R.4Yya?

UMIVERS Nz 0 "f"JA N
FACULTAD Dt -

““wa-»v
RO RET,

o) L ;%1
e | B 395

REGULACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA

DE Azotobacter chroococcum.

Trabajo presentado para optar al grado de Doctor en Cien-
cias Biolbgicas por el Licenciado Francisco Javier Cejudo

Fernindez.

Sevilla, Junio de 1986

PONENTE

Dr. Antonio Paneque Guerrero Prof. Manuel Losada Villasante
Profesor de Investigacidn Catedritico de Biogquimica
del C.S.I.C.



1.- INTRODUCCION.



1.1.- EL CICLO DEL NITROGENO.

En nitrdgeno es un elemento de enorme importancia como
constituyente de la materia viva, en la que forma parte de mo-
léculas tan esenciales como las proteinas y los &cidos nuclei-
cos. Ademds de ser un constituyente de la materia orgénica, el
el nitrdgeno se encuentra en la naturaleza principalmente en for

ma de N2' nitrato, nitrito y amonio.

Las interconversiones que los seres vivos realizan en-
tre cada uno de estos compuestos, se resumen en el esquema I,

en el que se representa el ciclo del nitrdgeno.

El nitr6égeno constituyente de la materia orgénica, no
es accesible a los organismos que participan en el ciclo. Los
procesos de putrefaccibn y descomposicidén traen como consecuen
cia la liberacidn del nitrdgeno contenido en la materia organi
ca en forma de amonio. A este proceso se le denomina amonifica
cidén. La oxidacidn del amonio hasta nitrato es el proceso de
la nitrificacidn que realizan las bacterias nitrificantes.El
nitrato, en condiciones anaer6bicas o microaerdbicas, puede ser
reducido a N, en un proceso al que se denomina desnitrificacién
y que"ég llevado a cabo por las bacterias desnitrificantes. Es
te proceso implica una pérdida neta de nitrdgeno a la atmds
fera en forma de N,. El procese de la fijacién de nitrdgeno, en
el que el N2 es reducido a amonio, es pueé de importancia capi
tal para la vida, en cuanto que supone el finico proceso median

te el que se puede reciclar y utilizar el N, presente en la at
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mdsfera, que una vez reducido a amonio por los organismos fi-
jadores, es asimilado{ La otra forma de nitrdgeno asimilable

es el nitrato. La asimilacidn de este ién implica su reduccidn
hasta nitrito y amonio y es una capacidad ampliamente distribui

da entre los diferentes grupos de organismos, con la excepcién..

de los animales.

En términos generales ( Postgate, 1982a), el ciclo del

nitrégeno resulta en la movilizacidén de 3x109

toneladas de ni-
trdgeno al afio, de las cuales, 2x108 toneladas ( aproximadameg

te un 10% ) pasa a la atmSsfera en forma de N, o N,0 como con-

2
secuencia de la desnitrificacidn, este nitrbdgeno es incluido de
nuevo en el ciclo mediante la fijacibén de N2, que por este mo-

tivo, como ya se ha mencionado, resulta un proceso fundamental

para la vida en el planeta.
1.2.- LOS ORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO. Azotobacter.

La fijacidén de nitrbgeno es un proceso que llevan a ca-
bo exclusivamente organismos procariotas. Hasta el momento, no
se ha encontrado que ningfin organismo eucariota, ni siquiera
entre las levaduras y hongos inferiores, tenga la capacidad de
fijar nitr6geno ( Postgate, 1980 ). Yamada y Sakaguchi ( 1980 ),
describieron fijacidén de N, por un alga verde, resultado que no

ha podido ser reproducido en otros laboratorios ( Postgate, 1982b).

La fijacién de nitrogeno ocurre en microorganismos de vida
libre, asi como en microorganismos que viven en simbiosis con

plantas superiores. Ademds de entre los microorganismos qui-



miotrofos, existen fijadores de nitrdgeno entre los organismos
fototrofos. En general, dos condiciones son esenciales para per
mitir la fijacidn de nitrbgeno; de un lado, es necesario un am
biente anaerébico, ya sea porque el organismo en cuestidn vive
diazotrdficamente en anaerobiosis, o porque sea capaz de pro-
porcionar un ambiente anaerdbico a la nitrogenasa - la enzima
gue cataliza la reduccidn del N2 -, y de otro, la ausencia de

fuentes de nitrbgeno reducido, principalmente, amonio.

lzotobacter chroococcum y Azotobacter vinelandii,las dos
especies con las que se ha realizado este trabajo, pertenecen
a la familia Azotobacteraceae ( Thompson y Skerman, 1979 ).
Son bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre que también

pueden utilizar nitrato, nitrito o amonio como fuente de nitrd

geno.

Una caracteristica fundamental de estas bacterias es que
son diazotrofas, es decir, son capaces de utilizar N2 como Gni
ca fuente de nitrbgeno, y aerobias estrictas, atin cuando, como
ya hemos dicho anteriormente, la fijacidén de nitrdgenoes un pro
ceso dque se inhibe irreversiblemente por oxigeno. Por lo demis,
su cultivo requiere una fuente de carbono asimilable, son, pues,

bacterias heterdtrofas.

Todas las bacterias de la familia Azotobacteriaceae- po
seen actividad hidrogenasa de consumo.( Postgate, 1981 ). La
presencia de esta actividad enzim&tica en estos microorganis-

mos tiene una gran importancia desde el punto de vista ener-



gético, pues una proporcidén que oscila entre el 25-60% de 1la
actividad nitrogenasa in vivo se emplea en producir Hz ( Ya-
tes et al, 1981 ), que implicaria una pérdida neta de poder re
ductor. E1 H2 puede ser reducido en estas bacterias mediante
la hidrogenasa de consumo. De hecho, se ha descrito actividad
nitrogenasd dependiente de H2.como inica fuente de energiay po
der reductor en Azotobacter chrcococcum ( Walker y Yates, 1978;

Yates y Walker, 1980 }.

En Azotobacter vinelandii se ha comprobado que el H

2
puede ceder sus electrones a la cadena respiratoria ( Laaneet
al, 1979 ). En la oxidacién de H2 por A. vinelandii estdn direc

tamente implicados los citocromos b, ¢ y d ( Wong y Maier,.1984 ) .

Dado que en otras bacterias fijadoras de nitrdgeno con
hidrogenasa de consumo activa, como RAZzobium japonicum, .se ha
demostrado fijacidén deICO2 dependiente de H, ( Hanus et al, . 1979),
se ha intentado obtener crecimiento autotrdfico de Azotobacter; 1los
resultados han sido negativos. Recientemente se ha descrito
( Wong y Maier, 1985 ), que A. vinelandii puede utilizar, pa-
ra el crecimiento, manosa como fuente de carbono s6lo en pre-

sencia de H,, pero es incapaz de crecer con tan sbélo : .. uno

de los dos sustratos.



1.3.- LA FIJACION DE NITROGENO.
1.3.1.- Origenes.

Resulta dificil datar con exactitud la aparicidn de la
nitrogenasa en la historia de la vida en la tierra. La capa-
cidad de fijacidén de nitrbgeno esté restringida a organismos
procariotas, que se consideran los mids primitivos, y, més aln,
la diazotrofia es muy comGn entre los organismos quimiotrofos
y anaerobios estrictos, que se consideran, a su vez, los mas
primitivos entre los procariotas. Por otro lado, 1la nitroge-
nasa estd asociada a otras proteinas que se suponen de apari-

cidn temprana, tales como la hidrogenasa o las ferredoxinas.

Los datos geoquimicos indican que, si bien la atmdsfe-
ra era anaerobia en esta época, el amonio era un compuesto abun
dante en el ambiente, de modo que los primeros organisimos anae
robios tuvieron abundante nitrégeno fijado como para necesi-
tar de la nitrogenasa. Asi pues, Postgate ( 1982a ) propone
que la wutilidad primera de la enzima pudo ser destoxificar
el ambiente de sustancias tales como el cianuro o el ciandge-
no, que, siendo tdxicas para 1la vida, son sustratos de la ni
trogenasa y también constituyéntes abundantes en el ambiente

de ese periodo.

La otra posibilidad, defendida posteriormente por el
propio Postgate, es que la aparicidén de la nitrogenasa fuese

mds reciente y ocurriera cuando compuestos como el amonio Yy



el nitrato empezaron a ser limitantes, situacién que debid pro
ducirse cuando el oxigeno era ya un constituyente permanente
de la atmbésfera. Este punto de vista encuentra apoyo en hechos
conocidos actualmente, como son que las proteinas de las nitro
genasas de varios microorganismos son intercambiables entre si,
asi como por la similitud de secuenciasdel.ADN que las codifi
ca y, por tanto, de sus amionodcidos, hechos que sugieren que

son proteinas de reciente aparicidn.

Este aspecto de la fijacidn de nitrégeno es probable-
mente el mds especulativo. El resto de aspectos relacionados
con este proceso, que trataremos a continuacidén, y que perma
necian muy desconocidos hasta los 50, han sido motivo de nu-
merosos trabajos en los ltimos ahos que han permitido una ma

yor comprensidén del citado proceso.

1.3.2.- Enzimologia de la fijacién de nitrSgeno.

Como ya se ha mencionado, la enzima que cataliza la re

duccidn de N, es la nitrogenasa. El mecanismo de ac¢ibn es si
milar en enzimas provenientes de organismos con caracteris
ticas fisioldgicas tan distintas como las de Chlostridium pas.
teurianum, anaerobio estrictae; Klebsiella pneumoniae, anaero-

bio facultativo o 4Aotobacter vinelandii, -.aerobio. .estricto

( Eady y Postgate, 1974 ).

Se requieren 6 electrones para la reduccidn dekbziamg

nio; sin embargo, como la reaccibén va siempre asociada a la



+
reduccidn de H , se podria decir que la reaccién realmente im

plica 8 electrones ( Smith et ¢, 1981 ).

N, + 8 H +8e” —» 2NH, +H,

Un estudio detallado del mecanismo de accidn, asi como
de.las propiedades fisico-quimicas de la enzima, ha sido posi
ble tan s6lo a partir de 1960, cuando Carnahan et al, trabajan-
do con extractos crudos de (hlostridium pasteurianum obser-
varon que la nitrogenasa era extremadamente sensible al oxige
no. Desde entonces, se han obtenido preparaciones de nitroge-
nasa pura de diferentes microorganismos ( Eady, 1980 ). En con
creto, los dos componentes de la nitrogenasa de A. chroococcum
fueron purificados por Yates y Planqué ( 1975 ). Estos auto -
res observan gque los dos componentes de la enzima son muy
sensibles al oxigeno, el mayor de ellos, la MoFe-proteina, tie
ne un peso molecular de 227.000 daltons y contiene 1,9 % 0,3
dtomos de molibdeno, 23 + 2 &tomos de hierro , 20 + 2 de azu-
fre &cido-18bil, y consiste en un tetrdmero de subunidades. con
peso molecular de 60.000 daltons aproximadamenté. El otro com
ponente, la Fe-proteina, tiene un peso molecular de 64.000,"

4 atomos de hierro y 4 de azufre acido-148bil, estando
constituida Por dos subunidades de peso molecular 30.800 cada

una.

Los dos componentes de la nitrogenasa de A wvinelanditi
fueron purificados hasta homogeneidad por Shah y Brill ( 1973 ).
Posteriormente ( Swisher et ql, 1975; Swisher et al, 1977 ),

se ha comprobado que su componente mayor, la MoFe-proteina,



tiene un peso molecular de 245.000 y 4 subunidades de 61.000
de peso molecular cada una, dotdndola de una estructura a262.
El componente menor, la Fe-proteina, es un dimero de peso mo-
lecular 60.500 y dos subunidades idénticas de peso molecular
de aproximadamente 30.000. Asi pues, en cuanto a su estructu-
ra, la nitrogenasa de ambas especies de Azotobacter es simi
lar a la descrita para otros microorganismos y puede decirse,
en general, que dicha . enzima. . consta de dos componentes facil
mente separables, uno de ellos, la MoFe-proteina, es un tetré
mero de tipo a,B, con peso molecular de alrededor de 220.000,
que contiene, como indica su nombre, molibdeno e hierro.El otro
es la llamada Fe-proteina, un dimero de tipo Y2 de peso mole
cular de alrededor de 60.000 y que contiene hierro ( Haaker y

Veeger, 1984; Mortenson y Thorneley, 1979; Richards, 1979 ).

Hay que hacer notar que A. vinelandii es, hasta el mo-
mento, el inico microorganismo en el que se ha descrito un sis
tema de fijacibén de nitrSgeno alternativo al descrito ante-
riormente. Este sistema alternativo se expresa en condiciones
de deficiencia de molibdeno ( Bishop et al, 1980; Bishop et al,

1982 ).

En cuanto al mecanismo de accifén de la nitrogenasa, hay evidencia
para postular un esquema resumido - segfin el cual, el donador
de electrones reduceé primero a la Fe-proteina, produciéndose
entonces un ensamblaje de ésta con la MoFe-proteina y el Mg-
ATP . A continuacidn tiene lugar la transferencia de electro

nes desde la Fe-proteina a la MoFe-proteina acoplada a la hi-



drdlisis de ATP para, posteriormente, originar la cesidn de elec
trones desde la MoFe-proteina al sustrato ( Mortenson y Thor-
neley, 1979 ). En condiciones Optimas de consumen dos molécu- .

las de ATP por cada electrdn que se transfiere desde el dona

dor hasta el N, ( Haaker y Veeger, 1984 ).

El donador fisioldgico de electrones a la nitrogenasa
ha sido estudiado recientemente en A. vinelandii ( Klugkist et
al, 1986a ). Existe una fuerte correlécién entre el flujo de
electrones a través de la cadena respiratoria y la actividad
nitrogenasa. Por otro lado, Laane et al (1980 ), observaron que
para detectar actividad -es necesario un‘potencial. de membrana (AY) su
ficientemente negativo. El donador de electrones para ia nitro
genasa en A. vinelandii parece ser la flavodoxina. Esta idea
siempre ha contado con el argumento en contra de que esta pro-
teina también estd presente en células cultivadas en presen
cia de amonio y por tanto, carentes de nitrogenasa. Klugkist
et al, ( 1986b ), han diferenciado dos tipos de flavodoxina en
células.de A. vinelandii cultivadas diazotrdéficamente, de és-
tas dos , la que ellos denominan de tipo II, diez veces mis abun
dante en células cultivadas con N, qﬁe con amonio, parece ser la

donadora de electrones a la nitrogenasa en esta bacteria.

1.2.3.- Regulacidén de la fijacidn de nitrdgeno.

Como hemos visto en el apartado anterior, la nitrogena
sa es una enzima que, en su funcionamiento, consume mucho ATP,

( unas 16 moléculas por molécula de N2 reducida ), asi camo po



der reductor. Resulta,por tanto, un procesd energéticamente muy
costoso para la célula y no es de extrafiar que la regulacidn

a la que estd sometido sea particularmente intensa.

La regulacidn de la nitrogenasa ocurre en dos niveles:
por una parte, la concentracién de enzima presente en cada mo -
mento en. la cé&lula estéd controlada tanto por la represidn . de'
su sintesis como por la degradacién de la enzima existente; por
otro lado, la actividad de la enzima también estd regulada.

( Eady, 1981 ). Los dos niveles de requlacibén de la nitrogena -
sa se distinguen entre si por el tiempo en el que se manifies.
tan; asi, mientras la regulacién de la actividad ocurre en un
plazc de tiempo corto, la regulacidn de la concentracidén de en

zima es un proceso mucho mids lento.
1.3.3.1.- Regulacidn de la actividad nitrogenasa.

Varios factores afectan a la actividad nitrogenasa; de
ellos, el mids estudiado en los diferentes microorganismos fi-
jadores de nitrdgeno es el efecto del amonio, producto de la
reaccidn catalizada por la enzima. El efecto inhibidordel amo
nio sobre la actividad nitrogenasa ha sido estudiado en mi-
croorganismos tales como las bacterias fotosintéticas de la
familia PRhodospirillaceae ( Zumft et al, 1981; Ludden et al,
1984 ), A wvinelandii ( Laane et al, 1980; Klugkist y Haaker,
1984 ),'A.chrOOcoccum(_Eady, 1981; Postgate, 1982 ) y ciano-

bacterias, como 4rnabaena cylindrica ( Murry et al, 1983 ).



En Chlostridium pasteurianum ( Daesch y Mortenson,1972 ),
K. pneumoniae ( Tubb y Postgate, 1973 ) y bacteroides de Rhi-
zobtum leguminosarum ( Laane et al, 1980 ), el amonio no mues

tra ningln efecto inhibidor sobre la actividad nitrogenasa.

Las bacterias fotosintéticas de la familia Rhodospiri-
llaceae son, sin duda, los microorganismos de los que mads in-
formacidén se dispone acerca del efecto inhibidor del amonio.
En 1978, Zumft y Castillo denominaron a este efecto " apaga-
do/encendido " ( switch off/on ), término con el que es cono-
cido en la literatura. A pesar de la ripida y dréstica inhibi
cidn de actividad nitrogenasa que se produce con la adicién de
pequenas cantidades de amonio Zn vive , &ste na tiene ningfin
efecto sobre la actividad cuando es anhadido a extractos libres-
de células, lo que parece descartar que el amonio ejerza su efec
to per se sobre la enzima. El efecto del amonio sobre la ac-
tividad nitrogenasa in vivo es reversible, cesando una vez que
él . 16n. ha sido agotado del medio. Estudios en los que se han
utilizado 1inhibidores de la asimilacidén del idn, principal-
mente la L—metionina—D,L—sulquimina ( MSX ), inhibidor de la
glutamina sintetasa, han sustentado la hipbtesis de que la inhi
bicidén de la actividad nitnggnasa provocada por el amonio se
debe a productos derivados de su asimilacidn, esta propuesta
se ha hecho para Rhodopseudomonas palustris ( Alef et al,1981),
Rhodospirillum rubrum ( Sweet y Burris, 1981 ) o Rhodopseudo-
monas capsulatq ( Michalski et aZ; 1983 ). En concordancia con
estos resultados, un mutante de Rhodopseudomonas capsulata ca

rente de glutamina sintetasa, no sufre inhibicidén de la nitro



genasa por amonio, inhibicién que si se produce cuando el mu-
tante es complementado con unplédsmido portador de .dicho gen

( Scolnick et al, 1983 ).

En estas bacterias se ha establecido que la inhibicidn
promovida por el amonio se debe a la modificacidn de la Fe-pro
teina de la nitrogenasa. Este proceso se conoce muy . bien en
Fhodospirillum rubrum debido al trabajo desarrollado por el
grupo de Ludden. Estos autores describieron, en primer lugar,
que el grupo que modifica la Fe-proteina contiene adenina ( Nord
lund y Ludden, 1983 ). Posteriormente han descrito su natura-
leza completa: se trata de una adenosina difosforibosa que se
une,mediante la ribosa,a un N guanidino de un residuo de argi

nina de la Fe-proteina ( Pope et al, 1985a; Pope et al,.1985b).

Esta modificacibdn ha sido puesta de manifiesto en otras
bacterias fotosintéticas como Rhodopseudomonas capsulata
( Jouanneau et al, 1983 ) o Chromatium vinosum ( Gotto y Yoch,
1985 ). La recuperacidn de la actividad ocurre cuando se se-
para el grupo modificante de la Fe-proteina, con lo que ésta
pasa a su forma activa. Esta funcidn la realiza en Rhodospi-
rillum rubrum la enzima activante ( Triplett et al, 1982 ),
en un proceso que depende de la presencia de ATP y un catidn
divalente, siendo el Mn++ el mds eficiente ( Nordlund y Noren,

1984 ).

En cianobacterias, el efecto del amonio sobre la acti-
vidad nitrogenasa estd menos claro. Se ha descrito represidn

de la sintesis debido al idn en varias cianobacterias, por



ejemplo en Anabaena cycadeae ( Singh et al, 1983 ). Hay menos
informacibén acerca del efecto a corto plazo del amonio sobre
la actividad nitrogenasa, en este contexto, Murry et al, (1983),
han descrito una dréstica inhibicidn provocada por el ién en
Anabaena cylindrica cuando el cultivo estd en fase lineal del

crecimiento y existe limitaAcidén de luz.

En organismos no fotosintéticos se dispone también de
poca informacidén. Muy recientemente, se ha descrito modifica-
cidén de la Fe-proteina de la nitrogenasa como consecuencia de
la inhibicidn por amonio en Azospirillum brasilense { Hartmann

et al, 1986 ).

En las bacterias del género Azotobacter, el ~grado de
inhibicidn del amonio sobre la actividad nitrogenasa varia en
tre un 15% y un 90%, tanto en Azotobacter vinelandii, como en

Azotobacter chroococcum ( Eady, 1981; Postgate, 1982 ).

En A wvinelandii, Klugkist y Haaker (. 1984 ), explica
ron la variabilidad de los resultados en base a que el efecto
del amonio sobre la nitrogenasa depende de varios factores.
Uno de ellos es la tensibn de oxigeno en la gue se incuban las
células; cuando hay limitacién de oxigeno, el grado de inhibi
cidén promovido por el amonio.es mayor. Otro factor es el pH;
a pH &4cido la inhibicibén por amonio es maYor que a pH bésico;
por Gltimo, otro factor que influye es la tasa respiratoria de

las células.

En cuanto al mecanismo por el que se produce la inhibi



cidn, Laane et al ( 1980 ), describieron gque el amonio dis-
minuye el componente el&ctrico ( AY ) del gradiente electro -
quimico de protones, lo que especificamente inhibirfa el flujo
de equivalentes de reduccién a la nitrogenasa. La disminucidén
del AY también promueve inhibicidn de la nitrogenasa en FRho-

dopseudomonas sphaeroides, sin embargo, el amonio no alterael
AY en esta bacteria, indicando que debe existir otro mecanis

mo mediante el que el idn inhiba a la enzima ( Haaker et al,

1982 ).

Ademés del efecto del amonio, se ha estudiado el efec-
to de otros compuestos nitrogenados sobre la nitrogenasa; asi,
por ejemplo, se ha descrito inhibicién de la nitrogenasa por
glutamina en Rhodopseudomonas capsulata ( Michalski et al,1983)
O por asparragina, glutamina y urea en Rhodopseudomonas palus
tris ( Zumft y Castillo, 1978 ). No se ha descrito efecto si
milar al que acabamos de describir producido por otros com-

puestos nitrogenados como el nitrato ( Postgate, 1982 ).

Otro compuesto que afecta notablemente a la actividad
nitrogenasa es el oxigeno. Los dos componentes de la nitroge
nasa, sobre todo la Fe-proteina, se inactivan rédpida e irre-
versiblemente por oxigého ( Robson y Postgate, 1980 ). Esta
es la razdn por la que el proceso de la fijacidn de nitrége
no es llevado a cabo principalmente por organismos anaerobios
o por organismos facultativos, pero en anaerobiosis o micro-
aerobiosis. Azotobacter constituye una excepcién notable a es

te hecho pues es una bacteria aerobia estricta. Las cianobac

terias filamentosas son otra excepcibén ya que realizan foto-



sintesis oxigénica. En estos organismos la fijacidn de nitrdge
no ocurre en células especializadas, llamadas heterocistos,en

las que la tensidn de oxigeno es muy baja.

Azotobacter es,probablemente,el microorganismo en el que
mds se ha estudiado el problema del oxigeno respecto de la fi-
jacidn de nitrb6geno debido a su cardcter de bacteria aerobia
estricta. Varias revisiones han aparecido en los fltimos anos
que se ocupan de este problema ( Robson y Postgate, 1980; Post

~gate, 1982; Arp y Zumft, 1983; Bergersen, 1984 ).

A pesar de que los dos componentes purificados de .la ni-
trogenasa de 4. chroococeum son muy sensibles al oxigeno; en
extractos libres de cé&lulas de esta bacteria, la enzima es re-
lativamente estable al aire ( Robson, 1979 ). Por otro .lado;
Dalton y Postgate  ( 1969 ), describieron que una alta airea-
cidén inhibia el crecimiento de A. chroococcum cultivado dia-
zotrb6ficamente, sin embargo, esto no ocurria cuando el cultivo
se realizaba en presencia de amonio. Del mismo modo, s&lo en
condiciones de diazotrofia aumenta la sensibilidad al oxigeno
en cultivos sometidos a deficiencia de carbono. La actividad
nitrogenasa se inhibe mis facilmente f)or 0, en células de A.chrooco
ccum cuya tasa respiratoria es baja ( Drozd y Postgate,1970a).
Estos resultados indican que, si bien A. chroococcum puede Vi
vir diazotr6ficamente en aerobiosis, el exceso de oxigeno afec
ta a su nitrogenasa, es decir, estas bacterias han adquiridola
capacidad de fijar nitrbgeno en pO, no permisivas para otros

microrganismos.



Los dos mecanismos principales de proteccibén de la ni-
trogenasa frente al oxigeno en JAzotobacter son la protec-
cidn respiratoria y el cambio conformacional ( Robson y Postga

te, 1980; Postgate, 1982 ).

La hipbtesis del cambio conformacional fue propuesta en
principio para explicar el fendmeno de inactivacién/reactiva-.
cidn observada <n vivo en respuesta a aumentos drdsticos, o pul
sos, de pO,. Este mecanismo ha sido estudiado tanto en A. chrog
coccum ( Robson. ,.1979. ), como en A vinelandii ( Haaker y Vee
~ger, 1977; Sherings et al, 1977; Sherings et al, 1983 ). En am
bos casos se trata de una protefna que; si bien ".£on » caracte
risticas diferentes, caso del peso molecular, tienen en comfn
el hecho de poseer centrqs 2Fe-2S. En ambas especies el Mg++es
necesario para que se produzca el cambio conformacional. La for
macidén del complejo proteina Fe/S-nitrogenasa, protege a ésta
frente al oxigeno, aunque es inactiva. Se ha propuesto ( She-
rings et al, 1983 ), que la proteccidn ocurre debido a la OXi
dacidén de 1la Fe-proteina por la.proteina Fe/S que estd forman
do un complejo con la nitrogenasa. La activacidén de la nitroge
nasa se produciria mediante: la reduccidn del complejo seguida

por la disgregacidn.

El otro mecanismo de defensa de la nitrogenasa frente al
oxigeno es el de la proteccidn respiratoria. Este mecanismo es
posible en Azotobacter gracias a la naturaleza de su cadena res
piratoria; ésta tiene dos brazos terminales, uno constituido
por el citocromo d, en el cual no existe un sitio de formacidn

de ATP, y otro constituido por los citocromos Cyqr Cgr O Y dl



en el gue si se sintetiza ATP ( Downs y Jones, 1975 ). Estudios
con mutantes de 4. vinelandiZ, en los que la parte de la cade-
na respiratoria constituida por los citocromos Cyr Cgr O Y aqy
no es funcional, han puesto de relieve que esta parte de la ca
dena respiratoria es especialmente importante en condiciones

de limitacidn de oxfigeno, en las qﬁe la eficiencia de la forma
cidn de ATP es mayor que cuando funciona el brazo de la cade-
na constituido por el citocromo d, lo que ocurre cdn tensiones

de oxigeno no limitantes ( McInerney et al, 1982 ).

Nueva evidencia del mecanismo de proteccidn respirato-
ria se ha obtenido recientemente con el aislamiento de mutan-
tes de A. chroococcum afectados en el ciclo de Krebs, denomi
nados Fos , cuya actividad nitrogenasa es inusualmente sensi-
ble a oxigeno ( Ramos y Robson, 1985a; Ramos y Robson, 1985b).
Otros factores que pueden estar implicados en la proteccidn de
la nitrogenasa frente al oxigeno, tales como el contenido en

lipidos, no parecen tener mucha influencia en 4sotobacter( Arp

y Zumft, 1983 ).

1.3.3.2.- Regulacidn de la sintesis de la nitrogenasa. Genéti-

ca de la fijacidn de nitrdgenc.

Anteriormente hemos visto que la regulacidn de la nitro
~genasa por amonio se ejerce a dos niveles. En el apartado ante-
rior hemos discutido.. la'regulacidn sobre‘la actividad nitrogenasa, en es-
te apartado vamos a hablar de la regulacidén de la sintesis de

la enzima.



Ademds del amonio; otros compuestos nitrogenados, como
el nitrato y aminolcidos, y el oxigeno, son inhibidores de la
sintesis de la nitrogenasa ( Eady, 1980; Postgate, 1982; Bothe

et al, 1983 ).

Ademé@s de los polipéptidos de la nitrogenasa, otras pro
teinas codificadas por genes del operén nif , necesarias para
la fijacidén de nitrdgeno, no se sintetizan en presencia de los
compuestos inhibidores. Vamos a exponer ahora,resumidamente, la

organizacidn y regulacién del operén nif.

La mayor parte de los estudios sobre la genética de la
fijacidén de nitr6geno se han realizado en K. preumoniae, en-
terobacteria en la que son aplicables gran parte de las té&cni
cas desarrolladas para E. coli, lo gue ha facilitado énormemeg
te este trabajo. En los filtimos anhos se ha avanzado en el tra-
bajo con otros microorganismos en los que los estudios gené&ti
cos son mds dificiles. Entre estos organismos estd Azotobacter.
Una de las principales razones por las que resulta dificil el
trabajo genético en esta bacteria, es el elevado nfimero de co
pias del cromosoma detectadq tanto en 4. vinelandii ( Sadoff
et al, 1979 ), como en A. chroococcum ( Robson et al, 1984 ),

lo que dificulta notablemente la obtencién de mutantes.

En K. pneumoniae, todos los genes especificos para la
expresidn de actividad nitrogenasa estén situados cerca del ope
rén de la histidina, y agrupados bajo el nombre de operén nif.
El tamafio de este operdn es de 24 Kb y estd constituido por 17
~genes organizados en 8 unidades de transcripcidn ( Kennedy y

Robson, 1983b). Afin no se sabe la funcién de los productos de



todos los genes del oper6m nif. Se conoce que nif HDK codifica
para los pélipéptidos que constituyen la nitrogenasa; los genes
nif F y nif J, codifican para proteinas transportadoras de elec
trones; los genes nif.B, nif E y nif N se cree gque estln impli
cados en la sintesis del cofactor de molibdeno ( FeMoCo );nifV
también debe estar implicado en la sintesis de este cofactor.
Nif @ parece ser nécesario para la asimilacidén de molibdeno cuan
de éste se encuentra a baja concentracién en el medio. Las fun-
ciones de nif S, nif U, nif X y‘nif Y no se han determinado afin
aunque se piensa que nif S y nif U deben estar implicados en
la maduracidn de los productos . de nif X y n<f D ( Drummond,

1984 ).

La regulacidn de la expresién de los genes nif se reall
za a dos niveles: por un lado, los productos de los genes nifLA4
son responsables de la sintesis ( nzf 4 es activador-) O repre
sién ( nif L es represor ) del resto de los genes nif; por otro
lado, el sistema Ntr estd implicado en la propia regulacidn de
ntf LAy, por tanto, del resto de los operones nif ( Drummond

et al, 1983 ).

Nif A codifica para un activador de la transcripcidn
esencial para la expresidn de todos los operones nif, excepto
hif L A. El producto de nif L, en cambio, es represor de sinte
sis en respuesta a agentes inhibidores como el amonio -.o.el
oxigeno. Cuando la concentracidn de amonio es alta, la trans-
cripcidn de nif LA es reprimida, esta represifn estd mediada
por el sistema Ntr, sistema que, ademis de la fijacién de ni-

trbégeno, controla en K. pneumoniae la expresidn de genes im-



plicados en la asimilacibdn de otras fuentes de nitrbégeno, ta-

les como histidina, prolina o arginina ( Merrick, 1983 ).

El sistema Ntr comprende tres genes, ntr A4, nirB yntr(
NtrB y ntrC’ forman un operdn con gln4, gen que codifica para
la glutamina sintetasa. NtrA4 no estd ligado a estos genes. El
producto de nitr( es bifuncional, ya que regula negativamente
su propio promotor, positivamenﬁe el promotor de nifL 4 y puede
manifestar ambos efectos sobre el promotor de gln 4, dependien-
do de 1la cdncentracién de amonio. Los productos ntr ( y nifd son
muy similares funcional y estructuralmente, y ambos requieren
el producto de ntr4 para funcionar como activadores. Del mis
mo modo, tanto ntrB como nifL, tienen grandes similitudes,y
ejercen su funcidn represora mediante unién a la proteina ac-
tivadora en vez de al ADN. El sistema de regulaqién que se re

presenta en el esquema II ha sido propuesto por Merrick, 1983.

En Azotobacter, aunque no se dispone de la informacibn
con la que se cuenta en XK. pneumoniae, ya se empiezan a tener
datos tanto sobre la organizacidén de los genes nif, como scbre
Su regulacidn. Los experimentos de transferencia interespeci-
fica de genes entre Azotobacter y Klebsiella, han puesto de
manifiesto que la regulacién por amonio es bastante similar en
ambas bacterias ( Robson et al, 1983 ). Asi, nif4 de K. pneumo
niae, transferido a mutantes Nif de 4otobacter,.en un. vector
que permite su expresidn constitutiva, restituye el fenotipo
Nif', cuando los mutantes estdn afectados en genes reguladores

( Kennedy y Robson, 1983a ).
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Esquema II. Regulacién de la expresién de los genes nif.




Para la identificacidén de genes nif en Aotobacter, las
dos estrategias seguidas han sido la hibridizacién ADN-ADN y
al complementacidén de diversos mutantes nif de K.pneumoniae
con plésmidos conteniendd genes de Azotobacter. Estos experi-
mentos han puesto de manifiesto lé existencia de los genes nif
HIK en A. chroococcum,asi:-&omo la de nifMVS ( Jones et al, 1984 ).
Mediante el mismo tipo de andlisis se ha descrito homologia de
secuencias de ADN de A. chroococecum con nif LFM, nif UX y nif
NE. Sin embargo, - = -~ . no se ha encontrado homo
logia con los genes nif QBAL ni nif J ( Kennedy et al, 1985 ).
Estos autores describen la existencia de un segundo gen ntfH,
( n?fH¥ ), siendo la homologia entre ambos de un 88%. En cuan
to a genes reguladores, afin no se han encontrado ni en Avine
landii ni en A. chroococcum, genes que complementen mutantes
nifA de K. pneumoniae. Se ha detectado, en cambio, comple-
mentacidn de mutantes ntr Cy ntr4 de E.cols con cdsmidos de A.
vinelandizt. Se han construido mutantes ntr 4 de A vinelandi<
incapaces de crecer diazotréficaménte,.lo que sugiere que en
esta bacteria ntr4 es necesario para la fijacidn de nitrdgena
Los mutantes ntr ¢ crecen en N2 y tienen actividad nitrogenasa,
sin embargo, carecen de actividad nitrato reductasa, 1lo quevsg
~ giere que ntr( no se requiere para la fijacibén de nitrdgeno
en A vinelandii, en contra de lo que ocurre en K. prneumontae

( Kennedy et al, 1985 ).



1l.4.- LA ASTIMILACION DEL NITRATO.

Hemos visto hasta este momento diferentes aspectos de la
fijacidn de nitrégeno. Azotobacter, ademds de fijar.NZ, puede
utilizar amonio, nitrato’o nitrito como fuentes de nitrdgeno.
Vamos a referirnos ahora a algunas de las caracteristicas de

asimilaciédn del nitrato.

En microorganismos no vacuolados, como es el caso de 4o
tobacter , se pueden distinguir tres etapas fundamentales en la asi
milacidén del nitrato; a saber, entrada del ién al interior ce-
lular, su reduccibén hasta amonio y la incorporacidn de é&ste en
esqueletos carbonados. Estas tfes etapas estén recogidas en el

esquema III.

1.4.1.- Transporte al interior celular.

Existen escasos estudios publicados sobre el transporte
de nitrato en microorganismos, esto se debe a la dificultad de
estudiar este proceso aisladamente, debido a la rédpida reduc-

cidn del i6n wuna vez &ste se encuentra en el interior celular.

Se dispone de datos que ponen de manifiesto la existen-
cia de sistemas de transporte activo de nitrate en organismos
capaces de acumular el idn, tales como la diatomea Phaeodacty-—
lum tricornutum ( Creswell y Syrett, 1981 ), o el hongo Neuros
pora crassa ( Schloemer y Garrett, 1974 ). La naturaleza acti-
va del transporte de nitrato también ha sido probada en algas

verdes ( Eisele y Ullrich, 1977; Tischner y Lorenzen, 1979).
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Esquema III. Asimilacién del nitrato en 4. chroococcum.



Agentes desacoplantes como la cianil-p~trifluorometoxifenilhi-
drazona ( FCCP ) o el inhibidor de ATPasas diciclohexilcarbo-
diimida ( DCCD ), a concentraciones a las que no afectan al sis
tema redudctor de nitrato, impiden el consumo del ién. Estos
resultados han sugerido la participacidén de un sistema de trans
porte activo para el nitrato en las cianobacterias Anacystis
nidulans ( Flores et al, 1983a ), Anabaena cylindrica ( Ohmori

et al, 1977 ) o Nostoc muscorum ( Rai et al, 1981 ).

En bacterias quimiotrdficas, usando nitrato marcado con
Nl3, se ha demostrado la naturaleza del transporte del ibn en
K. pneumoniae ( Thayer y Huffaker, 1982 ) y Pseudomonas fluo-.
rescens ( Betlach et al, 1981 ). En A. chroococcum, resulta-
dos obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que el transpor

te de nitrato es activo y dependiente del gradiente electroqui

mico de protones ( Revilla et aql, 1986 ).

1.4.2.- Reduccidn de nitrato a amonio.

La reduccidn de nitrato hasta amonio implica la trans-
ferencia de 8 electrones. Esta transferencia ocurre en dos:eta
pas, una priméra en la que el nitrato se reduce hasta nitrito
que implica 2 electrones y esté catalizada por la nitrato re-
ductasa ; la ~segunda etapa,en la que se transfieren 6 electro
nes, consiste en la reduccibdn de nitrito hasta ' amonio, reac-
cidn catalizada por la nitrito reductasa ( Losada et al, 1981;.

Guerrero et al, 1981 ).

La nitrato reductasa de A. chroococcum ha sido parcial

mente caracterizada ( Guerrero et al, 1973 ). Se trata de una



proteina soluble de 100 Kdaltons de peso molecular, con molib-
deno como cofactor e incapaz de utilizar los piridin nucledbti-
dos como donadores de electrones. Se ha conseguido reduccibn de
nitrato con la nitrato reductasa de este microorganismo, uti-
lizando la ferredoxina, también de esta bacteria, reducida por
un sistema de cloroplastos de espinaca iluminados, o bien por

NADPH con NADP' reductasa de espinaca, como fuente de poder re
ductor ( Tortolero et al, 1975 ). Otros donadores efectivos de
electrones a la nitrato reductasa de este microorganismo saén

las flavinas:FMN y riboflavina reducida ( LLobell et al, 1980).

El segundo paso de la reduccibn de nitrato, la redidccidn
de nitrito a amonio, estd catalizado por la nitrito reductasa.
Esta enzima, en A. chroococcum, es una metaloproteina dependien
te de FAD, con peso molecular de 67.000 daltons, que utiliza

NADH como donador de electrones ( Vega et al, 1973 ).

1.4.3.- Incorporacidn de amonio a esqueletos carbonados.

El amonio producido como consecuencia de la asimilacidn
de nitrato, de la reduccidn de nitrdégeno o el que es transpor
tado directamente del exterior celular, debe ser incorporado
a esqueletos carbonados para pasar a formar parte del material

celular.

La incorporacién de amonio a esqueletos carbonados . ocurre prin
cipalmente por dos rutas; una de ellas la constituye la enzima
~glutamato deshidrogenasa ( GDH ), que cataliza la aminacién re

ductiva del 2-oxoglutarato por amonio. La otra ruta estd cons-



tituida por dos enzimas , la glutamina sintetasa ( GS ), gue
cataliza la formacidn de glutamina a partir de glutamato y amo
nio en una reaccidn que consume ATP, y la glutamato sintasa (GO
GAT ), que cataliza la transferencia del grupo amido.de la glu
tamina a una molécula de 2-oxoglutarato para formar dos molécu
las de glutamato ( Miflin y Lea, 1976; Tyler, 1978 ), como se

presenta en el esquema ITI.

Ademés de estas dos rutas, existen otras de menor impor
tancia que ocurren s6lo en determinadas condiciones, tal es el
caso de la ruta constituida por la alanina deshidrogenasa (ADH)

en Rhodopseudomonas capsulata E1F1 ( Moreno-Vividn et al, 1983).

Estd bien documentado en diversos organismos, que la ru
ta principal de asimilacidn de ambnio es la catalizada por las
enzimas GS/GOGAT, estando involucrada la GDH sb6lo en determiné
das circunstancias, principalmente cuando el amonio noes un nu-
triente limitante, dada la baja afinidad de esta enzima por el
idn en la mayoria de los organismos estudiados ( Miflin y Lea,
1976; Tyler, 1978 ). En A. é¢hroococcum, B&rcena ( 1980 ), pu-
so0 de manifiesto que la finica via de asimilacidén de amonio es

la GS/GOGAT.

1.4:.4.- -Regulacién_de'la,asimilacién de nitrato.

Dado gque los niveles de nitrito reductasa son general-
mente mayores que los de nitrato reductasa en la mayoria de
los organismos estudiados, la reduccidn de nitrato a nitrito,

debe ser el paso mis critico en la reqgulacidén de la asimila-



cidén de nitrato ( Guerrero et al, 1981; Losada et al, 1981 ).
De hecho, numerosos estudios llevados a cabo en diferentes: orga
nismos, han demostrado que los niveles de nitrato reductasapre
sentes en la célula dependen | | - de la fluctuacidn de di
versos factores tales como la temperatura, luz, pH, COZ’ fuen-
te de nitrdgeno y otros:( Guerrero et al, 1981; Losada et al,

1981 ). En particular, el amonio, producto final de la reduc- .
cidn de nitrato es un destacado antagonista de la asimiladéidn

de este idén en practicamente todos los organismos estudiados

( Guerrero et al,1981; Losada et aql, 1981; castillo y C&rdenas,1982;

Flores et al, 1983b.).

Como en el caso de la regulacidén por amonio de la fija-
cidn de nitrdgeno, la regulacién de la asimilacidén de nitrato,
tambi&n se puede considerar que ocurre en dos niveles. Por un
lado, inhibe el consumo del i6n, sin afectar los niveles de ni
trato reductasa y nitrito reductasa, efecto que se manifiesta
a corto plazo y que se ha descrito én microorganismos tales co
mo la cianobacteria Macystis nidulans ( Flores et al, 1980 ),
la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas capsulata ( Jack
son et al, 1981; Alef, 1984 ), el alga verde C(hlamydomonas rein
hardit ( Florencio y Vega, ;9§3a) o la bacteria quimiotréfica
A. chroococcum ( Revilla, 1983 ). Por otro. lado, a mis largo
plazo, afecta a los ﬁiveles de las enzimas de la reduccibn de
nitrato, efecto que también ha sido descrito en diverso tipo
de organismos, entre ellos, las cianobacterias #nacystis nidu
lans, Mabaena 7119 y Nostoe 6719 ( Herrero et aql, 1981 ), el

alga verde (hlamydomonas reinhardii ( Florencio y Vega, 1983p)



y la bacteria A. chroococcum ( Revilla et al, 1985 ).

El amonio ejerce la inhibicibén sobre el consumo de ni-
trato mediante productos derivados de su asimilacién en todos
los organismos citados anteriormente con la excepcibén de Gila
mydomonas reinhardii ( Florencio y Vega, 1982 ), ya que . cé-
lulas de esta alga tratadas con MSX siguen presentando el efec.
to inhibidor del amonio sobre el consumo de nitrato. La ac-
cidn de los presuntos metabolitos inhibidores estaria centrada
sobre la entrada del idn, ya que en los tiempos en los que se
observa la inhibicibén del consumo, no se observa efecto alguno

sobre las enzimas encargadas de la reduccidén del nitrato.

Acerca de los niveles de actividad nitrato reductasa, se
ha propuesto que el nitrato ejerce un papel de inductor de la
sintesis de la enzima en diversos organismos, sin embargo, se
observa presencia de nitrato reductasa en ausencia de nitrato
en algunas algas verdes ( Herrera et al, 1972; Sosa et al,1978)
0 en algas rojas ( Rigano y Violante, 1973 ). En organismos no fijadores
de nitrbdgeno, como la cianobacteria Arnacystis nidulans, la sin
tesis de la enzima es reprimida por amonio, mientras su sinte °
sis ocurre en ausencia de amonio, esté o no el nitrato presen
te ( Herrero et al, 1981 ). Este efecto represor del amonio so

bre la sintesis de 1la enzima, parece mediado también por pro-

ductos de su asimilacidn.

En A. chroococcum, bacteria fijadora de nitrdgeno, el
nitrato es necesario como inductor de la nitrato reductasaaun

que puede ser sustituido por un andlogo suyo no metabolizable



como el cianato ( Revilla et al, 1985 ). En esta bacteria la re
presidén por amonio estd tambi&n mediada por productos de su asi

milacidén , m8s que por el idn per se.

En este trabajo se ha estudiado la regulacién de la ac-
tividad nitrogenasa de A4. chrqococcum por compuestos nitroge
nados tales como amonio, nitrato y nitrito. Para ello, en pri
mer lugar, se ha puesto a punto un ensayo de actividad nitro-
genasa in vivo que ha permitido estudiar el efecto de estos
compuestos a tiempo'corto. El estudio de la regulacidén de la
actividad nitrogenasa por nitrato y nitrito ha requerido la ob
tencidn de células que exhiben, de forma transitoria, la capa
cidad de fijar N, y de asimilar nitrato simulténeamente. Este
tipo de células ha permitido poner de manifiesto la relacidn
que existe entre ambos procesos en cuanto a su regulacidn por
amonio. Se ha estudiado también.la influencia de la fuente de
carbono y de algunos inhibidores metabdlicos sobre la activi-
dad nitrogenasa y su regulacién. Por filtimo, se presenta evi-
dencia experimental que sugiére qgue la inhibicidén de la acti-
vidad nitrogenasa y la represién de su sintesis por amonio, son

procesos independientes en Azotobacter.

Parte de los resultados que aqui se presentan han sido
ya publicados ( Cejudo et al, 1984; Cejudo y Paneque, 1986; Re
villa et al, 1986 ), o han sido objeto de comunicaciones a Con

gresos.



2, MATERIALES Y METODOS



2.1..- MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1.1.- Organismos y pldsmidos.

Los organismos utilizados en este trabajo se presentan
‘en la tabla I. La mayor parte del trabajo experimental se ha
realizado con Azotobacter chroococcum ATCC 4412. Donde se in-
dica en el texto, se empled la cepa MCD1 de Azotobacter chroo
coccum, incapaz de asimilar nitrato o nitrito. En experimen-
tos :de transferencia de pléasmidos y de utilizacién de mutantes,
se hizo uso de Azotobacter vinelandii, especie que ofrece mis

facilidades para este tipo de trabajo que A. chroococcum.

A. chroococcum ATCC 4412 procede de la coleccidn de la
Universidad de Valencia; El resto de las cepas utilizadas en
este trabajo, tanto de Azotobacter como de Escherichia col<
O Klebsiella pneumoniae, proceden de la Unidad de Fijacién de

Nitrdgeno de la Universidad de Sussex en Brighton, Inglaterra.

Los plasmidos utilizados se presentan en la tabla II,
donde se indica su genotipo significativo para los objetivos

de este trabajo.

2.1.2.- Condiciones de cultivo.

Los cultivos de Azotobacter se hicieron en tubos de
vidrio cilindricos con base cénica de 200 mm de altura y 40'
mm de di&metro con boca estrecha de 20 mm. En estos tubos se
ponian 100 ml de medio de cultivo sin fosfato, se cerraban

con algoddn hidrdéfobo y se esterilizaban..El indculo se rea-



Tabla I. Organismos utilizados en

este trabajo

Especie Cepa Fenotipo o Genotipo
A. chroococcum ATCC 4412 Silvestre
" MCD1 " , Sm®, Nal
" NCIB 8003 "
A. vinelandii UWr Rif"
" Uw4s8 nif H::Tnb
E. colZ 5K
" HB101 sm®
" ED8767

*
K. pneumontae

*

Las cepas de K. pneumoniae se presentan en la Tabla XXV.



Tabla II. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido  Genotipo o Fenotipo Referencia

de interés

pRK2013 Tra, Km® 1

PCK3 nif 4%, IncP, Tc¥, Km® 2

pLV10 nif HDKb, iJond P. Bishop (sin publicar)
pdcl nif HIKY®, Tc®, Km® Este trabajo

pJC2 nif HDKY®, T, Km® " "

PSA30 nif HDKYS, Tc® 3

PRK2501 Mob', IncP, Km®, Tc®¥ = 4

Las referencias incluidas en esta tabla son:
1.- Figurski y Heiinski (1979)

2.- Kennedy y Drummond (1985)

3.~ Cannon et al. (1979)

4.- Kann et al. (1979)

a: Genes procedentes de K. prneumoniae

b: Genes procedente de A. vinelandi<



lizaba con el volumen adecuado de un cultivo previo ( entre
0,5y 1 ml ). Esta suspensibn celular se incubaba en un baifo
de agua cuya temperatura se mantenia a 30°C mediante un ter-
mostato de inmersién TECTRON-100 marca SELECTA. A esta sus-
pensidén celular se le suministraba el oxigeno y el dinitrd-
geno necesarios para el crecimiento burbujeando aire estéril

( 200 ml/min ) mediante una varilla de vidrio.

Las cepas de E. coli? se cultivaron en matraces Erlen
meyer de 25 ml de capacidad con 5 ml de medio de cultivo y
tapados con algoddn graso. La inoculacidén se hacia directamen
te a partir de una colonia aislada en medio sb6lido. La suspen
sidn celular se incubaba en un cultivador NEW BRUNSWICK, SCIEN

TIFIC Co, modelo G-25 con una agitacidn constante de 150 rpm.

Las cepas de K. pneumoniage se cultivaron en tubos de
pléstico de 7 ml de capacidad con 5 ml de medio,para cdnse—
guir condiciones de anaerobiosis, . en el agita-
dor descrito anteriormente. Los cultivos de estas cepas en con
diciones de anaerobiosis en medio sblido se realizaron en

una cémara en la que se reemplazaba el aire por argon.

2.1.3.- Composicibén de los medios de cultivo.

Para Azotobacter se han utilizado los siguientes me-
dios : |
Medio Burk simplificado que contenia en 1 1 de agua destila
da 1los siguientes compuestos: MgSO4.7H20, 0,8 mmoles; NaCl,

3,4 mmoles; CaC12,0,34 mmoles; NaMO4, 0,012 mmoles;sacarq—



sa, 14 moles; tamp6n fosfato potdsico, pH 7,5, 20 mmoles;Fesoy
0,5 mmoles y EDTA, 0,5 mmoles; estos dos productos se afiadfan
de una solucibn preparada segfin Arnon et al ( 1974 ). A este
medio le denominaremos abreviadamente BS. Cuando se afadfan
fuentes de nitrégeno combinado, &stas eran: KNO3, 8 mmoles o
(NH4)2SO4, 5 mméles. Para preparar medio s6lido se anadfa agar
al 2%. E1 tampén fosfato se esterilizaba aparte y se afadfa

al resto del medio de cultivo una vez frio para evitar la pre

Cipitacidn del hierro en forma de sal férrica.

Cuando en vez de sacarosa se utiliz6 otra fuente de car
bono,se procedfa exactamente igual que se ha descrito en el
parrafo anterior, pero sustituyendo la sacarosa por la fuen-
te de carbono correspondiente, excepto én los casos éh los
que se ahadfa succinato, malato, 2-oxoglutarato o fumarato. Es
tos compuestos se prepararon en tampén Hepes 1 M ajustando
el pH a 7,5 con KOH y se esterilizaban por filtraci6én . La’

concentracién final de estos &cidos en el medio de cultivo

era de 10 mM.

Medio rico para Azotobacter ( RM ), este medio se pre-
paraba anadiendo a 1 1 de agua destilada 10 ml de una solucibn

salina que contenfa K,HPO 64 g/1; KH,PO,, 16 g/1 y Na,SO
2 2774 a2

4’
14,2 g/1; 1 ml de una disolucidn gque contenfa MgCl

4'
203 g/l y CaC12.2H20, 4,41 g/1, v 1 ml de una disolucidn que
contenfa NaMO,, 2 g/l; FeSO,.7H,0, 5g/1 y HCl concentrado, 2 ml/L
Este medio contenia,ademds, sacarosa, 10 g; bactotriptona,2 g

y extracto de levadura 1 g. Para preparar medio s6lido se

anadfa agar al 1,8%.



Para E. col? se ha utilizado medio Luria ( LB ) cuyo
contenido en 1 1 de agua destilada era: bactotriptona, 10 g;
extracto de levadura, 5 g y NaCl, 10 g. El pH se ajustaba a
7,0 con NaOH 1 N. El medio sé6lido contenia, ademds, agar al

1,5%.

Para K. pneumoniae se ha utilizado un medio que en 1 1

de agua destilada contenia MgSO4, 0,1_g; Na2M004.2H 0, 25 mg;

2
FeSO,-7H,0, 25 mg; K,HPO,, 12,06 g; KH,PO,, 3,4 g ¥y glucosa,
20 g. El medio sblido contenia,ademds, agar al 1,5%. El fosfa

to se esterilizaba aparte y se afiadia al medio una vez frio.

La esterilizacidn de todos los medios y materiales se
hizo en un autoclave marca SELECTA, modelo 437-G, a 2 atm de

presidn y:121°C durante 20 .min.

Cuando los medios requirieron antibidticos, aminodcidos
o &cidos orgénicos, &stos se esterilizaron por filtracidén a
través de un filtro estéril Millex-GS, marca MILLIPORE de 0,22
pm de di&metro de poro. Los antibidticos para Azotobacter se
afiadian a las siguientes concentraciones: rifampicina, 20
Bg/ml; tetraciclina, 2 ug/ml y kanamicina, 2 ug/ml. Para E.
coli los antibidticos y concentraciones utilizadoé fueron:

tetraciclina, 10 ug/ml y kanamicina, 20 upg/ml.

2.1.4.- Establecimiento de la deficiencia de nitrdgeno.

Para establecer condiciones de deficiencia de nitrdgeno,
las células de A chroococcum se resuspendian en medio li-

bre de nitrdgeno combinado y se incubaban en tubos como los



descritos en 2.1.2. para su cultivo, pero tapados con un tapdn
de goma con ﬁna varilla de vidrio por la que se burbujeaba u-
na mezcla de argon:oxigeno ( 79%:21% ) a un flujo de 200 ml/min
Yy una varilla que permitia la salida de gases. Estas incubacio

nes se hacian normalmente en condiciones no asépticas.

2..1.5.- Mantenimiento de los organismos. Preparacidn de inbcu-

:los:de. Azotobacter.

Las estirpes silvestres de A chroococeum y A vinelan-—
dii se mantenian en tubos de agar inclinado que contenian me-

dio BSra 0-4°C.

Cada dos semanas, aproximadamente, se iniciaban los ind
culos a partir de las cé&lulas de estos tubos. En condiciones
asépticas se tomaba una cierta cantidad de biomasa, se resus
pendia . en 100 ml de medio liquido y se dejaba crecer 1 6 2
dias. De este cultivo se tomaba 1 ml con el que se inocula-
ban 100 ml de medio fresco. Transcurridas unas 12 h, esta sus

pensién se tomaba como indculo de partida.

El mantenimiento de las cepas de E. coli y K. pneumo-
niae se realizaba cultivando en medio s6lido cada mes apro-
ximadamente. Para iniciar cultivos liquidos de ambas especies
se partia de colonias aisladas en placas no més viejas de una se

nana.

La presencia de posibles contaminantes se .comprobaba

frecuentemente observando muestras de los cultivos . al micros

copio . o comprobando el fenotipo cuando era posible.



2.2, - RECOGIDA DE CELULAS

Para-las determinaciones de actividad y consumo de iones,
las células de Azétobacter se recogieron en fase exponen-
cial del crecimiento ( D'O'560= 0,5-0,7 ) por centrifugacidn
a 9000 x g durante 10 min en una centrifuga SORVALL RC-2B
a 4 6 5 °C. Posteriormente se lavaron dos veces con medio BS.
A continuacibén las células se resuspendian en el mismo medio
a una densidad celular de unos 70 ug de proteina/ml. Cuando
el experimento lo requeria, se sustituia el medio BS por tam

pdn MOPS-KOH, 50 mM, pH 7.5. En estos casos,al resuspender

las células, el tampdn se suplementaba con sacarosa al 1%.

La recogida de cé&lulas para determinaciones especifi-
cas, como las actividades enzimdticas o para los experimentos

de conjugacidn , se especificard en cada caso.

2.3 .- ESTIMACION DE LOS NIVELES CELULARES DE ACTIVIDADES EN

ZIMATICAS

En este trabajo hemos determinado los niveles celula-
res de las enzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa,
‘gldEamina sintetasa y nitrogenasa. Excepto en el caso de la
actividad nitrogenasa, que se determind in vivo, el resto de
las actividades se determinaron <n situ, es decir, en célu-
las cuyas membranas se han hecho permeables a sustancias de
bajo peso molecular. Este tipo de tratamiento permite esti-

mar los niveles enzimidticos inmediatamente después de expo-



ner las c&lulas a distintas condiciones experimentales.

2.3.1.- Permeabilizacidn de las células con MTAB.

La permeabilizacidn de las membranas celulares con el de
tergente idnico MTAB no requeria pretratamiento de las células
sino que el detergente se anadia directamente a la mezcla de
ensayo de la actividad considerada. La concentracién de deter
~gente utilizada fue de 20 ug/ml para el ensayo de las activida
del nitrato reductasa y nitrito reductasa y de 100 pg/ml para
la glutamina sintetasa. El procedimiento consistia en afladir
una alicuota de una suspensién de células no permeabilizadas
al volumen correspondiente de la mezcla de ensayo de que se tra
tara que, adem8s de los componentes habituales, contenia el MIAB.
Antes de iniciar el ensayo enzimdtico, se homogeneizaba la sus

pensién por agitacidn violenta durante 2-5 sg.

2.3.2.- Ensayo de la actividad nitrato reductasa.

Para el ensayo de la actividad nitrato reductasa, " una
alicuota de 10 ml de la suspensidn celular se centrifugdé a
9.000 x g durante 5 min a una temperatura de 0-4°C. E1 sedi
mento se lavé con tampdn MOPS-KOH, 25 mM, pH 7,5, vy, después
de centrifugar como antes, las c&lulas se resuspendieron en 1
ml de una solucidn de MOPS-KOH, 0,125 mM, pH 7,5, ¥ NazEDTA,

0,25 mM.

El ensayo se llevaba a cabo al aire en tubos de ensayo

reforzados de 10 ml de capacidad seglin el método descrito por



Guerrero et al, ( 1973 ). La mezcla de ensayo contenia, en un
volumen final de 1 ml, lo siguiente: Tris-HCl, pH 7,5, 100 - umo
les; KNO3, 10 pmoles; metilviolégeno, 0,2 umoles; Na28204, 0,8
mg disuelto en 0,1 ml de Tris-ClH, 0,5 M, pH 7,5, y MTAB, 20 yug.
A esta mezcla se anadia una cantidad adecuada ( normalmente 0,2
ml ) de la suspensidn celular descrita anteriormente. La reaccién
se inicid anadiendo N§28204 y, tras incubar a 30°C durante 3 min,
se detuvo agitando fuertemente la mezcla en un aparato vibrador
Super-mixer hasta la desaparicidn del color azul del metilviold-
geno reducido. Para cada ensayo se hizo un blanco que . .contenia

todos los componentes excepto el ditionito.

El nitrito formado en la reaccibén se determind seglin.se des

cribe en el apartado 2.10.2. Antes de medir la D.O. se centri

540’
fugaban las muestras para eliminar la turbidez. .

Una Unidad de actividad enzim&tica corresponde a 1 umol de

nitrito formado por minuto.

La disolucidén de ditionito s&dico se preparaba inmediata-

mente antes de usarse.

2.3.3.- Ensayo de la actividad nitrito reductasa.

El ensayo se realizd segfin el método descrito por Vega et
al, ( 1973 ), con algunas modificaciones. La suspensidén celular
se prepard como se describe para el caso de la nitrato reducta
sa. La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 1 ml:

Tris-Hcl, PH 7,5, 100 uymoles; KNO 20 uymoles, Na28204, 2,6 mg

2!
disueltos en 0,1 ml de NaHCO3, 0,29 M; MTAB, 20 ug y una cantidad



adecuada de la suspensidn celular ( normalmente 0,2 ml ). Para
cada ensayo se preparaba un blanco con todos los componentes me

nos el ditionito.

El ensayo se realizaba con la adicidn de ditionito. La
mezcla se incubaba durante 10 min a 30°C al cabo de los cuales

la reaccidn se detenia por agitacidén vigorosa.

El nitrito desaparecido se determind como se indica en

el apartado 2.10.2..

Una Unidad de actividad enzimdtica se definé como la can
tidad de enzima que cataliza la desaparicién de 1 umol de nitri

to por minuto.

2.3.4.- Ensayo de la actividad glutamina sintetasa.

El ensayo se llevd a cabo determinando la actividad trans-
ferasa segfin Shapiro y Stadtman. ( 1970 ), mediante el procedi
miento descrito por Kleiner ( 1975 ), ligeramente modificado.
La reaccidn se llevd a cabo en tubos de vidrio reforzados de: 10
ml de capacidad. La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen
final de 1 ml: MOPS-KOH, pH 7,5, 100 umoles; glutamina, 25 umo

les; ADP, 0,5 umoles; MnCl 0,3 pymoles; NHZOHZHCl, 25 umqles;

2’
MTAB, 100 ug y una cantidad adecuada de la suspensifén .celular.
Cuando se determind la actividad dependiente de Mg++, se ana-

dian 60 pmoles de MgClZ.

La mezcla de reaccidn se incubaba a 30°C durante 10 615
min y la reaccién se paraba por la adicién de 2 ml de la mez-

cla reveladora descrita en el apartado 210.3..



Una Unidad de actividad enzim&tica se define como la can-
tidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de Y-glu-

tamil-hidroxamato por minuto.

2.3.5.- Ensayo de la actividad nitrogenasa.

Como hemos dicho anteriormente, la actividad nitrogenasa
se determind <n vivo. La técnica empleada fue la de reduccién de

acetileno descrita por Stewart et al, ( 1967 ).

El ensayo de la actividad nitrogenasa de las células de
Azotobacter se ha utilizado para dos fines a lo largo de-este tra
bajo. Cuando lo que se determind fue el nivel de actividad en un
cultivo, se tomaba una alicuota de 2 ml de la suspensidén celular
en un matraz Erlenmeyer de 10 ml de capacidad cerrado con un
tapdn de goma de la firma Arthur H. Thomas, Co. y se le inyectd
acetileno hasta el 10%. Estas muestras se incubaron en un bafio
Warburg, marca BRAUM, con una agitacidén de 100 oscilaciones por
minuto y a una temperatura de 30°C. A los 15 y 25 min se extraian
muestras de 0,5 ml de la fase gaseosa con jeringas de polipropi
leno de 1 ml. La produccidn de etileno por la suspensidn celu-
lar es lineal antes de transcurridos 10 min desde el inicio del

ensayo. -

El etileno producido se determindé seglin se describe en el

apartado 2.10.5..

Cuando el experimento requeria estudiar la produccidn de
etileno durante un periodo que,segfin los casos,oscilaba ‘entre. 60

y-120 min, las cé&lulas se recogian por centrifugacidén a 9.000x g



durante 5 min a 0-4°C, se lavabén con medio libre de fuente de
nitrégeno combinado y se resuspendian en el mismo medio hasta u
na densidad celular entre 60 y 90 ug de proteina/ml, de esta sus
pensidén se tomaba una muestra de 2, 10 6 20 ml que se ponia en
matraces Erlenmeyer de 10, 25 & 50 ml de cépacidad, respectiva-
mente, cerrados con tapones de goma ( Arthur H. Thomas,Co ). las
muestras se mantenian en. agitacidén en las condiciones antes des

critas durante 15 min antes de anadir el acetileno.

Para la determinacidén de etileno se procedia como se ha

indicado anteriormente.

Cuando el experimento lo requeria, el medio de cultivo era
sustituido por tampdén MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5, suplementado oon

sacarosa al 1% ( p/v ).

La actividad nitrogenasa de las cepas de XK. pneumontiae se
determind directamente en los cultivos de estas bacterias, anadien
do acetileno a la fase gaseosa de los mismos y analizando la pro

duccibén de etileno 30 min después.

2.4.- ESTIMACION DEL CONSUMO DE LOS IONESlINQRGANICOS~NITROGENA—

DOS. .

La utilizacidn de nitrato, nitrito y amonio se determind
siguiendo la desaparicidén de estos iones del medio en el que es-

taban suspendidas las cé&lulas de Azotobacter.

En todos los casos se utilizaron matraces Erlenmeyer de 25
6 50 ml de capacidad con 10 6 20 ml de la suspensibn celular, res

pectivamente, a una concentracién de proteina de 60-80 ug/ml.



El medio en el que se resuspendian las células era normalmente
BS. Donde se indica, se utilizd MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 suple-
mentado con sacarosa al 1% ( p/v ). Los ensayos se realizaron

con los matraces abiertos al aire sometidos a una agitacién de
100 oscilaciones/min a 30°C. El experimento se iniciaba afiadien
do el idn deseado a una concentracién de 0,1-0,5 mM. De la sus
pensidn celular se tomaban alicuotas de 1ml cada cierto tiem-
po. Las cé&lulas eran separadas del medio por filtracidn ‘inme
diata utilizando un sistema de filtracién MILLIPORE tipo HA de
12 orificios con un papel de filtro GLASS MICROFIBRE ( GF/C )

de WHATMAN. La concentracidn de nitrato, nitrito o amonio . en:

los filtrados se determinaba al concluir el experimento.

La suspensidn celular se preincubaba durante 15 min con

agitacidén antes de afiadir el ién.

Cuando interesaba utilizar células con la capacidad de
asimilacidn de amonio bloqueada, la suspensidn celular se tra-
taba con el oportuno inhibidor - durante el tiempo que se in-

dica en cada caso - antes de iniciar el ensayo de consumo.

La adicidén de otros inhibidores y compuestos se descri-
be en los experimentos especificos.
2.5.- ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA Y DEL CONSUMO DE

IONES INORGANICOS NITROGENADOS SIMULTANEAMENTE.

En determinados experimentos presentados en este traba-
jo, se estudiaba el efecto de nitrato, nitrito o amonio sobre

la actividad nitrogenasa. En estos experimentos se necesitaba



estudiar, simult@neamente, la actividad nitrogenasa y el consu
mo de los iones. En estos casos cada muestra se tenia duplica-
da y exactamente en las mismas condiciones, es decir, los matra
ces estaban cerrados con tapones de goma y contenian acetile-
no al 10% ( v/v ). A las dos muestras se le afiadia el idn de que
se tratara al mismo tiempo y a la misma concentracidn. Mientras

de uno de los matraces sdlo se tomaban muestras de la fase ga
seosa para determinar etileno, procediéndose como se describe

en 2.3.5., del otro matraz se tomaban muestras de la suspensién
celular,para determinar el consumo del ién, utilizando en este
caso una jeringa de polipropileno de 2 ml y procediendo, por lo

demds, como se indica en el apartado 2.4..

2.6.- EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS.

2.6.1.- Transferencia de plasmidos por conjugacidn.

La conjugacidén ha sido el método empleado para transfe-
wir - los plasmidos pJCl, pJdC2, pCK3 y plV10 ; 3 distintas cepas de A.
vinelandii. La cepa donadora de estos pldsmidos ha sido en to-
dos los casos E. coli 5K, por lo que la transferencia era inter
especifica. El pldsmido utilizado como " ayudador " en la trans

ferencia ha sido, .entodos los casos, pRK 2013.

Para realizar el experimento se cultivaban todas las ce
pas implicadas, la receptora, la donadora y la que contiene el
plédsmido pRK 2013, en medio rico liquido ( RM para 4. vinelan-
dii y LB para E. colZ ) suplementado con los antibidticos ade

cuados. En fase exponencial del crecimiento, se recogen las cé&



lulas por centrifugacidn en una microcentrifuga EPPENDORF, mode
lo 5414 a 9.980 x g durante 2 min a temperatura ambiente. Se la

vaban dos veces con 1 ml de PEM ( KZHPO 5 mM; Na2—EDTA, 0,1

4’
mM; MgCl,, 0,5 mM, pH 8,0 )y.y seiresuspendian en 0,5 ml de esta
solucién. A continuacidn se mezclaban 50 ul de las suspensio-
nes celulares de cada una de estas cepas. La mezcla se deposi
taba sobre medio RM s6lido, suplementado con glucosa al 1% (p/v)
Yy se incubaba a 30°C durante 24 h. Esta biomasa se recogia ,
.se resuspendia en PEM y, utilizando las disoluciones adecuadas,'
se sembraba en medio RM s6lido suplementado con los antibidti-
cos adecuados para permitir . el crecimiento de los transcon
jugantes exclusivamente. Posteriormente, se realizaban dos cul-
tivos sucesivos en el mismo medio, aislando colonias, para evi

tar la posibilidad de tener contaminacidn con las cepas utili

zadas en el experimento, que no son transconjugantes reales.

2.6'.2.- Transferencia de plasmidos por transformacidn.

Una vez construidos los plésmidos pJC 1 y pdC 2, se trans
formd con ellos E. colzi 5K. La transformacibén se realizd porel

método del CaC12~tal y como describen Maniatis et al, (.1982 ).

Para preparar células de E. coli 5K competentes, se cul
tiva esta cepa en medio LB liquido a 37°C, con agitacibén ( ver

apartado 2.1.2. ), hasta D.O. 0,5. E1 cultivo se enfria en

550"
hielo durante 10 min y se recogen las células por centrifugacidn
a 4.000 x g durante 5 min a 4°C. Las cé&lulas se resuspenden en

la mitad del volumen inicial de una solucidén de CaClz, 50 mM

y Tris-HCl, 10 mM, pH 8,0, estéril y fria. Esta suspensidn ce-



lular se dejaba 15 min en hielo y después se centrifugaba a 4.000
X g durante 5 min a 4°C. Las células se resuspendian en 1/15 del
volumen original de la solucién de CaCl2 descrita antes. Duran

te todo el proceso se utilizaron pipetas frias.

La transformacidn se realizd mezclando 80 pl de células
competentes con 5-10 pl de la suspensidn de ADN. Esta mezcla se
mantenia en frio durante 20-30 min, posteriormente se transfe-
rian a un bafio a 42°C donde se mantenian 2 min y, por “Gltimo, .
se transferian a un matraz con 5 ml de medio LB y se incubaban

durante unas 10 h en condiciones de ltivo.

Las células resultantes se recogian por centrifugacién
en una microcentrifuga Eppendorf, se resuspendian en medio LB,
Yy se sembraban en el mismo medio sblido suplementado con "los

antibidticos adecuados para seleccionar las células transforma

das.

2.:7.- AISLAMIENTO DE ADN.

2.7.1.- Preparacidn de ADN para el andlisis de plasmidos de A.

ehroococcum.

La preparacidén de ADN para el andlisis de los plasmidos
de A. chroococcum se hizo seglin el método descrito por Robsan

et al, ( 1984 ).

Se cultivaron los microorganismos en medio BS liquido.

En fase exponencial del crecimiento ( D.O. = 0,8 ), se toma-

560



ron 1,5 ml del cultivo y se le anadieron 0,5 ml de PEM ( des
crito en 2.6.1. ); las células se recogieron por centrifugacién
a 4.000 x g durante 10 min en una centrifuga de mesa HERAEUS o
delo LABOFUGE a temperatura ambiente. El precipitado se resus-
2FDTA,
20 mM, pH 8,0. Se agitaba vigorosamente y se le afiadfan 0,95 ml

pendid en 50 pyl de una disolucién de Tris-ClH, 50 mM y Na

de tampdn de lisis, que contenia en 95 ml, SDS, 1 g y Na,EDTA,

2
1,77 g. E1 pH se habia ajustado a 12,6 con NaOH, 2,5 M. Se mez
claba con agitacién muy suave y se incubaba a 34°C durante 25
min. Tras esta incubacidn se le anadfan 170 pyl de una disolu
cidn salina que se obtiene mezclando 60 ml de Tris-HCl, 2 M, pH
8,0 con 110 ml de NaCl ( 0,32 mg/ml ). Se agitaba suavemente y
se incubaba en frio durante 15 min para precipitar el ADN desna
turalizado, las proteinas y el SDS. Esta mezcla se centrifujaba .
en frio a 4.000 x g durante 10 min. Se tomaba el sobrenadante
en tubos de microcentrifuga Eppendorf conteniendo 770 ul de una
solucidén de acetato sbdico 0,2 M en 90% ( v/v ) de etanol. Se
mezclaba por inversidn. El ADN se precipité por incubacibn du.
rante 2-3 h a -70°C. E1l ADN se recogia por centrifugacidn en
una microcentrifuga Eppendorf durante 15 min en frio. Tras se-
car sufucientemente el tubo, el ADN se disolvia cuidadosamen-
te en 20 ul de una solucidén gque contenia Tris- HCl, 10 mM; Na. -

2
EDTA, 50 mM y NaCl, 50 mM, pH 8,0.

2.7.2.- Preparacibdn de ADN para la digestidn con endonucleasas

de restriccidn.

Para el andlisis de los plésmidos pJC 1 y pdC 2 median- .



te digestidén con enzimas de restriccién. E1 ADN de estos plas
midos se aisld siguiendo el método de lisis alcalina descrito

por Maniatis et aql, ( 1982 ).

Las cepas portadoras de los pldsmidos se cultivaban en
5 ml de medio LB liquido suplementado con el antibidtico de que
se tratase. Tras 10-12 h,se toman 5 ml de este cultivo y se se
paran las c&lulas por centrifugacién en una microcentrifuga
Eppendorf durante 1 min. El precipitado se resuspendia en 100 ul
de una solucién fria que contenia: glucosa, 50 mM; Na,-EDTA,
A0 mM y Tris-HCl, 25 mM, pH 8,0. Despuds de incubar durante 5
min a temperatura ambiente, se aﬁédian 200 pl de una solucidn
due contenia NaOH, 0,2 N y SDS 1%, preparada antes de utilizar
se. Se mezclaba suavemente y se incubaba en hielo durante 5 min
se anadian 150 pl de acetato potééico, pH 4,8, que se prepara
ba afiadiendo 11,5 ml de &cido acético glacial y 28 ml de agua
a 60 ml de acetato potdsico 5 M. Se agitaba suavemente duran-
te unos 10 seg y se incubaba en hielo durante 5 min. La mezcla
se centrifugaba en una microcentrifuga Eppendorf durante 5 min
en frio. El sobrenadante se recogia y se le aiadfa un volumen
igual de fenol-cloroformo ( 50% de fenol, 48% de clorofo:mo y
2% de alcohol isocamilico ). Se agitaba vigorosamente, se cen-
trifugaba en una microcentrifuga Eppendérf duranté—g min y se
tomaba el sobrenadante. A éste se le afadia un volumen doble de.
etanol a temperatura ambiente. Después de centrifugar durante
5 min, se desechaba el sobrenadante y al sedimento se afiadia 1
ml de etanol al 70%, se agitaba y se centrifugaba de nuevo. El

pPrecipitado se secaba sometiéndolo al vacio. El1 ADN resultan.

te se resuspendia en 50 pl de una solucidn de Tris-HCl, 50 mM



vy Naz—EDTA, 20 mM, pH 8,0, conteniendo ARNasa ( 20 upug/ml ) 1li-

bre de ADNasa.
2.8.- DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

A 10 pl de la muestra de ADN preparada como se indica en
el apartado 2.7.2., se le anadia 1,2 pl de un tampdn Tris-ace-
tato, 33 mM, pH 7,9, que contenia: acetato potdsico, 64 mM; ace
tato de magnesio, 10 mM, ditiotreitol, 0,5 mM y espermidina, 4
mM. A esta mezcla se le anadia 1 U de la enzima de restriccidn
de que se tratara y se incubaba durante 2 h a la temperatura a

decuada para la enzima.
2.9.- LIGAMIENTO DE LOS FRAGMENTOS DE ADN.

El ligamiento de los fragmentos de ADN se realizd seglin

el método descrito por Maniatis et al, ( 1982 ).

Se hacia una mezcla de reaccidn que contenia 1,5 pl de tam
pdén de ligamiento constituido por Tris-HCl, 670 mM, pH 7,2; Na,-

EDTA, 10 mM; MgCl 100 mM; ditiotreitol, 100 mM y ATP, 1 mM; 2

2l
ul de la disolucidn del ADN vector; 2,5 ul de la del ADN que

se iba a clonar; 0,2 pl de ligasa de T4 y 9 ul de H20. Esta mez
cla se dejaba estar a 15°C durante una noche. Con el ADN resul-

tante se realiz®é la transformacidn de E. colZ H5K, como se indi-

ca en el apartado 2.6.2..



2.10.- METODOS ANALITICOS.

2.10.1%:~- Determinacidén de nitrato.

El nitrato se determin§ por absorbencia a 210 nm en di-
solucidén &cida, segfin el método descrito por Cawse ( 1967 ). A
un volumen de 0,5 ml de muestra, conteniendo entre 0 y 400 nmo
les de nitrato, se afiadia 0,5 ml de &cido amidosulffirico al 2%

( p/v ). Tras incubar 2 min a temperatura ambiente y agitar vi
~gorosamente, se anadian 1,5 ml de &cido percldrico al 6,65%. Trans
curridos 25 min a temperatura ambiente, se estimaba la concen-

tracidén de nitrato midiendo la absorbencia de la disolucidén a

1mM

210 nm. Se empled un coeficiente de extincidn Elcm

= 6,4. El
tratamiento con &cido amidosulflrico elimina posibles contami-
nantes de nitrito presentes en la muestra que absorben también

la luz ultravioleta en medio acido.

2.10.2.- Determinacidn de nitrito.

El nitrito se determind mediante la reaccidén de diazo-
tacidn de Griess-Illesway, segfin el procedimiento descrito por
Snell y Snell ( 1949 ). A 1 ml de muestra conteniendo entre 0-
40 nmoles de nitrito, se anadia 1 ml de disolucibdn de sulfanil
amida al 1% ( p/v ) en HCl 2,4 N y 1 ml de una disolucidn de
N=-(l-naftil)etilendiamina diclorhidrato al 0,02% ( p/v ) en a-
gua. Transcurridos 10 min a temperatura ambiente, se determina
ba especfrofotométricamente la concentracién del complejo colo

reado utilizando un coeficiente de extincién a 540 nm Eigﬁf 55.



2.103.- Determinacién de y-glutamil-hidroxamato.

El y-glutamil-hidroxamato se determind por.la reaccidn
con FeCl3 en medio &cido, segfin Shapiro y Stadtman ( 1970 ). A
1 ml de la muestra que contenia el y-glutamil-hidroxamato, se
anadian 2 ml de un reactivo que, en 1 1, contenia: HCl al 37%
( v/v ), 7,73 ml; &cido tricloroacético al 20% ( v/v ), 60,24
ml;FeCl3.H20, 33,33 g. La concentracidén del producto formédose

» 4 - - - 3 »
determind espectrofotometricamente utilizando un coeficientede

imM_

lcm 3.

extincidén a 500 nm de E

2.104.- Determinacidn de amonio.

El id6n amonio se determind . 2onzimdticamente midiendo la o-
xidacidn de NADPH catalizada por la glutamato deshidrogenasa
en la reaccidn de sintesis de glutamato a partir de 2-oxoglu
tarato y amonio, con cantidades limitantes de &ste Gltimo.( Berg
meyer, 1974 ). La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen
final de 1 ml, lo siguiente: Tris-tricina, pH 8,0, 250 umoles;
2-oxoglutarato, 10 umoles; ADP, 1,2 umoles; NADPH, 0,2-0,25 umo
les y la muestra en la que se queria determinar el amonio, que
dabia contener entre 0-80 nmoles del ién. La reaccidn, que se
iniciaba con la adicidn de 20 pl de una preparacidn de glﬁta—
mato deshidrogenasa ( 7-10 U de enzima ), se dejaba desarrollar
se durante 30 min a temperatura ambiente. La concentracidn de

NADPH se determinaba espectrofotométricamente utilizando un

1mM

coeficiente de extincidn a 340 nm de Elcm

= 6,2. La oxidacidn
de NADPH no relacionada con el amonio se cerregia con blancos

en ausencia del i6n.



2.10.5.- Determinacidén de etileno.

El etileno se determind por cromatografia de gases emplean
do un cromatdgrafo de gases PYE UNICAM 204, equipado con un de
tector de ionizacibn de llama y una columna PORAPAK N. La tem-
peratura del detector fue de 150°C , la de la columna de 80°C
y la del inyector de 150°C. La sefial de salida se recogia por un
integrador PYE UNICAM DP 88 ( MINIGRATOR ). El contenido en eti
leno de las muestras gaseosas se determind por comparacién con

patrones de composicibén conocida.

2.10.6.- Determinacidén de alginato.

El alginato en el medio de cultivo se determind segln. el
método descrito Por Jartman et al, ( 1978 ). Se tomaban 30 .ml

de cultivo al que se anadian NaCl, 5 M y Na,-EDTA, 0,5 M, 0,6

2
ml y se centrifugaban a 24.000 x g durante 20 min en frio. A 20
ml del sobrenadante, se le anadfian 40 ml de alcohol isopropili
co. Esta mezcla se agitaba y tras esperar 10 min, el precipitado

obtenido se filtraba a través de un filtro GLASS MICROFIBRE PA
PER ( GF/C ) de WHATMAN ,que previamente habia sido pesado,y .se
lavaba con unos 100 ml con una mezcla de alcohol isopropilico:
agua ( 3:1 ). El filtro se secaba posteriormente en una estufa

KOWELL a 80°C durante 24 h y se volvia a pesar. De la diferencia

de pesos se obtenia la concentracidn de alginato.



2.10.7.- Determinacibén de la razbén C/N.

Se centrifugaban entre 20-50 ml de cultivo a 9.000 x g
durante 10 min a 0-4°C. El precipitado se lavaba con agua des-..
tilada y se centrifugaba de nuevo, operacién que se repetia
dos veces mids. Tras este tratamiento, el precipitado resultan-
te se traspasaba a un tubo de vidrio reforzado que se secaba
en una estufa KOWELL a 80°C durante 3 dias. Después de este
tiempo, el tubo se colocaba en un desecador donde se enﬁtﬁihhg
ta temperatura ambiente. Una vez frio, el material seco se pe-
saba en contenedores de estafio para la determinacién de carbo
no ( C) y nitrégeno ( N ). A continuacidn, las muestras asi
obtenidas se disponian en un revdlver de un analizadosCARK)Eg
BA STRUMENTAZIONE 1106 conectado a un integrador HEWLETT-PAC-
KARD 3390A. Las muestras debian pesar entre 500 y 1500 ug y los
contenedores de estano eran lavados previamente con cloroformo
y acetona para eliminar posibles residuos orgdnicos, secdndose

a continuacidén en una estufa a 80°C.

Los anélisis, que se efectuaron por triplicado, se hicie

ron utilizando los siguientes ccompuestos como patrones:

Patrdn Proporcibn tedrica ( % )
C N H

Ciclohexanona 2,4~ dinitro-

fenilhidrazona 51,79 20,14 5,07

Sulfanilamida 41,84 16,27 4,68

En cada tanda de andlisis se colocaron los dos patrones,

también en una cantidad entre 500 y 1500 ng, en contenedores in



dependientes, emple&ndose como blanco un contenedor vacio.

2.10.8.- Determinacidn del consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno se determind en una unidad de elec
trodo de oxigeno HANSATECH conectada a un registrador PHILIPS PM
8251. I1a suspensién celular que se colocaba en la c@mara de la u
nidad contenia 20-30 ug de proteina/ml. Antes de cada ensayo el
eléctrodo se calibraba utilizando agua recién destildda satura
da de aire para determinar el 100% de oxigeno y la misma agua

mis unos cristales de ditionito para el 0%.

2.10.9.- Determinacibén de proteina.

La determinacidn de proteina se llevd a cabo por el mé-
todo de Lowry et al, ( 1951 ), con las modificaciones de Mark-

well et al, ( 1978 ), utilizando ovoalbfimina como patrén.

2.10.10.- Andlisis de ADN por electroforesis en gel de agarosa.

2.10.10.1.- Andlisis del contenido en plédsmidos de varias cepas

de A. chroococcumn.

Del ADN aislado como se describe en el apartado 2.7.1.,
se tomd una alicuota y se le afiadid un volumen igual de solu-
cién F-SUDS compuesta por: Ficol 400, 10%; NaZ—EDTA, 0,1.M; SDS,
2%; azul de bromofenol y tampdn Tris-acetato ( TAE ) constitui

do por 0,04 M de Tris-acetato y EDTA 1 mM, pH 8,0.



La muestra asi preparada se sometia a electroforesis ho
rizontal a 80 V durante 18 h a 3°C en gel de agarosa ( Sigma, ti
po I ) al 0,7% ( p/v ), de 11,5x18,5 cm de tamafno, sumergido en

tampdn TAE.

Tras la electroforesis, el &cido nucleico en el gel, se
terila con bromuro de etidio ( 0,25 pug/ml ) durante 1 h. Tras des
tefir en agua, se visualizaban las bandas iluminando con luz ul

travioleta de onda corta.

2.10.10.2.- Analisis de los fragmentos de ADN obtenidos tras la

digestidn: con endonucleasas.de restriccidn.

Una alicuota de las muestras de ADN obtenidas como se.in
dica en 2.8. se mezclaba con el mismo volumen de F-SUDS, descri
to en 2.10710.1. vy se sometia a electroforesis horizontal tal
como se indica en el apartado anterior pero los geles contenian
agarosa al 0,8% ( p/v.) y el voltage utilizado fue de 30-40 v du
rante una noche , a temperatura ambiente. Como patrones se uti
lizaban wuna muestra de ADN constituida por fragmentos de tama-
no conocido, obtenido comercialmente, y ADN del fago A, también
obtenido comercialmente, digerido previémente con la enzima Hind

ITI.

Una vez realizada la electroforesis, la tincidn de las ban

das se realizd como se describe en el apartado anterior.



2.11. - TECNICAS EXPERIMENTALES.

2.11.1.- Determinaciones espectrofotométricas.

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron
en un espectrofotdmetro BAUSCH-LOMB, modelo Spectronic 100 o

PYE UNICAM SP-8-150 UV/VIS de doble haz.

2.11.2.- Medidas de pH.

El pH de las disoluciones se determind .con un medidor de

pH BECKMAN, modelo Expandomatic SS 2 o RADIOMETER pHM 82.

2.11.3.- Medidas de flujos gaseosos.

El flujo de los gases utilizados se ha medido con un me -
didor de flujo marca FISCHER AND PORTER, FP 1/8-12-6-5/36, con

flotador de zafiro.



REACTIVOS

ADP, L-glutamato deshidrogenasa ( tipo II de hfgado de
vaca ), MOPS, MSX, MSF, DON, tricina, ovoalbfimina, Hepes, te-
traciclina, kanamicina y rifampicina, eran de Sigma Chemical
Co.,St Louis ( EEUU ). E1 NADPH era de. Boehringer, Manheim
( R.F.A. ). Las enzimas de restriccién vy la ligasa de T4 eran
de Boehringer o de Bethesda Research Laboratories ( EEUU ).
Para los medios s&lidos se utilizé Bacto-agar Difco, 1la bacto
triptona y el extracto de levadura también eran de Difco. La
azaserina y el metilviol6geno eran se SERVA, Heidelberg ( R.
F.A. ). El resto de los productos utilizados procedfan de Merck,

Darmstadt ( R.F.A. ), o de Sigma, St.Louis ( EEUU ).

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador de
vidrio DRA. Los gases utilizados eran de alta pureza y fue-

ron suministrados por la S.E.O.



3. RESULTADOS



3.1. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO Y ENSAYO OP
TIMAS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA DE

A. ehroococecum ATCC 4412,

3.1.1. Efecto de las condiciones de cultivo sobre los niveles

de actividad nitrogenasa en A. chroococcum ATCC 4412,

Los niveles de actividad nitrogenasa que se detectan en
los cultivos de 4. chroococcum ATCC 4412 dependen de las condi
ciones en las que se realizan esos cultivos. Se presentan aqui
los resultados obtenidos en el estudio de la influencia de la
fuente de nitrégeno presente en el medio y de la forma de sumi
nistrar aire, y. por tanto, bxigeno,al cultivo sobre los nive-

les de dicha actividad.

La tabla III muestra la capacidad de crecimiento de A.
chroococcum ATCC 4412 en medio BS s6lido, en presencia de di-
versas fuentes de nitr&geno combinado bajo una atmdésfera de Ar:
O2 ( 79%:21% ) carente, por tanto, de N2. Se observa que .esta
bacteria tan sblo puede utilizar como fuente de nitrégeno com
binado las sales nitrato potdsico y acetato ambnico, y los ami
no&cidos glutamina y asparragina, siendo incapaz de utilizar el
resto de los aminodcidos estudiados. Es muy probable que el cre
cimiento observado en presencia de glutamina y asparragina sea
debido al amonio presente en las disoluciones de estos aminod-
cidos, que se produce por hidrdlisis del grupo amido de ambos .
Los aminodcidos glicina e histidina resultaron inhibidores pa-

ra el crecimiento. La otra fuente de nitrégeno que resultd inhi



Tabla III. Crecimiento de A. chroococcumATCC 4412 en medio BS
s6lido suplementado con diversas fuentes de nitrdgeno y en pre

sencia de una atmdsfera de Ar:O2

Fuente de nitrdgeno ‘ Crecimiento
Ninguna +
Arginina +
Alanina +
Fenilalanina +
Leucina +
Serina +
Triptéfano +
Metionina +
Asparragina ' ++
Prolina +
NaNO2 -
KNO3 +++
Glutamato +
Glutamina ++
Histidina -
NH4OOCCH3 +++
Treonina +
Glicina -

Todos los compuestos nitrogenados se esterilizaron por
filtracidén. Se realizé un cultivo de 4. chroococcum: ATCC 4412
en medio BS liquido del que se puso una alicuota del mismo vo
lumen en placas conteniendo medio con las distintas fuentes
de nitrbégeno. Estas placas se incubaron durante 4 dias a 30°C
en camaras herméticamente cerradas en las que se reemplazd la
atmdsfera aérea normal por una mezcla de Ar:0, (79%:21%) . Los
aminodcidos se anadieron a concentracidn final de 1 mg/ml; el

KNO3 y el NH40202H3, a 10 mM y el NaNO, a 1 mM.



bidora del crecimiento fue el NaNO2 ( 1 mM ). Este hecho no
resulta sorprendente pues se han descrito efectos negativos del
‘nitrito sobre varios aspectos del metabolismo celular en diver-

sos organismos ( Larsson y Andersson, 1981; Purczeld et al, 1978).

En la tabla IV se muestran los niveles de actividad nitroge-
nasa observados en presencia de las fuentes de nitrdgeno utili
zables por A. chroococcum ATCC 4412 | ge observa gue @inicamente
en presencia de dinitrdgeno se alcanzan altos niveles de acti

vidad nitrogenasa.

Finalmente, se ha estudiado la influencia de la forma de
‘suministrar aire al cultivo sobre la evolucidn y los niveles de
de la actividad nitrogenasa. La Figura 1 muestra que la activi
dad es tres veces mayor cuando al cultivo se le burbujea aire
estéril ( a un flujo de 300-400 ml/min ), que cuaﬁdo se mantie
ne en agitacién ( 150 rpm ). Por lo demds, la evolucidn de ac-
tividad a lo largo del crecimiento es similar en ambos casos
y muestra un midximo a D.Oggy= 0,5 - para el cultivo con agitacidn,
mientras en el cultivo al que se burbujea aire, el miximo de
actividad se mantiene durante mds tiempo (- D.Qggy=70,5 = 0,1 ).,
En ambos casos, tras el méximo, se observa un descenso de acti
vidad hasta hacerse prdcticamente indetectable. Si a estas c@
lulas las sometemos a una aireacidén intensa, la actividad ni
trogenasa resulta detectable de nuevo ( resultados no mostra-
dos ), esto sugiere que, cuando el cultivo alcanza una alta den
sidad celular, el oxigeno empieza a ser limitante y causa el

descenso de los niveles de actividad nitrogenasa.



Tabla IV. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el nivel ce-

lular de actividad nitrogenasa en A. chroococcum ATCC 4412

Fuente de nitrégeno Actividad nitrogenasa

(nmol C2H4/minomg proteina)

N2 (aire) 183
KNO3 (10 mM) 5
(NH4)ZSO4 (5 mM) 0

Células procedentes de un cultivo realizado en medio
BS se cultivaron en medios con las fuentes de nitrégeno indi-
cadas. En fase exponencial del crecimiento se tomaron alicuo-

tas de 2 ml en las que se determind la actividad nitrogenasa.
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Figura l. Efecto de las condiciones de cultivo de 4. chrooco-
ccumATCC 4412 sobre la evolucidn de la actividad nitrogenasa.

Los simbolos abiertos representan la actividad nitrogenasa(A)

y el crecimiento (o), determinado como aumento de la D.O.sggq,
en un cultivo de A. chroococcum ATCC 4412 en medio BS al que
se suministrd aire mediante agitacidn (150 rpm). Los simbolos
cerrados expresan actividad nitrogenasa (A ) y crecimiento (e)

cuando el aire se suministrd mediante burbujeo.



3.1.2. Determinacibén de las condiciones &ptimas para el ensayo

de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412.

En el apartado anterior hemos visto la gran incidencia
que tiene la p02 del cultivo sobre los niveles y el comportamien-

to de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412.

-Los experimentos en los que se ha estudiado la regulacibn
de esta actividad, requerian una produccién de etileno lineal.
durante al menos 2 horas. Como el matraz en el que se realiza
el ensayo estd cerrado, hemos estudiado las condiciones &ptimas
de modo que la pO2 sea lo suficientemente elevada para que el
oxigeno no sea limitante en el tiempo de duracidn del ensayo,

Yy que , al mismo tiempo, no resulte inhibidora de la propia ac

tividad.

En primer lugar, se ha fijado la densidad celular de la
muestra para el ensayo. Hemos elegido una concentracidn de pro
teina en torno a 70 ug/ml, que es la concentracibén con la que

se observa el miximo de actividad en el cultivo ( Figura 1 ).

Un factor que, como hemos dicho, resulta muy critico en
el ensayo de la actividad nitrogenasa, es la pO2 ( Drozd y Post
gate, 1970a). Dado que la ro, Optima para el enéayo es, a su vez,
dependiente de las condiciones en las que se realiza el culti-
vo ( Drozd y Postgate, 1970b ), nosotros hemos establecide la
Optima para nuestras condiciones. Otro factor que influye en
el ensayo de la actividad es la agitacidn a la que se somete la

mezcla de reaccidn, ya que repercute en la velocidad de disolu



cidén del oxigeno en el medio. También se ha estudiado la in-~
fluencia del medio liquido en el que se resuspenden las célu
las sobre la actividad nitrogenasa. En la Tabla V se presenta
la actividad nitrogenasa obtenida con células resuspendidas
en diferentes medios, todos ellos a pH 7,5 y suplementados con
sacarosa al 1% ( p/v ), asi como en medio de cultivo BS, ya des
crito en Materiales y M&todos, cuyo pH es también 7,5. El tam
pdn MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 y el medio BS, resultaron ser los

mas adecuados. .

La agitacidn S6ptima para el ensayo resultd ser de 100

oscilaciones por minuto ( Tabla VI ).

La Figura 2 muestra el efecto de lapr2 sobre el ensayo .
de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412, Para
todas las pO, se utilizd la égitacién de 100 oscilaciones por
minuto y la muestra contenia 60 ug de proteina/ml. En estas

condiciones la p02 més adecuada resultd ser del 20%.

Estas condiciones de ensayo permiten una produccidn de
etileno que es lineal practicamente desde el comienzo del mis

mo y que se mantiene durante al menos 2 horas.



Tabla V. Efecto de la naturaleza del medio en el que se resus-
penden las cé&lulas sobre el ensayo de la actividad nitrogenasa

de A. ehroococcum ATCC 4412.

Actividad nitrogenasa

Medio
(nmol C2H4/min.mg proteina)
MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 110
Tris-HC1l, 50 mM, pH 7,5 30
Fosfato 50 mM, pH 7,5 50
Medio BS 133

Células cultivadas en medio BS libre de nitrdgeno se re
cogieron por centrifugacidn, se lavaron una vez con el medio
correspondiente y se resuspendieron en el mismo medio a una
densidad celular de 70 ug de proteina/ml. Todos los medios con
tenian sacarosa al 1% (p/v). La actividad nitrogenasa se deter
mind como se describe en Materiales y Mé&todos.



Tabla VI. Efectos de la agitacidn sobre la actividad nitroge-

nasa de A. chroococcum ATCC 4412

Agitacidn Actividad nitrogenasa
(oscilaciones-min_l) : (nmol C2H4/min°mg proteina)
70 114
85 140
100 | 151
150 5

Células cultivadas en medio BS se recogieron por centri
fugacidn, se lavaron una vez con medio BS y se resuspendieron
en el mismo medio a una densidad celular de 60 Hg de protei -
na/ml. El ensayo de la actividad nitrogenasa se realizd con

las agitaciones indicadas.
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Figura 2. Efecto de la pO, sobre la actividad nitrogenasa de
A. chroococcum ATCC 4412, R

El ensayo de la actividad nitrogenasa se realizd como se des-—
cribe en el apartado 2.3.5. de Materiales y Métodos. La atmbs-
fera normal de los matraces Erlenmeyer se remplazd por una mez-
cLa:keArib; en la que la pO, era la indicada en cada caso. Las

suspensiones celulares contenian 60 pg de proteina/ml.



3.2. REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO EN Azotobacter.

Una caracteristica esencial de cualquier organismo es la
capacidad de regular sus procesos bioquimicos en respuesta a

cambios en las condiciones ambientales y nutricionales.

Ya vimos en Introduccidn que el proceso de la fijacidn
de nitrbégeno resulta extremadamente costoso para los microor-
~ganismos que lo realizan, tanto por la demanda de ATP como por
el requerimiento de poder reductor. No es de extrilar, por tan
to, que la actividad y la sintesis de la nitrogenasa estén so

metidas a una regulacién muy precisa.

- En este apartado se presentan resultados acerca del pa
pel que juega el amonio, producto de la reduccidn del nitrdge
no, en la regulacidén de la actividad nitrogenasa de Azotobac-

ter chroococcum.

3.2.1. Papel del amonio en la regulacibn de la actividad ni-

trogenasa de ' A chroococcum ATCC 4412.

3.2.1.1. Efecto del amonio sobre los niveles celulares de ni-

trogenasa.

La tabla IV del apartado anterior muestra que 4. chroo
coccum ATCC 4412 cultivado en medio con amonio como fuente de

nitrdégeno, carece de actividad nitrogenasa.



3.2.1.2. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa.

Ademés del efecto descrito anteriormente, que afecta a
los niveles celulares de actividad nitrogenasa y al que se de-—
nomina efecto a largo plazo, o sobre la sintesis de la enzima,
el amonio ejerce un segundo efecto sobre la nitrogenasa. Este
efecto se ménifiesta muy poco después de afadir el idn a la sus
pensibn celular y afecta a la actividad enzimdtica ( Figura 3 ).
El experimento que se presenta en esta figura permite observar
también las dos caracteristicas ' fundamentales de esta inhibi-
cidn; en primer lugar, ésta depende del consumo del ién y, en
segundo lugar, la inhibicidn tiene carécter reversible, ya que
la actividad se recupera una vez que el amonio ha sido consu-

mido.

El grupo de experimentos que se describe a continuacibn
se ha realizado con el objeto de estudiar el mecanismo por el
que ‘ocurre la inhibicidén de actividad nitrogenasa que acabamos

de describir.

3.2.1.3. Efecto de diversos inhibidores de la ruta GS/GOGAT so
bre la inhibicién por amonio de la actividad nitroge-

nasa de A. chroococcum ATCC 4412.

Para dilucidar si el amonio inhibe la actividad nitroge
nasa per se o a través de productos derivados de su asimilacidn,
una aproximacidén experimental empleada ha consistido en uti-'

lizar cé&lulas en las que la asimilacidén del amonio ha sido blo
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Figura 3. Inhibicidén de la actividad nitrogenasa de A. chroo-

coccum ATCC 4412 por NHZ y su reversidn una vez consumido el

idn.

El experimento se realizd como se describe en Materiales y Mé-
todos, apartado 2.5. A dos de las muestras se anadid NH4Cl,
0.3 mM, en una de ellas se determind la actividad nitrogenasa
(o) vy en la otra el consumo de amonio (A). Paralelamente se

determind la actividad en un control sin adiciones(e®).



queada por tratamiento con inhibidores de alguna 'de las en

zimas implicadas en dicha asimilacidn.

De las diferentes rutas para la asimilacién del amonio
~que se han descrito  ( Miflin y Lea, 1976; Tyler, 1978 ), en A.
chroococcum ATCC 4412 tan s6lo se ha detectado la constituida
por las enzimas glutamina sintetasa/glutamato sintasa, abrevia

damente GS/GOGAT ( B&rcena, 1980 ).

En este trabajo se han utilizado diversos inhibidores de
ambas enzimas. Uno de estos ha sido la L-metionina-D,L-sulfo-
ximina ( MSX ), que es un inhibidor competitivo de la glutami-
na sintetasa ( Meister, 1980 ), cuya efectividad ha sido des
crita en diversos microorganismos ( Brenchley, 1973; Gordon y

Brill, 1974 ).

La Tabla VII muestra el efecto de distintas concentracio-
nes de MSX sobre la actividad glutamina sintetasa de 4. chroo
cocecum ATCC 4412. Se observa que tras 40 min de tratamiento,
la inhibicidn de la actividad es total cuando la concentracidn

de MSX es de 5 mM.

La adicidn de NH4C1 ( 5 mM ) a una suspensidén de células
tratadas con MSX, y, por tanto, con la glutamina sintetasa inac
tiva,no tiene ningfin efecto inhibidor sobre la actividad nitro-

genasa de A. chroococcum ATCC 4412 ( Figura 4 ).

La segunda reaccidn de la ruta GS/GOGAT consiste en la
transferencia del grupo amido de la glutamina al 2-oxoglutarato
para formar glutamato, reaccidn catalizada por la glutamato sin-

tasa. Se han descrito inhibidores de esta enzima, entre ellos,



Tabla VII. Efecto de distintas concentraciones de MSX sobre

la actividad glutamina sintetasa de A. chroococcum ATCC 4412

MSX Actividad glutamina sintetasa
(mM) (2)
0 100
0,05 60
0,5 37
1 19
5 0

Células cultivadas en medio BS se recogieron por cen-
trifugacidn, se lavaron con medio fresco y se resuspendie -
ron en el mismo medio suplementado con las concentraciones
de MSX que se indican. La actividad glutamina sintetasa se
determind tras 40 min de incubacidn en estas condiciones,
con agitacidén. La actividad de la suspensidn sin MSX (18,5

mU/mg de protefna) se considera 100%.
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Figura 4. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa de

cé€lulas de A. chroococcum ATCC 4412 pretratadas con MSX.

Antes de iniciar el ensayo de actividad nitrogenasa, las célu-
las fueron incubadas en presencia de MSX, 5 mM, con agitacidn
durante 15 min. A una de las muestras se anadid NH4Cl,f5mM, al
tiempo indicado en la figura( o). Paralelamente se determind

la actividad nitrogenasa en un control sin adiciones (®).



la azaserina ( Prusiner y Stadtman, 1973 ) y la 6-diazo-5-oxo-
L-norleucina ( DON ). Otros inhibidores de esta enzima lo son
también de la glutamina sintetasa, este es el caso de la metio

nina sulfona ( MSF ) ( Brenchley, 1973 ).

Se ha estudiado el efecto del amonio sobre la actividad
nitrogenasa ‘de células pretratadas con una concentracidén 5 mM
de estos inhibidores, durante 15 min. Los resultados obtenidos
se presentan en la Tabla VIII en la que se observa que el pre-
tratamiento con cualquiera de éstos, protege -~ a la nitroge-
nasa de la inhibicidn por amonio. Estos resultados confirman
los obtenidos con MSX y muestran que el amonio tiene gque ser
asimilado para ejercer la inhibicién de la actividad nitroge-

nasa en A. chroococcum ATCC 4412.

Ya se ha descrito anteriormente gue la inhibicidn de la
actividad nitrogenasa por amonio es reversible ( Figura 3 ).
En cé&lulas de A. chroococcum ATCC 4412, cuya actividad nitro

~genasa ha sido inhibida por amonio, el tratamiento con estos

inhibidores debe provocar, al impedir la asimilacidén del idn,
una situacién en la célula semejante a la que se produce cuan
do el amonio se consume totalmente. La figura 5 muestra, para
el caso de la MSX, que la adicién del inhibidor producelra.qi
pida reversidn de la actividad nitrogenasa, previamente inhi-
bida por amonio. El tiempo que tarda en producirse la rever--—
$idn, unos 20 minutos, es el que se requiere para que la MSX

promueva un alto grado de inhibicidn de la glutamina sinteta

sa. Experimentos similares a éste se han realizado con los inhi

bidores azaserina, DON y MSF. Los resultados obtenidos se resumen



Tabla VIII. Proteccidn con inhibidores de la ruta GS/GOGAT de
la inhibicibén por amonio de la actividad nitrogenasa de A.

choroococcum ATCC 4412

Actividad nitrogenasa

Tratamiento ‘ .
(nmol C2H4/min-mg proteina)

Azaserina 66

Azaserina + NH4C1 56

MSF 112

MSF + NH4C1 112

DON 53

DON + NH4C1 53

Las condiciones experimentales son las descritas en la
Figura 4. Los inhibidores fueron anadidos a concentracidn de
5 mM. El1 NH,C1, también 5 mM, se anadié 20 min después de ha-
berse iniciado los ensayos.
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Figura 5. Reversidn por MSX del efecto inhidor del amonio so-

bre la ‘actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412,

El experimento se realizd con tres muestras de la suspensidn
celular (72 pg de protefna/ml). A los tiempos indicados se
anadid NH4Cl, 5mM, (0) o NH4C1, 5 mM, vy MSX, 5 mM, (A). Pa-

ralelamente se determind la actividad en el control sin adi-
ciones.(@®).



en la Tabla IX. Cabe destacar que la recuperacidn de la activi
dad no es en ningfin caso del 100% y que la azaserina esvsensi
blemente menos efectiva que el resto de los inhibidores estu-

diados.

3.2.1.4. Efecto de los inhibidores de la ruta GS/GOGAT sobre el

consumo de amonio en A. chroococcum ATCC 4412.

Los resultados mostrados anteriormente sugieren que la
inhibicidn de la actividad nitrogenasa por amonio a‘tiempo cor
to requiere, no s6lo la entrada del i6n al interior celulaxr si
no su asimilacién. Sin embargo, este efecto_inhibitorio ha si-
do explicado por Laane et al( 1980 ), en base a que el amonio,
dada su naturaleza catiénica, provocaria una disminucién del
potencial de membrana que seria la responsable de la inhibi-

cidn de la actividad nitrogenasa en A. vinelandiZ.

A la luz de esta propuesta es interesante estudiar‘el
efecto de los inhibidores de la ruta GS/GOGAT sobre el consu
mo de amonio en A. chroococcum ATCC 4412 para tratar de discer
nir si . estos inhibidores afectan sélo a la asimilacidn del ién
o también a su entrada al interior celular. En la E;gﬁra(ise
observa que la adicidn de MSX, 5 mM, ho s6lo inhibe el consu-
mo de amonio, sino que tras un tiempo corto, tiene lugar la ex
crecidn del idén al medio extracelular. Se ha estudiado también
el efecto de otros compuestos nitrogenados sobre el consumo de
amonio en esta bacteria. La Tabla X muestra que, al igual que

la MSX, la MSF es un inhibidor efectivo del consumo de amonio,



Tabla IX. Reversidn de la inhibicidén por amonio de la nitro-

genasa de A. chroococcum ATCC 4412 con varios inhibidores de

la ruta GS/GOGAT

Inhibidor Reversidn (%)
Ninguno 0
MSX 63
MSF 70
Azaserina 20
DON 60

Las condiciones experimentales son las descritas en la
Figura 5. En cada caso se considera 100% de actividad la ta-
sa de produccidn de etileno anterior a la adicibén del amonio.
Tanto los inhibidores como el NH4C1 fueron anadidos a concen
tracidén de 5 mM.
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Figura 6. Efecto de la adicidn de MSX sobre el consumo de amo-

nio por células de A. chroococeum.ATCC 4412.

El experimento se inicid por la adi¢ién de NH4Cl. El consumo
de amonio se determind como se indica en el apartado 2.4 de
Materiales y Métodos en una suspensidn sin adiciones (@) o
con la adicidn de MSX,. 5 1M, (&3) cuando indica la flecha. La

suspensidn celular contenia 70 pg de proteina/ml.



Tabla X. Efecto de diferentes compuestos nitrogenados sobre

el consumo de amonio ‘por ‘4. chroocoeccum ATCC 4412

Compuesto anadido Consumo de amonio

(%)
Ninguno 100
MSX 0
MSF | 0
Azaserina 61
Glutamina ‘ | 77
Glicilglicina 100

Las condiciones experimentales son las descritas en la
Figura 6. Los compuestos MSX, MSF, DON, azaserina y glicil -
~glicina se anadieron a una concentracidén de 5 mM, la glutami
na a 10 mM. Sé considera una tasa de consumo del 100% a la
determinada en cada caso antes de afadir el compuesto nitro-
~genado. |



mientras que la azaserina tan s6lo lo inhibe parcialmente. Es-
te hecho puede explicar la menor eficiencia de la azaserina en
la reversidn de la actividad nitrogenasa una vez inhibida ésta
por amonio, que es fGnicamente del 20%, siendo las reversiones

promovidas por MSX y MSF del 70% aproximadamente ( Tabla IX ).

Otros compuestos nitrogenados, como la glutamina .o la
~glicilglicina, que no son inhibidores de la glutamina sinteta-

sa, tienen escaso efecto inhibidor sobre el consumo de amonio.

La posibilidad de que estos . inhibidores de la ruta GS/
GOGAT y otros campuestos nitrogenados andlogos de la glutamina,
inhiban lé propia entrada del amonio al interior celular ha si
do propuesta por Jayakumar y Barnes ( 1984 ), para 4. vinelan
diz. La misma propuesta ha sido hecha en Anabaena flos-aquae
para el caso concreto de la MSX ( Turpin et al, 1984 ). Estas
propuestas abren la posibilidad de que la falta de efecto inhi
bidor del amonio sobre la nitrogenasa en células tratadas con
estos inhibidores se deba a que el i6n no sea transportado al

interior celular mi&s gue a su no asimilacidn.

Para aclarar este punto, se buscaron condiciones que
demostraran la existencia de amonio en el interior celular en
células tratadas con el inhibidor MSX. Ya vimos en el experi-
mento que se muestra en la Figura 6, que,como consecuencia del
tratamiento con MSX, se observa un aumento de la concentracién
de amonio en el medio extracelular. Los datos que se presen-
tan en las Figuras 7 y 8, demuestran que el amonio excretado

se debe a la fijacidn de N2. Asi, si a células de A. chrooco-
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Figura 7. Efecto de la adicidn de MSX sobre el consumo de amo-
nio por células de A. chroococeum ATCC 4412 en presencia de una
atmbsfera de Ar:0,.

Células cultivadas en medio BS se recogieron por centrifugacidn,
se lavaron con tampdn MOPS—KOH; 50 mM, pH=7,5 y se resuspendie-

ron en el mismo tampdn suplementado con sacarosa 13 ( p/v). Los

ensayos se realizaron en matraces Erlenmeyer cerrados hermeti- -
camente en los que la atmbsfera normal se reemplazd por una
mezcla de Ar:0, (79%:21%) y se iniciaron por la adicidnde NH
El consumo se determind en una muestra sin adiciones (@) o
con la adicidn de MSX, 5 mM, (©0), donde se indica con la fle-

cha. La suspensidn celular contenia 70 ug de protefna/ml.

4Cl.
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Figura 8. Efecto del acetileno sobre la excrecidn de amonio

al medio por células de A. chroococcum ATCC 4412 tratadas con
‘MSX.

El experimento se realizd en matraces Erlenmeyer como se indi-
ca en la figura anterior. Donde indican las flechas a ambas
muestras se les.anadid MSX?S mM, sin acetileno (o), o conace-
tileno, 10% (v/v), (e®). La suspensidn celular contenia 70 ug
de proteina/ml.



ccum ATCC 4412 consumiendo amonio, se les afiade MSX, y el ex-
perimento se realiza con una atmbsfera de Ar:O2 ( 79%:21% ), 1i
bre de nitrdgeno, el consumo de amonio sSe inhibe, pero la con-
centracidn extracelular de amonio no aumenta ( Figura 7 ). Si
el experimento se realiza con una atmdésfera normal, es decir,
en presencia de N2, pero al anadir MSX, se ahade también ace-
tileno, 10% ( v/v ), que inhibe la fijacién de nitrdgeno, tam
poco se observa aumento en la concentracidn extracelular de amo-

nio.

A partir de estos datos, cabe deducir que en las célu-
las tratadas con MSX, se estaria reduciendo N2 hasta amonic me-
diante la nitrogenasa, y &ste, al no poder ser asimilado, se
acumularia en el interior celular, sin inhibir la actividad ni
trogenasa, y posteriormente se empezaria a excretar al medio

extracelular.

3.2.1.5. Efecto de la metilamina sobre la actividad nitrogena

sa.

La metilamina es un anidlogo del amonio que,debido a la
posibilidad de ser marcado con 14C, se ha utilizado mucho en
estudios de transporte de amonio en diferentes microorganis-

mos ( Kleiner, 1985 ).

Recientemente, estudios llevados a cabo por diferentes
~grupos en A vinelandii, han puesto de manifiesto que la metil
amina no se acumula como tal en el interior celular, sino que

es transformada por la glutamina sintetasa para dar y-glutamil



metilamida, que no puede sequir siendo metabolizada y se acumu
la ( Barnes et al, 1983; Moore y Gordon, 1984 ). Estos fesulti
dos ponen en duda la posibilidad de estudiar el transporte de
amonio utilizando este an&logo, dadq que el 14C acumulado en
el interior celular corresponde mayoritariamente a la y-gluta-
milmetilamida y no a la metilamina. En otros microorganismos
también se ha observado acumulacién de -este compuesto -, tal
es el caso de Rhizobium (Gober y Kashket, 1983 ) o Rhodopseudo

monas capsulata ( Yoch et al, 1983 ).

A vinelandii, por tanto, no puede utilizar metilamina
como fuente de nitrSgeno. La Figura 9 muestra que A. chroococcum
ATCC 4412 es también incapaz de crecer en presencia de metila

mina como finica fuente de nitrégeno.

La tabla XI muestra el escaso efecto inhibitorio de la
metilamina sobre la actividad nitrogenasa, ya que son necesa-
rias concentraciones elevadas del i6én ( 10-20 mM ) para lo-

rar una inhibicidn del 25% aproximadamente.
p
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Figura 9. Crecimiento de A.chkroococcum ATCC 4412 con NH,Cl o
metilamina como fuente de nitrdgeno.

Células procedentea de un cultivo trealizado diazotréficamente
se inocularon en medio BS sin suplementar (o) o suplementado
con NH4C1, 10 mM, (A) a los que se burbujeaba aire estéril,
O bien, una mezcla de Ar:0, (79%:21%) sin suplementar (m) o

2
suplementado con NHZCHgEBl, 10mM, (e@).



Tabla XI. Efecto de la metilamina sobre la actividad nitroge-

nasa de A. chroococcum ATCC 4412

Metilamina - Actividad nitrogenasa
(mM) (%)
0 100
1 100
5 100
10 80
20 72

Células cultivadas en medio BS se recogieron por centri
fugacidn, se lavaron con medio fresco y se resuspendieron en
el mismo medio a una densidad celular de 65 ug de proteina

-1
ml

mina a las concentraciones indicadas. Se considera 100% de ac

. A los 30 min de iniciado el ensayo se anadidé la metila-

tividad, la tasa de produccibn de etileno anterior a la adi -
cidn de la metilamina.



3.2.2. Regulacidn de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum

ATCC 4412 por nitrato.

Los resultados presentados en el apartado 3.2.1., en los
que se describe el efecto inhibitorio del amonio sobre la acti
vidad nitrogenasa de 4. chroococcum ATCC 4412, sugieren que el
i6n no ejerce la inhibicién per se, sino que requiere ser asi-
milado mediante la participacidn de las enzimas GS/GOGAT y que
son productos derivados de esta asimilacién los responsables

de la inhibicidn.

Estos datos permiten formular una hipbtesis segln. la .
cual altos niveles celulares de metabolitos carbono-nitrége-
no, estado al que se llegaria como consecuencia de la asimila
cién de amonio, darian lugar a una situacidn inhibitoria de la
actividad nitrogenasa, mientras que condiciones en las que los
niveles de estos metabolitos sean bajos, implicarian un estado

no inhibitorio de la actividad.

Como se describe en Introduccibn, A chroococcum es una
bacteria que ademds de NZ’ puede utilizar nitrato, nitrito
( si es afadido a baja concentracién ) y amonio como fuentes

de nitrbgeno. T

El nitrato, al igual gue el amonio, inhibe la sinfesis
de nitrogenasa. Por otro lado, el nitrato es inductor de la
sintesis de nitrato reductasa y nitrito reductasa, necesarias
para su propia asimilacién en A. chroococcum'ATCC 4412 ( Revi

lla et al, 1985 ). Asi pues, una caracteristica importante de



la fijacidn de nitr6geno en A. chroococcum, es que es incompa
tible con la asimilacidn de nitrato, de modo que cé&lulas culti
vadas diazotr6ficamente, carecen de las reductasas de nitrato
Y nitrito y, por el contrario, células cultivadas en presencia

de nitrato, carecen de actividad nitrogenasa.

Si el amonio ejerce la inhibicdidén de la actividad nitro
genasa mediante productos de su asimilacidn, el nitrato, que
es reducido a nitrito y amonio para ser asimilado, también de

be ejercer inhibicidn sobre la actividad nitrogenasa.

Para el estudio del efecto del nitrato sobre la activi
dad nitrogenasa es necesario encontrar condiciones experimen-
tales en las que las cé&lulas de A. chroococcum ATCC 4412 ten=
gan, simult&neamente, capacidad de asimilar nitrato y de fijar
nitr6geno. En este apartado se presentan resultados referentes
al establecimiento de estas condiciones experimentales y el pos
terior estudio de la regulacibén de la actividad nitrogenasa

por nitrato y nitrito.

3.2.2.1. Obtencién de células de 4. chroococcum ATCC 4412 con

5 ¥ de consumir nitrato simultéa-

capacidad de fijar N

neamente.

Se han puesto a punto dos métodos de obtencidn de célu
las con actividad nitrogenasa que simultaneamente exhiben ca
pacidad de consumo de nitrato. El primero de ellos consiste en

incubar en presencia de KNO 10 mM, células de A. chroococcum

3!



ATCC 4412 cultivadas diazotr6ficamente. En la tabla XII se observa que a
la progresiva disminucidn de los niveles de actividad hitrogg
nasa ( 55% de la actividad inicial a las 3 horas de incubacién )
acompana la induccién de la capacidad de consumo de nitrato ( 66,2
nmoles de nitrato/min. mg de proteina tras 3 horas ). Asi puesg
mediante la incubacidén durante un periodo de 2-3 h en las con-
diciones descritas, se obtienen células en las gque ambas acti-

vidades son facilmente detectables.

El segundo método utilizado consiste en incubar células
de A. chroococeum ATCC 4412, que han sido cultivadas en presen
cia de KNO3, en medio libre de nitrS6geno combinado. La Figura
10 muestra la evolucidn de ambas actividades. Se observa que
la induccibén de la actividad nitrogenasa va acompahada por un
descenso de la capacidad de consumo de nitrato. Con este pro-
cedimiento basta una incubacibén de unos 30 minutos para obte-

ner células en las que ambas actividades son facilmente detec

tables.

3.2.2.2. Efecto del nitrato sobre la actividad nitrogenasa de
células de A. chroococcum ATCC 4412 con capacidad de.
consumo de nitrato y actividad nitrogenasa simulta-

neamente,

La Figura 11 muestra que la adicidn de KNO3, 5 mM, a
una suspensidn de células de A chroococcum ATCC 4412 culti-
vadas en medio BS libre de nitr6geno combinado y, por tanto,

incapaz de asimilar nitrato, no ejerce efecto ihibidor alguno



Tabla XII. Efecto del nitrato sobre los niyeles de actividad
nitrogenasa y de consumo de nitrato de 4. chroococcum ATCC

4412 cultivadas diazotrdficamente

Tiempo Consumo de nitrato Actividad nitrogenasa
(h) (nmol Nog/min'mg proteina) (%)
0 0 100
1 0 82
2 37,5 53
3 66,5 55

Células cultivadas en medio BS se recogieron por centri
fugacidn, se lavaron con medio fresco, se resuspendieron en
el mismo medio suplementado con KNO, (5 mM) y se incubaron en
condiciones de cultivo. A los tiempos indicados se determina-
ron la actividad nitrogenasa y la tasa de consumo de nitrato.
100% de actividad nitrogenasa corresponde a 220 nmol C2H4/min
mg de proteina.
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Figura 10. Desrepresidn de la actividad nitrogenasa y repre-

sidn de la capacidad de consumo de nitrato en células de 42 chrco-
coccum ATCC 4412,
Células cultivadas en medio BS suplementado con KNO, se reco-

3
gieron por centrifugacidn, se lavaron con medio fresco libre

de nitrdgeno , se resuspendieron en el mismo medio y se incu-
baron en condiciones de cultivo. A los tiempos indicados se
tomaron muestras a las que se determind® actividad nitrogenasa

(®) y consumo de nitrato (o).
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Figura 11. Efecto del nitrato sobre la actividad nitrogenasa

de células.de A. chroococcum ATCC 4412 cultivadas diazotré6fi-
camente.

En el momento que indica la flecha se anadib KNOB, 5 mM, (o)
a una suspensidn de células conteniendo 60 pg de proteina/ml.
Paralelamente se determind la actividad en otra muestra de la

misma suspensidn sin adiciones (@ ).



sobre la actividad nitrogenasa. Por el contrario, la Figura 12
muestra que el KNO3 anadido a una concentracidn mucho menor,
0,22 mM, produce una répida inhibicidn de la actividad nitro-
genasa, cuando las c&lulas tienen capacidad de asimilar el idn
Esta inhibicidn, que no llega a ser tan dréstica como la que
promueve el amonio, tiene, sin embargo, las dos propiedadés mis
caracteristicas de la inhibicién producida por este idn, es de
cir, depende de la asimilacidén del nitrato y cesa una vez: el 'idn

ha sido consumido.

Estos resultados suponen un fuerte apoyo para la hipd-
tesis de que el amonio ejerce la inhibicién de la actividad
nitrogenasa a través de su metabolizacién. Nuevo apoyo experi
mental para esta idea se obtiene del = experimento due se
muestra . en la Figura 13 en la que se observa que el nitrato
no ejerce inhibicidén alguna sobre la actividad nitrogenasa de
células de A. chroococcum ATCC 4412 pretratadas con MSX. Es
interesante resaltar que en estas células, el consumo y reduc
cidn de nitrato no se ven afectados ya que la aparicibn de amo
nio en el medio extracelular, como consecuencia de la incapa-
cidad de las cé&lulas de asimilarlo, ocurre de forma estequio-

métrica con la desaparicidn de nitrato del medio. ( Figura 14 ).

3.2.2.3. Efecto del nitrito sobre la actividad nitrogenasa de
células de A chroococcum ATCC 4412 con capacidad de
consumo de nitrato y actividad nitrogenasa simulté-

neamente.
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Figura 12, Efecto inhibidor del nitrato sobre la actividad ni-

trogenasa de A.chroococcum ATCC 4412 con actividad nitrogena-

sa y capacidad de consumo de nitrato. Reversién del efecto una
vez consumido el idn.

De una suspensidn de células con actividad nitrogenasa y capa
cidad de consumo de nitrato se tomaron tres muestras en matra
ces Erlenmeyer cerrados para el ensayo de actividad nitrogena
sa en ausencia (@) o presencia de KNOB, 0,22 mM, (o), anadi
do cuando indica la flecha. También se determind el consumo
de nitrato (A).
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Figura 13. Proteccidn con MSX de la inhibicidn de la activi-

dad nitrogenasa por nitrato en células.de A. chroococcum ATCC
4412,

El experimento se realizd como se describe en la Figura 12

pero las células se incubaron con MSX, 5 mM, durante 15 min
antes de iniciarse el ensayo. La actividad nitrogenasa se de-
termind en ausencia (®), o en presencia de KNO3, 0,25 mM,(0),

que se anadid cuando indica la flecha.
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Figura 14. Consumo de nitrato y excrecidn de amonio al . me-
dio externo por células de A. chroococcum ATCC 4412 pretrata-
das con MSX.

Este es el mismo experimento que se describe en la Figura 13

pero en vez de actividad nitrogenasa, se muestra el consumo
de nitrato (@) y la produccibdn de amonio al medio extracelu-

lar (o).



Los resultados expuestos en el apartado anterior sugie-
ren que el nitrito, que es el compuesto intermedio en la reduc
cidn del nitrato hasta amonio, debe de comportarse exactamente
igual que el nitrato en cuanto a su efecto inhibidor de la ac-

tividad nitrogenasa.

En la Figura 15 se muestra que la adicidn de KNOZ, 0,2
mM, a células de 4. chroococcum ATCC 4412 cultivadas en ausen
cia de fuente de nitrégeno combinado y, por tanto, incapaces
de asimilar nitrito, no tiene ningfin efecto sobre la activi-
dad nitrogenasa. Este experimento, ademls de ilustrar,como en
el caso del nitrato, que en cé&lulas incapaces de asimilar el
idén la actividad nitrogenasa no se afecta por é&ste, muestra
que el nitrito, a las concentraciones utilizadas ( 0,2 mM co-
mo médximo ), no tiene ninglin efecto negativo sobre el micro-
organismo que afecte a la actividad nitrogenasa. A concentra-
ciones mayores ( Tabla III, apartado 3.1.1. ), resulta inhibi
dor para el crecimiento de A chroococcum ATCC 4412; se cono-
cen, también, otros efectos negativos del nitrito sobre distin
tos procesos metabdlicos en varios organismos ( Larsson y An

dersson, 1981; Purczeld et al, 1978 ).

— La Figura 16 muestra de nuevo que, como en el caso del
nitrato, el nitrito, cuando es asimilado, inhibe la actividad
nitrogenasa, siendo esta inhibicién reversible ya que cesa una
vez el i6n ha sido agotado del medio. Las Figuras 17 y 18 ilus

tran, respectivamente, la proteccidn de la actividad nitroge-
nasa contra la inhibicidn por nitrito en células pretratadas

con MSX, y la excrecifn al medio extracelular del amonio que
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Figura 15. Efecto del nitrito sobre la actiVidad“nitrogenasa

de ¢dlulas de A. chroococeum ATCC 4412 cultivadas diazotr6fi-

camente.

En el momento que indica la flecha se anadid KNOz, 0,2 mM (0O)
a una suspensidn celular conteniendo 60 ug de protefna/ml. Pa-
ralelamente se determind la actividad en un control sin adicio

nes (®).
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Figura 16. Efecto inhibidor del nitrito sobre la actividad ni-

trogenasa de A. chroococcum ATCC 4412 con actividad nitrogena-

sa y capacidad de consumo de nitrito. Reversidn del efecto una
vez consumido el idn.

De una suspensidn de células con actividad nitrogenaéa y capa-
cidad de consumo de nitrito se tomaron tres muestras en matra-
ces Erlenmeyer cerrados para el ensayo de actividad nitrogena-
sa en ausencia (@) o presencia de KNOZ, 0,2 mM, (0o ). También
se determind el consumo de nitrito (A).
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Figura 17. Proteccidén por MSX de la inbicidn de la actividad

nitrogenasa por nitrito en células de A. chroococcum ATCC 4412.

El experimento es idéntico al que se muestra en la Figura 13.
La actividad nitrogenasa se determind en ausencia (®), o en
presencia de KNO
flecha.

2,._2mM ( o), gue se anadid cuando indica la
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Figura 18. Consumo de nitrato y excrecién de amonio en el me-

dio externo por células de A. chroococcum ATCC 4412,

Este es el mismo experimento que se describe en la Figura 17
pero en vez de actividad nitrogenasa, se muestra el consumo de

nitrito (® ) y la produccién de amonio al medio extracelular

(o).



se produce como consecuencia de la reduccidn del nitrito. La
entrada del anidn al interior celular y su posterior reduccidn,
como .~ en el caso del nitrato, no se afectan negativamente por

el tratamiento con MSX.

El efecto del nitrato sobre la nitrogenasa,que hemos des.
crito en este apartado,ocurre en un plazo de tiempo corto des-
de la adicidén del idén y es, ademés, reversible. Estas dos ca-.
- racteristicas sugieren que el efecto inhibitorio es sobre la
actividad enzimdtica y no una consecuencia de la represién de
la sintesis de la enzima. Para confirmar esta idea, se ha estu
diado el efecto del nitrato sobre la actividad nitrogenasa en
células de A. chroococeum ATCC 4412 con capacidad de asimilar
nitrato y actividad nitrogenasa simulténeamente, pero tratadas
con rifampicina ( 100 ug/ml ), un inhibidor de la sintesis de
ARNm, que impide, por tanto, la sintesis de proteina en esta
bacteria. En estas condiciones, el nitrato ejerce también inhi
bicién de la actividad nitrogenasa ( Figura 19 ). Al estar la
sintesis proteica inhibida por la presencia de la rifampicina,
el efecto del nitrato debe ejercerse sobre la actividad de la
enzima existente en la célula. Resultados similares se obtie-

nen para el caso del nitrito ( no mostrado ).
3.2.2.4. El1 grado de inhibicién que producen nitrato y nitri-
to sobre la actividad nitrogenasa depende de la ve-

locidad de consumo de dichos iones.

El grado de inhibicién de la actividad nitrogenasa por
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Figura 19. Efecto del nitrato sobre la actividad nitrogenasa

de células de A. ehroococcum ATCC 4412 con actividad nitroge-

nasa y capacidad de consumo de nitrato en presencia de rifam-

gicina.

La suspensidn celular contenfa 100 ug de rifampicina/ml. La

nitrogenasa se determind en ausencia (@) o presencia de KNO.,
0,3 mM,

3

(o), que se anadid cuando indica la flecha.



amonio en A. chroococcum ATCC 4412 es siempre cercano al 100%,

sin embargo, el grado de inhibicién obtenido con nitrato o ni-

trito es inferior.

De acuerdo con la hip&tesis que hemos formulado para .ex-
plicar nuestros resultados, segfin la cual la inhibicidén de la
actividad nitrogenasa depende de la acumulacidén de metabolitos
carbono-nitrdgeno inhibidores, y, dado que se pueden obtener
células de A. chroococcum ATCC 4412 con diferentes tasas de con
sumo de nitrato y nitrito, cabe esperar que el grado de inhi-
bicidén de la actividad nitrogenasa se correlacione positivamen

te con la tasa de consumo de ambos iones.

Las diferentes tasas de consumo de nitrato y nitrito se
obtuvieron mediante incubaciones m&s o menos prolongadas en
las condiciones detalladas ' en el apartado 3.2.2.1..
La Figura 20 muestra que, efectivamente, existe una correla-
cidn positiva entre el grado de inhibicidn provocado por ni-
trato'o nitrito con la tasa de consumo de ambos iones. El coe
ficiente de correlacibn obtenido ( r ) es de 0,922. Otro as-
pecto interesante a resaltar de la Figura 20 es que, como ca-
bia esperar, los datos obtenidos para el caso del nitrato se

ajustan a la misma recta que los obtenidos para el nitrito.

3.2.2.5. A. c¢hroococcum MCD1l, una cepa incapaz de asimilar ni

trato.

A. chroococcum ATCC 4412, la cepa con la que se han rea:

lizado todos los experimentos descritos hasta el momento, es
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Figura 20. Correlacién.eﬁtre la tasa de consumo de nitrato o

nitrito y el grado de inhibicidn de la actividad nitrogenasa

Datos obtenidos de experimentos. como los que se describen en
la Figura 12 para el nitrato (®) y 16 para el nitrito (A).



capaz, como hemos visto, de utilizar nitrato como fuente de ni

trbégeno.

En la Unidad de Fijacidn de Nitrb6geno de Brighton, se ha
aislado la cepa MCDl1l de A. chroococcum curando 4 de los 6 pléds
midos que contiene A. chroococeum NCIB 8003 ( Robson et al, 1984).
El andlisis de los pléasmidos de las tres cepas, ATCC 4412,MD1.
y NCIB 8003 ( Figura 21 ), demostrd que, efectivamente, MCD1 tan sb6-
lo conserva dos de los pladsmidos de NCIB 8003. Se observa tam
bién que las cepas ATCC 4412 y NCIB 8003 tienen los mismos plas
midos con la excepcién del de .. - 10 MDal de tamano, ausente
en la cepa NCIB 8003. Dado que el contenidd en plasmidos es
una propiedad muy caracteristica de las cepas de A chroococcun,
y que el plésmido de 10 MDal es muy inestable, se puede’afir-

mar que ATCC 4412 y NCIB 8003 son la misma cepa.

A. ehroococcum MCD1l tiene la caracteristica peculiar de
no utilizar nitrato como fuente de nitr6geno,razdn por la que

se ha utilizado en este estudio.

Se ha tratado de inducir el sistema de asimilacidn de
nitrato en A chroococcum MCD1l mediante cultivos sucesivos de
esta cepa en medio BS suplemetado con KNO3. La Tabla XIII mues
tra los resultados obtenidos en el andlisis de diversas acti-
vidades enzimdticas y procesos relacionados con la asimilacién
de nitrdgeno en A. chroococcum MCDl. En primer lugar, se ob-
serva que los niveles de actividad nitrogenasa son similares
tanto en presencia como en ausencia de nitrato en el medio de

cultivo. Estos niveles de actividad son también similares a
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Figura 21. Pladsmidos contenidos en las cepas de 4. chrooco-
ceum ATCC 4412 (A), NCIB 8003 (B) y MCD1l (C).
La preparacién del ADN para el andlisis de estos plésmidos

se hizo como se describe en el apartado 2.7.1. de Materiales
y Métodos.




Tabla XIII. Efecto del nitrato sobre los niveles de actividad
nitrogenasa, nitrato reductasa, nitrito reductasa y tasa de

consumo de nitrato y nitrito en células de 4. chroococcum MCD1.

Medio de Activ. nitrogenasa NO,Rasa NOZRasa Consumo de

3
cultivo NO, NOE

(nmﬂLC£M/mUng;xot) ( mU/mg prot ) (nmol/min.mg prot.)

BS 114 1,2 6 0 0

BS ¥KNO3”' 166 1,7 13 0 0

Se utilizaron células cultivadas en los medios indica-
dos. La determinacidén de las distintas actividades se realizé

como se indica en Materiales y Mé&todos.



los que se detectan en A. chroococeum ATCC 4412. Por otra par
te, los niveles de actividad nitrito reductasa y nitrato reduc
tasa son mucho menores que los encontrados en la cepa ATCC

4412, no detectédndose consumo alguno de nitrato o nitrito en

MCD1.

Como cabia esperar a la luz de los resultados expuestos
A. ehroococeum MCD1 no crece en medio BS suplementado con KNO3
al que se le burbujea’ una mezcla de Ar:0, ( 79%:21% ) ( resul
tado no mostrado ), lo que indica que el crecimiento observado
en medio BS suplementado con KNO,, en presencia de aire, se de

be a la fijacibén de N,.

3.2.2.6. Efecto del amonio y del nitrato sobre la actividad

nitrogenasa de 4. chroococcum MCDL1.

La actividad nitrogenasa de 4. chroococcum MCD1l sufre
ihibicidén a corto plazo por amonio. Esta inhibicidn tiene las
mismas caracteristicas ya descritas.para A. c¢hroococcum ATCC
4412, es decir, es reversible, cesando cuando el amonio se ha
agotado del medio ( Figura 22 ), y no se produce en células

pretratadas con MSX ( resultado no mostrado ). R

En A. cehroococcum MCD1l, ni el nitrato ni el nitrito
ejercen inhibicién alguna sobre la actividad nitrogenasa ( Fi
"gura 23 ). Estos resultados concuerdaon los presentados ante-
riormente para A4. chroococcum ATCC 4412 y corroboran la pro-
puesta de que el nitrato requiere ser asimilado para ejercer

la inhibicidn sobre la actividad nitrogenasa.
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Figura 22. Inhibicidn de la actividad nitrogenasa de A. chroo-

coceun MCDl‘por‘NHjiy‘Su‘reVersién*una vez consumido el idn.

El experimento se realizd como se describe en la Figura 3 pa-
ra A. chroococcum ATCC 4412. La actividad nitrogenasa se de-
termind en ausencia (@) o presencia de NH4Cl, 0,1 mM (©O).
También se determind el consumo de amonio (A ). La suspensidn
celular contenia 70 pg de proteina/ml.
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Figura 23. Efecto del nitrato y del nitrito sobre la actiyidad

nitrogenasa de A. chroococcum MCDI1..

Células cultivadas en medio BS suplementado con KNO, se reco-
~gieron por centrifugacibn, se lavaron con medio fresco libre
de nitrdgeno y se resuspendieron en el mismo medic a una con-
centracidn de 60 ug de proteina/ml. Cuando indica la flecha se

anadid KNO3, 0,2mM (0), o KNO.,, 0,2 mM (@).



3.2.3. Efecto de la deficiencia de nitr6geno sobre la actividad

nitrogenasa y su regulacidbn en  A. chroococcum ATCC 4412.

En este apartado se presentan resultados obtenidos con
células de A. chroococcum ATCC 4412 que habian sido previamen
te incubadas en ausencia de cualquier fuente de nitrdgeno duran
te aproximadamente 6 h ( ver Material y Mé&todos, apartado 2.1.

4. )

3.2.3.1. Influencia de la deficiencia de nitrdgeno sobre los ni

veles de actividad nitrogenasa y de consumo de nitrato.

Como ya hemos visto, A. chroococcum ATCC 4412 puede cul-
tivarse tanto diazotréficamente como en presencia de nitrato.
En este estudio se han impuesto condiciones de deficiencia de .

nitrdégeno en células provenientes de ambos tipos de cultivo.

Cuando células cultivadas diazotrdficamente se someten
a deficiencia de nitr6geno, no se observa un cambio drastico en
los niveles de actividad nitrogenasa. Si se parte de células cul
tivadas en presencia de KNO3, la deficiencia de nitrdgeno pro-
mueve la induccibén de actividad nitrogenasa, induccidn que ocu
rre también cuando estas cé&lulas se incuban en ausencia de ni-
trato con una atmdsfera de aire. Este resultado indica que la
induccidbn de la actividad nitrogenasa no requiere del sustrato

de la enzima, como se ha descrito por otros autores ( Postgate,

1982 ).

Se ha estudiado también el efecto de la deficiencia de



nitrdgeno sobre los niveles de las enzimas de la asimilacidn
de nitrato y la tasa de consumo del ién. La Tabla XIV muestra
que la incubacibétn de células de A4 chroococeum ATCC 4412 en con
diciones de deficiencia de nitrégeno_durante‘6 h no afecta sig
nificativamente los niveles de nitrato reductasa ° nitrito re
ductasa. Sin embargo, la capacidad de consumo de nitrato, si re
sulta afectada como consecuencia de la deficiencia ( Figura 24 ).
Estos resultados indican que la deficiencia de nitrdgeno, en lo
concerniente a los procesos descritos, tiene las mismas conse-
cuencias que se observan cuando células.pulthmﬁas-en presencia
de nitrato se incuban en ausencia del idn con una atmdsfera de
aire. Cabe resaltar, sin embargo, que mientras latasa de consu
mo de nitrato desciende dréasticamente como consecuencia de la
deficiencia de nitrdgeno, los niﬁeles celulares de nitrato re-

ductasa no varian en la misma proporcidn.

3.2.3.2. Influencia de la deficiencia de nitrdgeno sobre algunos

pardmetros indicadores del balance carbono:nitrdgeno.

Para establecer si las células.de 4. ehroococcum ATCC
4412 tienen alterado el balance carbono:nitrdgeno como conse-
cuencia de la incubacidén en condiciones de deficiéncia de ni-
trégeno, hemos estudiado algunos procesos y pardmetros celula

res indicadores de dicho balance.

El pardmetro que mds claramente determina la deficien-
cia de nitrdgeno es la razdn carbono/nitrégeno ( C/N ), ya que,

como consecuencia de la incubacidn de las células en estas con



Tabla XIV. Efecto de la deficiencia en nitrdgeno sobre los
niveles celulares de actividad nitrato reductasa y nitrito

reductasa en A. chroococcum ATCC 4412

Tipo de células - Nitrato reductasa . . Nitrito reductasa

(mU/mg proteina)

Células normales 42 79

Células deficientes

en nitrdgeno 42 95

Se cultivaron cé&lulas en medio BS suplementado con
KNO3. En fase exponencial del crecimiento se determind las
actividades nitrato reductasa y nitrito reductasa en una
alicuota de este cultivo. El resto.de las cé&lulas se incu-
baron en condiciones de deficiencia de nitrdgeno durante
6 h tras las cuales se determinaron de nuevo ambas activi-
dades.
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Figura 24. Efecto de la incubacidn en deficiencia de nitrdgeno

sobre la capacidad de consumo de nitrato por células de 4. chroo-

‘coccum BTCC 4412.

Células cultivadas en medio BS suplementado con KNO3 se recogieron por cen-
trifugacifén, se lavaron con medio libre de nitrSgeno y se resuspendieron en
el mismo medio. A una muestra de la suspensién celular se le determind la

tasa de consumo de nitrato (o). El resto de la suspensién celular se incu-

bd en condiciones de deficiencia de nitrdgeno y se determind el consumo de
nitrato 2h. (@), 4h.(A) y 6h.(A) despuds. En todos los casos la muestra
en la que se determind la tasa de consumo de nitrato, contenia 60 pug de pro-

teina/ml.



diciones se debe de manifestar acumulacidén de carbono respec
to al nitrdgeno. La Tabla XV muestra que esta razén aumenta de
forma significativa durante la incubacién en condiciones de de

ficiencia de nitrdgeno.

Otra situacidn caracteristica que se produce en condi-
ciones de deficiencia de nitrégeno es el aumento de la produc-
cibén de &cido alginico. El &cido alginico es un copolimero con
sistente en bloques homopoliméricos de &cido manurdnico y &ci-
do gulurbénico ( Pindar y Buck, 1975 ). Existen determinalas con
diciones de cultivo que implican un aumento de la producciin de
dcido alginico en A vinelandii. Una de ellas es la limitaci6n -
de fosfato ( Horan et al, 1981 ). Otra situacidn que conlleva
aumento - de la produccidn de alginato en A. vinelandii es la
limitacidn de nitrégeno o bien condiciones de exceso de carbo
no ( Jartman et al, 1978 ). Se ha encontrado, en efecto, que
la deficiencia de nitrégeno tiene como consecuencia en A. chroo
coceum ATCC 4412, un aumento de la concentracidn de alginato
en el medio externo ( Tabla XVI ), indicativa, por tanto, de

una situacidn de exceso de carbono en esta bacteria.

Por Gltimo, otro dato quebsugiere una situacidn rica en

- carbono lo proporciona el consumo de oxigeno por células de A
ehroococeum ATCC 4412 en ausencia de fuente de carbomo exter-
na y, por tanto, dependiente de sustratos intracelulares. Las
células sometidas a deficiencia de nitrb6geno durante 6 h mues
tran una tasa respiratoria dependiente de metabolitos internos
tres veces mayor que la observada en cé&lulas normales (de 48,5

a 171 nmol Oz/min. ng de proteina ).



Tabla XV. Efecto de la deficiencia de nitrbgeno sobre la razdn

C/N en A. chroococcum ATCC 4412

Incubacidén en medio sin

C/N
fuente de nitrégeno (h)
0 3,98
2 4,70 ¢
4 5,18

Células cultivadas en medio BS se incubaron en condicio-
nes de deficiencia de nitrégeno. A los tiempos indicados se de

termind la razdén C/N como se describe en Materiales y Mé&todos.



Tabla XVI. Efecto de la deficiencia de nitrbgeno sobre la pro-

duccidn de alginato por A. chroococecum ATCC 4412

Incubacidn en medio sin Alginato
fuente de nitrégeno (h) (mg/mg proteina)
0 -
2 1,35
4 4,33
6 5,14

Células cultivadas en medic BS se incubaron en condicio
nes de deficiencia de nitrb6geno. A los tiempos indicados se de
termind la concentracién de alginato en el medio extracelular

tal y como se describe en Materiales y Métodos.



3.2.3.3. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa de cé
lulas de A. chroococcum ATCC 4412 sometidas a deficien

cia de nitrdgeno.

Las células sometidas a deficiencia de nitrégeno tienen
un exceso de carbono respecto a las células normales, segflin se
desprende de los resultados expuestos en el apartado anterior.
En términos del efecto del amonio sobre la nitrogenésa,scnlrms

condiciones en las que la inhibicidn estari muy poco favorecida.

Cuando se anade NH4Cl, 2 mM, a una suspensidn celular de
" A. chroococcum ATCC 4412, previamente sometida a deficiencia de
nitrdgeno durante 6 h, se observa una inhibicibén de tan sdlo un
18% respecto del control durante los 40 min posteriores a la adi
cién del amonio; sin embargo, la inhibicidén alcanza niveles nor
males una vez transcurrido este periodo de tiempo ( Figura 25 ).
Esta cinética de inhibicidn de la actividad nitrogenasa se pue-
de explicar admitiendo que, debido al exceso de carbono de es-
tas células, la asimilacidn del amonio, en primer lugar resta-
blece el balance carbono:nitrdgeno, y, posteriormente, seria po

sible la  acumulacidn de metabolitos inhibidores.

Una explicacién alternativa para esta inhibicidén del amo
" nio podria encontrarse en el hecho de que la tasa de con
sumo del i6n fuese menor en las células deficientes en nitrdgeno
que en células normales. Esta explicacidn se descarta, pues, co
mo se observa en la Figura 26, la tasa de consumo de amonio es

similar en ambos tipos de cé&lulas.



10
- L J
PE_’ ) V4
S
-5 o /O/O
g, . S
< NH, 3/
2 | /
& /
& ~
= 7
o/

0 | 50 100
TIEMPO (min)

Figura 25. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa de

-c¢élulas de A. chroococcum ATCC 4412 deficientes en nitrbgeno.

El experimento se llevd a cabo con cé&lulas.previamente someti-
das a deficiencia de nitrégend,durante 6h. La suspensidn celu-
lar contenia 60 pg de proteina/ml. La actividad nitrogenasa se
determind en ausencia (@) vy en presencia de NHyCl, 2mM (o),

que se anadid cuando se indica con la flecha.
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Figura 26.Consumo de amonio en células de A. chroococecum

ATCC 4412 normales y sometidas a deficiencia .de nitrdgeno
durante 6h. . 4

C8lulas cultivadas en medio BS se recogieron por centrifugacidn, se la-
varon y se r'esuspendieron‘de nuevo en BS. A una muestra de esta suspen-—
sién se le determind la tasa de consumo de amonio (@), el resto se incu-
bb en condiciones de deficiencia de nitrSgeno durante 6h. tras las cua-
les las cBlulas se recogieron por centrifugacién, se lavaron con medio
BS y se resuspendieron de nuevo en BS para el ensayo de consumo de amo~
nio(o ). En ambos casos la suspensién celular contenia 60 pg de protei-
na/mil.




En la Tabla XIV ( apartado 3.2.3.2. ), se observa que la
razén C/N de las células de A. chroococcum ATCC 4412 aumenta con
forme avanza.la incubacién en condiciones de deficiencia de ni
trégeno. A la luz de este y otros resultados que indican que la
deficiencia de nitrdgeno en la célula se va acentuando de for-
ma progresiva, cabe esperar que el efecto inhibidor del amonio

sea menor conforme aumenta la deficiencia de nitrdgeno.

En la Figura 27 se observa que el amonio va perdiendo ca
pacidad inhibidora cuando la situacidén de deficiecia se acen-
tGa. Tenemos, pues, un sistema en el que, como ocurria con la
inhibicibn a corto ,plazo promovida por nitrato o nitrito, el
efecto es modulable. En el caso de los iones lo era por el pro
pio consumo de nitrato o nitrito; en este caso,en el que la ta
sa de consumo de amonio no varia, se debe al hecho de que el ba
lance carbono:nitrégeno es diferente del que existe en células

normales.
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Fiqura 27. Efecto de la incubacién en deficiencia de nitrdgeno sobre el

coccum ATCC 4412.

Células cultiyadas en medio BS se recogieron por centrifugacifn, se lava-
ron y se resuspendieron de nuevo en BS. A una muestra se le determind la
actividad nitrogenasa en ausencia (®) y en presencia . de NE{,C1, 2mM
(o). El resto de la suspensidn se incubd en deficiencia de nitrSgeno y

se repiti6 la determinacién anterior 2h (A) y 4h (A) despuds. Todas las
determinaciones se realizaron con una concentracién de proteina de 60ug/ml.




3.3. INTERRELACION ENTRE LA ASIMILACION DE NITRATO Y LA FIJA-

CION DE NITROGENO EN A. chroococcum ATCC 4412.

Como ocurre en otros microorganismos, en A. chroococcum,

la fijacidn de nitrogeno y la asimilacidén de nitrato son proce

sos < hutuamente excluyentes.

En presencia de amonio, los dos procesos se inhiben. Sobre
ambos procesos, la inhibicibén promovida por el amonio se ejer-
ce a dos niveles: efecto a largo y corto plazo. Taﬂﬁéﬁ.seeﬁerce,
a dos niveles el efecto del nitrato sobre la fijacidn de nitrd-

geno.

En este apartado se presentan resultados acerca de.la si
militud existente en la regulacidén por amonio de la fijacién de
nitrégeno y la asimilacién de nitrato, utilizando células de
A. chroococcum ATCC 4412 capaces de realizar ambos procesos si

multineamente.

3.3.1. Efecto del nitrato sobre la sintesis de la nitrogenasa.

Los resultados presentados anteriormente demostraban que
-la inhibicién gue promueve el nitrato sobre la actividad ni-

trogenasa se debe a productos derivados de su asimilacidn.

La Figura 28 muestra que la adicidén de MSX a una suspen-
sidn celular de A. chroococcum ATCC 4412 cultivado en presen-
cia de nitrato y, por tanto, sin actividad nitrogenasa, se tra

duce en una induccidn de esta actividad, induccidn que es de-
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Figura 28. Induccidn de la actividad nitrogenasa por tratamien-
to con MSX en c&lulas de A. chroococeum ATCC 4412 cultivadas

con nitrato.
Células cultivadas en medio BS suplementado con KNO3 se reco-

gieron por centrifugacidn, se lavaron con medio BS contenien-
do también KNO, y se resuspendieron en el mismo medio en-pre-
sencia de MSX, 1mM (®); MSX, 1mM, y rifampicina (100 upg/ml),
(A), o sin adiciones ( ©).



pendiente de sintesis de proteina, ya que no ocurre cuando el
experimento se realiza en presencia de rifampicina ( 100 ug/ml).
Este resultado sugiere que el nitrato ejerce la represidn de la
sintesis de la nitrogenasa mediante productos derivados de su
asimilacién, al igual que ocurre con el efecto sobre la acti-

vidad de la enzima.

El tratamiento con MSX, 1 mM, no tiene efecto negativo
alguno sobre el consumo de nitrato en la escala de tiempo ( 8
horas ) que consideramos. La adicidén de una concentracidén ma-
yor del inhibidor, 5 mM, si ejerce cierta inhibicibn sobre el

consumo de nitrato ( Figura 29 ).

Tenemos, pues, una situacibén en la que el nitrato actia
sobre el mismo proceso a dos niveles y en los dos mediante la
acumulacidn de metabolitos inhibidores procedentes de su asi

milacidn.

3.3.2. Similitud del efecto del amonio a corto plazo sobre la

actividad nitrogenasa y el consumo de nitrato.

El efecto a corto plazo del amonio sobre la actividad
nitrogenasa tiene muchas caracteristicas en comfin con el efec
to del ibn sobre el consumo de nitrato. Estas caracteristicas

se pueden resumir en los siguientes puntos:

A.- La adicibn de pequefias cantidades de amonio a una suspen-
sidn celular de A. chroococcum ATCC 4412 consumiendo nitrato,

promueve una inhibicidn ripida de dicho consumo. Esta inhibi-
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trato en ‘A. chroococcum ATCC 4412.
Células cultivadas en medio BS suplementado con KNOB, se reco-

gieron por centrifugacidn, se lavaron con medio fresco, se re-
suspendieron en el mismo medioc en presencia de MSX, 5mM (4),
MSX, 1mM (@), o sin adiciones (o) y se incubaron en cordicio--
nes de cultivo. A los tiempos indicados se determind la concen-
tracidn de nitrato en cada uno de los medios tras separar las

células por filtracidn.



cidn, que depende del propio consumo de amonio, es reversible

( Figura 30 ).

B.- Cuando el mismo experimento se realiza con células de A.
chroococeum ATCC 4412 pretratadas con MSX, no se observa efec-

to inhibidor alguno del amonio sobre el consumo de nitrato (Re

villa, 1983 ).

C.- Ademds de los dos puntos presentados anteriormente, en es-
te trabajo se ha estudiado la reversién del consumo de nitra-
to, después de ser inhibido por amonio, por diversos inhibido-
res de la asimilacidén de este ibn, resultados que se presentan
en la Tabla XVII. La comparacién de estos resultados con los
presentados en la Tabla IX, en la dgue se muestréi el mismo es
tudio pero referido a la actividad nitrogenasa , = fwestra. que,
. en los dos casos , la MSX y la MSF resultan muy efecientes en
la reversidén de ambos procesos, mientra la azaserina es el inhi -

bidor menos eficiente.

Todos estos resultados sugieren que el modo de accidn

del amonio sobre ambos procesos es el mismo.

3.3.3. Efecto del amonio sobre el consumo de nitrato y sobre

la actividad nitrogenasa de cé&lulas de A. chroococecum

ATCC 4412 gue poseen ambas actividades simult&neamente.

Ya se ha descrito ( apartado 3.2.2.1. ) que se pueden
conseguir células de A chroococcum ATCC 4412 que posean si-

multaneamente tanto actividad nitrogenasa como capacidad de
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vFigurav 30. Inhibicidn de la utilizacidn de nitrato por la adi-

El experlmento se inicid por la adicidn de KNOB, 0,4mM. EI1 con-
sumo de nitrato se determind en ausencia (®) o en presencia
de NH,Cl, 0,15mM (o). Tambié&n se determind el consumo de amo-

4
nio (A). La suspensidn celular contenia 80 ug de proteina/ml.



Tabla XVII. Reversidn de la inhibicidn por amonio del consumo

de nitrato con varios inhibidores de la ruta GS/GOGAT

Consumo inicial Adiciones Consumo final
de nitrato de nitrato
(nmol/min-mg prot.) (nmol/min*mg prot.)
74 NH4C1 0
66 NH,C1, MSX 89
74 NH4C1, azaserina 0
109 NH4Cl, MSF 126

Los experimentos se iniciarqn por la adicién de KNO3,
0,5 mM. A los 15 min se anadid NH4Cl, 2 mM y a los 30 min el
inhibidor de la ruta GS/GOGAT indicado a concentracidn de 5
mM. El consumo inicial es el que se determina antes de la adi
cidn del NH4C1 y el consumo final el que se determina tras la

adicidn de los inhibidores.



consumo de nitrato.

La Figura 31 muestra que la adicidén de amonio, 0,3 mM,
a una suspensidn celular con actividad nitrogenasa y consumien
do nitrato provoca una dréstica inhibicidn de ambos procesos.
La inhibicidn cesa, en ambos casos, cuando el amonio se ha ago
tado del medio, tal y como ocurre cuand¢ se estudian los dospro
cesos por separado. Hay que hacer notar, sin embargo, que, si
bien el consumo de nitrato se recupera completamente ( Figura
31B ), la actividad nitrogenasa tiene una pobre recuperacidn

( Figura 31A ).

Teniendo en cuenta el efecto a corto plazo del nitrato
sobre la.actividad,nitrogenasav(,apartado 3.2.2.2. ), 1la esca
sa recuperacidn de dicha actividad observada en la Figura 314,
podria ser debida al consumo de nitrato que tiene lugar una vez
consumido el amonio, hecho que indica, como cabia esperar, que
la actividad nitrogenasa es mds sensible a la inhibicidn que

el consumo de nitrato.

Para demostrar que la escasa recuperacidn de la activi
.dad nitrogenasa que se produce una vez consumido el amonio, se
debe al consumo de nitrato, se disefiaron los éxﬁérimentos que
se muestran a continuacidén. En primer lugar, cuando se afade
amonio..a.células con ambas actividades,pero el experimento se
realiza en ausencia de nitrato, la recuperacidn de la activi-
dad nitrogenasa, una vez agotado el amonio, es normal ( Figu-
ra 32 ). Si el experimento se realiza en presencia de una con

centracién de nitrato tal que se agote inmediatamente después
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Figura 31. Inhibicidn simultanea de la actiyidad nitrogenasa y

el consumo de nitrato por amonioc en cé&lulas de A chroococcum
ATCC 4412.

El experimento se llevd a cabo . con células con actividad nitro

genasa y capacidad de consumo de nitrato. Muestras de 20 ml de
esta suspensidn celular, conteniendo 80 ug de proteina/ml, se
dispusieron en matraces de 50 ml cerrados con tapones de goma.
El ensayo se inicid con la adicibn de acetileno, 10% (v/v), y
KNO3, 0,5 mM. En una de las muestras se determind la actividad
nitrogenasa (®) y en la otra consumo de nitrato (©). Al mis-
mo tiempo se anadidé a ambas NH,Cl, 0,3 mM, cuyo consumo tambié&n

4
se determind (A).
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La actividad nitrogenasa se determind en ausencia (@®) o presen-
cia de NH4Cl, 0,1 mM ( ©). También se determind el consumo de

amonio (A).



de consumido el amonio, la recuperacidn de actividad nitrogena

sa es también normal ( Figura 33 ).

Cuando el experimento se realiza anadiendo MSX una vez
producida la inhibicién por amonio, de modo que cuando éste s
agote las células sean incapaces de asimilar el nitrato pre-
sente en el medio ( Figura 34 ), se observa una recuperacidn
normal de la actividad nitrogenasa. El nitrato en este caso es

reducido por las células y expulsado al medio en forma de amo-

nio.

Todos estos resultados demuestran que el consumo de ni--
trato y la actividad nitrogenasa se inhiben simultdneamente co
mo consecuencia de la asimilacidén de amonio. Una vez agctado el
amonio, el nivel de metabol;tos inhibidores descenderia, ya que
eé dependiente del consumo de nitrato. Esta situacidn que no
resulta inhibidora del propio consumo de nitrato, si es par-

cialmente inhibidora de la actividad nitrogenasa.

3.3.4. E1l efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa es

diferenciable del efecto sobre la sintesis.

La asimilacién del amonio o del nitrato produce en A.
ehroococcum ATCC 4412 dos efectos sobre la fijacidn de N,, uno,
que se manifiesta en un periodo de tiempo corto, sobre. la acti
vidad nitrogenasa, y otro, que se manifiesta a més largo pla-
zo, que consiste en la represidén de la sintesis de la enzima.

Ambos procesos, aunque dependientes de una sefial comfin, el au
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Figura 33. Inhibicidén de la actividad nltrogenasa Y'del consu-

Las condiciones experimentales son las
33 excepto que la concentracidén de KNO
mM. Se determind la actividad nitrogen

de nitrato ( o). Cuando indica la flecha se anadid NH4C1,

descritas en la Figura

3 utilizada fue de 0,15

asa (®) y el consumo

0,15

mM, a ambas muestras y se determind su consumo (A).
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Figura 34. Reyersidn por MSX de la actiyidad nitrogenasa y el

consumo. de nitrato inhibidos poxr amonio en A chroococecum ATCC
4412,

Las condiciones experimentales son las de la Figura 31. A los
tiempos indicadqs se ahadid NH4C1, 0,3 mM, y MSX, 5 mM. Se de

termind la actividad nitrogenasa (®), el consumo de nitrato

(0) ¥ de amorio. (A).



mento de determinados metabolitos, se pueden considerar distin

‘tos.

En este apartado se presentan datos que corroboran este
punto de vista y que suponen una. separacidn clara de ambos efec
tos. Estos experimentos, dado que han requerido la transferen

cia del pléasmido pCK3 , se han realizado con 4. vinelandi<.

El plasmido pCK3 es del grupo de incompatibilidad P, de
rivado de pRK290 y pMC73A, tiene un tamno de 27 Kb y confiere
a la bacteria resistencia a la tetraciclina ( Kennedy y Dru-:
mmond, 1985 ). La presencia de este pléasmido en A vinelandi<,
al igual que la de pCK1l, promueve la presencia constitutiva del

producto del gen nifA de K. pneumoniae ( Kennedy y Robson, 1983a).

El producto del gen nifA°'de K. pneumoniae es activador de .
la expresidn del resto de los genes nif de A vinelandii. En efec
to, la Tabla XVIII muetra que la cepa UWr de A vinelandii a
la que se ha transferido el plasmido pCK3, UWr (pCK3), cultivado
en presencia de amonio, tiene aproximadamente el 50% de la ac-
tividad nitrogenasa .que se oﬁserVa en ausehcia del idn, mientras
que la cepa sin plédsmido carece de actividad en presencia de. amo
nio. Asi pues, ya que el amonio no reprime la sintesis de lani
trogenasa en UWr (pCK3), esta cepa es muy interesante para estu
diar si el efecto sobre la actividad se produce atin cuando la
sintesis de la enzima no se reprime. La Figura 35 muestra -

que el amonio ejerce inhibicidn a corto plazo sobre la activi-
dad nitrpgenasa en UWr(pCK3). Esta inhibicién también se produ

ce en A. vinelandii UWr ( no mostrada ).



Tabla XVIII. Efecto del amonio sobre los niveles de actividad .

nitrogenasa de A. vinelandii UWr y A. vinelandii UWr (pCX3).

Medio de cultivo Actividad nitrogenasa
{ nmol CZH4/min.mg protefina )

UWr UWr (pCK3)
BS 80 58
BS + (NH4)2SO4 , 0 30

Se cultivaron las células en matraces de 25 ml de ca-
pacidad conteniendo 5 ml de los medios indicados. Tras 12 h
.de cultivo se determindé la actividad nitrogenasa en el culti

vo cerrando el matraz con un tapSn de goma y afadiendo aceti
leno al 10% ( v/v ).
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Figura 35. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa de

A. vinelandiZ UWr (pCK3) .
Células cultivadas en medio BS se recogieron por centrifugacién,

se lavaron con medio medio fresco y se resuspendieron en el mis-
mo medio. Se determind la actividad nitrogenasa en ausencia (@)
Yy presencia de NH,Cl, 0,6 mM, (¢ ), que se afiadid cuando se indi

4
ca con la flecha.



Estos resultados demuestran que los dos efectos del amo
nio sobre la fijacidn de nitrdgeno, que tienen un origen co-
min en los derivados de su asimilacidn, son independientes en
Adzotobacter, ya que en UWr(pCK3), cepa en la gque la sintesis
de la enzima no se reprime por el ibdn, si se produce la inhi

bicidn de la actividad nitrogenasa por el amonio.

No se pudieron llevar a cabo estudios de la regulacin
de la actividad nitrogenasa por nitrato en UWr (pCK3) porque
la presencia del plidsmido en esta bacteria impide la asimila-

cidn de nitrato ( Figura 36 ) o nitrito ( no mostrado ).
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Figura 36. Efecto del plédsmido pCK3 sobre el consumo de nitrato

"en A. pinelandii UWr.
El ensayo se inicid con la adicidn de KNO3, 0,4 mM, a suspensio

nes celula;es conteniendo 80 ng de proteina/ml de A. vinelanditi
UWr (@) o A vinelandii UWr ( pCK3 ) (o).



3.4. INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO Y ENERGIA SOBRE LA AC-
TIVIDAD NITROGENASA Y SU REGULACION EN A. chroococcum ATCC

4412.

En A. chroococcum, la fuente - de carbono, ademds de ser
vir para la sintesis de los esqueletos carbonados necesarios pa-

ra el metabolismo del microorganismo, es su fuente de energia.

El proceso de la fijacidn de-N2 ’ extremadamente cos
toso para la célula desde el punto de vista energético, es depen-
.diente de la presencia en el medio de una fuente utilizable de

carbono y energia.

Consideramos, por tanto, lé fuente de carbono en sus dos
aspectos; por una parte, en cuanto que los metabolitos carbona
dos y el equilibrio que estos mantienen con metabolitos carbo
no-nitrogenados es, como se ha puesto de manifiesto en este tra-
bajo, muy importante para la regulacidn de la actividad nitro-

~genasa, y , de otro, la total dependencia de la actividad de un

aporte adecuado de energia.

3.4.1. Utilizacibn de diferentes fuentes de carbono por A.chroo

cocceuym ATCC 4412.

En este apartado se presentan resultados acerca de la’
utilizacidn por parte de A. chroococcum ATCC 4412 de diferen-
tes intermediarios del ciclo de Krebs. Para ello se ha deter-

minado la tasa respiratoria dependiente de estos sustratos.



La Tabla XIX muestra que A. chroococcum ATCC 4412 culti-
vado en presencia de sacarosa como fuente de carbono, no puede
utilizar ninguno de los intermediarios estudiados: succinato, ma-

lato, fumarato o 2-oxoglutarato.

La utilizacidn de estos sustratos es inducible median-
te incubacidén de las células en presencia de cada uno de ellos.
La Figura 37 muestra la induccidn de la utilizacidn de succina
to, estas cé&lulas muestran . también capacidad de ﬁtilizar malato
atin con mayor velocidad gue succinato, y, en menor medida, fuma
rato y 2-oxoglutarato ( Tabla XX ). También se observa en esta
Tabla, que cuando la incubacibén con succinato se hace en presen
cia de sacarosa, se obtienen préacticamente los mismos resultados
con la diferencia de que T la tasa respirato=

ria dependiente de sacarosa es mayor.

3.4.2. Dependencia de la actividad nitrogenasa de una fuente de

carbono utilizable.

La actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412 es
detectable tan s6lo si se anade una fuente de carbono que pue-

da ser utilizada por la bacteria en el ensayo.

En la Tabla XXI se muestra la actividad nitrogenasa ob
servada en presencia de distintas fuentes de carbono con cé&lu
las capaces o no de utilizar tales sustratos. En primer lu-

gar, se observa que células cultivadas en presencia de saca-



Tabla XIX. Efecto de diferentes sustratos carbonados sobre la
tasa respiratoria de células de 4. chroococeum ATCC 4412 cul

‘tivadas con sacarosa como fuente de carbono.

Sustrato anadido Tasa respiratoria
( nmol/min.mg protefna )

Ninguno 46
Sacarosa 728
Succinato 46
Malato 57
Fumarato 46
2—oxoglutarato 28

Cé&lulas cultivadas en BS se recogieron por centrifuga
cidn, se lavaron dos veces con medio fresco carente de fuente
de carbono y se resuspendieron en el mismo medio hasta una den
_sidad celular de 20 ug de proteina/ml. De esta suspensidén celular se to-
maban alfcuotas para la determinacién de la tasa respirato-
ria en un eléctrodo de oxfgeno. Los sustratos carbonados se
afadfan wuna vez la muestra en la cdmara del eléctrodo a las
siguientes concentraciones: sacarosa, 27 mM y el resto de los
sustratos a 10 mM.
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Figura 37. Induccibn de la tasa respiratoria dependiente de

succinato en A. chroococcum ATCC 4412,

Células cultivadas en medio BS se recogieron por centrifuga-
cidén, se lavaron dos veces en medio carente de sacarosa y se
- resuspendieron en medio fresco en el que la sacarosa.se sus-—
tituy6 por succinato s6dico, 10 mM. A los tiempos indicados

se determiné la tasa respiratoria en muestras de esta snspen

sién celular como se describe en Materiales y Métodos.



Tabla XX. Efecto de diferentes sustratos carbonados sobre la
la tasa respiratoria de células de A. chroococcum ATCC 4412

incubadas en presencia de succinato o succinato y sacarosa.

: Fuente de carbono Tasa respiratoria
Medio de incubacién
en el ensayo (rmol/min.mg protefna )
Succinato Ninguna 65
Sacarosa 147
Fumarato 538
Succinato 1564
Malato - 2347
2-oxoglutarato 274
Sacarosa y Ninguna 293
succinato Sacarosa : 566
Succinato 1446
Malato 2137
2~oxoglutarato 503

Células cultivadas en medio BS se recogieron por cen--
trifugacidén, se lavaron dos veces con medio fresco libre de
fuente de carbono, se resuspendieron en el mismo medio suple-

mentado con sacarosa, 1% (p/v ), o sacarosa, 1% ( p/v ) y suc

cinato, 10 mM, y se incubaron durante tres horas en condicio-

nes de cultivo. Tras esta incubacién se determiné la tasa res
piratoria en presencia de las fuentes de carbono indicadas,
como se describe en la Tabla XIX.



Tabla XXI. Influencia de la fuente de carbono del ensayo so-
bre la actividad nitrogenasa de células de A. chroococcum

ATCC 4412 procedentes de medios con diferentes fuentes de car

bono.

Fuente de carbono Activ. nitrogenasa
Medio de incubacién '

en el ensayo ( nmol C2H4/min.mg prot.)
Sacarosa Sacarosa 105
Succinato 0
Malato 0
Succinato Sacarosa -
Succinato 73
Malato 73
Sacarosa y Sacarosa 108
succinato Succinato 76
Malato . 72
Sacarosa y succinato 91
" vy malato 83

Células cultivadas en BS se incubaron durante 3 h con
sacarosa, succinato o sacarosa y succinato. Posteriormente,
las células se recogieron, se lavaron dos veces con medio 1li
bre de fuente de carbono y se resuspendieron en el mismo me-
dio suplemetado con las fuentes de carbono que se indican, pa
ra la determinacién de la actividad nitrogenasa. Las concen-
traciones de los sustratos carbonados fueron: sacarosa, 27 mM,
v el resto, 10 mM.



rosa, incapaces de utilizar malato o succinato como fuente de
carbono, carecen de actividad nitrogenasa dependiente de algu
nos de estos sustratos, actividad que si se observa en células

capaces de utilizarlos.

3.4.3. Efecto del &cido maldnico y de agentes que afectan al po

tencial de membrana sobre la actividad nitrogenasa de A.

chroocoeccum ATCC 4412,

Se ha estudiado el efecto de diferentes inhibidores del
aporte energético al metabolismo celular sobre la actividad

nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412.

Uno de estos agentes ha sido el malonato. Este éompues—
to es un andlogo estructural del succinato que inhibe competi-
tivamente la succinato deshidrogenasa ( Veeger et al, 1969 ),
enzima que cataliza la reduccidn de succinato a fumarato en el

ciclo de Krebs.

El &cido maldnico tan sdlo es un inhibidor efectivo en
células capaces de utilizar succinato ( Tabla XXII) y carecen
de efecto en cé&lulas cultivadas con sacarosa ( resultado no
mostrado').’En_célﬁl;é cuya tasa réspiratoria ha sido inhibida
por &cido maldnico, la actividad nitrogenasa que se observa es

mucho menor que la obserwvada en cé&lulas cuya tasa respiratoria

no ha sido inhibida ( Figura 38 ).

Se ha estudiado también el efecto sobre la actividad ni-



Tabla XXII. Efecto del &cido maldnico sobre la tasa respirato—_

ria dependiente de succinato en 4. chroococcum ATCC 4412.

Tasa respiratoria

Acido Malbnico (mM)
(anl.Oz/min;mg.de'proteina)'

- 3200
50 2400
100 1600

A células incubadas en presencia de succinato durante
3 h se les afiadid &cido maldnico a las concentraciones indica
das. Tras 20 min de incubacibn se determindé la tasa respirato

ria.
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Figura 38. Efecto del dcido malénico sobre la actividad nitro

~genasa de A. chroococcum ATCC 4412.

Células en las que se habfa inducido la capacidad de utilizar
succinato como sustrato respiratorio se recogieron por centri
fugacién, se lavaron con medio gue contenfa succinato como fuen
te de carbono y se resuspendieron en el mismo medio. A  una
~muestra de esta suspensién celular se ahadié &cido maldnico,
50 mM, 20 min antes de iniciar el ensayo (o). También sSe de-

terminéd la actividad nitrogenasa en ausencia del inhibidor (e).



trogenasa de agentes que disminuyen el potencial de membrana,
tales como el tetrafenilfosfonio ( TPP ) o el iondforo valino
micina en presencia de alta concentracidn extracelular de KCl
( Presman, 1976 ). La Tabla XXIII muestra que la inhibicidn de
la nitrogenasa es del 1QO% con una concentracidén de TPP de 200
uM, mientras que en el caso de la valinomicina, la inhibicidn
de la nitrogenasa aumenta al aumentar la concentracidn de KCl,

siendo del 100% en presencia de 150 mM de K+.

3.4.4. Efecto del amonio sobre la actividad nitrogenasa de A.

ehroococcum ATCC 4412 en presencia de diferentes fuen-

tes de carbono.

El grado de inhibicidén que ejerce el amonio sobre la
actividad nitrogenasa depende de la fuente de carbono en la que

han sido cultivadas las células.

En la Tabla XXIV se observa que en cé&lulas procedentes
de un cultivo con sacarosa y succinato como fuente de carbono,
el grado de inhibicién que produce el amonio, que oscila en tor
no al 50%, es menor que el observado en células procedentes de
succinato o sacarosa, en las que el grado de inhibicidn es su-
perior al 90%, cualquiera que sea la fuente de carbono presen

te en el ensayo.

El menor grado de inhibicidn podria explicarse asumien-
do que estas células tengan mayor nivel intracelular de metabo

litos carbonados gque las incubadas en presencia de una sola



Tabla XXIII. Efecto de agentes que destruyen el potencial de

membrana sobre la actividad nitrogenasa de 4. chroococcum

ATCC 4412,
Actividad nitrogenasa
Agente
( nmolC,H,/min.mg proteina )
- 118
TPP ( 200 uM ) : 0
Valinomicina, 5 wM + (K], 37 mM 118
" ) ) " + " R 80 InM 44
" " + n , 150 mM 0

Cé€lulas cultivadas en medio BS se recogieron por cen-
trifugacién, se lavaron con tampén MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 y
se resuspendieron en el mismo tampdn suplementado con sacaro
sa 1% ( p/v ) a una densidad celular de 60 ug de protefna/ml.
La actividad nitrogenasa se ensay8 en cada caso en ausencia

Yy en presencia de los agentes indicados.



Tabla XXIV. Efecto de la fuente de carbono sobre la inhibicidén

de 1la actividad nitrogenasa de A. chroococcum ATCC 4412,

Medio de Fuente de carbono en Inhibicién de la ac
incubacién el ensayo tiv. nitrogenasa ( % ).
Sacarosa Sacarosa " >90
Succinato -
Malato . -
Succinato sacarosa >90
Succinato >890
Malato >90
Sacarosa y Sacarosa ‘ 86
succinato ‘ Succinato 48
Malato 60
Sacarosa y succinato 52
" y succinato 57

Las condiciones experimentales son las descritas en la
Tabla XXI. A los 33 min del inicio de cada ensayo de activi-
dad nitrogenasa se afiadid NH4C1, 5 mM. Se considera 100% de
actividad a la tasa de produccién de etileno anterior a la adi

cidén de amonio.



fuente de carbono, siendo ésta una situacibén metabdlica similar
a la que se producek como consecuencia de la deficiencia de ni-
trdégeno. La tasa respiratoria dependiente de metabolitos intra
celulares es mayor en cé&lulas procedentes de cultivos con sa
carosa y succinato como fuentes de carbono que en cé&lulas pro-
cedentes de sacarosa o succinato, lo cual apoya la idea presen
tada anteriormente. Sin embargo, esta idea requiere dé nayor apo

yo experimental.



3.5. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE PLASMIDOS PORTADORES DE

LOS GENES nifHDK de K. pneuminiae.

En este filtimo apartado de la seccibén de Resultados se
describe la construccidn y caracterizacidén de los plésmidos

pPJC1l y pJdC2 portadores del operdn nifHIK en las dos orientacio

nes posibles.

A lo largo de este trabajo nos hemos venido refiriendo
a un doble efecto del amonio sobre la fijacidén de nitrdgeno;
el efecto a largo plazo, observado en précticamente todos los
organismos fijadores de nitrbdgeno, y el efecto sobre la acti-
vidad nitrogenasa o efecto a corto plazo, que se da en numero-
sos microorganismos, entre los que se cuentan Azotobacter y
las bacterias fotosinté&ticas de la familia Rhodospirillaceae,
pero que no se da en Rhizobium leguminosarum ( Laane et al,
1980 ), ni en organismos que fijan nitrdgeno sbélo en condicio-
nes fermentativas tales como Chlostridium o Klebsiella ( Daesch

y Mortenson, 1972; Tubb y Postgate, 1973 ).

El hecho de que en K. pneumoniae, a diferencia de lo que
ocurre en Azotgbacter, no se produzca el efecto a corto pla-
zo del amonio sobre la actividad nitrogenasa, hacia particular
mente interesante para el estudio de este efecto, la construc
cidbn de cepas de A. vinelandii con nitrogenasa de K. pneumo-
niae, objeto para el que se‘han construido los plédsmidos por-
tadores de los genes nif HDK de K. pneumoniae, que codifican

para los polipéptidos constituyentes de la nitrogenasa ( ver



Introduccidn, apartado 1.3.3.2. ).

La expresidén de los genes nifHDK de K. pneumoniae en
A. vinelandii mabia sido estudiada previamente. Cannon y Post-
gate ( 1977 ), describieron expresibén de estos genes pfocedeg
tes de XK. pneumoniae en A. vinelandii; sin embargo, posterior
mente, los mismos autores publicaron que tales resultados no
podian reproducirse ( Cannon y Postgate, 1983 ). Recientemente,
( Kennedy y Drummond, 1985 ), mediante la utilizacién de fusio
nes lac, han llegado a la conclusidn de que el operdn nifHDK de

K. pneumoniae no se transcribe en 4. vinelandi<.

A pesar de estos antecedentes, se ha creido conveniente
realizar un nuevo intento de expresidén de nifHDK proveniente
de K. pneumontae en A. vinelandii. Para ello, se han clonado
estos genes en el vector de amplio espectro, pRK2501. La cons-
truccidn y caracterizacidén de estos pldsmidos se presentan en

este apartado.

3.5.1. Construccidén de los plédsmidos pdCl y pdC2 portadores de

los genes nifHDK de K. pneumoniae.

Se utilizd como fuente de los genes nifHIK el plasmido
PSA30, un derivado de pACYC184 que contiene un fragmento EcoRI
de 6,9 Kb portador de los genes nifHDK de K.pneumoniae (Cannon
et al, 1979 ). Dado que este vector no es adecuado parala trans
ferencia de genes a ' Azotobacter, se subclond el fragmento

EcoRI de 6,9 Kb de interés en el vector pRK2501, cuya utili-



dad para la transferencia de genes a Azotobacter ha sido ya pro
bada ( por ejemplo, Ramos y Robson, 1985b ). pRK2501 es un plas
mido del grupo de incompatibilidad P que contiene un fGnico si-

tio de corte para EcoRI.

La estrategia utilizada para la obtencidn del plésmido
recombinante es la siguiente. En primer lugar, se buscd una en
zima de restriccidn que tuviera un Gnico sitio de corte en
PACYC184 y ningGn sitio en el fragmento de 6,9 Kb que se iba
a clonar. De las enzimas probadas se encontrd que Scal reunia
ambas propiedades. Posteriormente se hizo doble digestidn del
ADN de pSA30 con las enzimas EcoRI y Scal. De esta digestidn
se obtuvieron tres tipos de fragmentos, de los que sblo el frag
mento de 6,9 Kb que se iba a clonar tenia ambos extremos cohe
sivos EcoRI, los otros dos fragmentos tenian una terminacidn
EcoRI y la otra Scal. El vector pRK2501 se sometid a digestidn
con la enzima EcoRI y se tratd con fosfatasa alcalina para.pre
venir recircularizacidn del ADN del vector. Se hizo ligamien-—
to con los fragmentos resultantes de ambas digestiones. En es
ta reaccidn de ligamiento se forman bésicamente tres tipos de
moléculas circulares: el fragmento de 6,9 Kb circularizado con
sigo mismo, que no es seleccionable porque carece de resisten-
cia a antibidticos, pRK2501 recircularizado‘y pRK2501 con el

fragmento de 6,9 Kb en el que estamos interesados ( Figura 39 ).

Con el ADN resultante del ligamiento se transformd E.co
17 5K y se selecciond en medio rico suplementado con kanamici-

na ( pRK2501 confiere resistencia a kanamicina y tetraciclina ).
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Figura 39. Cronstruccidn de los pldsmidos pJCl y pJC2.

Los sfmbolos de las enzimas de restriccién son: P,PstI; B,

BglII; E, EcoRI; Ss, SstII; Sm, SmaIl; X, XmalII; S, Sall;

H, HindII1I; Ba, BamHI.



De entre las colonias que apareciercn, presumiblemete portadoras del
plédsmido recombinante o bien de pRK2501 recircularizado, se sem-
braron 50 en medio rico suplementado con kanamicina y el anti-
bidtico no seleccionado, tetraciclina. Todas ellas resultaron
resistentes a ambos antibidticos. 10 de estas colonias se cul
tivaron en medio liquido para el estudio de sus plésmidos. Tras
su aislamiento, la digestidn de estos pl&smidos con EcoRI y pos
terior electroforesis mostrd en 9 de las 10 colonias estudiadas
un fragmento de 7Kb y otro de 11 Kb, mientras sélo una presen-

taba el fragmento de 11 Kb correspondiente @ pRK2501 ( Figura 40).

En los plésmidos recombinantes se estudid la orientacidn
en la que se habia insertado el fragmento de 6,9 Kb. Para ello
se utilizé la enzima BglII que tiene un sitio de corte asimétri
co en el inserto y un Gnico sitio de corte en pRK2501 a 1 Kb apro
ximadamente del sitio EcoRI ( Figura 39 ). De la digestidn con
BglII se esperaban, si efectivamente se han conseguido las dos
orientaciones, una distribucidn de fragmentos de 16 Kb y 2 Kb
para una orientacidn y 11 Kb:7 Kb para la orientacidn contra-
ria. La Figura 41 muestra la distribucidn 16:2 en las lineas
56,7 Y 10, y la distribucién 11:7 en la linea 3 del gel. El
plésmido cuya orientacidn producia una orientacidn 16:2 se
designd pJCl, mientras al que producia orientacibén 11:7 se le

designd pJC2.

Una vez construidos ambos plésmidos se procedid a suca
racterizacidén en cuanto a su capacidad para complementar mutan

tes tanto de K. pneumoniae como de A. vinelandii afectados en
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Figura 40. Distribucidn de los fragmentos obtenidos tras la
~digestidn con EcoRI del ADN de los pléasmidos seleccionados

resultantes del ligamiento.

El aislamiento del ADN y las condiciones en las que se reali
26 la digestidn se describen en Materiales y Métodos. La eléc-
troforesis se realizb en un gel de agarosa al 0,8% ( p/v ) y
el voltage utilizado fue de 40 V.



Figura 41. Distribucidn de los farmentos obtenidos trasdiges-

tién de los pldsmidos recombinantes con BglII.

las condiciones experimentales son las descritas en la Figu-
ra 40.



alguno de los genes presentes en dichos pldsmidos.

3.5.2. Caracterizacibn de los pléasmidos pJCl y pJC2.

Las cepas de K. pneumoniae utilizadas se presentan en la
Tabla XXV. La transferencia de los plismidos se realizd por con
jugacidén seleccionando a los traﬁsconjugantes.en medio rico su-
plementado con antibibéticos. Posteriormente se estudid si habia
complementacidn tanto para crecimiento en condiciones diazotréf
ficas como para actividad nitrogenasa ( reduccidén de acetileno).
Ambos plédsmidos resultaron ser parcialmente inhibidores para el
crecimiento de la cepa silvestre. pJC2 produjo bajo nivel de com
plementacién en UNF 1150 ( mutante nif H ) y UNF 824 ( mutante
nif D ), Yy ambos plasmidos complementaron a CK 2901 ( mutante
nif D) ( Tabla XXVI). No se obserwd complementacidn de UNF ...
1149 ( mutante nifK) ni de UNF 2018 ( mutante nif J ) que se
utilizé como control pues el gen nifJ est& contenido en los
pldsmidos. En el resto de los casos, senalados con ( R ) en la
tabla XXVI, el crecimiento observado era debido = probablemente
a recombinacidén, dado que, en vez de un crecimiento uniforme,

aparecian colonias aisladas.

En la .cepa silvestre, la presencia de los pléasmidos no
producia inhibicién alguna de la actividad nitrogenasa. Sé en-
contraron niveles de complementacidn de dicha actividad entre
el 4-15% en los mutantes UNF 1149 ( mutante nzf X ), UNF 1150
( mutante nif H ), CK 2901 ( mutante n<if D ) y UNF 824 ( mutan-

te nif D) ( Tabla XXVI ). Todos los cuales, excepto CK 2901,



Tabla XXV. Cepas de K. preumoniae utilizadas en este trabajo

Cepa ~Alel?-nif .Otr?s @afcadores; Referencia
afectado de interés.

KP 50231

CK 3171 nifK 2317 1,2

UNF 1149 nifK 2189::Tn7 hisD2 3

UNF 1150 nifH 2191::Tn7 3

CK 2601 ﬁifﬁ 2260 1,2

CK 2901 nifD 2290 1,2

UNF 824 nifD 2563::Tn5 3

UNF 2108 nifJd 2408 hisD2 3

Las referencias incluidas en esta ‘Tabla son:

1.- Dixon et al,

( 1977 ).

2.- Kennedy ( 1977 )

3.- Merrick et al,

( 1978 ).



Tabla XXVI. Complementacién de mutantes de XK. pneumoniae con

los pldsmidos. pJCl y pJC2.

Cepa : " Genotipo Act. nitrogenasa Crecimiento con N?
(%) )

KP 50231 100 +++
KP 50231 (pJcl) 100 ++
KP 50231 (pJcil) : 100 ++
UNF 1149 nifk 0 +
UNF 1149 (pJC1) " 5 +
UNF 1149 (pJc2) " 7 +
CK 3171 nifk 2 -
CK 3171(pJcl) " 2 (R)
CK 3171 (pJc2) " 2 (R)
UNF 1150 nifH 0 -
UNF 1150 (pJC1l) " 4 (R)
UNF 1150 (pJC2) " 6 +
CK 2601 nifH 0 -
CK 2601(pJcl) " 0 (R)
CK 2601 (pJc2) " 0 (R)
CX 2901 nifD 0 -
CK 2901 (pJC1) " | 4 +
CK 2901(pJc2) " 6 +
UNF 824 nifD 0 -
UNF. 824 (pJdC1) " 3 (R)
UNF 824 (pJC2) " 15 _ +
UNF 2108 nifd 6 +
UNF 2108 (pJC1) " 2 +

UNF 2108 (pJc2) " 4 +




son mutantes obténidos mediante transposicién. Como cabia espe
rar, no se encontrd complementacién alguna de UNF 2108 ( mutan
te nif J ) utilizado como control. El hecho de que se observa-
ra complementacidn precisamente en los mutantes obtenidos me--
diante transposicidn y no en las cepas con mutacidn puntual ,
con excepcibén de(H<290l, hace pensar que en CK 2601 y CK 3171,
la mutacidn puntual origina polipéptidos\defectuésos que al re
constituir la enzima completa con los polipéptidos codificados
por el plasmido, dan lugar a una nitrogenasa inactiva, mientras
que en los mutantes obtenidos con transposén, que deben de care
cer de esos polipéptidos, la actividad observada depende tan so

lo de la enzima codificada por el plésmido.

.Ambos plésmidos fueron transferidos también a 4. vinelan
dii UWr, asi como al mutante UWr48 (nifH:=Tn5 ). La Tabla XXVII
muestra que los plésmidos resultan préacticamente sin efecto in-
hibidor sobre el crecimiento .y la actividad nitrogenasa en la
cepa silvestre, sin embargo,‘no restauran ninguna de las dos ca
pacidades en la cepa UWr48, que, en cambio, si es complementada
por el plasmido pLV10, portador de los genes nif HDK del propio

A. vinelandii due se utilizé como control.

Estos resultados suponen una nueva evidencia de la impo-
sibilidad de expresar el operdn nif HDK de K. pneumoniae en 4.

vinelandii



Tabla ¥XVIJI. Complementacidén de A. vinelandii UW48 con los

pldsmidos pJCl, pJC2 y pLV10.

Cepa Genotipo Act.nitrogenasa Crecimiento con N2
(%)

UWr 100 +++

UWr (pJC1) 96 ++

UWr (pJdC2) 102 ++

uw4s nifH 0 -

UW48 (pJCl) " 0 -

UW48 (pJdC2) " 0 -

UW48 (pLV10) " 93 et

Fl crecimiento se estudié .en medio sélido libre de nitr6-
geno combinado .en una atmésfera de aire. La actividad nitro-
genasa se determind en cultivos realizados con. urea, 2 mM, co
mo fuente de nitrégeno. Se considera 100% de actividad la de

la cepa silvestre sin pldsmido.



4.

DISCUSION



En este trabajo se ha estudiado la regulacién de la ac-
tividad nitrogenasa en Azotobacter que, como ya se ha indica-
do, es una bacteria fijadora de nitrégeno, heterétrofa y aero

bia estricta.

La determinacién de la actividad nitrogenasa a lo lar-
go de todo el estudio se ha realizado siempre im vivo, utili-
zando acetileno como sustrato y midiendo.pér cromatograffa de
gases el etileno producido como consecuencia de dicha activi
dad, métodd rutinariamente utilizado por la mayorfa de los au

tores.

En primer lugar, era imprescindible determinar unas Con-
diciones de ensayo Sptimas que permitieran poca variabilidad
en las determinaciones. En este contexto, la pO, utilizada
para el cultivo de esta bacteria, asf como para el propio en
sayo de la actividad nitrogenasa, resultan muy importantes.
Drozd y Postgate ( 1970b ), describieron que la p02 6ptima en
el ensayo de la actividad para 4. chfooeoecum y A. vinelan-
dii depende de la utilizada para el cultivo, y dque, en cual
quier caso, es menor que la p02 atmosférica. Nuestros resul-
tados ( apartado 3.1.2. ), muestran que en un cultivo de A. chroo
coceum en el que el aporte de oxfgeno se hace mediante burbu-
jeo con aire, la actividad nitrogenasa que se observa es 3 ve
ces mayor que la determinada en un cultivo sometido a agita-
ci6én ( 150 rpm ). En nuestras.condiciones de ensayo, en las

que la densidad celular de la muestra era ajustada previamen



te a 60-70 ug de protefna/ml, y la agitacién se mantenia a 100 oscila-
ciones/min, la o, m&s adecuada para la actividad nitrogena-
sa era la atmosférica. Aunque estos resultados estdn en con-
tradiccidn con los descritos por Drozd y Postgate ( 1970a y

b ), no son inesperados, pues, como hemos dicho, la p02 del
ensayo estd intimamente relacionada con la agitacidn a la que
se someta la muestra, la densidad celular de ésta y las con-

diciones en las que se realiza el cultivo, y, por tanto, han

de establecerse para cada caso concreto.

Una vez establecidas las condiciones adecuadas para el
cultivo de las cé&lulas, asi como para el ensayo in vivo de la
actividad nitrogenasa ( apartado 3.1. de Resultados ), se pu-
dieron 1llevar a cabo los estudios de regulacidn de dicha ac-

tividad que se:discuten a continuacidn.

La regulacidn de la actividad nitrogenasa por amonio
ha sido un fendmeno muy estudiado en diferentes microorganis
mos ( ver apartado 1.3.3. de Introduccidn ). En resumen, los
datos descritos en la literatura previos al comienzo de este
trabajo indican, en! primer lugar, que los objetivos de la re
gulacidn de la nitrogenasa por el ién son tanto la actividad
como la sintesis de la enzima ( Eady, 1981 ), y, en segundo
lugar, que, si bien en la mayoria de los microorganismos fi-
jadores ocurren ambos efectos, el efecto sobre la actividad

no se da en bacterias fermentadoras como Chlostridium,



o que fijan nitrégeno en anaerobiosis, como X.pneumoniae ( Daesch -
y Mortenson, 1972; Tubb y Postgate, 1973 ). En cuanto al meca-
nismo de la inhibicién por amonioh mientras en las bacterias
de la familia Rhodospirillaceae estd bien documentado que la
ihibicién no la promueve el idn per se sino alguno(s) produc-
to(s) derivado(s) de su asimilacién; en A. vinelandiz, por el
contrario, Laane et al ( 1980 ); han propuesto que la inhibi-
cifén es causada por el propio catién;.cuya entrada al interior
celular destruirfa el potencial de membrana, disminuyendo el

flujo de electrones hasta la enzima.

En A. chroococcum, nosotros hemos observado que, efecti
vamente, la adicién de amonio en pequenhas concentraciones al
ensayo de actividad nitrogenasa.origina una drdstica inhibi-
cidén de la misma, inhibicién que tiene como caracterfisticas fun-
damentales , el ser estrictamente dependiente del consumo del
i6n y elser reversible, ya que cesa una vez gue el. amonio ha sido
agotado del medio. Para el estudio del mecanismo por el gue se
produce esta inhibicif6n en 4. chroocbccum disefiamos varias apro-
ximaciones experimentales que permitieran discernir entre las
dos hipltesis de partida planteadas; a saber, el efecto inhi-
bidor se debe a productos derivados de la asimilacién del amo-

nio o el = jign inhibe la:actividad nitrogenasa per se.

En primexr lugar, cabe destacar que,'efectivamente, agen
tes que disipan el potencial de membrana, ejercen una dréastica
inhibici6én de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum. Uno

de estos agentes, el tetrafenilfosfonio ( TPP ), causa una



inhibicién total de la actividad nitrogenasa cuando es anhadi-
do a concentracién de 200 uM ( apartado 3.4.3 de Resultados ).
Laane et al ( 1980 ), han descrito que  una disminucién de
16 mv ( 106 mV en ausencia dé amonio frente a 9b mV en pre-
sencia de NH,Cl, 0,1 mM ), causa un 90% de inhibicién de la
actividad nitrogenasa de A. vinelandii. Nuestros resultados
con el ion6foro valinomicina muestran que es posible obtener
grados de inhibicién de la actividad nitrogenasa intermedios
aumentando la concentracién de K+_en el exterior celular. Es
tos resultados sugieren que un cambio de s6lo 16 mV no es
suficiente para promover una inhibicién tan drédstica de la

actividad nitrogenasa de esta bacteria.

Si bien nosotros no hemos realizado medidas directas
del potencial de membrana de A. c¢hroococcum,.es poco proba-
ble due el amonio pueda ejercer una inhibicién del poten-
cial de membrana similar a la gue ejerce el TPP. La inhibici6n
de la actividad nitrogenasa debida a la presencia de TPP y
valinomicina—K+-habla en favor del requérimiento de un esta-
do energetizado de la membrana para la accién catalitica de
la enzima. De hecho, Haaker y Veeger ( 1977 ), han propues-
to que este estado energetizado es necesario para transformar
la flavodoxina en su forma hidroquinona con objeto de con-
seguir un potencial redox suficientemente bajo para reducir
a la nitrogenasa. También en favor de un estado energetizado
adecuado estd el hecho de que la actividad nitrogenasa es in

detectable en ausencia de una fuente asimilable de carbono



( v energfa ), cuando se inhibe su utilizacién con &cido ma-
l6nico en células adaptadas ‘a la utilizacién de succinato,si
tuacién en la que la actividad nitrogenasa es menos del 20%

de la encontrada en ausencia del inhibidor ( Figura 37 ).

Otro acercamiento experimental utilizado ha consistido
en la utilizacidén de metilamina. La metilamina es un andlogo
del amonio particularmehte interesante para este estudio por
varias razones..En primer lugar, parece claro que se transporta
al interior celular por el mismo sistema que el amonio ( Gor-
don y Moore, 1981; Barnes et al, 1983 ). En segundo lugar, su
pKa ( 10,47 ) es pr6ximo al pKa del amonio ( 9,27 ), 1lo que
hace que el comportamiento iénico de ambos, y, por tanto, su
efecto sobre el potencial de membrana sea muy similar. Por
Gltimo, otra caracterfstica que lo hace interesante es que no
puede ser metabolizado por Azotobacter. En A. vinelandii se ha
descrito que tan s6lo sirve como sustrato de la glutamina sin
tetasa , reaccién en la que se produce y-glutamilmetilamida,
un andlogo de la glutamina ( Barnes et al, 1983; Moore y Gor
don, 1984 ). En A. chroococcum ( apartado 3.2.1.5. de Resul-
tados ), el metilamonio, que tampoco sirve como fuente de ni-
tr6geno, ejerce una escasa inhibicién de la actividad nitro-.
~genasa, incluso a concentraciones de 20 mM. Estos datos sugie-
ren la necesidad de la metabolizaci6n del i6n para observar

inhibicién de la actividad nitrogenasa.

Para comprobar la conclusién anterior, hemos utilizado



inhibidores de la asimilacif6n del amonio. Estudios anteriores
al que ahora presentamos, han demostrado que la ruta de -asimi
lacién de amonio que opera en A. c¢hroococecum es la cataliza
da por las enzimas GS/GOGAT ( B&rcenas, 1980 ). Por otro la-
do, nosotros hemos observado que en presencia de MSX, 5 mM,
que J.nhlbe efectivamente la actividad glutamina sintetasa de esta bac-
teria, el crecimiento del cultivo cesa ( resultado no mostra-
do ), hecho gue sugiere que no existe ruta alternativa para
la asimilacién de amonio por estos microorganismos. En c€lu
las de A. chroococcum tratadas con MSX, DON, MSF o azaserina,
todos ellos inhibidores de la ruta GS/GOGAT, en las que se ob
serva una actividad nitrogenasa similar a la obtenida en cé-
lulas nc tratadas, el amonio no ejerce efecto inhibidor algu-
no sobre dicha actividad ( apartado 3.2.1.3. de Resultados ).
Afin mds, la adicidén de los inhibidores de la asimilacién del
amonio a una suspensifn celular en la que la actividad nitro
genasa ha sido previamente inhibida por amonio, produce una -
recuperacién apreciable de lé actividad eh todos los casos ex
cepto en el de la azaserina, resultados dgue apoyan la idea
de que el amonio débe ser metabolizado para ejercer su efecto

inhibidor.

La utilizacidn de  estos inhibidores ha sido criticada por
algunos autores en base a resultados que indicaﬁ que‘la adi
cién de MSX afecta directamente al transporte de amonio al
interior celular. Esta propuesta ha sido hecha por Turpin et

al (.1984 ), que han observado que en Anabaena flos aquae



el tratamiento con MSX tan sélo protege a la actividad nitro-
genasa de la inhibicién por amonio cuando el pH dél medio es

lo suficientemente &dcido como para que no exista entrada pasi
va de amoniaco, dque, dada su naturaleza no i6nica, puede difun
dir libremente al interior.celular donde, a pesar de la presen

cia de .MSX, promueve  inhibicifén de la nitrogenasa.

En A. vinelandii, Jayakumar y Barnes.( 1984 ), han pro
puesto que el transpgrte de amonio se inhibe por glutamina o
alguno de sus andlogos, entre los gque. se encuentran DON y MSX,
Nuestros resultados muestran que, efectivamente, la adicibn de
MSX produce inhibicién del consumo de amonio; sin embargo, en
contraste con las. observaciones de estos autores ', nosotros no
hemos observado ninglin efecto inhibidor de la glutamina o el
andlogo de ésta, la giicilglicina,/sobre el consumo de amonio.
Estos resultados indican que, para causar inhibicién de dicho
proceso . .. los andlogos de la glutamina precisan ser inhi
bidores efectivos de la glutamina sintetasa o de la GOGAT; lo
que hace pensar que el consumo de amonio, 0 su desaparicién del
medio extracelular, cesa como consecuencia de la acumulacidn
del i6n gqgue debe producirse en el interior celular debido a
la inhibici6n de su asimilacién. De hecho, en presencia de MSX,
no s6lo se inhibe el consumo de amonio, sino que este ifn apa
rece en el medio extracelular entre 20-30 min después de afia
dido el inhibidor ( apartado 3.2.1.4. de Resultados ). Por tan
to, en células de 4. chroococcum,tratadas con MSX debe exis-
tir una alta concentracién de amonio en el interior celular,

vya que en estas células, en las gue hay actividad nitrogenasa,



el amonio que se produce en la fijacién de N, no se puede asi
milar. En el apartado 3.2.1.4. se demuestra qué el amonio ex
pulsado como consecuencia del tratamiento con MSX tiene su
origen en la fijaci6n de Nz, que es posible a pesar de-la pre

sumiblemente alta concentracidn intracelular del idén.

Todaé las lineas de evidencia discutidas hasta este mo
mento favorecen.la hip6tesis de que la inhibicién por amonio
de la actividad nitrogenasa de A. chroococcum requiere la asi
milacién del idn,. y estarfa mediada por compueétos constitui-
dos por carbono 'y nitr6geno entre los que se encuentran, por
ejemplo, los aminodcidos. De estos compuestos, uno de los prin-
cipales candidatos serfa la glutamina, producto de la glutami
na sintetasa y primer metabolito ﬁarbono nitrogenado que se
forma en la asimilacién del amonio. Aunque la glutamina ha si
do propuesto como metabolito inhibidor por algunos autofes
en bacterias fotosintéticas .( Yoch et al, 1983; Michalsky et
al, 1983 ), no parece un buen candidato en el caso de 4.chroo
coccum , pues en presencia de metilamina, que provoca acumlacién
del andlogo de la glutamina, la y-glutamilmetilamida ( Barnes
et al, 1983; Moore.y Gordon, 1984; Jayakumar y Barnes, 1984 ),
no se observa inhibici6n apreciable de la nitrogenasa. Este
andlogo, por el contrario, sfI ejerce inhibicién de 1la nitroge
nasa en Rhodopseudomonas capsulata ( Yoch et al, 1983 ). Por
otro lado, tanto el efecto de la glutamina como el de otros
amino&cidos, posibles candidatos a ajercer la inhibicién de la

actividad nitrogenasa, es muy dificil de estudiar en A. chroo



coccum, dada la incapacidad de esta bacteria para asimilar es
tos compuestos ( Tabla III ), como han descrito Drozd et al

( 1972 ), para los casos del glutamato, aspartato y glutami

na.

Una nueva linea experimental disenada .= para estudiar el
mecanismo de inhibicidén de la actividad nitrogenasa ha sido
la utilizaci6n de nitrato y nitrito en el estudio de la regu
lacibn de dicha actividad enzimitica. La asimilacién de ni-
trato y la fijacibén de nitrégeno son dos procesos mutuamente
excluyentes en A. chroococcum, como se desprende de los re-
sultados aquf presentados, y de los publicados por otros au-
tores ( Postgate, 1982 ). Diversos grupos de trabajo han su
gerido que la represif6n de la sfntesis de la nitrogenasa por
nitrato se debe a la metabolizacidn del propio nitrato, que
dard lugar a amonio, siendo, en iltimo término, metabolitos
derivados de la incorporacifén de éste a esqueletos carbona
dos, los responsables de la represién. Este es el caso en A.
ehroococeum ( Drozd et al, 1972 ), K. pneumoniae ( Tubb y
Postgate, 1973; Shanmugam et al, 1978 ) o Anabaena ( Ramos y
Guerrero, 1983 ). Estos estudios recogen el efecto inhibidor
del nitrato sobre la sintesis de la enzima, sin»embargo,'no
hay ningln precedente en el que se describa un efecto del ni
trato,similar al gue ejerce el amonioc, sobre la actividad ni

trogenasa ( Postgate, 1982 ).

De igual forma que la metabolizacién del

nitrato prameve la represionl Jde sintesis de la enzima y, dado



que el amonio inhibe - . la actividad nitrogenasa, cabia

esperar un efecto inhibidor dJdel nitrato sobre dicha actividad.

A. chroococcum es un microorganismo :especialmente ade
cuado para emprénder este estudio porque, ademds de capaci-
‘dad para fijar N2, puede utilizar nitrato como fuente de ni
tr6geno para el crecimiento. Cuando se afaden bajas concentra
ciqnes de nitrato o nitrito ( en torno a 0,3 mM ) a células

de A. chroococcum que han sido cultivadas diazotiéficamen—
te, no se observa efecto inhibidor alguno.sobre la actividad.
Tampoco tiene lugar éLconamm»dé]os~iones, ya que las células
asf cultivadas, carecen de la capacidad de asimilarlos. Por
otro lado, cuando esta bacteria se cultiva con nitrato, care

ce de actividad nitrogenasa.

Se pueden conseguir en A. chroococeum, situaciones me
tabSlicas ( apartado 3.2.2.1. de Resultados ) en lés que co
existen capacidad de consumo de nitrato y actividad nitroge
nasa. En estas condiciones, tanto nitrato como nitrito, son
inhibidores efectivos de dicha actividad. Esta inhibicibn tie
ne ,esencialmente,las mismas caracteristicas que la producida
por el amonio; cabe resaltar entre ellas, la dependencia de
la inhibicién del consumo del i6n y su reversibilidad, ya que
cesa una vez agotado -el nitrato del.mediO amhas caracterfsticas
sugieren dque el efecto inhibidor de nitrato y nitrito sobre
la actividad nitrogenasa se debe a la asimilacién del amonio

formado en la reduccibn ‘intracelular de .aguellos aniones.



Adem&s de esta posibilidad, el efecto inhibidor del hi
trato y nitrito podrfa interpretarse en otros términos. Asf
se puede argumentar que ambos iones afectan per se a la en-
zima. De hecho, la literatura recoge nﬁmerosos trabajos reali
zados en diferentes microorganismos en los que se describe es
te tipo de efecto. En concreto, en bacteroides de RhizobZum
estd ' descrito “ gque el nitrito inhibe 1la actividad ni-
trogenasa ( Trinchant y Rigaud, 1982 ), inhibicién que ocurre
tanto en extractos crudos de los bacteroides ( Kennedy etal,
1975 ), como en preparaciones purificadas de la enzima ( Trin
chant y Rigaud, 1980 ). Estos resultados indican claramente
que el nitrito afecta per se a la enzima, siendo esta inhi
bici6n independiente de la reduccién del ién a amonio. Adem&s,
el nitrato, que por si mismo no.parece tener efecto inhibidor
sobre la nitrogenasa de estos microorganismos, ejerce inhibi
ci6én mediante su reduccién a nitrito, tal como sugieren los
estudios realizados con mutantes de estos bacteroides defi-
cientes en nitrato reductasa ( Pagan et al, 1977 ). No s6lo
en Rhizobium esté descrito . " este efecto, también ocu-
rre en Chlostridium pasteurianum ( Meyer, 1981 ), Rhodomiecro
bium vannielli, Rhodopseudomonas palustris y Azotobacter vi-—
nelandii (.Castillo y C&rdenas, 1982 ). En otros organis-
mos como K. pneumoniae la situacidén es mds confusa, ya que,
frente a la idea generalizada de que el nitrato inhibe la
sintesis 'de la nitrogenasa mediante su asimilacibén a través
de amonio, para el caso de su efecto sobre la actividad; Hom
et al (.1980 ), han mostrado inhibici6n por nitrato y nitri

to en mutantes de esta bacteria en los que el amonio no afec



ta a la nitrogenasa, lo que descarta la metabolizaci6n de es-
tos iones para promover la inhibicién de la actividad enzi-

mitica.

Nuestros resultados en A. chroococcum descartan la PO
sibilidad de que la inhibicién por nitrato y nitrito, presen
tada en este trabajo sea debida a la accibn per se de ambos
iones sobre la enzima. En primer lugar, ninguno de los dos
iones a las concentraciones utilizadas, ejercen inhibicién al
guna sobre la actividad nitrogenasa cuando no son asimilables
por la cé&lula; en segundo lugar, el efecto que aquf presen-
tamos es reversible, mientras que en algunos ‘de los‘casos ci

‘tados anteriormente, la inhibicién que se describe es irrever-

sible.

Otra alternativa a tener en cuenta es gue la inhibi-
cién de la actividad nitrogenasa en presencia de nitrato o ni
.trito se deba a competencia por poder reductor. La redﬁccién de
nitrato  requiere 8 electrones, mientras que lavdeAnitrito re
quiere 6 ( Losada et al, 1981; Guerrero et al, 1981 ).  Por
otro lado, 1la fijacibén de N, es un proceso que también deman.

da poder reductor ( Smith et al, 1981 ). Una molééula de N,
requiere 6 electrones para reducirse y producir 2 moléculas
de amonio; también la reduccidén de acetileno, Sustréto dque he
mos utilizado en este estudio, , requiere 2 electrones. La po
sibilidad de la competencia por poder reductor para explicar
la inhibicién de nitrato y nitrito, parece también poco pro-

bable, pues en células tratadas con MSX ( gpartado 3.2.2. ),



en las que tanto el nitrato como el nitrito carecen de efecto inhibidor
sobre la actividad nitrogenasa, ambos iones son reducidos has
ta amonio, que, en estas condiciones es excretado al exterior
celular en forma estequiométrica con su consumo. Esta situa-

cién, en la que hay reduccién conjunta de acetileno y nitra

to o nitrito, demuestra que en células de 4. chroococcum exis

te poder reductor suficiente para satisfacer ambos procesos.

Es interesante indicar que el efecto inhibidor de ni-
trato y nitrito ocurre también en células tratadas con rifam
picina, en las que la sintesis de protefina est& inhibida. Es
tos resultados permiten descartar que el efecto de ambos iones
sea debido a la represién que éstos ejercen sobre la sintesis
de la nitrogenasa, siendo la enzima existente en la célula,

el objeto de la .inhibicién.

Parece, por cuanto llevamos discutido,que el mecanis-
mo de inhibicién de la nitrogenasa que se propone en.este tra
bajo, en el que nitrato y nitrito serfan reducidos a amonio,
cuya asimilacién provocarfa actimulo de los metabolitos respon
bles de la inhibicién de la nitrogenasa, es el que mejor ex-
plica los resultados presentados en el apartado 3.2.2. en el
que se describe y caracteriza la inhibicién por nitrato vy ni-
trito de la actividad nitroganasa. Los experimentos realiza-
dos con la cepa MCD1l de A. chroococeum , incapaz de asimilar
nitrato o nitrito, ain habiendo sido cultivada en medio su-
plementado con KNO3, en los gue no se observa efecto inhibi-

dor alguno de ambos iones sobre la actividad nitrogenasa co-



rroboran la hip6tesis formulada para explicar los resultados

obtenidos con A. chroococceum ATCC 4412,

Un aspecto de la inhibicién de la actividad nitrogena
sa por nitrato y nitrito a resaltar, es que siempre €S me
nor gque la observada como consecuencia de la adicién de amo
nio. Admitiendo, como se desprende de nuestra argumentaéién
anterior, que los tres iones ejercen vla inhibicién a través
de compuestos derivados de su asimilacidn, una posibilidad pa
ra explicar el menor grado de inhibicidén de nitrato y nitrito,
es que la asimilacidén de estos iones promueva menor acfimulo
de metabolitos inhibidores que la asimilacién del amonio. La
velocidad de desaparicidn de amonio del medio extracelular en
- los experimentos realizados oscila entre 90 y 100 nmoles NHZ.
min"l.mg de protefna”!, que provocan una inhibicién de la ac
tividad nitrogenasa generalmente superior al 90%; sin embar-
go, la tasa de consumo de nitrato o nitrito observada en cé
lulas de A. chroococecum dque también tienen actividad nitro-
genasa es siempre menor que la observada para el amonio. Por
ejemplo, el consumo de nitrato que se presenta en la Figura
12 es de 65 nmol. min-l.mg de‘proteina_l. Estos datos sugie-
ren que la asimilacién de nitrégeno, y, por tanto, la capaci=-
dad de la célula para formar metabolitos inhibidores, es ma-
yor en presencia de amonio qué en presencia de nitrato o ni?
trito. Existe la posibilidad de gque el paso limitante en la
formacién de los metabolitos sea la propia incorporacidn de
amonio a esqueletos carbonados, catalizada en esta bacteria

por la glutamina sintetasa, de modo gque, aungue sSe observe



una mayor desaparicidén de amonio que de nitrato o nitrito,la
tasa de formacidén de glutamina sea la misma con cualquiera de
los tres iones. Esta posibilidad puede descartarse en virtud _
de que en 4. vinelandii, la metilamina transportada al inte-
rior celular es rdpidamente convertida en y-glutamilmetilami-
da ( Barnes et al, 1983; Moore y Gordon, 1984 ). De hecho, Moo
re y Gordon ( 1984 ), afirman que la tasa de formacidn de y-
glutamilmetilamida es igual que la tasa de desaparicién de me

tilamina.

Un fuerte apoyo a la hipnbtesis de que la inhibicién de
la nitrogenasa por,nitrato,esta promovida por productos deri-
vados de la asimilacibén del amonio, se consiguié con células
de A. chroococcum con diferentes tasas de consumo de nitrato
o nitrito. Estas células se preparan incubando durante distin
tos periodos de tiempo en presencia de KNO3 células cultivadas
diazotrdficamente o, alternativamente, incubando en condicio-
nes de diazotroffa durante un periodo mis o menos prolongado,
células cultivadas en presencia de nitrato. Como cabfa esperar,
el grado de inhibicidn promovido por el consumo de nitrato o
nitrito se correlaciona positivamente con la tasa de consumo

de ambos iones ( Figura 20 ).

Esta correlacibén permite concluir que la inhibicién de
la nitrogenasa en respuesta a los niveles de metabolitos ni-
trogenados .. | . no es un efecto todo o nada, como se despren
de del efecto del amonio sobre dicha actividad, gue fue de-

nominado por Zumft y Castillo ( 1978 ); apagado/encendido



( switch off/on ), sino que es una inhibicién gradual en la
que la actividad nitrogenasa estd sometida a una fina regula
cién en respuesta a pequenos cambios en los niveles de los

presuntos metabolitos inhibidores.

Todos los resultados que hemos discutido hasta . este
momento se resumen en un modelo en el que se podrfan distin-
guir dos situaciones metabdélicas en la célula, una que lla-
mamos " pobre " en nitrégeno, que se darfa en células culti-
vadas diazotrdéficamente y, aln mds drdsticamente, en cé&lulas
tratadas con MSX, que permite actividad nitrogenasa;y la otra,
que se producirfa cuando las células estdn consumiendo amonio,
nitrato o nitrito, que llamamos " rica " en nitr6geno y que
se traduce en una inhibicién de la actividad nitrogenasa.

La magnitud de esta inhibicién , como hemos visto, es varia-

ble.

Las argumentaciones expuestas para explicar el meca
nismoi . s ' . de inhibicién de la nitroge
nasa lo han sido desde el punto de vista del nitrégeno. Abor
dar este problema de una manera mis completa implicarfa tener
en cuenta también el metabolismo del carbono en relacidn a

la actividad nitrogenasa.

Los resultados presentados en esta memoria ( apartado
3.4.2. ) muestran que la actividad nitrogenasa de A. chroo
coceum es estrictamente dependiente de una fuente de carbono

asimilable en el ensayd. Aunque otros autores han descrito



actividad nitrogenasa dependiente de H2 en ausencia de fuente
de .carbono en esta bacteria ( Walker y Yates, 1978; Yates y
Walker, 1980 ), nosotros no hemos consegquido detectaf activi-
dad con H2 como fuente de poder reductor y energfa, a pesar
de que A. chroococcum ATCC 4412 y la estirpe MCD1 exhiben
un nivel elevado de actividad hidrogenasa de consumo ( datos

no mostrados ).

Cuando se someten células de A. chroococcum a deficien
cia de nitrbégeno mediante incubacibn en atmésfera de Ar(79%):

02(21%), se provoca una situacidén que podrfa denominarse " ri

ca L

en carbono, o, lo que es lo mismo, " pobre " en nitrégg
no, situacién expresada por los valores de la razén C/N en-
contrados ( Tabla XV , apartado 3.2.3.2 ). Estas células cons
tituyen, por tanto, un buen sistema para estudiar la regula-

cién de la nitrogenasa en condiciones de exceso de metaboli-

tos carbonados.

En primer lugar, cabe destacar que los niveles de acti
vidad nitrogenasa encontrados en estas condiciones son muy
similares a los que se detectan en cé&lulas normales. Cuando
se afade amonio a cé&lulas deficientes en nitrégeno ( Figura
25 ), 1la inhibicién de la actividad nitrogenasa es escasa
( 20% aproximadamente ) y tarda unos 40-50 min en ser tan acu
sada como la observada en cé&lulas normales, alin cuando el con
sumo de amonio es similar en ambos tipos de cé&lulas. Ademds,
la inhibici6n que.promueve el amonio es menor conforme aumen

ta la situacidén de deficiencia de nitr6geno en las células.



Dado que estas diferencias en el efecto inhibidor del amonio
no pueden adscribirse a diferentes tasas de consumo del ién,
estos resultados sugieren que el amonio consumido por célu-
las deficientes en nitr8geno se emplea en restablecer el equi
librio celular entre el carbono y el nitrégeno, tras lo cual,
el subsiguiente consumo de amonio provocarfa el actimulo de
metabolitos inhibidores responsables del alto grado de inhi-
bicién, lo que, segin nuestros resultados, ocurrirfa 40-50 min

después de la adici6én del ién.

Otro aspecto que hemos tratado en este trabajo es la
interrelacibén existente en A. chroococcum entre el metabolis
mo del nitrato 1y la fijacién de nitrégeno. Como ya hemos
mencionado, ambos procesos son excluyentes: en esta bacte
ria ( Tubb y Postgate, 1973; Eady, - . 1981; Postgate,1982).
El nitrato juega un doble papel; por un lado, su presencia
€S necesaria para inducir la sintesis de las enzimas implica-
das en su asimilacién, nitrato reductasa y nitrito reduc
Easa ( Revilla et al, 1985 ), por otro lado, reprime la sin
tesis de la nitrogenasa y otras protefnas implicadas en la fi
jacibn de nitr6geno ( Tubb y Postgate, 1973 ). EL tratamieg
to de las células con MSX las libera del efecto represor del
nitrato sobre la sintesis de la nitrogenasa ( apartado 3.3.1.
de Resultados ), lo que sugiere que, como ocurre con el efec
to del nitrato sobre la actividad - = , €l i6n debe
metabolizarse para ejercer la represién. Por tanto, al igual
que el amonio, el nitrato ejerce su efecto sobre la fijacién

de nitr6geno a dos niveles, la sfntesis y la actividad de



la enzima.

El amonio, producto tanto de la fijacién de N, como de

2
la reduccién de nitrato, ejerce efecto represor sobre ambos
procesos , es decir, evita la expresidn de los genes nif ne-

cesarios para la fijacién de nitr6geno y reprime la sintesis

de las enzimas implicadas en la asimilacién del nitrato.

Ya hemos discutido anteriormente el efecto que el amo
nio ejerce sobre la actividad nitrogenasa a corto plazo. Es
conocido, por otra parte, el efecto a corto plazo del amonio
sobre el consumo de nitrato en numerosos microorganismos ca-
paces de asimilar el i6n; sirvan como ejemplo los casos de
Anacystis nidulans ( Flores et al, 1982 ), Rhodopseudomonas
capsulata ( Jackson et al, 1982 ), Chlamydomonas reinhardii
( Florencio y Vega, 1982 ). En A. chroococcum, este efecto tam
bién ha sido descrito ( Revilla, 1983; apartado 3.3.2. de Re

sultados ).

A. ehroococcum es un microorganismo muy interesante:
para realizar un estudio comparado de la regulacién de am-
bos procesos por amonio por su doble capacidad de asimilar
nitrato y fijar N2. Para estos fines, se pueden cdnseguir si
tuaciones experimentales en queé la utilizacién de ambas fuen
tes de nitrégeno tenga lugar de forma simultanea en las célu

las:

Ya hemos visto que las caracteristicas de la inhibi-



ci6én por amonio de la actividad nitrogenasa son muy simila-
res a las de la inhibicidén del consumo de nitrato. Los resul
tados presentados en el apartado 3.3.3. muestran que en célu
las de 4. chﬁoococcum que exhiben los dos procesos, la adi-
cién de amonio provoca la inhibicién simultanea de ambos. De
los resultados expuestos, cabe resaltar que, mientras la re-
cuperacién del consumo de nitrato observada tras agotarse el
amonio del medio, es normal y alcanza niveles incluso supe-
riores a los existentes antes de la adicién de amonio, la rg
cuperacibn de la actividad nitrogenasa es mucho menor, alcan
zdndose aproximadamente el 10% de la actividad anterior a la
adicién del amonio. En este apartado se demuestra que la es-
casa recuperacibn se debe al consumo del nitrato, si bien,la
actividad es afin menor que la que cabrfa esperar dada la tasa
de consumo de este ién. Esto puede deberse a que, en esta situa-
cibén, el nivel intracelular de . metabolitos inhibidores es
mayor, pues el consumo de nitrato, con su aporte de dichos com
puestos, no permite la dilucidén de los previamente acumula-
dos en la célula como consecuencia de la asimilacifn del amo

nio.

De los datos presentados, se puede concluir que la ac
tividad nitrogenasa es el proceso mds sensible a estos pre=
suntos metabolitos inhibidores, ya que tan s6lo se observa
una actividad mormal en presencia de N,. La asimilacién de
nitrato , que afecta a la actividad nitrogenasa, no afecta al
consumo del propio i6n, si bien hay que tener en cuenta que

en células tratadas con MSX, la tasa de consumo de nitrato es



es mayor que en cé&lulas normales ( Revilla, 1983 )}, lo que in
dica la existencia de un mecanismo de autorregulacidn del con
sumo de este ib6n. Por Gltimo, la asimilacidén de amonio, due
proporciona una situacidén mds " rica " en nitrdgeno, inhibe

a ambos procesos.

Ademéds del efecto inhibidor que el amonio y el nitrato
ajercen  sobre la actividad nitrogenasa, ambos.iones reprimen
la sintesis de la enzima. Tanto la inhibicidn de la actividad
como la represidn de la sintesis parecen mediados por metabo-
litos derivados de la asimilacidn de estos iones que encontra
rian su objetivo en la nitrogenasa preformada en la c&lula y
en el operdn nif, constituido por genes cuyos productos, en-
tre ellos, la propia nitrogenasa, son necesarios para que ten
ga lugar'la fijacidn de N2. Estos dos efectos son distingui-
bles experimentalmente por el tiempo en que se manifiestan:

a corto plazo la inhibicidn de la actividad y a largo plazo,
la represidn de la sintesis de la enzima. En cé&lulas de 4zoto
bacter es dificil probar la independencia de los dos efec-
tos, es decif, si puede darse uno sin que ocurra el otro, pues
los dos tienen el mismo origen, la asimilacidn del amonio. Los
experimentos que discutimos a continuacién fueron disefiados pa-

ra probar la independencia de ambos efectos en esta bacteria.

‘Hemos utilizado dos aproximaciones experimentales dife-
rentes. Por un lado, se ha transferido,el plasmido pCK3 a A.

venelandii, promoviendo en esta bacteria la. expresidn constitu-.



tiva del-gen nif A de K. pneumoniae y, por tanto, siIntesis
constitutiva de nitrogenasa ( Kennedy y Robson, 1983a ). La
segunda aproximacidén ha consistido en intehtar la expresién
de los genes nifHDK de K. pneumoniae en mutantes Nif afecta-
dos en algunos de estos genes de A. vinelandii. Estas cepas
permitirfan estudiar si la ausencia de efecto del amonio so
bre la actividad nitrogenasa de K. pneumoniae se debe a la
propia enzima de esta bacteria o bién a que K. pneumoniae care
ce de la maquinaria celular necesaria para ejercer tal inhibi

cibn, maquinaria existente en A. vinelandi<.

Como hemos expuesto en Introduccibn, la expresidn de’
los genes nif en K. pneumoniae se activa por el producto del
gen nifd y se reprime por el del gen nifL . En Azotobacter,
aunque aln no se ha ehcontrado un gen equivalehte a nifA (Kg
nnedy et al, 1985 ), si se ha observado que el producto de es

te gen de XK. pneumoniae activa los genes nif ( Kennedy y Rob

son, 1983a ).

Nosotros hemos transferido pCK3, pldsmido que contiene
nifA de K. pneumoniae, a A. vinelandii, promoviendo asf nive-
les del producto de este gen altos en esta bacteria “para
Cualquief situacibdn nutricional. Como se muestra en el apar-
tado 3.3.4., cultivos de esta cepa realizados con amonio como
fuente de nitr6geno, presentan actividad nitrogenasa, lo gque
indica sintesis de la enzima afin en condiciones represivas.

La adicib6n de amonio a células de A. vinelandii UWr(pCK3),



promueve inhibicién a corto plazo de la actividad, afin cuando
en esta cepa existe sfintesis de nitrogenasa, es decir,se ob-

serva el efecto a corto plazo en ausencia del efecto a largo

plazo.

Cabe preguntarse cdmo es posible detectar actividad
nitrogenasa en cultivos realizados en presencia de amonio si
éste inhibe dicha‘'actividad' - . . Como se muestra en el
apartado 3.3.4., la inhibicién de la actividad nitrogenasa pro
movida por amonio no es total, esta podrfa ser la explica-
cidén de que en cultivos de 4. vinelandii UWr(pCK3) realizados
en presencia de amonio se encuentre aproximadamente el 50% de

la actividad observada en ausencia del idn.

Ademds de probar la separacién de los‘efectos represor
de sintesis e inhibidor de actividad nitrogenasa, la cepa UWr
(pCK3) produjo resultados interesantes referentes a la asimi-
laci6n del nitrato. Cuando esta cepa se cultiva en condicio-
nes inductoras del sistema de asimilacién de nitrato ( pre-
sencia de nitrato y ausencia de amonio ), carece de nitrato
reductasa y de nitrito reductasa vy, pbr tanto, es incapaz de
asimilar cualquiera de lo§ dos iones. Este resultado muestra
una interferencia negativa por parte de productos de genes hif
sobre la regulacidén de la sintesis de las enzimas implicadas

en la asimilacién del nitrato.

En cuanto a la expresién del oper6n nifHDK de K. pneumo

niae en Azotobacter, existen datos en la literatura ( ya men-



cionados en el apartado 3.5 de Resultados ), que indican que
tal expresifn no se produce por la imposibilidad de iniciar
transcripcién a partir del promotor de dicho operén ( Kenne
dy y Drummond, 1985 ). Nosotros hemos intentado de nuevo tal
expresidén mediante la transferencia de los genes nifHDK a
A. vinelandii wutilizando como vector el plésmidovaK2501

( apartado 3.5 de Resultados ). Este pldsmido tiene un inicio
de transcripcibn propia a partir del sitio EcoRI, iugar en
el que estd insertado el fragmento de ADN portador de los ge-
nes en cuya transcripcifn estamos interesados, con la espe-
ranza de que este inicio de transcripcién permitiera la de los
~genes contenidos en el inserto en una de sus dos orientacio-

nes .

La incapacidad de ambos plésmidos pJdCl y pJC2 para
complementar al mutante n<fD, UW48, tanto para actividad ni-
trogenasa como para crecimiento diazotr6fico, corrobora Laig
posibilidad de expresar los genes nifHDK de K. pneumoniae en

A. vinelandiz.
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