricional). En cambio, los datos serian
irrelevantes en cuanto a la atribucién de un efecto regulador de la sin-
tesis de nitrato reductasa para el amonio, si éste determinase la exclu-
sién de dicho inductor del interior del microorganismo considerado. A es
te respecto conviene considerar que, aungque se ha comprobado (experimen-
tos corresponaientes a la Fig. 15, Tabla 15 y referencia 21) gque el amo-
nio, a concentracidén 1 mM,es capaz de inhibir totalmente el consumo de ni
trato cuando éste Gltimo se encuentra presente a concentracidn de 0, 25=~
0,3 mM en el medio de cultivo de cualquiera de las cianobacterias fijado
ras utilizadas, no se dispone de evidencia que permita descartar la exis
tencia de consumo de nitrato, cuando ambos iones se encuentran en la rela
cidn de concentraciones utilizada en los estudios de regulacidén de los
niveles de nitrato reductasa en estas cianobacterias (20 mM de nitrato y

4-5 mM de amonio).

La eliminacidn por MSX del efecto negativo del amonio, en condicio-

nes de presencia simultf@nea de nitrato, sobre los niveles de nitrato re-
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ductasa de estos microorganismos tampoco permite establecer un papel del
amonio como regulador negativo de la sintesis del enzima. En efecto, es-
tos resultados podrian explicarse tanto asumiendo que dicho efecto regu-
lador tendria que estar mediado por productos de la metabolizacidn del
amonio a través de la glutamina sintetasa, como suponiendo que no existe
efecto negative del amonio o sus derivados a nivel de sintesis, sino gque
el amonio s6lo interfiere con el establecimiento de altos niveles de
nitrato reductasa inhibiendo la entrada en la cé&lula del inductor nitra-
to, que caso de producirse estaria también mediada por los mismos produc
tos de la metabolizacidén del amonio a través de la glutamina sintetasa

(21) .

En resumen, parece claro gque el amonio actda como represor nutricio
nal de la nitrato reductasa de las ciancbacterias no fijadoras de dini-
trdgeno estudiadas y que el nitrato lo hace como inductor nutricional de
las fijadoras, sin que se disponga de evidencia que permita establecer
inequivocamente un papel del amonio como regulador negativo de la sinte-
sis de dicho enzima en este grupo de cianobacterias fijadoras del nitrd-

geno atmosférico.

Estas conclusiones est@n de acuerdo con los datos existentes en la
literatura, que describen la necesidad de la presencia de nitrato en el
medio extracelular, para que puedan alcanzarse altos niveles de nitrato
reductasa en las cianobacterias fijadoras de dinitrdgeno Anabaena ATCC
33047 (24) y Anabaena cylindrica (32, 64). Aungue para la unicelular no
fijadora Agmenellum quadruplicatum se ha descrito también induccidn por
nitrato, ademis de represidn por amonio. (92 ), ‘tales aseveraciones se
realizaron Gnicamente en base a gque en presencia de amonio no se detecta
ba actividad celular nitrato reductasa, la cual se desarrollaba cuando
dicha cianobacteria se transferia a medio de cultivo conteniendo nitrato
como Gnico nutriente nitrogenado. Esta circunstancia no permite discer=
nir si existe un efecto represor del amonio, un efecto inductor del ni-

trato, o ambos, sobre la nitrato reductasa de este microorganismo.

Todos los estudios que se han realizado hasta ahora estan de acuer-

do con los dos modelos propuestos para la regulacidn de la sintesis de
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nitrato reductasas de cianobacterias, que atribuyen un papel positivo al
nitrato en el caso de las fijadoras de nitrdgeno, y la funcidn regulado-
ra fundamental, como represor nutricicnal, al amonic en el caso de las
no fijadoras. Estas diferencias en regulacidn podrian tener un interesan
te sentido fisioldgico para los microorganismos correspondientes. En
aquellas ciancbacterias incapaces de fijar el nitrdgeno atmosférico, la
doble regulacidn, por amonio y nitrato, del sistema de asimilacidén de ni
trato podria resultar redundante puesto gque no pueden crecer en ausencia
de compuestos de nitrdgeno combinado. Ademds, la sintesis de dicho siste
ma de asimilacidn de nitrato en ausencia de sustrato no supondria un des
pilfarro energético, puesto que al microorganismo en cuestidn le seria
dtil estar dispuesto para asimilar cualquier nutriente que pudiera ser-
virle para satisfacer su demanda de nitrégeno. Por otra parte, en las
cianobacterias capaces de asimilar el nitrdgeno atmosférico,la sintesis
del sistema de asimilacién de nitrato en condiciones de ausencia de ni-
trdgeno combinado podria suponer, sin embargo, un gasto poco 4til de
energia, puesto que, en estas condiciones, el microorganismo dispone del

sistema necesario para utilizar el N, como fuente de nitrdgeno para su

2
crecimiento. De cualquier forma, seria sumamente interesante llevar a ca
bo estudios similares a los aqui expuestos, referentes a la influencia

de la fuente de nitrdgeno sobre los niveles celulares de nitrato reducta
sa, en mas estirpes de cianobacterias, para poder generalizar la validez

de los dos modelos de regulacidn propuestos.

Este distinto patrdn de regulacidén de la sintesis de nitrato reduc-
tasa entre cianobacterias fijadoras y no fijadoras de N2 parece poder
extenderse a otros procariotas distintos de las cianobacterias. Asi,
mientras se ha descrito que en la bacteria no fijadora de N, Acinetobac—
ter calcoacéticus la nitrato reductasa es reprimible por amonio (106),
en las fijadoras Azotobacter chroococcum (30) y Rhodopseudomonas (11)
se requiere la presencia de nitrato para que pueda tener lugar sintesis

de nitrato reductasa.

Como se ha discutido anteriormente, en las clanobacterias fijadoras

de dinitrdgenc estudiadas, no puede discernirse si el efecto negativo
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del amonio debe localizarse a nivel de sintesis de la nitrato reductasa
o a nivel de interferencia con la entrada a la célula del inductor ni-
trato. En el (ltimo de estos dos supuestos, los posibles mecanismos me-
diante los cuales el amonio podria ejercer dicha interferencia se encuen
tran discutidos en la referencia 20. A continuacidn se exponen una serie
de consideraciones, basadas en resultados presentados en este trabajo,
referentes a los posibles mecanismos mediante los que el amonio podria
ejercer su papel de represor nutricional en los casos en que actuase de
esta forma (cianobacterias no fijadoras de dinitrdgeno y quizds también

en las fijadoras).

En todas las cianobacterias utilizadas en este trakmijo, a excepcidn
de Synechocystis sp. 6714, se ha comprobado que el efecto represor del
amonio sobre la nitrato reductasa se elimina por tratamiento con MSX. En
Synechocystis no se ha podido establecer este punto, puesto que la gluta-
mina sintetasa de este microorganismo se mostraba especialmente resisten
te a inactivacidn por las bajas concentraciones de MSX utilizadas con el
resto de las cianobacterias. Esto dificultd el estudio del efecto del
MSX sobre los niveles celulares de la nitrato reductasa de Synechocystis,
puesto que la experiencia previa de trabajo con MSX indicaba que la acti
vidad de las nitrato reductasas de cianobacterias en general se afectaba
negativamente por tratamiento de las c&lulas con concentraciones altas
de dicho compuesto. El que el MSX evite el efecto represor del amonio so
bre las nitratoreductasas parece indicar con bastante firmeza que la

ejecto
operatividad de dicHB%fEbresor requiere- la metabolizacidén del amonio
a ﬁravés de la glutamina sintetasa gque, como ya se ha mencionado, es
componente esencial de la ruta prioritaria de asimilacidn de este compues
to en cianobacterias (24). La asimilacidn de amonio a través de otras
vias secundarias, cuya importancia cuantitativa podria (aunque no esta
comprobado) aumentar en células tratadas con MSX, no tiene ningln efecto
negativo sobre la sintesis de nitrato reductasa en A. nidulans. Este pun
to parece quedar claro por el hecho (mostrado en el apartado 3.2.2 de
Resultados) de que el amonio, probablemente metabolizdndose a través de
esas rutas alternativas, estimule la sintesis de nitrato reductasa en qé

lulas de este microorganismo tratadas con MSX.
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Existen varios modelos hipotéticos para tratar de explicar el meca-
nismo mediante el cual el amonio, metabolizdndose a través de GS, podria
desarrollar dicha accidn represora. En la consideracidén de los mismos
vamos a limitarnos al caso de 4. nidulans, que es la cianobacteria para
la cual se han presentado estudios que pueden proporcionar informacidn
al respecto. En primer lugar, podria suponerse que la represidén nutricio
nal por amonio de la nitrato reductasa pudiese estar mediado por algln
metabolito nitrogenado derivado directamente de la accidn catalitica de
la glutamina sintetasa, o estrechamente relacionado con los productos de
la misma. A este respecto es interesante sefialar que se ha propuesto a
la glutamina (producto de la reaccidn catalizada por la GS) como el ver-.
dadero regulador negativo, mediador de la represidn nutricional por amo-
nio,de la nitrato reductasa del hongo Neurospora crassa (28, 74 ). Sin
embargo, en el apartado 3.2. de la seccidn de Resultados se ha presentado
evidencia de que la adicién de glutamina a células de A. nidulans que po
sefan sélo niveles basales de actividad glutamina sintetasa, no interfe-
ria negativamente con el desarrollo de nitrato reductasa, como cabria es
perar si fuese cierta la suposicidn anterior. Dada esta falta de efecto
represor de la glutamina, la atribucidn del papel de regulador negativo
a este aminodcido, o a cualquier otro metabolito estrechamente relaciona
do con &l, podria mantenerse asumiendo que el mecanismo de repre-
5idn requiriese, ademas del mencionado metabolito, la participacidn de
la glutamina sintetasa activa. Este requerimiento podria satisfacerse su
poniendo a las propias moléculas de glutamina sintetasa una actuacidn di
recta interaccionando con el genoma y provocando la verdadera represidn
de los genes que codifican para la nitrato reductasa. La actuacidén a ni-
vel genético de la glutamina sintetasa como mediadora de la represidn nu
tricional de la nitrato reductasa provocada por amonio se ha propuesto
para el caso de Neurospora crassa (19), aunque posteriores estudios pare
cen poner en entredicho la necesidad de la participacidn,en el mecanismo
de represidn,de las propias moléculas de glutamina sintetasa interaccio-
nando con el genoma de este organismo, vy favorecen que el papel ejercido

por este enzima estd conectado con su actividad catalitica (74 ). Alter-
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nativamente, en 4. nidulans podria suceder, como se ha propuesto para
Neurospora (56 ), gue sin que la glutamina sintetasa jugase un papel di-
recto en la represidén de la nitrato reductasa, se requiriese su activi-
dad catalitica para generar un pool intracelular especifico de glutamina,
que estuviese directa o indirectamente implicado en producir dicha repre
sidn, y que no pudiera generarse suministrando el aminodcido ex&genamen-

te.

Una segunda hipdtesis que permitiria explicar el papel represor del
amonio sobre la nitrato reductasa de A. nidulans y su eliminacidn por
MSX seria que en la generacidn del verdadero COrrepresor participase otro
enzima distinto de la glutamina sintetasa, cuya actividad catalitica fue-
se igualmente inhibible por MSX. La Y-glutamilcisteina sintetasa es un
enzima que cataliza la formacidn del dipéptido y-glutamilcisteina a par-
tir de los aminodcidos constituyentes, dipeptido que es el precursor bio
sintético del glutatidn (y-glutamilcisteinilglicina). Al igual gque ocu-
rre en la reaccidn catalizada por la glutamina sintetasa, el primer paso
en la formacidén de y-glutamilcisteina catalizada por la Y—glutamilcistei—
na sintetasa consiste en la fosforilacidn del glutamato para formar
Y-glutamilfosfato, habiéndose descrito que el MSX es capaz de entrar en
el sitio activo de cualquiera de estos enzimas y ser iqualmente fosfori-
lado, rindiendo un compuesto que gueda unido a ellos de manera irreversi
ble, impidiendo que se puedan efectuar nuevos ciclos cataliticos (59).
Todos los datos que se han presentado referentes al efecto del amonio
como represor nutricional de la nitrato reductasa de A. nidulans podrian
pues explicarse asumiendo que el correpresor genético es el metabolito
producto de la actuacién de la y-glutamilcisteina sintetasa o derivado

de éste.

Como se ha expuesto en el apartado 3.2.3 de la seccidn de Resulta-
dos, esta interpretacidn se ve apoyada por la fuerte inhibicidn del desa
rrollo de actividad nitrato reductasa a que da lugar la cisteina (uno de
los sustratos de la y-glutamilcisteina sintetasa) en células de A.ntdulans
transferidas de amonio a nitrato. En el mismo apartado se discute que

también serfa valida para explicar el efecto negativo del glutatidén (que se
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sintetiza a partir de y-glutamilcisteina) sobre el mismo proceso de desa

rrollo de nitrato reductasa.

Aunque no se tienen noticias hasta el momento de la existencia de
otros enzimas inhibibles por MSX, cualquiera con estas caracteristi-
cas que participase en el metabolismo del nitrdgeno en cianobacterias, po
dria considerarse como posiblemente implicado en la sintesis del corre-

presor de la nitrato reductasa.

Por {ltimo, con respecto al efecto negativo del amonio sobre los ni
veles celulares de nitrato reductasa en cianobacterias, es interesante
constatar que existen dtros procesos en estos organismos también regula
dos negativamente por amonio, con efectos que se eliminan por tratamien-
to de las células correspondientes con MSX. Entre esos procesos cabe men
cionar el desarrollo de heterocistos.y la sintesis de nitrogenasa, que
van a capacitar a la cianobacteria en cuestidn para utilizar el N2 como
fuente de nitrdgeno para el crecimiento (94),. o el transporte de nitra-
to (21). Podria considerarse la existencia de un sistema general de regu
lacidn, comiin a todos estos procesos implicadoé en el metabolismo asimila
torio del nitr8geno en cianobacterias. Posteriores estudios en este sen-
tido, que deben incluir el abordaje genético de los sistemas de asimila-
cién de los diferentes compuestos nitrogenados, podrian permitirnos un
ccavcimiento mids preciso del mecanismo mediante el cual operaria en es-
tos organismos ese sistema de regulacién de la asimilacidn del nitrdgeno,

uno de los elementos fundamentales de la materia viva.

Se ha estudiado la estabilidad de la actividad nitrato reductasa en
células de Anacystis nidulans sometidas a condiciones de inhibicidn de
sintesis de proteinas, las cuales permiten seguir laevolucidnde la activi-
dad preexistente, sin las interferencias que introduciria en el sistema
la aparicién de nuevas molé&culas del enzima. Los resultados obtenidos
han puesto de manifiesto que la estabilidad de la nitrato reductasa de
Anacystis es alta en medios conteniendo nitrato, nitrito o amonio y mu-

cho menor en aquellos carentes de fuente de nitrdgeno.
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Aunque a tiempos cortos después de la transferencia desde amonio
hasta nitrato o medio sin fuente de nitrdgenc las diferencias son poco
acusadas, el nivel de nitrato reductasa en Anacystis era considerable-
mente mayor en las cé&lulas procedentes de amonio que se cultivaban con
nitrato, que en aguellas que se mantenian en ausencia de nutrientes ni-
trogenados. También se ha puesto de manifiesto que en células del mismo
organismo en las que el amonio no puede manifestar su efecto represor
de la nitrato reductasa (c&lulas tratadas con MSX), el nivel de esta ac
tividad enzimdtica era mayor en presencia de nitrato y/o amonio gque en
ausencia de fuente de nitragenoA(Tabla 11). En el apartado 3.3.1 de Re
sultados se ha mostrado que cuando células cultivadas con nitrato se in
cubaban en ausencia de fuente de nitrdgeno e inhibidores de sintesis de
proteinas, se producia una pérdida inicial de actividad, que se recupera
ba posteriormente en el‘plazo de uncs 30 min despu@s de efectuada la
transferencia al medio sin fuente de nitrdgeno (Figura 24). Sin embargo,
Y aunque no se presentan resultados a este respecto, se ha comprobado
que la continuacidn de la incubacidn en este medio conduce al estable-
cimiento de niveles de actividad nitrato reductasa considerablemente
inferiores a los encontrados en cé&lulas cultivadas con nitrato y mante-

nidas en medio con este <cmpuesto nitrogenado.

De acuerdo con estas consideraciones, parece acertado asumir que las
diferenbiasenestabilidaddela.nitratoreductasagpodrim1rjuntoconlas
gncohtradagegihaveiocidaidesintesisdelenzim@jugar un papel importan-
té en el establecimiento del nivel celular de actividad caracteristico
de las diferentes situaciones nutricionales nitrogenadas que se han ve-
nido considerando. También en el caso del hongo Neurospora crassa se ha
descrito que el nitrato juega un papel protector de la nitrato reducta-
sa ya sintetizada,conduciendo a una estabilizacidén del enzima que con-
tribuye a determinar niveles mis altos de actividad en los micelios de

este organismo incubados en presencia de nitrato, que en aquellos mante-

nidos en ausencia de fuente de nitrdgeno (89, 95).

El estudio de los efectos protectores de nitrato, nitrito y amonio

sobre la actividad nitrato reductasa de Anacystis ntdulans ha puesto de
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manifiesto que los de los dos primeros se mantienen practicamente inalte
rados en condiciones que excluyen la metabolizacidn del amonioc a través
de la glutamina sintetasa (c@lulas tratadas con MSX), mientras que el de
este Gltimo compuesto se mantiene sdlo parcialmente en dichas condicio -
nes. Tales hechos podrian indicar que la proteccidn por nitrato y nitri-
to es ejercida por estos mismos compuestos, sin que se requiera su previa
transformacidn en amonio. Al efecto protector manifestado por el amonio
podria contribuir, ademds de este ién por si mismo, alglin otro compuesto
nitrogenado resultante de su metabolizacidn a través de la glutamina sin
tetasa. Favoreciendo el papel protector directo del nitrato se encuentra
también el hecho de la proteccidn de la nitrato reductasa ejercida por
su anidlogo estructural cianato. Por dltimo, la baja concentracidn intra-
celular de nitrito que se supone existe en células que estan reduciendo
nitrato (31) argumenta en contra de que el efecto protector del nitrato
requiriese su previa transformacidén en nitritoc. Parece mas bien que, co-
mo en el caso del cianato, el papel protector del nitrito podria resi-

dir en la analogia estructural entre esta molécula y la de nitrato.

Se han presentado también algunos estudios encaminados a caracteri-
zar el proceso de inactivacidn de la nitrato reductasa de A. nidulans
que tiene lugar en ausencia de nutrientes nitrogenados. Se ha probado
que la operatividad de dicha inactivacidn requiere la incubacidn de las
células en condiciones de iluminacidn, hecho &ste gue podria sugerir un
requerimiento de poder reductor, de ATP o de ambos componentes del po -~
der asimilatorio generado fotosintéticamente. No obstante, la protec-—
cibn total de la inactivacidn por DCMU -inhibidor del flujo fotosintéti
co no ciclico de electrones, que a las concentraciones utilizadas permi
te generacidn de ATP por fotofosforilacién ciclica (7)- sugiere que sea
el poder reductor fotosintéticc el componente necesario para que tenga

lugar la pérdida de actividad nitrato reductasa.

Se ha puesto también de manifiesto que la limitacidén en la canti-
dad de oxigeno presente en las suspensiones de A. nidulans, provoca una

notable disminucidn del grado de inactivacidn de la nitrato reductasa,
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que de otro modo se observa en medios carentes de nutrientes nitrogena-
dos. El que no se obtenga una proteccidén total de la actividad enzimati
ca en este caso podria deberse a que el método utilizado para disminuir
la concentracidn de oxigeno en las suspensiones celulares (burbujeo con
argon: C02) no resulte en la eliminacidn total del oxigeno, gas que,

por otra parte, estid siendo producido continuamente por las c&lulas co-

mo resultado de su actividad fotosintética.

Conjuntamente, los requerimientos por poder reductor generado foto
sintéticamente y por oxigeno, para que tenga lugar la inactivacidn de
la nitrato reductasa, permiten sugerir que algun(os) de los productos
resulténtes de la reduccidn fotosintética del oxigeno,. que se generan
en A. nidulans, podrian estar implicados en provocar dicho proceso de

. » . -,
inactivacion.

Uno de los productos de la reduccidn fotosintética del oxigeno es
el perdxido de hidrdgeno (67). Se ha comprobado (apartado 3.3.3: de Re-
sultados) que el perdxido de hidrdgeno estimula la pérdida de actividad
nitrato reductasa en células de A. nitdulans incubadas en condiciones de
carencia de fuente de nitrdgeno, a la vez que provoca la inactivacidn
del enzima en células permeabilizadas del mismo organismo. En ambos ca-
sos la pérdida de actividad nitrato reductasa se protege por la presen-
cia en el medio de incubacidn de agentes reductores de grupos sulfidri-
lo (DTE o cisteina). A este respecto es interesante observar que se ha
descrito para la molé&cula de nitrato reductasa de A. nidularns la exis-
tencia de grupos sulfidrilo esenciales para que el enzima pueda desa-
rrollar su actividad catalitica (54). Todo ello permite sugerir que la
inactivacién de la nitrato reductasa de A. ntdulans en respuesta a la
ausencia de nutrientes nitrogenados, podria ser consecuencia de la oxi-
dacidn de los grupos sulfidrilo implicados en la actividad enzimatica,
producida por alglin agente oxidante gue se generase a partir de la re -
duccidn fotosintética del oxfgeno (p. ej. el perdxido de hidrdgeno). Es
interesante considerar a este nivel que, en diversos organismos, algu-
nos enzimas del ciclo de Calvin se encuentran sometidos a regulacidn

por sistemas de oxidacidn y reduccidn que afectan a grupos sulfidrilo
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de las correspondientes proteinas, conduciendo el proceso de oxidacidn
a la inactivacidn del enzima (43, 111). En algunos de estos casos se ha
indicado que el perdxido de hidrdgeno podria estar implicado actuando
como agente oxidante de grupos sulfidrilo de los enzimess sometidos a re-

gulacidn (43, 111).

La inactivacién de la nitrato reductasa de 4. nidulans mediada por
luz y por oxigeno, que tiene lugar en ausencia de nutrientes nitrogena-
dos, parece continuarse con otro tipo de modificacidn de la molécula de
enzima que, en nuestras condiciones, aparece como de naturaleza irreveg
sible. En la literatura se encuentran otros ejemplos de inactivacidn re
versible de enzimas que se contindan con pérdida irreversible de la ac-
tividad enzimidtica correspondiente (34, 48, 49), habiéndose demostrado
que este {iltimo proceso es la consecuencia de la degradacidn proteoliti
ca de la proteina enzimdtica, y sugerido que la funcidn de la primera
fase de inactivacidn (la fase reversible) consistiria en "marcar" al en
zima para hacerlo de algiin modo reconocible por el sistema proteolitico
(25, 34, 49). Resulta particularmente interesante el que para la gluta-
mina sintetasa de E. col? la modificacidn reversible consista en una

oxidacidn producida por perdxido de hidrdgenc (49).

Una explicacidn posible del proceso de inactivacidn de la nitrato
reductasa de 4. nidulans observado en medio carente de fuente de nitrd-
geno, seria que &ste se inicia por una oxidacidn de la molécula de enzi
ma, que posiblemente afecte a los grupos sulfidrilos claves para su ac-
tividad catalitica y que la haria mas susceptible de sufrir un ataque
proteolitico. Aunque otras hipdtesis no se puedan excluir, el hecho de
gue en el sistema de estudio utilizado esa inactivacidn afecte sdlo a
una parte de la actividad que inicialmente existia en las células, po-
dria deberse a que la posterior degradacidén de proteinas podria conlle-
var liberacidn intracelular de amonio que, puesto que los estudios refe
ridos estdn realizados en presencia de cloranfenicol, no se gastaria en

nueva sintesis de proteinas y conduciria a un posterior aumento de la
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estabilidad de la nitrato reductasa. El hecho de que en los experimentos
llevados a cabo el cloranfenicol se encuentre presente en la suspensidn
celular desde el momento en que se transfieren las células desde el medio
con nitrato al medio libre de nitrdgeno, indicaria que el sistema respon-
sable de la degradacidn proteclitica se encontraria ya presente en las
células cultivadas con nitrato, sin que fuera necesaria la carencia de
nutrientes nitrogenados para inducir su sintesis. En un sistema de regu-
lacidn tal como &ste en que no parece controlarse la formacidén del apara-
to de degradacidn, resulta bastante 16gico que lo gue se controle sea su

actuacidn, especificando los sustratos sobre los que debe actuar.

En consecuencia, en Anacystis nidulans, la nitrato reductasa estaria
afectada por la fuerte degradacidn de proteinas que tiene lugar en micro-
organismos sometidos a condiciones de limitacidn en nitrdgeno (26). No
obstante, los resultados obtenidos en ausencia de inhibidores de sintesis
de proteinas, demuestran gque la pérdida de actividad nitrato reductasa de
A. nidulans puede compensarse (al menos durante las primeras 1-2 h des-
pués de haber transferido las cé&lulas al medio sin nitrdgeno) con nueva
sintesis del enzima. Es por otra parte 1l8gico que este proceso de sin-
tesis se vea dificultado a medida que las cé&lulas permanecen en el medio
sin nitrdgeno, puesto’ que la disponibilidad de los precursores nitrogena-
dos, necesarios para la sintesis de cualquier proteina, disminuird progre-
sivamente en esas condiciones en que deben obtenerse por degradacidén de
proteinas. La progresiva dificultad para la sintesis de nuevas molé&culas
de nitrato reductasa, junto con la mayor degradacidn de este enzima en
condiciones de limitacidn en nitrdgeno, contribuiran conjuntamente a gque,
como se ha mencionado, el nivel de nitrato reductasa disminuya con el
tiempo, en relacidn a los correspondientes controles mantenidos en pre-
sencia de nitrato. En consecuencia, dado qﬁe la nitrato reductasa de 4.
nidulans es una de las proteinas que se sintetizan de manera significati-
va en condiciones de deficiencia en nitrdgeno, puede deducirse que dicho

enzima debe responder con un aumento de su recambio celular a la ausencia

de una fuente de nitrdgeno utilizable.
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En el curso de este trabajo, y dada la ausencia de mé&todos adecua-
dos, se han puesto a punto procedimientos para la estimacidn "in situ"
e "in vivo" de la actividad nitrito reductasa de células de 4dnacystis
nidulans. Las caracteristicas mAs relevantes de estos métodos de ensa-

vo se han descrito en la seccidn de Resultados.

Se habia sugerido previamente (20)-que la entrada de nitrito en 4.
nidulans tenia lugar mediante dos diferentes mecanismos, transporte ac-
tivo de nitrito y difusidn de Acido nitroso, cuya contribucidn relativa
al consumo global de nitrito por las c@lulas dependia del pH del medio.
La operacidn del transporte activo de nitrito, pero no la de la entrada
pasiva de &cido nitroso, conllevaria el gasto de energia metabdlica,
afectdndose negativamente por agentes inhibidores de ATPasas tales como
el DCCD. De hecho se ha descrito (20) que la inhibicidn por DCCD de la
entrada global de nitrito en 4. nidulans es dependiente del pH del me-
dio, siendo mayor a medida que aumenta el pH y, por tanto, la propor-
cidén de la forma basica del par NozH/NOE respecto del total. El consu-
mo de nitrito incluye tanto la entrada en la célula como su posterior
reduccidn hasta amonio. El requerimiento energético que a valores altos
de pH presenta este proceso parece-~ corresponder a una entrada activa de
nitrito, no pudiendo atribuirse al paso de reduccidn, el cual tiene lu-
gar a favor de gradiente de potencial redox, no presentando requerimien-

tos de energia metabdlica (31).

En este trabajo se ha comprobado que a pH 7,2 el consumo de nitri-
to por células de 4. nidulans se inhibe sdlo débilmente por DCCD, lo
que se ha tomado como indicacidén de que a ese valor de pH el componen-
te de entrada que opera fundamentalmente es la difusidn pasiva de acido
nitroso. El paso limitante del consumo de nitrito a pH 7,2 en 4. nidu-
lans parece localizarse en la reduccién intracelular del anidn, puesto
que, en estas condiciones, el suministro del sustrato se encuentra asegu-

rado por la difusidn pasiva del 4cido nitroso al interior celular. En
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consecuencia, la estimacidn del consumo de nitrito a pH 7,2 puede utili
zarse como ensayo "in vivo" de la actividad nitrito reductasa de cé&lu~

las de este organismo.

Se ha estudiado el efecto de la concentracidn del sustrato sobre
la velocidad de la reaccidn catalizada por la nitrito reductasa de célu
las de A. nidulans determinada tanto "in situ" (en cé&lulas permeabiliza
das con el detergente MTA) como "in vivo" (estimada a través del consu-
mo de nitrito a pH 7,2 por cé&lulas sin tratar). En el primero de los ca
sos se obtuvo un valor de K, para el nitrito de aproximadamente 120 uM,
que es del mismo orden que el encontrado en eXtractos de células de
este microorganismo (53). En el caso en que se ﬁedia consumo‘de nitritb
a pH 7,2, se obtuvieron dos diferentes valores para la Ky aparente para
el nitrito -de aproximadamente 300 UM y 6 UM~ lo que indica la existen-
cia de dos sistemas de consumo con distinta afinidad por el sustrato.
Este hecho confirma la idea de que existan dos componentes de entrada
de nitrito al interior de las células de A. nidulans. E1 componente de
alta afinidad (identificable con el componente activo) seria responsa-~
ble de la Kq mis baja exhibida por el sistema global. El1 otro, de menor
afinidad, (identificable con el sistema pasivo) actuaria a concentracio
nes altas de nitrito y seria responsable del valor de Ky mis alto cbser
vado. Esta Gltima es del mismo orden de magnitud que la que manifiesta
la nitrito reductasa en extractos de células (53) o en células permeabi
lizadas (que se ha indicado corresponde a 120 UM) por lo que podria supo
nerse que, en este caso, la afinidad de las células por el nitrito vie-
ne marcada por la correspondiente al enzima nitrito reductasa, que cata

liza la primera reaccidn de metabolizacién intracelular del nitrito.

En estos estudios del efecto de la concentracidn de nitrito sobre
el consumo de nitrito a pH 7,2 por células de A. nidulans, ademds de
encontrarse dos valores de XKm, se evidencian también dos diferentes va-
lores para la velocidad mixima de consumo, correspondiendo al sistema
de mayor afinidad la menor velocidad méxima (2 nmmol de nitrito consumi-

do por Ul de células por min) y al de menor afinidad la velocidad maxi-
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ma mis alta (18 nmol de nitrito consumido por Wl de c&lulas por min).

Como los valores de velocidad de consumo que rutinariamente se han obte
nido a »eEe valor de pH v a concentracidn . inicial de nitrito de 200 uM,
son de 7-8 nmol de nitrito consumido por Ul de cé&lulas por minuto, re-..
sulta evidente el funcionamiento prioritario del sistema pasivo de cap-
tura de nitrito en estas condiciones, lo que confirma la idea expresada
anteriormente de que el transporte pasivo de dcido nitroso sea el gque

opera preferentemente en las condiciones del ensayo "in vivo".

Utilizando los sistemas de ensayo "in vivo" e "in situ" desarrolla
dos, se ha - llevado a cabo una serie de estudios acerxca de la influen-
cia de la naturaleza de la fuente de nitrdgeno utilizada para el culti-
vo, sobre el establecimiento de los niveles celulares de actividad nitri
to reductasa en Anacystis nidulans. Los rasultados que se han obtenido
ponen-de manifiesto que la presencia de amonio en el medio determina el
establecimiento de niveles muy bajos de esta actividad enzimiatica, y
que, en medios que no contienen amonio, el nitrato y el nitrito parecen
influir positivamente sobre los mismos. El que en ausencia de amonio.se
obtenga generalmente mayor desarrollo de actividad en medios con nitra
to que en los gue contienen nitrito como {nicos nutrientes nitrogenados,
podria deberse a algunos de los efectos negativos que, socbre el metabo-

lismo general, parece provocar este Gltimo compuesto nitrogenado (45, 76).

El desarrollo de actividad nitrito reductasa en respuesta a la
transferencia de células de Anacystis desde medios con amonio a medios
con nitrato, no tiene lugar en presencia de inhibidores de sintesis de
ARNm 3 proteinas (rifampicina vy cloranfenicol respectivamente). Puede
pues deducirse gque la naturaleza de la fuente de nitrdgeno controla el
nivel de nitrito reductasa celular regulando la sintesis de nuevas molé
culas de esta proteina. Ha de concluirse, por tanto, que el amonio ac-
tlla como represor nutricional de la nitrito reductasa de A. nidulans y
que el nitrato y el nitrito favorecen la sintesis de este enzima, sin
que la presencia de ninguno de esos aniones sea requerimiento obligato

rio para gque dicho proceso tenga lugar.
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La represidn nutricional por amonio de la nitrito reductasa de A.
nidulans no se manifiesta en células de este microorganismo tratadas
con MSX, por lo que la operatividad de la misma parece requerir la meta
bolizacidn de dicho nutriente a través de la glutamina sintetasa. Por
otra parte, se ha presentado evidencia de que el efecto positivo del ni
trato no requiere su previa transformacidn intracelular en nitrito, co-
mo indica el hecho de que se manifieste en células de Anacystis que,
al haber sido tratadas con volframio, son incapaces de llevar a cabo
reduccidn de nitrato hasta nitrito por carecer de actividad nitrato re-
ductasa. El desairollo de nitrito reductasa siguiente a la transferen-
cia de’ células desde amonio hasta nitrato, es algo menor en las cé&lulas
que habian sido tratadas con volframio que en los correspondientes'con-
troles mantenidos con molibdeno. Tales diferencias pueden explicarse te
niendo en cuenta que las células que carecen de nitrato reductasa no
podrian asimiiar el nitrato del medio (Gnico nutriente nitrogenado pre-
sente en el mismo) por lo que su situacidn nitrogenada seria equivalen-
te a la de aquellas gque se incuban en medio carente de fuente de nitrd-
geno, lo que, en principio, supone una limitacidn de precursores nitro-
genados para la sintesis de cualquier proteina, que se traduciria en
una sintesis prot@ica general disminuida. Em apoyo de esta concidera-
cidn estd el hecho de gue la relacidn entre la absorbancia a 628 nm
(debida a ficocianinas) y a 678 nm (debida a clorofilas), indicativa
del estado nitrogenado celular, presentaba, tras unas 7 h de incubacidn
en el medio con nitrato, un valor normal para la suspensidn que conte-
nia molilkdeno y un valor bajo ( y similar al que se observa en cé&lulas
incubadas en ausencia de nutrientes nitrogenados) para la suspensidn
tratada con volframio. Por tanto, a pesar de la pequena diferencia en
el nivel de actividad nitrito reductasa alcanzado en presencia de nitra
to entre cé@lulas tratadas y no con volframio, en ambas situaciones pare
ce mantenerse inalterado el efecto positivo del nitrato, deduciéndose
en consecuencia que la operatividad del mismo no reguiere su previa re-

duccidn intracelular a nitrito catalizada por la nitrato reductasa.



178

Es interesante subrayar la importancia que presenta el sistema
puesto a punto, para disponer de cé&lulas que no desarrollen nitrato re-
ductasa alguna al transferirlas a condiciones nitrogenadas:permisi- -
vas. Este sistema puede ser utilizado en el estudio de otros procesos
en Anacystis que resulten influenciados por la presencia de nitrato,
tal como el consumo de nitrito, en condiciones en las que se excluye la

operatividad del proceso de su reduccién a nitrito.

Por {ltimo, resulta interesante considerar conjuntamente las carac
teristicas de la regulacidn por la naturaleza de la fuente de nitrdgeno
disponible, de los dos enzimas del sistema reductor del nitrato, esto es
nitrato reductasa y nitrito reductasa, en Anacystis nidulans. Ambos en=-
zimas son fundamentalmente reprimibles. a nivel nutricional.. por amonio,
mediante mecanismos que requieren la metabolizacidn de este compuesto a
través de la glutamina sintetasa, y se sintetizan conjuntamente al eli-
minar el amonio del medio, con un desarrollo mids acusado si el nitrato
se encuentra presente. Estas caracteristicas son compatibles con la
existencia en 4dnacystis nidulans de un esquema comin de regulacidn para

nitrato reductasa y nitrito reductasa.



5. CONCLUSIONES




1.-

180

Se han identificado dos modelos de regulacidén del nivel celular de ni-
trato reductasa en funcidn de la fuente nitrogenada para una serie de
estirpes de cianobacterias. Uno de ellos es aplicable a las estirpes
incapaces de fijar nitrdgeno atmosférico y se basa fundamentalmente en
una represidén nutricional ejercida por el amonio. El otro modelo es ca
racteristico de cianobacterias filamentosas fijadoras de dinitrdgeno y
consiste en una respuesta negativa a la presencia de amonio y otra po-
sitiva a la de nitrato, el cual actfia como inductor nutricional del

enzima.

La represidén nutricional por amonio de la nitrato reductasa de Anacys—
tis midulans requiere su incofporacién en compuestos orgdnicos nitro-
genados a través del enzima glutamina sintetasa, habiéndose propuesto
varios modelos mediante los cuales podria operar el mecanismo de repre
sidn. En las cianobacterias fijadoras de dinitrdgeno, el efecto negati-
vo del amonio sobre la sintesis de nitrato reductasa requiere igualmen
te su metabolizacién a través de glutamina sintetasa, pudiendo operar
a través de represidn del enzima o de inhibicién de la entrada del in-

ductor nitrato en la cé&lula.

La nitrato reductasa de Anacystis nidulans es mis estable en presencia
de nitrato, nitrito o amonio que en ausencia de nutrientes nitrogena-
dos, sufriendo en estas filtimas condiciones una répida inactivacidén

que podria responder a una modificacién del enzima de cardcter oxida-
tivo inducida por productos de la reduccidn fotosintética del oxigeno.
El recambio celular de la nitrato reductasa de 4. nidulans parece au-

mentar en respuesta a la situacidén de privacidén de nitrégeno.

Las diferencias en estabilidad aparecen, junto con las encontra-
das en la velocidad de sintesis, como un factor determinante de los
niveles celulares de nitrato reductasa en c8lulas de 4. nidulans some-

tidas a diferentes situaciones nutricionales nitrogenadas.
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4.- La nitrito reductasa de Anacystis nidulans, cuya actividad se ha podi-
do estimar mediante procedimientos originales desarrollados en este
trabajo, se reprime nutricionalmente por amonio, afectdndose positiva-
mente su nivel celular por la presencia de nitrato o de nitrito en el
medio de cultivo. Los dos enzimas del sistema reductor del nitrato en

este organismo parecen estar sujetos a mecanismos comunes de regulacidn.
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