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I. INTRODUCCION



El nitrdgeno es uno de los componentes claves de los
seres vivos, donde se encuentra formando parte de moléculas
esenciales como son las proteinas y los &dcidos nucléicos.

En la naturaleza el nitrbgeno se encuentra en diferentes
estados de oxidacidn, siendo s6lo en su estado de mixima
reduccidén capaz de combinarse con esqueletos carbonados y
originar dichas biomoléculas. Los organismos vivos, a excep-
cidén de los animales, obtienen el nitrdgeno necesario para
su metabolismo, principalmente, a partir de dinitrdgeno o

asimilando nitrato o amonio.

La asimilacidn de nitrato es un proceso que realizan
tanto organismos eucariotas: plantas superiores, algas y
hongos, como organismos procariotas: bacterias y cianobac-
terias; mientras que la capacidad de fijar dinitrdgeno, es-
td limitada a organismos procariotas (Losada et al., 1.981;

Guerrero, 1.982).

A. chroococeum, bacteria Gram-negativa, heterdtrofa
y aerobia estricta, organismo utilizado para la realizacidn
de los estudios que aqui se presentan, puede utilizar como
fuente de nitrdgeno tanto el dinitrégeno atmosférico, como
el nitrato, nitrito o amonio (Kleiner, 1.975; Eady y
}Postgate, 1.974). E1l nitrdgeno molecular, el nitrato y el
‘nitrito, son reducidos hasta amonio y éste es posteriormen-
te incorporado en esqueletos carbonados (Nagatani et al.,

1.971). La evidencia experimental de que se dispone, ha per-



mitido establecer que la asimilacidén de nitrato, en los or-
gamismos en que se ha investigado, es un proceso que inclu-
ye las tres etapas fundamentales que se representan en el
esquema 1, y que son: entrada del idn nitrato al interior
celular; reduccibn de éste a nitrito y amonio e incorpora-
cidn del amonio en esqueletos-carbonados para originar los

aminoacidos.

La distincidn de estas tres etapas en el proceso de
asimilacidén de nitrato es comiin a organismos unicelulares
carentes de vacuolas de almacenamiento; mientras que, cuan-
do se trata de organismos pluricelulares u organismos vacuo-
lados, podemos distinguir otras etapas ademds de las ante-
riormente citadas. Una de estas etapas consiste en la acu-
mulacidén de nitrato en las vacuolas; otra la constituye el
posible transporte de nitrato de unas células a otras

(Ullrich, 1.983).

Para el estudio de la asimilacién de nitrato en A4,
e¢hroococceum, hemos utilizado un método de ensayo basado en
la medida de la desaparicidn de nitrato del medio. Tenien-
do en cuenta que en la mayoria de los microorganismos que
asimilan nitrato éste es rdpidamente reducido, las medidas
de desaparicidén de nitrato del medio corresponden no sélo
a la entrada de éste al interior celular, sino también a
la metabolizacidén intracelular de dicho idn, lo cual impi-

de distinguir ambos procesos; asi como determinar si diver-
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sos factores, por ejemplo, el amonio, actfia sobre la entra-
da del nitrato o sobre su posterior metabolizacidn. Sin em-
bargo, los estudios realizados en la diatomea Phaeodactylum
tricornutum (Cresswell y Syrett, 1.981), permiten separar
las etapas de entrada y reduccidn de hitrato, ya que estos
organismos acumulan nitrato en su interior. En estos orga-
nismos se ha puesto de manifiesto que la entrada de nitra-
to es un proceso que tiene lugar mediante un transporte
activo, es decir, requiere energia, y que la adicidn de
amonio inhibe la entrada de nitrato mds que la reduccidn
de éste. Estudios realizados en otra diatomea, Skeletonema
costatum (Serra et al., 1.978), han permitido también la
separacidén de las dos etapas mencionadas, ya que observan
que en presencia de tungstato, que se incorpora en la ni-
trato reductasa y la hace cataliticamente inactiva, la en-
trada de nitrato no se ve afectada, pero si su reduccién.
Otros trabajos realizados en hongos (Schloemer y Garrett,
1.974) y algas verdes (Eisele y Ullrich, 1.977; Tischner

y Lorenzen, 1.979; Ullrich, 1.983), permiten también sepa-
rar el paso de entrada de nitrato y el de su reduccibn;

asi como demostrar la naturaleza activa de la entrada de
nitrato y su cariacter aéumulativo, ademds de describir

una inhibicidn por amonio de dicha entrada.

Las investigaciones sobre la asimilacidn de nitrato

por bacterias quimiotrdficas son escasas. No obstante, los



estudios realizados en Klebsiella pneumoniae (Thayer y
Huffaker, 1.982) y Pseudomonas fluorescens (Betlach et al

13N, han puesto

1.981), utilizando el isdtopo radioactivo
de manifiesto que la entrada de nitrato es un proceso acu-
mulativo. Suspensiones celulares de K. pneumoniae cultiva-
das én presencia de tunsgtato presentan nitrato reductasa
inactiva, pero acumulan nitrato de 6-10 veces en el inte-
rior celular respecto a la concentracidén externa de nitra-
to. Por otro lado, en Pseudomonas fluorescens, Se€ ha encon-
trado que el amonio inhibe la entrada de nitrato, pero no
afecta la actividad nitrato reductasa, al menos en tiempos
cortos. También se ha adelantado que, en esta bacteria la
entrada de nitrato al interior celular estd mediada por

una permeasa que exhibe una afinidad por el nitrato supe-

rior a la que presenta la nitrato reductasa.

Estudios realizados en Rhodopseudomonas capsulata,
(Jackson et _al., 1.981), utilizando un electrodo de nitrato,
demuestran que la entrada de nitrato en dicho organismo es
un proceso que requiere energia. El cardcter activo de la
entrada de nitrato también ha sido comprobado en Klebsiella
pneumoniae (Thayer y Huffaker, 1.982); Pseudomonas
fluorescens (Betlach gz_gl.,1.981) y en la cianobacteria

Anacystis nidulans (Flores, 1.982).

Una vez que el nitrato entra en la cé&lula, es redu-

cido hasta amonio. Estudios llevados a cabo en una gran va-
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riedad de organismos han establecido definitivamente, que
la reduccidn asimilatoria de nitrato tiene lugar mediante
dos metaloproteinas que catalizan consecutivamente la re-
duccidén de nitrato a nitrito y de éste a amonio segiin el

esquema siguiente:

% _Ze . NOé -66 - NHZ
NO3 Rasa NO2 Rasa

NO

(Vennesland y Guerrero, 1.979; Guerrero et al., 1.981). Es-
tas dos enzimas difieren en sus propiedades moleculares,
asi como en la naturaleza de sus donadores fisioldgicos de
electrones, dependiendo del material bioldgico estudiado

(Losada y Guerrero, 1.979; Losada et al., 1.981).

En eucariotas la nitrato reductasa es una molibdo-
proteina que contiene flavina (FAD) y un grupo hemo

(Cit b La fuente donadora de electrones la constituye

5570 *
los piridin nucleétidos reducidos de origen fotosintético

o provenientes de la oxidacidén de carbohidratos (Losada,
1.976; Garrett y Amy, 1.978; Vennesland y Guerrero, 1.979;
Hewitt y Notton, 1.980; Losada gz_él.,1.981). El peso mole-
cular de dicha enzima es de 200-500 kdaltons. Estas nitra-
to reductasas dependientes de piridin nucledtido presentan

dos actividades que pueden ensayarse separadamente: activi-

dad diaforasa, que cataliza la reduccién por NAD(P)H de
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varios aceptores de electrones como FAD; citocromo c; fe-
rricianuro; MV o BV u otros oxidantes. La otra actividad
es la terminal, mediante la cual el nitrato es reducido

por flavinas reducidas o por violégenos reducidos.

Por otro lado, en procariotas, la nitrato reductasa
es una molibdoproteina de peso molecular inferior a la de
eucariotas, que no lleva en su molécula flavina ni gTupo
hemo y que es incapaz de utilizar los piridin nucledtidos
como donadores de electrones, utilizando, sin embargo, fe-

rredoxina reducida como fuente de electrones.

La nitrato reductasa de 4. chioococcum, ha sido par-
cialmente caracterizada en trabajos realizados en nuestro
laboratorio (Guerrero et al., 1.973). Se ha descrito que es
una proteina localizada en la fraccidn soluble después de
la rotura de las células y que reduce nitrato <n vitro
utilizando para ello algunos donadores de electrones arti-
ficiales como son el BV y el MV reducidos quimicamente por
ditionito. La moldcula tiene un peso molecular de 100 kdal-
tons y contiene molibdeno como cofactor, siendo incapaz de
utilizar los piridin nucledtidos como donadores de electro-
nes in vitro. Estd aln por identificar la cadena completa
desde los piridin nucledtidos, o el correspondiente reduc-
tor terminal, hasta el nitrato en Azotobacter. En trabajos
realizados en nuestro laboratorio (Tortolero et al.,1.975),

se consiguid reducir nitrato utilizando como fuente de po-
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der reductor ferredoxina de este organismo reducida por un
sistema de cloroplastos iluminados de espinacas o por NADPH
y NADP® reductasa de espinacas. Otros estudios (Llobell

et al.,1.980), ponen de manifiesto que las flavina: FMN y
riboflavinas reducidas, son donadores efectivos de la ni-

trato reductasa de 4. chrocococcum.

La otra enzima del sistema reductor de nitrato es
la nitrito reductasa. En organismos fotosintéticos, tanto
eucariotas como procariotas, la nitrito reductasa es una
enzima dependiente de ferredoxina (Hucklesby et al., 1.976;
Zumft, 1.972; Ho et al., 1.976). Por otro lado, en organis-
mos no fotosintéticos, la nitrito reductasa es dependiente

de piridin nucledétido reducido (Guerrero et al., 1.981).

La nitrito reductasa de A. chroococcum (Vega et al.,
1.973), presenta alta especificidad por NADH como donador
de electrones; existen pruebas de la participacidén de meta-
les y flavinas en el transporte de electrones desde el NADH
hasta el nitrito a través de la nitrito reductasa. El pro-
ducto de la reaccién catalizada por esta enzima es el amo-
nio, que como hemos sefialado anteriormente, es el estado
de reduccidn del nitrdgeno que se incorpora en esqueletos

carbonados dando origen a los' aminodcidos.

Existen varias vias metabllicas que podrian ser uti-

lizadas para la asimilacidén del amonio generado en el inte-
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rior celular, bien como resultado de la fijacidn de dini-
trdgeno o como resultado de 1la reduccidén de nitrato o ni-
trito. Durante muchos afios, se considerd que la principal
ruta de asimilacidén de amonio era la catalizada por la en-
zima glutamato deshidrogenasa (GDH), la cual cataliza la

aminacién reductiva del a-cetoglutarato dando glutamato.
a-cetaglutarato + NHZ + NAD(P)H === Glu + NAD(P)" + H,0

Esta actividad, GDH, se encontraba en gran cantidad
de organismos, sin embargo, debido a que presenta una ele-
vada Km para el amonio, diversos autores consideraron la
posibilidad de la existencia de otra ruta metabdlica, al
menos cuando la concentracidén de amonio es baja, capaz de
asimilar amonio. En esta linea, estudios realizados en
Klebsiella aerogenes (Meers et al.,1.970), mostraron que
los niveles de GDH eran elevados cuando ei factor limitan-
te no era el amonio, mientras que cuando éste se encontra-
ba a concentraciones del orden de 10 veces menor que la Km
de la GDH, los niveles de la enzima descendian hasta un 3%,
aproximadamente, del original, por lo que no podria satis-
facer las necesidades biosintéticas del organismo. Después
de una serie de experimentos a nivel fisiolbgico y enzimi-
tico, observaron que el primer aminodcido formado tras la
incorporacién de amonio, era la glutamina, que posterior-

mente originaba glutamato. Este proceso tenia lugar a tra-
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vés de dos enzimas que catalizan las reacciones siguientes:

. ATP ADP + Pi
Glutamato + NH, N -~ = Glutamina
GS

NADPH. NADPY
e ®” =2 Glutamato

a-cetoglutarato + Glutamina
GOGAT

La primera reaccidén estd catalizada por la enzima
glutamina sintetasa (GS) y la segunda por la glutamato sin-

tasa (GOGAT). A esta ruta se le denomina GS/GOGAT.

Hoy dia, se admite (Tempest et al., 1.973; Miflin y
Lea, 1.976; Tyler, 1.978), que la ruta GS/GOGAT es la prin-
cipal via de incorporacidn de amonio en la mayor parte de
los organismos estudiados, a excepcidn de hongos (Brown
et al.,1.974), Por otro lado, se hq_comprobado que algunas
bacterias carecen de actividad GDH detectable, como por
ejemplo en Bacillus megaterium (Elmerich y Aubert, 1.971);
Rhodopseudomonas capsulata (Johanssony Gest, 1.976);
Rhizobium (Ludwig, 1.978) y en A. chroococcum (Barcena,
1.980). También se ha comprobado la ausencia de GDH en la

mayoria de cianobacterias (Meeks et al., 1.977).

La glutamina sintetasa es una enzima que ha sido
estudiada en una gran cantidad de organismos (Magasanik
et al., 1.974; Magasanik et al.,1.977), como bacterias fo-

tosintéticas (Johansson y.Gest, 1.976); Klebsiella aerogenes
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(Bender et al., 1.977); E. coli (Shapiro y Stadtman, 1.970;
Stadtman et al., 1.979); Chlamydomonas reinhardii (Floren-
cio, 1.983); " Azotobacter vinelandii (Kleinschmidt vy

Kleiner, 1.978).

Actualmente esti admitido que todas las bacterias
Gram negativas poseen una glutamina sintetasa interconver-
tible en dos formas: una desadenililada activa y otra ade-
nililada menos activa, mientras que la mayoria de las Gram
positivas no presentan esta caracteristica (Tronick et al.,

1.973).

La glutamina sintetasa de A. chroococcum ha sido
parcialmente purificada en nuestro laboratorio (Barcena,
1.980) y se ha podido comprobar que es una enzima similar
a la de otras bacterias Gram negativas (Kleinschmidt y
Kleiner, 1.978; Siedel y Shelton, 1.979; Shapiro y Stadtman,
1.970). Es un oligdmero formado por doce subunidades, cada
una de las cuales puede unir covalentemente un grupo adeni-
lo formando una subunidad adenililada, que es catalitica-
mente poco activa. El nGmero de subunidades adenililadas
(0-12), di el grado de adenililacidn de la enzima, la cual
es menos activa cuantas mis subunidades adenililadas tiene.
El grado de adenililacidn varia seglin la fuente de nitrd-
geno utilizada en el medio de cultivo, estando desadenili-
lada en ausencia de amonio o nitrato y adenililada cuando

uno de dichos iones esti presente en el medio.
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La otra enzima de la ruta GS/GOGAT, la glutamato
sintasa, ha sido también objeto de diversos estudios,
habiendo sido purificada en diversos organismos (Adachi y
Suzuki, 1.977; Boland, 1.979; Cullimore y Sims, 1.981;
Mantsala y Zalkin, 1.976; Schmidt y Jervis, 1.980; Barcena,
1.980).

La asimilacidén de nitrato en diferentes organismos
ha sido estudiada bajo distintas condiciones ambientales,
tales como luz, temperatura, pH, COZ’ nivel de oxigeno,
fuente de nitrégeno y otros factores (Beevers y Hageman,
1.972; GarrettyAmy, 1.978; Losada y Guerrero, 1.979;
Syrett y Leftley, 1.976; Vennesland y Guerrero, 1.979).

Sin embargo, ha sido la reduccién de nitrato la fase mis
estudiada respecto a su papel en la regulacién de la asimi-
lacidén de dicho i6én. En diferentes células y tejidos con
capacidad asimilatoria de nitrato, se observd que la-acti-
vidad nitrito reductasa era varias veces mayor que la acti-
vidad nitrato reductasa, por lo que se pensd que la reduc-
cidén de nitrato era el paso limitante en la velocidad de

su asimilacidén (Beevers y Hageman, 1.972) y, por tanto, el
‘punto principal de control sobre la actividad asimilaioria
de nitrato. Sin embargo, las evidencias de la existencia

de un sistema de transporte de nitrato sugirid que podia
ser éste y no la reduccidn del idén, el punto de control de

la asimilacidén de nitrato. Anteriormente, hemos sefialado
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que las etapas de entrada y reduccién de nitrato son muy
dificiles de separar, principalmente en organismos unice-
lulares y sin vacuolas de almacenamiento; asi, Butz y
Jackson (1.977), postularon que fundamentalmente en este
tipo de organismos, la entrada de nitrato a la célula y su
posterior reduccidn eran dependientes de una misma molécu-
la: nitrato reductasa. Sin embargo, hay evidencias de que
no siempre existe esa estrecha correlacidn entre la entra-
da del ién y su reduccién, ya que se ha podido demostrai
que en diversos organismos tiene lugar entrada de nitra-
to al interior celular estando la nitrato reductasa en es-
tado no funcional (Doddema et al., 1.978; Heimer y Filner,
1.970;Schloemer y Garrett,1.974). Por tanto, los diferen-
tes factores que afectan al consumo de nitrato pueden
ejercer su accidn sobre la entrada de &ste al interior ce-

lular, sobre su reduccidén o sobre ambos procesos.

Una atencién especial se ha dedicado al papel del
amonio, que es el producto final de la reduccién de nitra-
to y el cual puede actuar tanto a nivel de entrada de éste
como a nivel de sintesis de actividad nitrato reductasa

(Guerrero et al., 1.981; Ullrich, 1.983).

Hay una gran variedad de evidencias de que el amonio
ejerce una ridpida inhibicidén del consumo de nitrato en di-
ferentes estirpes de Chlorella (Cramer y Myers, 1.949;

Syrett y Morris, 1.963; Pistorius et al., 1.978; Tischner



18

y Lorenzen, 1.979); Chlamydomonas reinhardii (Thacker y
Syrett, 1.972; Florencio y Vega, 1.981); cianobacterias
(Ohmori et al., 1.977; Flores et al., 1.980); Pseudomonas
fluorescens (Betlach et al., 1.981); Klebsiella pneumoniae
(Thayer y Huffaker, 1.982); en la diatomea Phaeodactylum
tricornutum (Cresswell y Syrett, 1.981), asi como en hon-

gos (Morton y MacMillan, 1.954).

En la mayoria de los casos estudiados, esta inhibi-
cién del consumo de nitrato en presencia de amonio era de
caricter reversible, desapareciendo dicha inhibicidn cuan-

do el amonio se agotaba del medio (Cramer y Myers, 1.949;

Syrett y Morris, 1.963; Flores et al., 1.980; Ohmori et al.,

1.977; Morton, 1.956). Aunque diversos autores habian suge-
rido que la inhibicién por amonio tenia lugar sobre la
actividad nitrato reductasa (Ferguson, 1.969) se

ha demostrado inequivocamente que cuando se afiaden bajas
concentraciones de amonio a una suspensidn celular consu-
miendo nitrato, el consumo de dicho ién es rdpidamente in-
terrumpido, mientras que no hay cambios significativos en
los niveles celulares de actividad nitrato reductasa (Flo-
res et al., 1.980; Ohmori et al., 1.977; Pistorius, 1.978).
En estudios realizados en la diatomea Phaeodactylum tricor-
nutum (Cresswell y Syrett, 1.979), se observa que en pre-
sencia de amonio se produce una inmediata y reversible

inhibicidn de la acumulacidn de nitrato en el interior ce-
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lular; en estudios posteriores Cresswell y Syrett (1.981),
concluyeron que el amonio inhibe el consumo de nitrato a
nivel del sistema de entrada de éste al interior celular.
Hay evidencias recientes (Flores et al., 1.980), de que el
efecto inhibidor del consumo de nitrato que tiene lugar en
presencia de amonio, es debido a algin(os) de los produc-
to(s) desu asimilacidén y no al propio amonio, ya que en
presencia de inhibidores de la asimilacidn de éste . no se
detecta el efecto inhibidor del amonio sobre la entrada de

nitrato a la célula.

El desarrollo del sistema de entrada de nitrato ha
sido estudiado en Neurospora (Schloemer y Garrett,1.974)
y en células de tabaco; en ambas la presencia de nitrito o
nitrato es esencial para el desarrollo del sistema de trans-
porte. En Neurospora crassa, el sistema de transporte de
nitrato puede ser caracterizado mis como un sistema indu-
cible que como un sistema represible, ya que el amonio no
reprime la formacién del sistema dé transporte de nitrato.
En este mismo trabajo se sefialaba también que el amonio
inhibe en este organismo la entrada de nitrato de manera
no competitiva. Por otro lado, en la diatomea P. tricornu-
tum (Cresswell y Syrett, 1.981), se ha puesto de manifies-
to que el desarrollo del sistema de transporte de nitrato
no precisa la presencia de nitrato sino la ausencia de amo-

nio.
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Por otra parte, ha sido estudiado en gran cantidad
de organismos el posible efecto inductor del nitrato, asi
como el papel represor del idén amonio, sobre la sintesis
del sistema reductor de nitrato. Se ha podido observar,
en general, que los niveles de actividad nitrato reductasa
y nitrito reductasa son elevados en organismos cultivados
en nitrato, mientras que cuando dichos organismos son cul-
tivados en medios con dinitrdgeno o amonio como fuente de
nitrégeno, sélo se aprecian niveles basales de dichas acti-
vidades. Los estudios realizados en gran variedad de algas,
han puesto de manifiesto que el amonio actfia como represor
de la sintesis de nitrato reductasa (Herrera et al., 1.972;
Morris y Syrett, 1.963; Vega et al., 1.971) sin embargo,
el papel inductor del nitrato ha sido rechazado, al menos
en un gran ndmero de algas verdes (Herrera et al., 1.972;
Sosa et al., 1.978; Syrett y Hipkin, 1.973; Vega et al.,
1.971) y algas rojas (Rigano y Violante, 1.973), donde se
observé que habia sintesis de nitrato reductasa en ausencia

de nitrato.

Estudios realizados en bacterias no fijadoras de ni-
trégeno (Villalobo et al., 1.977), asi como en Penicillium
(Morton, 1.956), pusieron de manifiesto que estos orgénis-
mos desarrollan actividad nitrato reductasa al ser transfe-
ridoé de un medio con amonio a un medio sin fuente de ni-

trdégeno. Los estudios realizados en cianobacterias (Herrero
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et al., 1.981), establecen que en cepas no fijadoras de di-
nitrégeno, como es el caso de Anacystis nidulans, la sinte-
sis de nitrato reductasa es reprimida en presencia de amo-
nio, mientras que la sintesis de novo de la enzima - tiene
lugar tanto en presencia como en ausencia de nitrato; esto
pone de manifiesto que, en estos organismos, no se requie-
re la presencia de nitrato para inducir a la enzima. La
represibén por amonio de la sintesis de nitrato reductasa,
no tiene lugar cuando las células son tratadas con inhibi-
dores de la glutamina sintetasa, lo que sugiere que dicha
represidn no es producida por el propio amonio, sino que
éste debe ser asimilado para que tenga lugar dicha repre-
sién, es decir, se requiere la presencia de algtGn(os) pro-
ducto(s) de la metabolizacidn del amonio. Contrarios a es-
tos resultados son los obtenidos en el estudio de Anabaena
espy en Nostoc esp que sefialan al nitrato como inductor de
la sintesis de nitrato reductasa y al amonio como inhibi-
dor de la entrada de nitrato a la célula. Asi, al no poder
entrar el inductor al interior celular, no tiene lugar la
sintesis de la enzima (Herrero et al., 1.981). Este efecto
del idn amonio desaparece en presencia de inhibidores de

la asimilacién de amonio.

Estudios realizados en 4. ¢hroococcum, in vitro,
(Guerrero et al., 1.973), establecen que cuando las cé&lulas

son cultivadas en nitrato, presentan un elevado nivel de
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actividad nitrato reductasa, mientras que cuando son culti-
vadas en medios con dinitrégeno o amonio, se detectan sdlo
actividades basales de nitrato reductasa. Cuando las célu-
las fueron cultivadas con nitrito como Gnica fuente de ni-
trégeno, se obtuvieron niveles elevados de actividad nitrato
reductasa, aunque inferiores a los obtenidos en presencia
de nitrato; por otro lado, cuando la fuente de nitrdgeno
utilizada fué nitrato amdnico, aparecieron niveles de acti-
vidad del orden de 1/3 de las detectadas en presencia de

nitrato.

En el trabajo que aqui se presenta, hemos estudia-
do la asimilacién de nitrato en 4. chroococcum; en primer
‘lugar se ha determinado la dependencia del proceso de una
fuente de energia. Se ha puesto a punto un sistema artifi-
cial que actlia como fuente de energia que permite el con-
sumo de nitrato en ausencia de una fuente de carbono. Por
otro lado, hemos podido comprobar que aunque las etapas de
entrada de nitrato y de reduccién de éste estan muy unidas,
parece que estin mediadas por moléculas diferentes, las
cuales presentan distinta afinidad por el nitrato. También
hemos estudiado diversos aspectos de la regulacidn del
transporte de nitrato, en la cual parece que intervienen
producto(s) de la asimilacidn del amonio, conclusidn a la
que se ha llegado después de examinar el efecto de inhibi-

dores de la ruta GS/GOGAT sobre la accidén del amonio. Final-
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mente, se han investigado los efectos reguladores del nitra-
to, amonio y cianato sobre los niveles celulares del siste-

ma reductor del nitrato y sobre el desarrollo del sistema

de transporte del mismo.



IT. MATERIALES Y METODOS
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II.A.- ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

IT.A.1.- Material biolbgico

Para la realizacidén del trabajo aquil presentado
hemos utilizado la bacteria aerobia fijadora de nitrdgeno,
Azotobacter chroococecum, ATCC 4412, procedente de la co-
leccidn de cultivos tipo de la Universidad de Valencia

(Prof. F. Uruburu).

IT.A.2.- Condiciones estiandar de cultivo

Las células se cultivaron en matraces Erlenmeyer,
llenados con medio sintético hasta la mitad de su capaci-
dad total, a 27°C en un cultivador NEW BRUNSWICK, SCIENTI-
FIC Co, modelo G-25 con una agitacidn constante de 150-220

T.p.m.

El medio contenia las siguientes cantidades de nu-
trientes por litro de agua destilada: KNOS, 8 mmoles;

MgSO,.7H,0, 0,8 mmoles; NaCl, 3,4 mmoles; CaClz, 0,34 mmo-

4 2

les; NaMO 0,012 mmoles; manitol, 27,5 mmoles; tampdn fos-

4°
fato potdsico, pH 7,5, 20 mmoles; FeSO4, 0,5 mmoles y EDTA,
0,5 mmoles. Estos dos Gltimos productos, se afiadian de una

solucidén preparada segln Arnon et al., (1.974).

Los matraces conteniendo el medio completo, excepto

el fosfato, y tapados con algoddn graso se esterilizaron



26

en un autoclave eléctrico SELECTA, modelo 437-G a una atmds-
fera de presidén (1202C), durante 20 min. E1 fosfato potési-
co se esterilizd aparte para evitar que precipitara en for-
ma de sal férrica, después se dejd enfriar y se vertid so-

bre el medio de cultivo en condiciones estériles.

IT.A.3.- Modificaciones del medio estandar

Las variaciones del medio estindar que se hicieron,
afectaban a la fuente de nitrdgeno y/o a la fuente de car-
bono. Cuando se modificé la fuente de nitrdgeno, el nitra-
to potdsico fué sustituido por dinitrdgeno, por acetato
amdnico o por una mezcla de argon y oxigeno cuando se qui-
so someter a las células a deficiencia (hambre) de nitrdge-
no. Cuando fué la fuente de carbono la que se modificd, el
manitol fué sustituido por otras fuentes de carbono cuya

naturaleza y concentracidén se indicardn en cada caso.

II.A.4.- Establecimiento de hambre de nitrdgeno

Para someter a las células a hambre de nitrdgeno,
se gasearon con una atmdésfera de oxigeno al 20% (v/v) en
argon durante 4 & 5 horas en tubos de 45 mm de didmetro

por 400 mm de largo, tapados con algoddn graso.



27

II.A.5.- Mantenimiento del organismo y preparacién de inbcu-

los

Para la conservacidn y mantenimeinto de las células
de Azotobacter chroococcum, se hicieron siembras de células
en tubos con medio sdlido, de composicidén igual que la des-
crita en el apartado II.A.2.- pero eliminando el nitrato,
es decir, en condiciones de fijacidén de dinitrdgeno, y
suplementando con agar al 2,5% (p/v); tras 2 dias de creci-

miento a 27°C, se guardaban en frio (0-42C).

Los indculos se iniciaron a partir de las células
de estos tubos, previamente puestos a temperatura ambiente
durante 1 6 2 horas. En condiciones estériles, se tomaba
una cierta cantidad de masa celular, se resuspendian en
100 m1l de medio liquido con la fuente de nitrdgeno deseada
y se dejaban crecer durante 1 6 2 dias. De este cultivo se
tomaban 10 ml con los que se inoculaban 250 ml de medio
fresco, el cual se utilizaba como indculo de partida
transcurridas unas 12 horas (antes de que alcance la fase
estacionaria), afiadiéndose 2 a 2,5 volimenes de esta sus-

pensidn por cada 100 volimenes de medio fresco.



A

28

II.B.- RECOGIDA DE CELULAS

Las células se recogieron en fase exponencial de creci-

miento (DO 0,5-0,6) por centrifugacidn a 9.000 x g

560nm
durante 10 min en una centrifuga SORVALL RC-2B a 4 § 5°C.
Posteriormente se lavaron dés veces con tampdn MOPS-KOH,

25 mM pH 7,5. A continuacidn se resuspendid el precipitado,
concentrando 7-10 veces, en tamp6én MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5,
al que se afiadia manitol al 1% (p/v) para experimentos de

menos de 30 min de duracidn y al 2% (p/v) para experimen-

tos de mayor duracidn.

IT.B.1.- Ensayo del sistema de consumo de nitrato

En la realizacién de este trabajo, denominamos con-
sumo de nitrato al conjunto formado por la entrada y asimi-
lacién de nitrato en 4. chroococcum, ya que el método usa-
do para la determinacién de nitrato s6lo nos permite detec-
tar la desaparicidn de nitrato en el medio, no pudiendo va-

lorar el nitratoique se acumula en el interior celular.

El consumo de nitrato por células de A. chroococcum
lo medimos en suspensiones celulares preparadas como se in-
dica en el apartado anterior y colocadas en matraces Erlen-
meyer llenados hasta 1a_mitad de su capacidad y puestos en
agitacidn (70-100 oscilaciones por min) a 27°C. A estas
suspensiones se le afladia nitrato potdsico a una concentra-

cién de 0,3-0,5 mM y se tomaban alicuotas de 2 ml cada cier
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to tiempo. Estas alicuotas eran filtradas, utilizando un
sistema de filtracién MILLIPORE de 12 orificios, mediante
papel de filtro GLASS MICROFIBRE PAPER (GF/C) de WHATMAN.
Posteriormente, se recogian los filtrados y se determinaba
el nitrato del medio por el método de Cawse, descrito en
el apartado II.E.1.-. Ademds de nitrato, en el filtrado se

hacian otras determinaciones, que se indican en cada caso.

II.C.- ESTIMACION DE LOS NIVELES ENZIMATICOS

En este trabajo, hemos determinado los niveles celu-
lares de las enzimas: Nitrato reductasa, Nitrito reductasa
y Glutamina sintetasa. Debido a la necesidad de estimar di-
chos niveles enzimidticos inmediatamente después de exponer
las células a distintas condiciones experimentales, las
actividades enzimdticas se determinaron <n s<tu, después

de permeabilizar las células.

II.C.1.- Permeabilizacidén con tolueno

Para hacer permeables las membranas de A. chroococcum
a sustancias de bajo peso molecular y poder determinar ac-
tividades enzimdticas, se tomaron 5 ml de la suspensién
celular descrita en II.B.-, se centrifugdé a 9.000 x g du-
rante 5 min a 4-5°C, se lavaron con MOPS-KOH, 25 mM, pH

7,5 v se resuspendieron en 1,0 ml de una solucidn de
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MOPS-KOH 0,125 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 0,25 mM, alcan-
zdndose asi una concentracién de 2-4 mg de proteina celular
por ml. Posteriormente, se sometia durante 2 min a agitacién
vigorosa en presencia de tolueno a una concentracidn final
de 2 % (v/v). De aqui se tomaba una alicuota y se ensayaba

con ella la actividad enzimdtica deseada.

I1,C.2.- Permeabilizacién con M.T.A.B.

La permeabilizacién de las membranas celulares con el
detergente i6nico M.T.A.B., no requeria pretratar a las cé-
lulas con el detergente, sino que éste se afiadia a una con-
centracidén de 100 ug/ml, a una mezcla de reaccidn para el
ensayo de la actividad enzimdtica considerada. A esta mez-
cla de reaccién se adicionaba una alicuota de una suspen=
sién de células no permeabilizadas, preparadas como se des-
cribe en el apartado II.C.1.- Después se agitaba vigorosa-
mente durante 2-5 seg para homogenizar y se iniciaba el

ensayo enzimitico considerado.

IT.D.- ENSAYOS ENZIMATICOS

ITI.D.1.- Ensayo de la actividad nitrato reductasa

Para estimar el nivel celular de actividad nitrato
reductasa en células de A. chroococeum se determind seglin

el método descrito por Guerrero et al., (1.973). E1 ensayo
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se llev6é a cabo al aire en tubos de ensayo reforzados de
10 ml1 de capacidad. La mezcla de reaccidén se incubé a 30°C
durante 3 6 5 min y contenfa en un volumen final de 1 ml:

Tris-ClH, pH 7,5, 100 umoles; KNO 10 umoles; metil violéd-

3>
geno, 0,2 uymoles; Na28204, disuelto en 0,1 ml de Tris-ClH

de pH 7,5, 0,8 mg. A esta mezcla de reaccifn se afiadia una
cantidad adecuada de células permeabilizadas, como se des-
cribe en el apartado II.C.1.- 6 en II.C.2.-. La reaccidn se
inicié afiadiendo Na,5,04 v se detuvo agitando fuertemente la

mezcla de reaccién en un aparato vibrador Super-mixer, has-

ta la desaparicidén del color azul del metil violdgeno reducido.

El nitrito formado en la reaccién se determind como

se describe en el apartado II.E.Z2.

Una unidad de actividad enzimdtica corresponde a un

micromol de. nitrito formado por minuto.

La disolucién de ditionito sédico se preparaba inme-

diatamente antes de usarse.

I1.D.2.- Ensayo de la actividad nitrito reductasa

El ensayo se llev6 a cabo segiin el método descrito
por Vega et al., (1.973) con algunas modificaciones. La
mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml:

Tris-C1H, pH 7,5, 100 umoles; NaNO 20 uymoles; metil vio-

21
l6geno 0,2 umoles; Na25204, disuelto en 0,1 ml de NaHCOS,

0,29 M, 2,6 mg y una cantidad adecuada de una suspensién
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celular permeabilizada.

El ensayo se iniciaba con la adicién de ditionito, se
incubaba la mezcla durante 5-10 min a 30°C y se detenia 1la

reaccidén por agitacidén vigorosa.

El nitrito desaparecido en la reaccidn se determind

como se indica en el apartado II.E.Z2.

Una unidad de actividad enzimdtica se define como 1la
cantidad de enzima que cataliza la desaparicién de un micro

mol de nitrito en un minuto.

II.D.3.- Ensayo de la actividad glutamina sintetasa

El ensayo se llev6 a cabo determinando colorimétrica-
mente la actividad "transferasa" segln Shapiro y Stadtman
(1.970), mediante el procedimiento de Kleiner (1.975) ligera
mente modificado. La reaccidén se realizé en tubos de ensayo
reforzados de 10 ml de capacidad; en un volumen de 1 ml con-
teniendo: MOPS-KOH, pH 7,5, 100 umoles; glutamina, 25 umoles;
ADP-Na, 0,5 umoles; MnClZ, 0,3 umoles; NHZOHC1H, 25 umoles;
NaZHAsO4, 25 umoles y una cantidad adecuada de células permea
bilizadas. Cuando se midi6é la actividad dependiente de Mg2+,
se afiadian 60 umoles de MgClz. La mezcla de reaccidn se incu-
baba a 30°C durante 10 & 15 min y se paraba la reaccién por

adicidén de FeCl3 como se indica en el apartado II.F.3. A

continuacién se centrifugaba para eliminar la turbidez que
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producia la proteina precipitada.

Como control, se hacia un ensayo en el que-se omi-

tian el ADP y el Na,HAsO para corregir la formacidn de

2 4
vyglutamil-hidroxamato mediante reacciones distintas a la

catalizada por la glutamina sintetasa.

El y-glutamil-hidroxamato se determind como se in-

dica en el apartado II.E.3.

Una unidad de actividad enzimdtica se definia como
la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol
de y-glutamil-hidroxamato por minuto.

II.D.4.- Ensayo de la actividad nitrogenasa

La actividad nitrogenasa, in viveo, se determind por
la técnica de reduccidn de. acetileno descrita por Stewart

et al., (1.967).

Los ensayos se llevaron a cabo en matraces Erlenme-
yer de 10 ml de capacidad, cerrados con tapones de goma de
los que equipan los tubos B-D Vacutainer 4827, que conte-
nian 2 ml de suspensibn celular bajo una atmdésfera de ace-
tileno al 10% en aire. Las vasijas se ponian en agitacidn
en un bafio Warburg, marca Braum, a 100 oscilaciones por mi-
nuto y a 27 °C. A los 15 min se extraia con una jeringa

HAMILTON especial para gases, una alicuota y se determina-
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ba el etileno producido seglin se describe en el apartado

II.E.5. Transcurridos 10 min, se tomaba otra alicuota y se
volvia a determinar el etileno producido. En las condicio-
nes de ensayo, la produccidn de etileno era lineal durante

al menos 2 horas.

II.E.- METODOS ANALITICOS

II.E.1.- Determinacidén de nitrato

El nitrato se determind por absorbancia a 210 nm en
disolucidn &4cida segln el método descrito por Cawse (1.967).
Un volGmen de 1 ml de muestra conteniendo entre 0-100 nmoles
de nitrato se suplementaba con 1 ml de dcido amidosulfdri-
co al 2% (p/v). Tras incubar 2 min a temperatura ambiente
y agitar vigorosamente, se afiadian 3 ml de 4cido percldri-
co al 6,65%. Transcurridos 25 min a temperatura ambiente,
se estimaba la concentracidén de nitrato midiendo la absor-

bancia de la disolucidén a 210 nm empleando un coeficiente

1 mM _

1 cm 6,4. E1 tratamiento con adcido amido-

de extincién E
sulfirico eliminaba cualquier pequefia cantidad de nitrito
presente en la disolucidn, el cual absorbe también la luz

ultravioleta en medio acido.

Cuando se utilizd 4cido ascdérbico en alglin experi-

mento, hubo que eliminarlo antes de determinar el nitrato,
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ya que el dcido ascdérbico absorbe a 210 nm. Esta interfe-
rencia, se evitd segln el método de Katoh (1.963) de elimi-
nacidén de acido ascérbico. Se afiadidé, a 1 ml de muestra,
0,3 ml de NaOH 1 N y a continuacidén se calentd al baifio
Maria a 80°C durante 10 min. Una vez enfriada la mezcla se

empled el método de Cawse para determinar nitrato.

II.E.2.- Determinacidn de nitrito

El nitrito se determind mediante la reaccidn de dia-
zotacién de Griess-Illosway, segin el procedimiento descri-
to por Snell y Snell (1.949). A 1 ml de muestra contenien-
do entre 0-30 nmoles de nitrito, se afiadia 1 ml de una di-
solucidn de sulfanilamida al 1% (p/v) en HCl 2,4 Ny 1 ml
de una disolucidén de N(1-naftil)etilendiamina dichlorhidra-
to al 0,02% (p/v) en agua. Transcurridos 10 min a tempera-
tura ambiente, se determinaba espectrofotométricamente la
concentracidn del complejo coloreado, utilizando un coefi-

ciente de extincidén a 540 nm E} gﬁ = 55,

!

II.E.3.- Determinacidn de y-glutamil-hidroxamato

El y-glutamil-hidroxamato se determind por la reac-
cidén con FeCl3 en medio 4dcido seglin Shapiro y Stadtman
(1.970). A 1 ml de disolucidén conteniendo y-glutamil-hidro-
xamato se afiadian 2 ml del reactivo anterior, que incluia

en 1 1 de volGmen final: HC1 al 37% (v/v), 7,73 ml; &cido
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tricloroacé&tico al 20% (v/v), 60,24 ml; FeClS-HZO, 33,33 g.
La concentracibén del producto formado se determind espec-

trofotométricamente utilizando un coeficiente de extincidn

1T mM _

a 500 nm E1 cm

3.

IT.E.4.- Determinacidén de amonio

El ién amonio se determind enzimdticamente midiendo
la oxidacidén de NADPH catalizada por la glutamato deshidro-
genasa en la reaccibén de sintesis de glutamato a partir de
a-cetoglutarato y amonio, con cantidades limitantes de es-
te Giltimo, segln Bermeyer (1.974). La mezcla de reaccidn
contenia en un voldmen final de 1 ml: tris-tricina, pH 8
250 umoles; a~cetog1utarafo, 10 umoles; ADP, 1,2 umoles;
NADPH, 0,2-0,25 umoles y una alicuota de muestra contenien-
do entre 0-80 nmoles de amonio. La reaccidén se iniciaba por
adicién de 20 ul de una preparacidn de glutamato deshidro-
genasa (7-10 U de enzima) y se desarrollaba durante 10 min
a temperatura ambiente. La concentracidén de NADPH en la
mezcla de reaccibén después de desarrollarse ésta, se deter-
minaba espectrofotométricamente utilizando un coeficiente
de extincidén a 340 nm E} 2% = 6,2. Los vélores de oxidacién

de NADPH en presencia de amonio afiadido, se corregian con

blancos a los que no se afladia amonio.



37

II.E.5.- Determinacidén de etileno

El etileno se determind por cromatografia de gases
utilizando un cromatdgrafo de gases PYE UNICAM 204, equipa-
do con un detector de ionizacién de llama y una columna de
PQrapak Q mantenida a 50°C. La sefial de salida era recogi-
da por un registrador PHILIPS PM 8251 y el &drea de los pi-
cos se determind mediante un integrador PYE UNICAM DP 88.
El etileno préducido se determind por comparacidn con las

dreas obtenidas con patrones conocidos de etileno.

II.E.6.- Determinacidn del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se determindé utilizando un
electrodo de oxigeno HANSATECH, equipado con un registrador
PHILIPS PM 8251, siguiendo las instrucciones dictadas por

el constructor del aparato.

IT.E.7.- Determinacidn de proteina

Para determinar proteina en c&lulas enteras, se pre-
cipitan previamente con 4cido tricloroacético al 10% (v/v)
y posteriormente se valora la cantidad de proteina en la
muestra seglin el método de Lowry et al., (1.951), con las

modificaciones de Bailey, (1.967).
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II.F.- TECNICAS EXPERIMENTALES

II.F.1.- Centrifugaciones

Para realizar la recogida de células, se emplearon
centrifugas refrigeradas SORVALL modelo RC-2B con rotores
SE-12;, SS-34 y GSA. Las centrifugaciones a menor velocidad

se llevaron a cabo en una centrifuga HERAEUS modelo LABOFUGE.

. !
ITI.F.2.- Determinaciones espectrofotométricas

Las determinaciones espectrofotomé&tricas se reali-
zaron empleando espectrofotdémetros BAUSCH-LOMB modelo Spec-

tronic 100 6 PYE UNICAM SP 8-150 UV/VIS de doble haz.

II.F.3.- Medidas de pH

El pH de las disoluciones se determind con medido-
res de pH BECKMAN modelo Expandomatic SS 2 6 METHROM HERISAU

modelo E-512, ambos provistos de escala expandida.

II.F.4.- Establecimiento de condiciones anaerobias

Para la obtencidn de una atmdsfera carente de oxige-
no, necesaria para la realizacidén de algunos experimentos,
se utilizd un aparato MANIFOLD que permitia realizar ciclos
sucesivos de evacuado de la atmbésfera inicial y llenado

con un gas carente de oxigeno (nitrégeno 6 argon de alta
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pureza) a un total de doce recipientes.

Las muestras, cuyo volimen era siempre menor de la
quinta parte del vollmen total del recipiente, se colocaban
en tubos de ensayo de 10 6 5 ml de capacidad, BECTON-DICKIN-
SON, Vacutainer 4670 F con tapdén de goma, & en matraces
Erlenmeyer de 20 ml de capacidad con tapones de goma de

los que equipan los tubos B-D Vacutainer 4827.

Las transferencias de muestras de unos tubos a otros
se realizaron mediante jeringas herméticas HAMILTON de la

capacidad adecuada en cada caso.



40

REACTIVOS:

ADP; L-glutamato deshidrogenasa (tipo II de higado
de vaca); MOPS; MSX; NAD+; tricina; DTE; ovoalbimina;

NADPH; NADH, eran productos de SIGMA CHEMICAL Co.

Metil violégeno y azaserina fueron suministrados

por SERVA.
FCCP, de Boehringer.

DNP; DCCD; cianato, cianuro, ditionito y el resto

de los productos utilizados procedian de MERCK.

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador
de vidrio DRA. En el caso de usar agua desionizada, ésta
se obtuvo por medio de un equipo desmineralizador SETA

modelo R-100.

Los gases utilizados: nitrdégeno, argon, acetileno y
etileno, eran de alta pureza y fueron suministrados por 1la

S.E.O.



III. RESULTADOS
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ITI.A.- UTILIZACION DE NITRATO POR CELULAS DE 4.chroococcum

Se ha puesto a punto un método para estimar la uti-
lizacidn de nitrato por células de 4. chroococcum. E1 con-
sumo de nitrato se valord midiendo su desaparicidn del me-
dio extracelular después de separar las células por filtra-
cidn como se describe en el apartado II.B.1. de Materiales
y Métodos. Suspensiones celulares preparadas como se des-
cribe en el apartado II.B. de Materiales y Métodos, provenien-
tes de un cultivo con KNO3 como fuente de nitrdgeno y conteniendo de
0,3-0,4 mg de proteina celular por ml de tampén MOP-KOH, 50 mM,
pH 7,5 al que se afiadia 1 g/l de manitol, se.incubaron a
27°C en un matraz Erlenmeyer abierto y sometido a agita-
cidén (70-100 oscilaciones por min). Al determinar el consu-
mo de nitrato por las células, se observaron velocidades
del orden de 20-40 nmoles mg-1 min ', para una concentra-
cién inicial de nitrato de 0,3-0,5 mM como se presenta en
la Fig.1. Como se demuestra en la Tabla I, esta velocidad
de consumo varia con el tratamiento al que se somete a las
células durante su recogida y las condiciones de lavado.
Asi, cuando las células son recogidas y lavadas a 4°C, la
velocidad de consumo de nitrato es independiente de las
adiciones realizadas al tampdn de lavado; mientras que las
células recogidas a 27°C y preincubadas en el tampdn de la-
vado durante 30 min, antes de resuspender en el tampdn de

ensayo vy afiadir el nitrato para determinar su desaparicidn
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Fig.1.- Utilizacidn de nitrato por células de A. chroococcum.
Células procedentes de un cultivo con nitrato como fuente
de nitrdgeno, fueron recolectadas por centrifugacidén cuando
la A560 nm, era de 0,5; se lavaron dos veces con tampdn
MOPS-KOH , 25 mM a pH 7,5 suplementade con manitol a una
concentracién final de 1 g/l1, siguiéndose entonces la desa-
paricidn de nitrato como se indica en Materiales y Métodos.
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Tabla I. Efecto de diversas condiciones de recogida y lava-

do de las células sobre el consumo de nitrato por 4. chroo-

coccum,
Nitrato consumido ( nmoles mg'1 min~" )
Adicidn
4°C 27°C

Ninguna 53 56
Manitol 49 47
KNO3 53 38
Manitol + KNO 50 9

3

Células provenientes de un cultivo con nitrato, que
habian sido recogidas como se especifica en Materiales y Mé-
todos a las temperaturas seflaladas, se lavaron con tampdn
MOPS-KOH 25 mM, pH 7,5, conteniendo, donde se indica, 1 g/l
de manitol y/o 0,5 mM de KNO 5, resuspendiéndose entonces en
el tampdn de ensayo las recogidas y lavadas a 4°C. Las sus-
pensiones que fueron manipuladas a 27°C, se preincubaron
durante 30 min con agitacién en el tampdn de lavado antes
de centrifugar y resuspender en la solucién de ensayo. El
nitrato consumido se determindé a los 10 min de iniciado el
ensayo. Las suspensiones celulares contenian 0,4 mg de pro-
teina por ml de tampdn.
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del medio, presentaban una velocidad de consumo mucho ma-
yor cuando no fueron sometidas a ningln tratamiento duran-
te su lavado; esto demuestra que las células que presentan
mayor deficiencia en nitrato, consumen &ste mids eficiente-
mente que aquellas que han estado en presencia de nitrato
y manitol; éste Gltimo, como se sefiala m3s adelante, se
requiere para que tenga lugar consumo de nitrato por cé&lu-

las de 4. chroococcum.

La Tabla II muestra que la velocidad de consumo de
nitrato no se alteraba significativamente cuando las cé&lu-
las fueron recogidas en fase exponencial, deceleracidén &
estacionaria de crecimiento. La fase de crecimiento esta-
blecida en las condiciones estidndar del sistema de ensayo
de consumo de nitrato estid situada hacia la mitad de la

exponencial, con una A560nm de 0,5 a 0,6.

III.A.1.- Dependencia del consumo de nitrato de la fuente

de nitrdgeno del medio de cultivo

Al cultivar las células en medio en el que el nitra-
to era sustituido por aire & amonio como fuente de nitrdége-
no y transferidas posteriormente, una vez lavadas, a tam-
pén MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5, con manitol al que se afiadia
nitrato, se pudo observar que, tras incubarlas en‘las con-
diciones experimentales descritas en el apartado II.B.T.

para el ensayo estdndar de consumo de nitrato, no habia
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Tabla II. Consumo de nitrato por c&lulas de 4. chroococcum

recogidas en distintas fases de crecimiento

Nitrato consumido

Fase de crecmiento A560 om (mmoles mg'1”min-1)
Exponencial temprana 0,299 28
Exponencial mitad 0,550 30
Exponencial final 0,956 26
Deceleracidn 1,400 27
Estacionaria 2,216 38

Las condiciones experimentales fueron las descritas
para la Fig. 1, excepto que las células se recogieron a
las densidades (A560 nm) que se indican.
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consumo apreciable de nitrato en los primeros 15-20 min,
como se presenta en la Fig.2, donde ademds, podemos obser-
var que después de transcurrido iese tiempo, se ponia de ma-
nifiesto la utilizacidn de nitrato por las c&lulas. Por el
contrario, las células procedentes de medios con nitrato
exhibian un consumo de este idén que era lineal desde el

comienzo del ensayo, como ya se describid en la Fig.1.

Cuando se midié la actividad nitrato reductasa, in
situ, al comienzo y al final del experimento, se pudo com-
probar que dicha actividad varia dependiendo de la fuente
de nitrdgeno utilizada para su crecimiento. Asi, la Tabla
I11, demuestra que las células cultivadas en KNOS, presen-
tan una actividad nitrato reductasa inicial de 47 mU mg-1
de proteina, mientras que las procedentes de medios conte-
niendo aire 6 amonio como finica fuente de nitrdgeno, sdlo
presentan niveles basales de actividad nitrato reductasa
inicial. Sin embargo, cuéndo habian transcurrido los 65
min de duracién del experimento, los niveles de nitrato
reductasa habian aumentado considerablemente como se pre- .
senta también en la Tabla III. Aunque no se muestra, los
niveles de actividad nitrito reductasa, la otra enzima del
sistema reductor de nitrato, eran también bajos en las cé-
lulas cultivadas en ausencia de nitr6geno combinado y en
las de medios con amonio como fuente de nitrégeno. Estos

niveles se incrementaron concomitantemente con los sefiala-

dos de nitrato reductasa.
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Fig.2.- Utilizacidn de nitrato por células de A. chroococcum

cultivadas en distintas fuentes de nitrdgeno. Tres suspen-
siones celulares de 4. chroococcum en medios de cultivo de

nitrato (e—e); amonio (0-0) y sin fuente de nitrdgeno

combinado (A—A) se recogieron, lavaron y resuspendieron en
las condiciones descritas en la Fig.1. Se afiadié KNO; en el

tampén de ensayo y se determind a los tiempos indicados su

desaparicidn del medio.
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Tabla III. Niveles de actividad nitrato reductasa en células
de 4. chroococeum cultivadas en distintas fuentes de nitrd-

geno y después incubadas con nitrato

Actividad nitrato reductasa

-1
Fuente de nitrégeno (mU mg °)
Inicial 65 min de incubacién
KN03 47 37
Aire 0,25 8,7
NH, Ac. 2,1 11,6

Los niveles de actividad nitrato reductasa se determi-
naron en las mismas células empleadas en el experimento de
la Fig. 2, a los tiempos inicial y después de 65 min de incu
bacién en presencia de nitrato. Las células se permeabiliza-
ron tratdndolas con detergente como se indica en Materiales
y Métodos, apartado II.C.Z.
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III.A.2.- Caracterizacidn de la utilizacibn de nitrato por

A. ehrooccoccum,.

Dado que se conoce que la entrada de nitrato al in-
terior celular en organismos tales como algas . (Eisele y
Ullrich, 1.977; Ullrich, 1.983); hongos (Schloemer y Garrett,
1.974); cianobacterias (Flores et al., 1.982) y algunas
bacterias quimiotréficas estudiadas (Thayer y Huffaker,
1.982), es un proceso que se lleva a cabo mediante un sis-
tema de transporte activo, era interesante elucidar si el
nitrato entra en las células de 4. chroococcum por simple
difusién a través de la membrana plasmdtica 6 por el con-
trario, como en los organismos citados anteriormente,
transportado del exterior al interior celular mediante un

transporte activo, dependiente de energia.

Las investigaciones realizadas a este respecto in-
cluyen el estudio del efecto de la concentracidn extracelu-
lar de nitrato sobre la velocidad del proceso y la influen-
cia que ejercen diversos inhibidores del metabolismo ener-

gético sobre el consumo de nitrato por 4. chroococcum.

III.A.2.1.- Efecto de la concentracidén extracelular de ni-

trato sobre su consumo por A. chroococcum.

La Tabla IV presenta la velocidad de consumo de ni-

trato por células de 4. chroococeum, frente a concentracio-
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Tabla IV. Efecto de la concentracidén extracelular de nitrato

sobre el consumo de nitrato por células de 4. chroococcum.

Concentracidn extracelular " Nitrato consumido
de nitrato, ( mM ). (nmoles mg'1 min-1)
0,1 21

0,3 20,8

0,5 | | 20,8

0,7 21

1,0 | 14

) Las condiciones experimentales fueron las descritas

para la Fig.1, excepto que el ensayo se inicié con las con-
centraciones indicadas en cada caso. El nitrato consumido se
mididé a los 5 min de iniciarse el ensayo.
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nes iniciales de 0,1 a 1,0 mM de nitrato. Se pudo demostrar
que frente a concentraciones iniciales de nitrato compren-
didas entre 0,1 y 0,8 mM, la velocidad de consumo permane-
ce constante. Concentraciones superiores a 0,8 mM, presen-
tan dificultades para ser determinadas, ya que hay que
hacer diluciones que pueden introducir errores en las medi-
das. Por otro lado, concentraciones inferiores a 0,1 mM,
medidas por el método de Cawse, son poco fiables; por ello,
para estudiar hasta qué concentracién por debajo de 0,1 mM
permanecia constante la velocidad de consumo de nitrato,

se siguid la desaparicién, a tiempos cortos, de una concen-
tracidén inicial de nitrato de 0,1 mM. La Fig.3 muestra

que la velocidad permanece constante hasta una concentra-
cidn de nitrato de ai menos 42 uM. Estos resultados pare-
cen indicar que la entrada de nitrato al interior de las
células de 4. chroococcum no es por difusién, ya que, si
asi fuera, la velocidad de consumo de nitrato se}ia mayor
al aumentar la concentracidn extracelular de nitrato. Esto
sugiere que en la entrada de nitrato en A. chroococcum
interviene una permeasa con una Km para el nitrato inferior

a 42 uM. .

Dado que la Km para el nitrato de la nitrato reduc-
tasa, primera enzima implicada en el metabolismo intracelu-
lar del nitrato, tiene un valor de 0,25 mM en condiciones

éptimas de ensayo (Guerrero et al., 1.973) y que la veloci-
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Fig.3.- Cinética de consumo de mitrato por A. chroococcum.
Las condiciones experimentales fueron las descritas en la
Fig.1, excepto que la concentracidn inicial de nitrato era
de 0,1 mM. La concentracién de proteina en la suspensidn

era de (,4 mg de proteina por ml de tampdn de ensayo.
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dad de consumo de nitrato se satura a una concentracidn
igual 6 inferior a 42 uM, parece sefialar que la permeasa
que participa en la asimilacién de nitrato es una molécula

con mayor afinidad por el nitrato que la nitrato reductasa.

IIT.A.2.2.- Requerimiento de una fuente de carbono y aero-
biosis para la utilizacidén de nitrato por 4.

chroococceun.

Para estudiar si el transporte de nitrato en A4.
ehroocaccum era dependiente de energia metabdlica, medimos
el consumo de nitrato en suspensiones celulares en las con-
diciohes de ensayo estidndar para el consumo de nitrato,
excepto que no se afiadié manitol. La Fig.4 muestra que,
en ausencia de la fuente de carbono, las células no consu-
men nitrato. En la Fig.5 observamos que tampoco hay consu-
mo de nitrato cuando el ensayo se lleva a cabo eﬁ presencia
de una fuente de carbono y en condiciones anaerdbicas.

Esto sugiere que para que las cé&lulas puedan asimilar ni- -
trato, deben disponer de una fuente de carbono y poder uti-

lizarla para obtener energia metabdlica.

De acuerdo con la conclusidén que se acaba de deducir,
la Tabla V demuestra que las células de 4. chroococcum
cultivadas en una fuente de carbono determinada, consumen
nitrato mds eficientemente cuando la fuente de carbono pre-

sente en el ensayo de consumo de nitrato es la misma que
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Fig.4.- Efecto de la fuente de carbono sobre el consumo de
nitrato por A. chroococcum. Una suspensidn celular de 4. chroo-
coccum, conteniendo 0,4 mg de proteina por ml, se incubd en
presencia (e—e.) y en ausencia (0-0) de manitol en las con-
diciones estandar del sistema de ensayo de consumo de nitra-
to. A los tiempos indicados se analizd el nitrato del me-

dio como se indica en Materiales y Métodos.
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Fig¢5.- Efecto de la anaerobiosis sobre el consumo de ni-
trato por A. chroococcum. Se midid el consumo de nitrato
en suspensiones celulares conteniendo 0,3 mg de proteina
por ml de tampén de ensayo: en aire (e—e) Yy en anaerobio-
sis (0=0).
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Tabla V. Efecto de 1la fuente de carbono utilizada durante

el crecimiento sobre el consumo de nitrato por A. chroococcum.

Fuente de Fuente de carbono en el medio de cultivo
carbono en el Mani- Gluco- Succi- Piruva- Eta- Aceta-
ensayo tol sa nato to nol to

( % de velocidad de consumo de nitrato )

Manitol 100 S — —_— _ —
Glucosa 182 278 — — -
Succinato 0 — 77 —_— — N
Piruvato 18 — _— 42 — —
Etanol 0 —_— —_ ___' 53 R
Acetato 0 —_— — —_— —_— 50

Las suspensiones celuléres fueron inoculadas en medios
conteniendo las fuentes de carbono que se indican a las si-
guientes concentraciones: manitol, 5 g/l1; glucosa, 5 g/1;
succinato, 5 g/l; piruvato, 10 g/l; etanol, 10 g/l y acetato,
10 g/1. Cuando las densidades celulares ( A56Onm ) eran de a-
proximadamente 0,5, las células se recogieron por centrifuga-
cidén y lavaron en las condiciones descritas para el estudio
del consumo de nitrato. Se resuspendieron a continuacidén en
MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5 en presencia de la fuente de carbono
indicada en cada caso a una concentracidn igual a 1/5 de la
utilizada en el cultivo celular. Las células se incubaron
durante 10 min antes de afiadir nitrato. E1 100% de la velo-
cidad corresponde a una utilizacidén de nitrato de 29 nmoles
mg—1 min'1. Las rayas ( — ) indican que no se midid el con-
sumo de nitrato en esas condiciones.
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la utilizada para su crecimiento. En esta tabla se puede
observar que la glucosa superaba con creces a los restan-
tes compuestos, siendo particﬁlarmente alto el consumo de
nitrato cuando las células fueron cultivadas y ensayadas

en su presencia. Puesto que estd descrito que A.chroococcum
no utiliza arabitol como fuente de carbono (Thompson y
Skerman, 1.979), cuando se crecieron las células en mani-
tol y se resuspendieron con arabitol como fuente de carbo-
no en el tampdn de ensayo, no se observd consumo de nitra-

to por dichas células (dato no presentado).

Al medir los niveles de actividad nitrato reductasa
en aquellas cé&lulas que fueron crecidas en medio con mani-
tol y que se resuspendieron en tampdn con otras fuentes de
carbono en sustitucidn de manitol, no se observaron varia-
ciones significativas en los niveles de actividad de 1la ni-
trato reductasa, como indica la Tabla VI. Este experimento
muestra que el menor consumo de nitrato en estas células
no era debido a un descenso en los niveles de actividad
nitrato reductasa. Los niveles de actividad,qitrito reduc-
tasa tampoco variaron significativamente (no mostrado). Los
anteriores resultados sugieren que al ser transferidas las
células de un medio con una fuente de carbono determinada
a otro con una fuente de carbono distinta, las cé&lulas no
pueden utilizar este nuevo compuesto de manera inmediata,

quizds porque necesiten inducir alguna permeasa que inter-
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Tabla VI. Niveles de actividad nitrato reductasa en 4. chroo-

coccum en presencia de distintas fuentes de carbono

Fuente de carbono en el

ensayo de consumo de Actividad nitrato reductasa

nitrato (mU mg-1)
Manitol 36
Glucosa _ 29
Succinato 36
Piruvato 41
Etanol 28
Acetato 32

Las actividades nitrato reductasa se determinaron
toluenizando alicuotas de las suspensiones celulares pro-
venientes de un cultivo con manitol como fuente de carbomno que
se habian utilizado para el estudio de consumo de nitrato
durante 15 min en presencia de las distintas fuentes de
carbono indicadas, como se especifica en la Tabla V.
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venga en el transporte de estos sustratos, 0 alguna(S)t
enzima(s) requerida(s) para su metabolizacidén. Al no poder
utilizar dichos sustratos, no pueden obtener la energia me-

tabdlica requerida para el consumo de nitrato.

IITI.A.2.3.- Requerimiento de energia metabbélica para la uti-

lizacidn de nitrato por 4. chroococcum.

Los resultados del apartado III.A.2.2., indican que
el transporte de nitrato por 4. chroococeum, es un sistema
que requiere energia metabdlica. Para caracterizar esta de-
pendencia de energia metabdlica, hemos utilizado diversos
inhibidores metabdlicos como FCCP y DNP que actfian como
agentes desacoplantes (Pédan et al., 1.976) y DCCD, que es
un. inhibidor irreversible de ATPasas (Harold et al., 1.969).
La Fig.6 presenta el efecto de estos inhibidores sobre el
consumo de nitrato por 4. chroococcum y podemos observar
que, tanto el FCCP como el DNP, ejercen una inhibicidn inme-
diata y total sobre el consumo de nitrato, mientras que el
DCCD solo produce un ligero descenso en la velocidad de
consumo de ﬁitrato. Para determinar si el efecto del FCCP
y del DNP sobre el consumo se debia a una disminucidn de
la capacidad reductora de nitrato, ya que el método utili-
zado, que mide la desaparicidén del idén del medio, no per-
mite distinguir entre la entrada de nitrato y su posterior

reduccidn, se estudid el efecto de estos inhibidores sobre
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Fig.6.- Efecto de inhibidores de la transduccidn de energia
sobre el consumo de nitrato por A. chroococcum. Las condicio-
nes experimentales fueron las descritas en la Fig.1, excepto
que, donde se indica se afidié: 25 uM FCCP (0-0); 1 mM DNP
(&-A) y 100 uM DCCD (a-A), todos ellos disueltos en etanol;
(o—o) fue suplementado con etanol en una proporcién andloga

a la utilizada en los ensayos con inhibidores. Antes de afia-
dir el nitrato, las suspensiones celulares se incubaron du-
rante 10 min en agitacipon a 27°C.
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la actividad nitrato reducfasa. Como se muestra en la Tabla
VII, los niveles celulares de actividad nitrato reductasa y
nitrito reductasa, determinados <Zn siZtu, no son significati
vamente afectados por el FCCP y el DCCD. Estos resultados
sugieren que el consumo de nitrato por 4. chroococcum €S
un proceso relacionado con el metabolismo energético de las
células, aunque no mediado necesariamente por ATP. La posi-
ble argumentaciéﬁ de que la falta de efecto inhibidor por
parte del DCCD podria ser debido a que éste no pudiese
unirse a la ATPasa para ejercer su efecto, se pudo descar -
tar cuando se investigb el efecto del DCCD sobre la activi-
dad nitrogenasa que, como es sabido, requiere ATP. El ensa-
yo de la actividad nitrogenasa se realizd como se describe
en Materiales y Métodos, excepto que, antes de afiadir 1la
fuente de carbono se incubdé la preparacidén durante 10 min
en presencia de 100 uM de DCCD, para evitar la formacidn de
ATP que podria ser utilizado posteriormente pdr la propia
nitrogenasa (Mortenson, 1979). A continuacidn, se afiadid ma
nitol y se procedidé a ensayar la actividad nitrogenasa. En
la Fig. 7, se muestra que dicha act}vidad estaba inhibida
en presencia de DCCD, esto indica que el DCCD se une é la
ATPasa‘inhibiéndola, pero no afectando al consumo de nitra-

to.
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Tabla VII. Niveles de actividad nitrato reductasa y nitrito
reductasa en presencia de distintos inhibidores metabdlicos

en células de 4. chroococcum

Nitrato reductasa Nitrito reductasa
-1 -1
Adicién (mU mg ) (mU mg )
0 min 25 min 0 min 25 min
Ninguna 33 32 51 44
ECCP 28 31 61 40
DCCD 40 50 60 44

Las actividades especificas indicadas, se determina-
ron en las mismas suspensiones celulares empleadas en el
experimento recogido en la Fig. 6, a los tiempos inicial y
tras 25 min de incubacidn en presencia de los inhibidores
a las concentraciones que se especifican en la leyenda de
la citada figura. Las cé&lulas se recogieron, lavaron y per
meabilizaron con tolueno como se describe en Materiales Yy
Métodos.
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Fig.7.- Efecto del DCCD sobre la actividad nitrogenasa ( re-
duceién de acetilemo ) en A. chroococcum. Una suspensidn ce-
lular de 4.. ehroococeum proveniente de un cultivo con aire
como Gnica fuente de nitrégeno, preparada como se sefiala en
el apartado II.B. de Materiales y Métodos, fue incubada en
ausencia (6-0) y presencia (e-e) de 100 yM de DCCD durante
10 min antes de afiadir la fuente de carbono al tampdn de
ensayo. La actividad nitrogenasa se mididé como se indica en
el apartado II.D.4. de Materiales y Métodos.
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III.A.2.4.- Efecto de un sistema donador artificial de
electrones sobre el consumo de nitrato por

A. cehroococcum.

Estudiamos el consumo de nitrato en suspensiones ce-
lulares de A. chroocaccum carentes de fuente de carbono pe-
ro a los que se afiadia un par donador artificial de elec-
trones capaz de ceder estos a la cadena respiratoria permi-
tiendo que haya consumo de oxigeno (respiracidn). Utilizan-
do como sistema donador artificial el par ascorbato/PMS cu-
ya capacidad para ceder electrones a la cadena respiratoria
y crear un estado energetizado de la membrana citoplédsmica
de Escheriquia cali era conocida (Wilson, 1.974), compro-
bamos, que en presencia del citado par y ausencia de fuen-
te de carbono, las células de 4. chroococcum podian consu-
mir oxigeno como se muestra en la Tabla VIII. A la vista
de ello, estudiamos a continuacidn el consumo de nitrato
por células de 4. chroococcum con el par ascorbato/PMS co-
mo Gnica fuente de energia. La Fig.8 demuestra que suspen-
siones celulares de A. chroococcum, con capacidad para
ello, pueden consumir nitrato utilizando como finica fuente
de energia la generada en la cadena respiratoria por el
par ascorbato/PMS. Aunque no se presenta en la Fig.8, el
consumo de nitrato era estrictamente dependiente de la
presencia de la suspensién celular. Para la realizacidn de

este experimento, es imprescindible tener en cuenta la in-
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Tabla VIII. Consumo de oxigeno por células de A. chrooco-

caecum.

Consumo de oxigeno

(nmoles m1” min-1)

Fuente de energia

Ninguna o 0
Manitol 336
Ascorbato 0
PMS 0
Ascorbato/PMS 168
Ascorbato/PMS

88

en ausencia de células

El consumo de oxigeno se midid mediante un electro-
do de oxigeno como se describe en Materiales y Métodos, en
suspensiones celulares en las condiciones del sistema de
ensayo de consumo de nitrato; las suspensiones contenian
0,3 mg de proteina celular por ml de tampdn y fueron incu-
badas en agitacién y oscuridad durante 10 min; donde se
indica, se afiadié: 1 g/1 de manitol; 10 mM de ascorbato
y 25 uM de PMS. |
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Fig.8.- Consumo de nitrato por células de A. chroococcum

en presencia delpar donador ascorbato/PMS. Una suspensidn
celular de A. chroococcum proveniente de un cultivo con
nitrato como fuente de nitrdgeno fue recogida, lavada y re-
suspendida en las condiciones del sistema estandar de con-
sumo de nitrato; dicha suspensidén, contenia 0,4 mg de pro-
teina por ml de tampdn. Donde se indica se afiadié 1 g/1 de
manitol (e—e); 10 mM de ascorbato (Aa—A); 25 uM de PMS(APA)
ascorbato/PMS a las concentraciones sefilaladas (0—0).
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terferencia del ascorbato en la medida de 1la desaparicién
de nitrato, que se elimind como se describe en Materiales

y Métodos. Para confirmar que el consumo de nitrato obser-
vado en presencia del par ascorbato/PMS era posible gracias
a la energia originada por dicho par, se estudid el consu-
mo de nitrato con el par donador artificial en presencia
del desacoplante FCCP, en otro caso, sometiendo la suspen-
sidén de ensayo a anaerobiosis. En ninguno de los dos expe-
rimentos pudimos observar consumo de nitrato (datos no
mostrados). Estos resultados sugieren que basta con la
creacidn de una fuerza proton motriz generada en este caso
de forma artificial con el par ascorbato/PMS, para que ten-
ga lugar el consumo de nitrato, no requiriéndose en estas
condiciones la presencia de esqueletos carbonados en el

medio, al menos en los tiempos ensayados por nosotros.

II.A.2.5.- Efecto del pH sobre el consumo de nitrato por

A. chroococcum.

En la Fig.9, se presenta el efecto del pH del tam-
pdén de ensayo sobre el consumo de nitrato por A. chroococcum
Como se observa en la figura citada, el proceso tiene un
pH Optimo a pH 6,5. Las células de 4. chroococcum se cul-
tivaron en medio de cultivo a pH 7,5, que es el pH dptimo
de crecimiento pafa dichas células. A pesar de ser 6,5 el

pH 6ptimo para el consumo de nitrato, utilizamos para el
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Fig.9.- Efecto del pH del tampdn de ensayo sobre el consu-

mo de ,nitrato por A. chroococcum. Las células fueron cul-
tivadas en medio de cultivo estandar a pH 7,5, con nitra-

to como fuente de nitrdgeno y tras su recogida y lavado

se resuspendieron en solucidn 50 mM de tampdn MES (A=-A);
MOPS (e—e); Tricina (m-m) y CO?/COS' (&~A), ajustados a los

pH indicados con NaOH, excepto en el caso del C03=/CO3

Las

suspensiones celulares contenian 0,3 mg de proteina por ml.

La determinacién de nitrato se realizd a los 10 min de en-

sayo.
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ensayo estidndar de consumo de dicho ién tampén a pH 7,5,
con objeto de mantener, en lo posible, las condiciones de

cultivo.
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III.B.- REGULACION DE LA UTILIZACION DE NITRATO POR

A. chroococcum.

En este apartado hemos estudiado el efecto del ién
amonio y de diversos inhibidores de su asimilacidn sobre
el consumo de nitrato por 4. chroococcum. Por otra parte,
también hemos estudiado el consumo de nitrato en presencia
de diversos andlogos de nitrato y de otras fuentes fijadas

de nitrdgeno.

III.B.1.- Efecto del idén amonio sobre el consumo de nitra-

to por A. chroococcum

La presencié de amonio en el sistema de ensayo de
consumo de nitrato impide que el proceso pueda tener lugar,
como muestra la Fig.10. En conexién con ello, la adicidn
de amonio a una suspensibn de células de A. chroococcum
consumiendo nitrato, provoca una drdstica inhibicidn del
consumo de éste, como se observa en la Fig.11. Por otro la-
do, en esta misma figura se presenta que la inhibicidn es
reversible ya que el consumo de nitrato se restablece cuan-
do no queda amonio en el medio en cantidad detectable.
Cuando se midieron los niveles de actividad enzimidtica del
sistema reductor de nitrato para determinar si eran afecta-
das por el amonio, se pudo observar que este catidn no afec-
taba significativamente los niveles de actividad nitrato

reductasa y nitrito reductasa, al menos en los tiempos in-
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Fig.10.- Inhibicidn del consumo de nitrato por el <dén amo-
nio. Las condiciones experimentales fueron las descritas
para el sistema estidndar de consumo de nitrato, excepto
que, donde se indica, se fiadid 0,5 mM de NH4C1 (A-A). Las
suspensiones contenian 0,3 mg de proteina celular por ml
de tampdén de ensayo. Los circulos negros representan al
control en ausencia de amonio.
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Fig.11.- Reversibilidad de la inhibicidn por amonio del
consumo de nitrato por células de A. chroococcum. El expe-
rimento se realizd con una suspensidn celular conteniendo
0,3 mg de proteina por ml de tampén de ensayo y se inicid
por adicién de KNOS. En el momento sefialado por la flecha
se afiadidé 50 uM de NH,C1 siguiendose la desaparicidén de ni-
trato (e—e) y amonio (0-0), como se describe en Materiales
y'Métédos.
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dicados, como se muestra en la Tabla IX.

II1.B.2.- Efecto de inhibidores de la asimilacidén de amonio

sobre el consumo de nitrato y sobre su inhibicién

POT amonio

Era sabido que en 4. chroococcum, la Unica via de
asimilacidén de amonio es a través de la ruta glutamina sin-
tetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT) (Barcena, 1.980). Para
dilucidar si el efecto inhibidor del amonio sobre el consu-
mo de nitrato descrito en el apartado anterior era produci-
do por el propio amonio o era debido a algdn producto de
su asimilacidén, se ha estudiado el efecto de varios inhibi-
dores de las enzimas de la ruta GS/GOGAT sobre el consumo

de nitrato y sobre su inhibicidén por amonio.

Uno de los inhibidores utilizados fué la metionina-
sulfoximina (MSX), que es un ihhibidor de la glutamina sin-
tetasa de diversos organiﬁmoé (Gordon y Brill, 1.974;
Prusiner y Stadtman, 1.973; Kleiner y Castdrph,1.982). Sus-
pensiones celulares de A. chroococcum tratadas con MSX,/
presentan, como se muestra en la Fig.12, una velocidad de
consumo de nitrato sﬁperior a la velocidad de consumo de
las células sin tratar. Por otra parte, cComo se recoge en
lé Tabla X, las células tratadas con MSX no experimentan
inhibicidén del consumo de nitrato en presencia de amonio.

En 1la Fig.13i’se muestra que el consumo de nitrato por cé&-
J
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Tabla IX. Niveles de actividad nitrato reductasa y nitrito

reductasa en presencia de amonio.

Nitrato reductasa Nitrito reductasa
Adicién ( mU mg™ ') ( mU mg™ ')

Inicial 20 min Inicial - 20 min
Ninguna ‘ 45 60 105 103
NH,C1l 50 55 120 98

4

Las actividades nitrato reductasa y nitrito reducta-
sa se determinaron a los tiempos inicial y después de 20 min
de ensayo de consumo de nitrato, permeabilizando con deter-
gente, como se describe en Materiales y Métodos, alicuotas
tomadas de la suspensidn celular utilizada para el experi-
mento registrado en la Fig.10.
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Fig.12.- Cinética de consumo de nitrato por A. chroococcum

en presencia de MSX. El experimento se llevé a cabo con sus-
pensiones celulares,en condiciones estandar, conteniendo

0,3 mg de proteina por ml de tampdn de ensayo. La utiliza-
cidén de nitrato se midid en presencia (0-0) y ausencia (e—e)
de 5 mM de MSX. Antes de afiadir KNOS, las c&lulas se prein-
cubaron durante 15 min en agitacién y a 27°C en presencia

del inhibidor.



77

Tabla X. Prevencién por MSX de la inhibicidn del consumo

de nitrata por células de A. chroococcum en presencia de

amonio.

Adicidn Nitrato consumido
(%)

Ninguna 100

NH4C1 9,7

MSX 108

NH4C1 + MSX 99

Las condiciones experimentales fueron las descritas
para el sistema de ensayo estindar de consumo de nitrato,
excepto que, donde se indica, se afiadid: 0,5 mM de NH4C1;
y/o 5 mM de MSX. Las suspensiones celulares se preincubaron
durante 15 min en presencia de inhibidor ( donde se indica )
antes de afiadir el KNO3 y el NH401. El1 100 % de velocidad
de consumo de nitrato corresponde a una utilizacidn de &s-
te de 545 nmoles mg-] en 20 min de ensayo.
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Fig.13.- Produccidn estequiométrica de amonio durante el
consumo de nitrato por A. chroococcum en presencia de MSX.
Las condiciones experimentales fueron las recogidas en la
Fig.12, midiendose el consumo de nitrato (0—0) y la libe-
racidén de amonio al medio en presencia (e—e ) y ausencia
(A~A) de MSX.
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lulas de 4. chroococcum tratadas con MSX va acompafiado de
"una liberacidn estequiométrica de amonio al medio. En la
Tabla XI se presenta el efecto de la adicidén de MSX sobre
el nivel celular de actividad nitrato reductasa y glutami-
na sintetasa; podemos observar que el MSX no ejerce ningln
efecto significativo sobre la actividad nitrato reductasa.
E1 hecho de que en presencia de MSX no tenga lugar una in-
hibicién del consumo de nitrato por amonio en células de
A. chroococeum y que, por otro lado, la actividad glutami-
na sintetasa esté inhibida, sugiere que el amonio, por si
mismo, no es el responsable de la inhibicidén del consumo
de nitrato, sino que debe ser asimilado para que ejerza

su papel inhibidor. Por otra parte, hemos observado que
cuando se afiade MSX a una suspensidn celular de 4. chroo-
coceum carente de una fuente de carbono, sdlo observamos
airededor de un 10% de inhibicidén de la glutamina sinteta-
sa, para unas concentraciones y condiciones similares a
las utilizadas en el experimento recogido en la Tabla XI.
Esto parece indicar que el MSX entra en la célula a través
de un transporte que requiere energia. Los niveles de acti-
vidad nitrato reductasa en estas condiciones no se vieron

afectados (datos no presentados).

La fosfinotricina (PPT), es un inhibidor de la glu-
tamina sintetasa (Bayer et al., 1.972; Lea et al., en prensa),.

En A. chroococcum, este inhibidor previene sdlo parcialmen-
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Tabla XI. Efecto del MSX sobre los niveles de actividad

nitrato reductasa y glutamina sintetasa de A. chroococcum.

Adicidn Nitrato reductasa Glutamina sintetasa
(mU mg™ ") (nU mg™ )

Ninguna 46 112

MSX 45 0

NH4C1 : 39 | 396

MSX + NH4C1 49 0

Las actividades enzimidticas se determinaron tolue-
nizando como se indica en Materiales y Métodos alicuotas
de las suspensiones celulares del experimento recogido en
la Tabla X, sometidas a los tratamientos que en cada ca-
so se especifica.



81

te de la inhibicidn del consumo de nitrato en presencia de
amonio, como se muestra en la Tabla XII. Por otro lado, en
la Tabla XIII, se presenta que la fosfinotricina sélo inhi-
be parcialmente a la glutamina sintetasa, por lo que permi-

te cierta asimilacidn de amonio.

En la Fig.14 podemos observar que el consumo de ni-
trato en presencia del inhibidor es ligeramente inferior
que en ausencia de &ste. Concentraciones inferiores a las
utilizadas en los experimentos recogidos en las Tablas
XII y XIII y en la Fig.14, producian una menor inhibicidn
de la actividad glutamina sintetasa y prevenian también
en menor proporcidén de la inhibicidén del consumo de nitra-

to por amonio.

Hemos estudiado a continuacidén, el efecto sobre el
consumo de nitrato de algunos inhibidores de la segunda
reaccidén de la ruta asimilatoria de amonio (GS/GOGAT);»la
catalizada por la enzima glutamato sintasa, mediante la
cual el grupo amido de la glutamina es transferido al
a-cetoglutarato para formar glutamato. Esta reaccidn es
inhibida por la azaserina, que actGa como inhibidor gene-
ral de las glutamina-amido transferasas,'(Prusiner,y_
Stadtman, 1.973). Células de 4. chroococecum tratadas con
azaserina, presentan una velocidad de consumo de nitrato
superior a la de las células no tratadas, como puede verse

en la Tabla XIV.
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Tabla XII. Prevencién por fosfinotricina de la inhibicién
del consumo de nitrato por células de 4. chroococcum en

presencia de de amonio,

Adicidn Nitrato consumido Amonio producido

- - -1 . -1
(nmoles mg 1 min 1) (nmoles mg min )

Ninguna 59,7 0

NH, C1 ' 3,6 | N.D.*
PPT 33,7 20,8
NH,C1 + PPT 14,7 N.D.

Las condiciones experimentales fueron las descritas
para el sistema de ensayo de consumo de nitrato, excepto que,
donde se indica, se afiadi6é: 10 mM de PPT y/o 0,5 mM de NH,C1.
Las suspensiones celulares se preincubaron durante 15 min en
agitacién y a 27° en presencia del inhibidor, antes de afia-
dir el nitrato y el amonio.

7 *N.D. = No determinado
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Tabla XIII. Efecto de la fosfinotricina sobre las activida-

des nitrato reductasa y glutamina sintetasa de 4. chrooco-

eeum.

Adicién Nitrato reductasa Glutamina sintetasa
(mU mg™ ") (mU mg™ "y

Ninguna 40 936

NH4C1 32 1.352

PPT 39 64

NH4C1 + PPT 46 239

Las actividades enzimidticas se determinaron tolueni-
zando, en las condiciones descritas en Materiales y Métodos,
alfcuotas de células provenientes del experimento recogido en
la Tabla XII, sometidas a los tratamientos que en cada ca-
so se indican. Las actividades se determinaron a los 20 min
de ensayo de consumo.
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Fig.14.- Cinética de consumo de nitrato por A. chroococcum
en presencia de fosfinotricina. E1l consumo de nitrato se
siguié en suspensiones celulares obtenidas en las condicio-
~nes experimentales descritas en Materiales y Mé&todos, en
presencia (0-0) y ausencia (e—e) de 10 mM de fosfinotri-
cina. Antes de afiadir el nitrato con que se iniciaba él‘
experimento, las células se preincubaron en agitacidn y en
presencia del inhibidor durante 15 min.La suspensidn celu-

lar-contenia 0,4 mg de proteina por ml de tampdn.
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Por otra parte, en la Tabla XIV, también se muestra
que la azaserina previene de la inhibicién del consumo de
nitrato en presencia de amonio. El1 consumo de nitrato en
presencia de azaserina, va acompafiado de una liberacidn de
amonio al medio al igual que ocurre en presencia de MSX.
La actividad nitrato reductasa no es afectada significati-

vamente por este inhibidor.

En Gltimo lugar, utilizamos como inhibidor de la
asimilacidén de amonio la metionina-sulfona (MSF), que estd
descrita como inhibidor de las enzimas que catalizan la
asimilacidén de amonio; es decir, glutamina sintetasa y glu-
tamato sintasa, (Kleiner y Castorph, 1.982). Como con los inhibidores
anteriormente descritos en este apartado, se siguid el con-
sumo de nitrato en presencia de MSF, y observamos, como se
muestra en la Fig.15, que el consumo de nitrato es superior
en presencia del inhibidor que en ausencia de éste y que
la utilizacidén de nitrato en estas condiciones va acompaiia-
da de liberacién de amonio al medio. En la Tabla XV, se
expone que la MSF previene de la inhibicién del consumo de
nitrato en presencia de amonio; también podemos observar
que la actividad glutamina sintetasa estd parcialmente in-
hibida, mientras que, como ocurria en presencia de los in-
hibidores anteriormente estudiados, la actividad nitrato

reductasa no se ve afectada.
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Tabla XIV. Prevencidn por azaserina de la inhibicidn del

consumo de nitrato por 4. chroococcum en presencia de

amonio.

Adiciodn Nitrato consumido Amonio li?erado
(nmoles mg'1 min'1) (nmoles mg =~ min )

Ninguna 47 0

NH4C1 3 N.D.

Azaserina 56 40

NH4Cl + azaserina 57 N.D.

Las condiciones experimentales fueron las descri-
tas para el sistema estandar de ensayo de consumo de ni-
trato, excepto que, donde se indica se afiadi6é : 0,5 mM de
NH&H. y 5 mM de azaserina. Las suspensiones celulares se
preincubaron durante 15 min en agitacidn a 27°C en presen-
cia del inhibidor, antes de afiadir el amonio y el nitrato.
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Fig.15.- Cinética de utilizaeidn de nitrato y liberacidn

de amonio durante la utilizacidn de nitrato por células de
A. chroococcum en presencia de MSF. Las condiciones eXpe-
rimentales fueron las descritas para el experimento recogi-
do en la Tabla XV, midiendose el consumo de nitrato en
presencia (0—o0) y ausencia (e—e) del inhibidor. La libe-
racidén de amonio al medio se midié en presencia (A~—A) de
MSF a los tiempos indicados. La suspensidn celular conte-

nia 0,4 mg de proteina por ml de tampdn.
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Tabla XV. Prevencidén por MSF de la inhibicién del consumo de nitrato por A. chroococecum en
presencia de amonio y niveles de actividad nitrato reductasa y glutamina sintetasa en pre-

sencia y ausencia de MSF. .

Adicibdn Nitrato consumido Nitrato reductasa Glutamina sintetasa
| (nmoles mg_1 min-1)k (mU mg_1) (mU mg_1)
Ninguna 54 19 1.082

NH4C1 4 ' 19 1.221

MSF 66 | 20 305

NH,C1 + MSF 69 16 384

4

Las condiciones experimentales fueron las descritas para el sistema de ensayo estans
dar de consumo de nitrato, excepto que, donde se indica,se afiadié: 10 mM de MSF y 0,5 mM de
NH4C1. Las suspensiones celulares se preincubaron 5 min en agitacidn a 27°C, antes de afiadir
el amonio y el nitrato. Las actividades enzimidticas se midieron toluenizando alicuotas de es-
tas suspensiones, como se describe en Materiales v Métodos. despus de 20 min de ensavo de
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Los resultados expuestos en este apartado sugieren
que no es el amonio per se el agente implicado en la regu-
lacién del consumo de nitrato, y que la inhibicién que ob-
servamos en presencia de amonio debe ser producida por al-

gin(os) metabolito(s) resultante(s) de su asimilacidn.

III1.B.2.1.- Efecto del par ascorbato/PMS sobre la asimila-
cidén de amonio por 4. chroococcum. Inactiva-

ci6n de la glutamina sintetasa.

El amonio asimilado en 4. chroococcum via GS/GOGAT
se incorpora en esqueletos carbonados dando lugar a diver-
sos metabolitos. Los resultados descritos en el apartado
anterior sugerian que uno de estos metabolitos era el res-
ponsable de la inhibicidn del consumo de nitrato por amo-
nio. En este apartado hemos estudiado el efecto del idn
amonio sobre el consumo de nitrato por A. chroococcum, €n .
ausencia de fuente de carbono y utilizando como Gnica fuen-
te de energia al par ascorbato/PMS. En la Tabla XVI se mues;
tra que el idn amonio no inhibe el consumo de nitrato en
estas condiciones. Estd descrito que la glutamina sinteta-
sa in vitro es inactivada por radicales de oxigeno (Levine
et al., 1.981; Paneque et al., 1.982; Llobell, 1.982); con
estos antecedentes y teniendo en cuenta que el PMS reduci-
do origina radicales de oxigeno (Nishikimi et al., 1.972),
medimos la actividad glutamina sintetasa en presencia del

par ascorbato/PMS. En la Tabla XVII se muestra que aquella



Tabla XVI.

90

Efecto del i6n amonio sobre el consumo de nitrato

por células de 4. chroococcum en presencia del par donador

de electrones ascorbato/PMS como fuente de energia.

Fuente

de Adicién Nitrato consumido
energia (nmoles mg-1 min~ 1)
Manitol Ninguna 33,1
Manitol NH4Cl 0,1
Ascorbato/
PMS Ninguna 16,5
Ascorbato/
PMS NH4(31 18,8

Las condiciones experimentales fueron las mismas que

las descritas en la Fig.8, excepto que, donde se indica se
afiadié 0,5 mM de NH4c1,
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Tabla XVII. Efecto del par donador de electrones ascorbato/
PMS sobre las actividades glutamina sintetasa y nitrato re-

ductasa de 4. chroococcum.

Sistema de energia Glutamina sintetasa Nitrato reductasa
(mU mg_1) (mU mg-1)
Manitol 432 29
.
PMS 805 N.D.
Ascorbato . 718 N.D.
Ascorbato/PMS 22 28

Las condiciones experimentales eran las mismas que las
recogidas en la Fig.8. Las actividades enzimdticas se deter-
minaron a los 15 min de ansayo de utilizacidén de nitrato tolue-
nizando alicuotas de las mezclas de reaccidn del sistema es-
tiandar de consumo de nitrata. Durante este tiempo, la suspen-
sidén celular utilizada habia consumudo 34,5 nmoles de nitra-
to por mg de proteina y por min en presencia del par ascorba-
to/PMS.

*N.D.= no determinado.
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actividad desciende a un 95% del valor original. Se compro-
b6 también que para que tuviese lugar la inactivacidn de

la glutamina sintetasa en presencia del par ascorbato/PMS,
se requeria que la suspensidn estuviese en agitacidn. Esto
parece apoyar que dicha inactivacién sea debida a los radi-
cales de oxigeno. Observamos también en la Tabla XVII que,
en presencia de PMS o de ascorbato, los niveles de activi-
dad glutamina sintetasa son mids elevados que en el control
con manitol. Este hecho es debido a que en ausencia de
fuente de cérbono la actividad glutamina sintetasa, medida
como actividad transferasa, es mayor que en presencia de
una fuente de carbono, (Revilla y Cejudo: en preparacidn).
La actividad nitrato reductasa no era afectada en estas
condiciones, lo que concuerda con otros resultados de este
grupo de trabajo (Llobell et al., en prensa) que han pues-
to de manifiesto que las especies activas de oxigeno no
tienen efecto inactivador alguno sobre la nitrato reducta-

sa de A. chroococeum in vivo.

Se probaron distintas concentraciones de ascorbato
y de PMS, asi como otros pares donadores artificiales como
son el par ascorbato/DPIP y ascorbato/TMPD, tratando de
obtener una menor inactivacidn de la glutamina sintetasa
que permitiese la asimilacidén de amonio, pero bajo estas
condiciones experimentales obtuvimos menores consumos de

oxigeno y de nitrato.
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ITI.B.3.- Efecto de anidlogos del nitrato sobre el consumo

de nitrato por A. chroococcum

El cianato es un andlogo del nitrato que estd des-.
crito como inhibidor competitivo de la nitrato reductasa
de eucariotas (Vennesland y Guerrero, 1.979). En la Fig.16
se presenta que el cianato inhibe la entrada de nitrato,
mientras que, como se muestra en la Fig.17, la actividad
nitrato reductasa se mantiene elevada. Cuando se examind
el consumo de nitrato frente a distintas concentraciones
de cianato, se pudo observar que al aumentar la concentra-
ci6én de cianato, crecia la inhibicidn sobre el consumo de

nitrato (Fig.18).

A continuacidn, estudiémos el efecto del nitrito
sobre el consumo del nitrato por células de 4. chroococcum.
En la Fig.19, se muestra que el nitrito ejerce una fuerte
inhibicién sobre el consumo de nitrato por suspensiones
celulares de este organismo. Aunque no se muestra en la
citada figura  pudimos comprobar que la inhibicidn por
nitrito del consumo de nitrato aumentaba con la concentra-
cién de nitrito. Hay que destacar que simultdneamente
con el descenso del consumo de nitrato, tenia lugar una
asimilacidén de nitrito, pudiéndose poner de manifiesto que
la cantidad total de nitrdgeno inorgdnico consumido era

pricticamente la misma con nitrato y nitrito que con nitra-

to s6lo. Asi, la suspensibn celular de 4. chroococcum cON-
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Fig.16.- Efecto del cianato sobre el consumo de nitrato por
A. chroococcum. Las condiciones experimentales fueron las
descritas en Materiales y Métodos para el sistema estandar
de ensayo de consumo de nitrato por A. chroococcum. (A—A)
utilizacién de nitrato en ausencia de cianato; (A—-A), uti-
lizacibén de nitrato en presencia de 0,5 mM de .cianato. Las
suspensiones celulares contenian 0,3 mg de proteina por ml.
El ensayo se inicid afiadiendo 0,4 mM de KNOS.
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Fig. 17.- Efecto del cianato sobre la actividad nitrato re-
ductasa de A. chroococcum. Los niveles de actividad se deter-
naron toluenizando a los tiempos indicados, alicuotas tomadas
de las suspensiones celulares utilizadas en el experimento
recogido en la Fig.16, como se describe en Materiales y Méfﬁ;
todos: actividad nitrato reductasa en células de 4. chrooco-
ccum consumiendo nitrato en ausencia (A-A; y presencia (A-A) -
de 0,5 mM de cianato.
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Fig.18.- Efecto de la concentracidn de cianato sobre el
consumo de nitrato. Las condiciones experimentales fueron
las descritas para la Fig.16, excepto que, donde se indica,
se afiadieron las siguientes concentraciones de cianato:
(e~e) 0 mM; (0-0) 0,1 mM; (a-A) 0,3 mM; (&a-a) 0,6 mM; (m-m)
1,2 mM; (©-0) 2 mM, Las suspensiones: celulares contenfan
0,4 mg de proteina por.ml de -tampdn. ‘
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Fig.19.- Efecto del iénm nitrito sobre el consumo de nitrato

por A. chroococcum. Las condiciones experimentales fueron

las habituales para el ensayo de desaparicidén de nitrato,

excepto que la desaparicidn de nitrato se siguié en pre:-.

sencia (0-0) y ausencia (e-e) de 0,3 mM de nitrito. Las

suspensiones celulares contenian 0,4 mg de proteina por ml.
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sumiendo nitrato en ausencia de nitrito, a los 15 min

de comenzar el ensayo, habia consumido 290 nmoles de nitra-
to; por otro lado, la suspensidn que contenia nitrato y ni-
trito habia consumido 204 nmoles de nitrito y 53 nmoles de
nitrato, que suman un total de 257 nmoles de nitrdgeno inor-
gdnico. Por el contrario, como ya se ha descrito con ante-
rioridad, todo el consumo de nitrdgeno en presencia de amo-
nio corresponde a consumo de este idn, sin que tenga lugar
desaparicién alguna de nitrato en este caso. Es interesan-
te resaltar que la inhibicidn del consumo de nitrato por
nitrito no era prevenida en presencia de MSX (datos no pre-

sentados).

III1.B.4.- Efecto de azida y cianuro sobre el consumo de

nitrato por A. chroococcun.

El cianuro estd descrito como un potente inhibidor
in vitro de la nitrato reductasa de 4. chroococcum mien-
tras que la azida no ejerce efecto inhibidor sobre dicha
enzima de 4. chroococcum (Guerrero et al., 1.973). En la
Tabla XVIII se presenta que el consumo de nitrato estd com-
pletamente inhibido en presencia de azida o cianuro y que
la actividad nitrato reductasa in situ, no se ve afectada
por la azida, mientras que en presencia de cianuro dicha
actividad es précticamente nula. La inhibicidn del consumo
de nitrato por cianuro puede ser debida bien a su efecto

sobre el sistema reductor o bien por su papel de inhibidor
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Tabla XVIII. Efecto de la azida y el cianuro sobre el consu-
mo de nitrato por 4. chroococcum y sobre los niveles de acti-

vidad nitrato reductasa.

Adicibn Nitrato reductasa Nitrato consumido
(mU mg™ ) (nmoles mg-1 min~ )

Ninguna 42 20

Azida 50 . 0

Cianuro 3 0

Las suspensiones celulares se prepararon COmo Se
describe en Materiales y Métodos para el sistema estédndar
de ensayo de consumo de nitrato por 4. chroococcum, excep-
to que, donde se indica se afiadié 1 mM de azida y 4 mM de
cianuro. Las actividades enzimidticas se midieron toluenizan-
do alicuotas tomadas a los 20 min de ensayo de consumo de
nitrato por dichas suspensiones.
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del transporte electrdnico a nivel de la cadena respirato-
ria; en el caso de la azida, podria explicarse su accidn
inhibidora sobre el consumo de nitrato como rasultado de

su papel de desacoplante.

III.B.5.- Efecto de diversos aminodcidos sobre el consumo

de nitrato

En la Tabla XIX se presenta que la presencia de
glutamico, aspdrtico e isoleucina, no ejerce inhibicidn
alguna sobre el consumo de nitrato, mientras que cuando
glutamina, arginina o asparragina estin presentes en el
ensayo de consumo de nitrato por células de A. chroococcum
dichos aminodcidos inhiben parcialmente este consumo. Para
comprobar si los aminodcidos citados en Gltimo lugar eran
capaces de ejercer esta inhibicién en condiciones en las
que no se puede asimilar el amonio, se estudid el efecto
de dichos aminodcidos en presencia de MSX. En la Tabla XIX
se presenta que en estas condiciones desaparece totalmente
el efecto de la asparragina y parcialmente la accidén de la
glutamina y de la arginina. Estudiamos a continuacidn la
liberacidén de amonio y pudimos observar que la produccidn
de amonio en las suspensiones suplementadas con glutamina,
arginina y asparragina, era superior al nitrato consumido
por dichas suspensiones, especialmente en el caso de la
asparragina (datos no presentados). Estos resultados pue-

den interpretarse en términos de que la inhibicidn observa-
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Tabla XIX. Efecto de distintos aminodcidos sobre el consumo
de nitrato por células de A. chroococcum en presencia y

ausencia de MSX.

Adicidn Consumo de nitrato ( % del control )
- MSX + MSX
Ninguna 100 100
Glutamato 119 120
Glutamina 51 77
Arginina 75 88
Aspirtico 122 124
Isoleucina 105 83
Asparragina 61 109

El experimento se llevé a cabo en suspensiones celu-
lares conteniendo 0,3 mg de proteina por ml de tampdn de
ensayo de consumo de nitrato. Donde se indica, se afiadid
7 mM del aminodcido sefialado en cada caso. El KNOS se afia-
did tras incubar durante 5 min en agitacidén a 27°C en pre-
‘sencia del aminodcido utilizado en cada caso. E1 100 % de
la actividad de consumo de nitrato corresponde a 21 nmoles
mg-1 min~| en ausencia de MSX y de 25 nmoles mg-1 min~! en

presencia de MSX.
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da en las suspensiones celulares en ausencia de MSX, era
en parte (Gln y Arg) y casi totalmente (Asn) debida al

amonio producido a partir de los aminoédcidos.
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III.C.- INFLUENCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LOS NI-
VELES CELULARES DE ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN

A. cehroococcunm.

En ensayos previos, realizados en extractos crudos
(Guerrero et al., 1.973), se habia demostrado que los nive-
les de nitrato reductasa eran elevados en cé&lulas cultiva-
das en nitrato o nitrito, mientras que en células cultiva-
das en amonio 6 dinitrdgeno como finicas fuentes de nitrdge-
no, los niveles de actividad nitrato reductasa encontrados
no eran apreciables. Por otro lado, células cultivadas en
nitrato amdnico presentaban un nivel apreciable de activi-
dad nitrato reductasa. Esto podria sefialar al idn nitrato
como posible inductor de la nitrato reductasa en A. chroo-

coceum.

En los estudios realizados por nosotros, la determi-
nacidén de la actividad nitrato reductasa se llevd a cabo
in situ, y pudimos comprobar, como se presenta en la Tabla
III del apartado III.A.1., que los niveles de actividad ni-
trato reductasa estdn fuertemente influidos por la natura-
leza de la fuente de nitrégeno utilizada en el medio de
cultivo; asi, s6lo encontramos actividad nitrato reductasa

cuando hay nitrato en el medio, pero no cuando coexisten

nitrato y amonio.

Como hemos sefialado anteriormente, el método de de-

terminacidén de nitrato utilizado por nosotros para la rea-
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lizacidén de este trabajo, no nos permite separar los pasos
de entrada de nitrato al interior celular y de su posterior
reduccidén. Asi, debido a 1lo éstrechamente unidos que se
encuentran estos dos pasos de la asimilacidn de nitrato,
al estudiar el caracter inducible o represible de la entra-
da de nitrato a la célula, hemos seguido también el desarro-

1lo de 1la actividad nitrato reductasa.

IT1.C.1.- Regulacidn de la sintesis de nitrato reductasa

Se ha estudiado en este apartado la induccidn de 1la
actividad nitrato reductasa en presencia de nitrato y de
cianato, andlogo.de aquel, asi como el desarrollo de la
capacidad de consumo de nitratokpor‘células de 4. chrooco-

cceum en las mencionadas condiciones.

IIT.C.1.1.- Evolucidn de la actividad nitrato reductasa en

presencia de nitrato

Hemos de dilucidar si el nitrato actla induciendo
la actividad nitrato reductasa, o bien, el amonio actia re-

primiendo dicha actividad.

En la Fig.20, se presenta que células procedentes
de un medio sin fuente de nitrbégeno, carentes por tanto de
actividad nitrato reductasa detectable como hemos sefialado
anteriormente, desarrollan dicha actividad en presencia de

nitrato, apareciendo niveles de actividad apreciables a



105
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Fig. 20.- Cambios iniciales de la actividad nitrato reducta-
sa en presencia de nitrato potdsico’y nitrato amdénico en
células de A. chroococcum. El experimento se llevd a cabo

a partir de suspensiones de células crecidas en aire como
Gnica fuente de nitrdgeno; estas células se recogieron y
lavaron como se describe en Materiales y Métodos, se resus-
pendieron en tampdn MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 mds 1 g/1 de
manitol, al que se afiadidé: 0,6 mM de KNO3 (e~ ) y 0,6 mM
de NH,NO, (0-0). A los tiempos indicados se tomaban ali-
cuotas que eran lavadas y toluenizadas come se indica en
Materiales y Métodos, donde se determinaba la actividad

nitrato reductasa.
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partir de 20 min de incubacibn en presencia de nitrato; por
otro lado, se muestra en la citada figura, que cuando se
afiade nitrato amdénico en lugar de nitrato, la actividad ni-
trato reductasa no se hace detectable hasta transcurridos
95-100 min aproximadamente. Cuando medimos el amonio pre-
sente en el medio, observamos que el amonio habia sido con-
sumido aproximadamente a los 90 min de comenzar el ensayo,
(datos que recoge la Fig.21). Estos resultados indican que
la actividad nitrato reductasa no se desarrolla incluso en

presencia de nitrato mientras haya amonio en el medio.

Por otro lado, en la Fig.22, se presenta que en la
suspensidn celular donde se encuentra presente el nitrato
ambénico, el comienzo del consumo de nitrato estd muy retar-
dado respecto a aquella suspensidén donde no estid presente
el i6n amonio, coincidiendo la iniciacidén de dicho consumo

con la aparicién de la actividad nitrato reductasa.

Se estudid a continuacidn si el efecto del amonio
sobre el desarrollo de la actividad nitrato reductasa era
provocado por el propio amonio o si, por el contrario, era
consecuencia de 1la accidn de algln(os) metabolito(s) resul-
tante(s) de su asimilacidén. Para ello, tratamos las células
con MSX. En la Fig.23 se muestra que en presencia de MSX,
la actividad nitrato reductasa se desarrolla de manera pa-
ralela en las suspensiones que contienen nitrato sdlo y ni-

trato amdénico.
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Fig..21.- Consumo de amonio por células de K. chroococcunm.

La desaparicién de amonio se determind en las suspensiones.
celulares conteniendo NH4NO3 registradas en la Fig.20. Las
medidas de amonio en el medio se llevaron a cabo como se
describe en Materiales y Métodos.
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Fig .22.- Efecto de idén amonio sobre el

consumo de nitrato

por células de A. chroococcum. E1 consumo de nitrato se

siguid en las suspensiones celulares utilizadas en el expe-

rimento recogido en la Fig. g, después
cuotas tomadas a los tiempos sefialados
descritas en Materiales y Métodos. Las
nian 0,3 mg de proteina celular por ml

(A-A) 0,6 mM de KNOS; y (&~-8) 0,6 mM

de filtrar las ali-
en las condiciones
suspensiones conte-
de tampdn de ensayo.

de NH,NO.,.

473
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Fig .23.- Cambios iniciales de la actividad nitrato reducta-

sa en células de A. chroococcum tratadas con MSX

cta de KNO3
condiciones descritas en la Fig.20, excepto que,

afiadir KNO, (e~0) ¥y NH,

en presen-

y NH4N03. El experimento se llevdé a cabo en 1las

antes de

NO. (0-0),se preincubaron las cé-

lulas durante 10 min en agitacibén a 27°C en presencia de

5 mM de MSX.
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Al determinar el consumo de nitrato en las condicio-
nes experimentales descritas anteriormente, no se observd
inhibicidn de dicho consumo en présencia de amonio; siendo
la cinética de consumo en presencia de nitrato amdnico y
MSX, paralela a la que presentaba la suspensidn celular en
presencia de MSX pero en ausencia de amonio, (datos no pre-.
sentados), lo que estd de acuerdo con los datos recogidos

en la Tabla X.

Cuando a suspensiones celulares procedentes de un
cultivo con aire como finica fuente de nitrdgeno se las re-
suspende en tampdn de ensayo en las condiciones recogidas
en Materiales y Métodos, pero sin afiadir nitrato, se puede
observar que la actividad nitrato reductasa no se desarro-
lla. Lo mismo ocurre cuando en lugar de nitrato afiadimos
amonio. Puesto que se obtienen estos mismos resultados si
se realiza el experimento en presencia de MSX, se puede
concluir que la presencia de nitrato es indispensable para
que se desarrolle la actividad nitrato reductasa (Fig.24).
Aunque no se muestra, se pudo averiguar que concentraciones
de nitrato comprenéidas en un margen de 10-500 yM conse-

7

guian un desarrollo de actividad nitrato reductasa de 10 mU
mg'1 tras 180 min de incubacién. Cuando se sometieron

las c&lulas a condiciones de deficiencia de nitrégeno, 4.

chroococcum era incapaz de desarrollar actividad nitrato

reductasa, como se recoge en la Tabla XX.
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Fig.24.- Requerimiento de nitrato para la induccidn de la
nitrato reductasa de A. chroococcum en presencia y ausen-—
eta de MSX. El experiméhto se 1levd a cabo con suspensio-
nes celulares crecidas en aire como Gnica fuente de nitrd-
geno y recogidas y lavadas como se describe en mteriales

y Métodos, resuspendiéndose en tampén MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5
mids manitol 1 g/l. A continuacidn, las cé&lulas se incubaron
10 min en presehcia de MSX 5 mM {afiadiéndose entonces (e-—e)
amonio 0,5 mM;(0-0) nada} y en ausencia de MSX {adicionan-
do a la suspensién (C-O) nitrato potdsico 0,5 mM; (A A4) a-
monio 0,5 mMy (A-A) nada.} |
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Tabla XX. -Niveles de actividad nitrato‘reductasa en célu-

las de A. chroococcum sometidas a hambre de nitrdgeno.

Adicidn Actividad nitrato reductasa
-1
( mU mg )
Ninguna 0
KNO3 5

Dos cultivos celulares de. 4. chroococeum en un me-
dio sin nitrdgeno combinado, crecidos hasta una A560nm de
0,4, fueron borboteados con argon conteniendo 20 % de oxi-
geno, afladiendose donde se indica 5 mM de KNOS. Desples
de 5 h en estas condiciones, se mididé la actividad nitrato
reductasa tomando una alicuota del cultivo y toluenizando

como se describe en Materiales y Métodos.
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Por otro lado, cuando las células proceden de un
cultivo con amonio como finica fuente de nitrdgeno, se la-
van, asegurdndose de que no queda amonio en el medio y re-
suspenden en tampdn de ensayo sblo aparece actividad nitra-
to reductasa cuando se afiade nitrato al tampdn como se en-
sefia en la Fig.25. La Fig.26 muestra el consumo de nitrato
por una suspensidn celular de A. chroococcum procedente de
un medio con amonio y que habia sido resuspendida en la so-
lucidén estdndar para ensayo de utilizacién de nitrato. Co-
mo se puede apreciar, la velocidad de consumo de nitrato
alcanzaba un valor constante a los 30 min, aproximadamente,
de iniciado el experimento, que debe reflejar el desarro-
1lo de un nivel adecuado de actividad del sistema reductor

de nitrato.

I1.C.2.- Evolucidn de la actividad nitrato reductasa en

presencia de cianato

Se ha estudiado en este apartado el efecto inductor
del cianato que, como se ha sefialado anteriormente, es un
andlogo del nitrato que inhibe la entrada de &ste al inte-
rior celular. En la Fig.27 se presenta que suspensiones ce-
lulares incubadas en ausencia de nitrato y otras fuentes
de nitrégeno fijado, pero en presencia de cianato, son ca-
paces de desarrollar unos niveles de actividad nitrato re-

ductasa similares a los alcanzados en presencia de nitrato
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Fig.25.- Cambios iniciales de la actividad nitratd reducta-— .
sa en presencia de nitrato en células de A. chroococcum
cultivadas con amonio como fuente de nitvégeno. C&lulas
crecidas en medio con amonio, se recogieron y lavaron como
se describe en Materiales y M&todos y se resuspendieron en
tampbén MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5, suplementado con manitol

1 g/1, en presencia (e-e) y ausencia (0-0) de 0,5 mM de KNO,.
La actividad nitrato reductasa se midig a los tiempos indi-
cados, en alicuotas de la mezcla de ensayo después de tolue-
nizar como se indica en Materiales y Métodos.
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Fig.26.- Consumo de nitrato por células de A. chroococcum
procedentes de un medio con amonio. Las células crecidas en
medio con amonio, fueron recogidas y lavadas como se descri-
be en Materiales y Métodos y se resuspendieron en tampdn
MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5 suplementado con manitol 1 g/l y KNO,
0,5 mM. A los tiempos seifialados se tomaron alicuotas en don-
de, desplies de filtrarlas como se indica en Materiales y Mé-
todos, se determind el nitrato.
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Fig .27.-Cambios iniciales en los niveles de actividad de

la nitrato reductasa en células de A. chroococcum provenientes

de un medio con dinitrdgeno como untca fuente de nitrdgeno

y tratadas con cianato. El experimento se llevd a cabo re-
cogiendo células procedentes de un medio con aire como Gni-
ca fuente de nitrdgeno. Las células se lavaron como se indi-
ca en Materiales y Métodos y se resuspendieron en tampdn de
ensayo, al que se afiadié manitol 2 g/1. Esta suspensidn se
divididé en dos matraces y a uno de ellos se le afiadid 0,5 mM
de KCNO (a-a), en tanto que, a la otra mitad no se le hizo
adicidén alguna ( A-A). A los tiempos indicados se tomaron
alicuotas de 5 ml que se lavaron y toluenizaron, midiendose
a continuacidn la actividad nitrato reductasa. Las suspensio-
nes contenian 0,42 mg de proteina por ml de tampdn.
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a los mismos tiempos. Era interesante comprobar que no
habia cianato en el ensayo de actividad nitrato reductasa,
pues, como estd descrito (Guerrero et al., 1.973), el cia-
nato <m vitre estimula la actividad nitrato reductasa. Tam-
bién en este Gltimo trabajo se ha descrito que la presencia
de cianato en el ensayo <m vitro de la actividad nitrato
reductasa, protege de la inactivacidén por ditionito que se
produce después de 3 min de ensayo. Para estos fines, se

ha podido evidenciar que, <n situ, la presencia de cianato
también protege de esta inactivacién. Por el contrario, en
los ensayos de actividad del experimento recogido en la
Fig.27, la actividad nitrato reductasa no era lineal des-
pués de transcurridos los 3 min iniciales de reaccidn, a

no ser que se afiadiera cianato exdgenamente, lo que indica,

que no lo habia en el ensayo.

A continuacién, se estudid el efecto del i6n amonio
sobre la induccidén de la nitrato reductasa por cianato en
células de 4. chroococcum. En la Fig.28, se muestra que en
presencia de amonio, la induccién de la actividad nitrato
reductasa no tiene lugar hasta que desaparece el amonio del
medio, cosa que ocurria a los 60 min aproximadamente de co-
menzar el ensayo. La Fig.29, por otro lado, muestra que
cuando cé&lulas procedentes de un medio de cultivo con amo-
nio como fuente de nitr6geno, son lavadas y transferidas a

un medio sin fuente de nitrdgeno, pero suplementado con
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Fig .28.- Efecto del idén amonio sobre la induccidn de la -
nitrato reductasa de A. chroococcum por cianato. Las condi-
ciones experimentales fueron las descritas en la Fig.27,
excepto que, donde se indica, .se afiadid; o,5 mM de KCNO (e-e)
y 0,5 mM de KCNO mds 0,4 mM de NH,CL (o-o); Las suspensio-
nes celulares contenian 0,4 mg de proteina por ml de tampdn.
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Fig.29.- Cambios iniciales de la actividad nitrato feducta-
8a en presencia de cianato, en células de A. chroococcum
-cultivadas con amonio como fuente de nitrdgeno. Las condi-
ciones experimentales fueron las descritas en la Fig .25,
excepto que, donde se indica se afiadidé: 0,5 mM de cianato
(e—~e@) en lugar de KNO3. Los circulos abiertos (o0-0) re-
presentan a las células sin tratar con cianato.
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cianato, desarrollan actividad nitrato reductasa como res-

puesta a la adicién de cianato al medio de suspensidn.

II1.C.3.- Consumo de nitrato por células de 4. chroococcum

con el sistema asimilador de nitrato inducido por

cianato

Se ha estudiado el consumo de nitrato en células de
A. chroococcum incubadas durante 4 h en presencia de ciana-
to y nitrato respectivamente. En la Fig.30, se presenta
que el consumo de nitrato en células con el sistema reduc-
tor inducido en presencia de cianato, presenta una veloci-
dad de consumo similar a la alcanzada por células auya ni-
trato reductasa es inducida en presencia de nitrato. Por
otro lado, en la Tabla XXI, se presentan los niveles de
actividad nitréto reductasa y nitrito reductasa de las
suspensiones celulares del experimento recogido en la Fig.
30. Ademds de las actividades del sistema reductor de ni-
trato, también se determinaron en este experimento los ni-
veles de actividad glutamina sintetasa en presencia y ausen-
cia de Mg++. Ambas actividades eran mayores en las cé&lulas
provenientes de un medio con cianato que en aquellas proce-

dentes de medio con nitrato (datos no presentados).



121

500
s
b4 ! e
™~ . 400L
o
Q
3
4 3000 e
11
z ~
w [ 4
o .200L
% o
+ 4
|
z 3
100 L .
-~ Q
A1 ‘ 1 L L L
- Q 10 , 20 30 40

TIEMPO (min)

Fig .30.- Consumo de nitrato por células de A. chroococcum
con el sistema asimilador de nitrato inducido por cianato o
nitrato en el medio de cultivo. Las células se crecieron

en medio de cultivo sin fuente de nitrégeno combinado, cuando
alcanzaron un estado de crecimiento correspondiente a una
AS60 nm de 0,46, se dividid dicho cultivo en dos mitades,

a unade ellas se le afiadié 5 mM de KNO3 (e—~e) y a la otra
mitad, 1 mM de KCNO (0-0). Se incubaron en agitacidén a 27°C
durante 4 h, transcurridas éstas; se recogieron, lavaron y
resuspendieron en tampdn de ensayo suplementado con 1 g/1

de manitol; a continuacién, se afiadié a ambas mitades 0,5 mM
de KNO; y se determind su desapaficién del medio a los
tiempos indicados. Las suspensiones celulares contenian 0,35

mg de proteina por ml.
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Tabla XXI. Niveles de actividad nitrato reductasa y nitri-
to reductasa en 4. chroococeum incubado en presencia de

cianato y nitrato.

Inductér Nitrato reductasa Nitrito reductasa
(mUmg™ ") (mUmg™ ")

Ninguno 0 0,2

Nitrato 17 21

Cianato 19 40

Las actividades enzimdticas se determinaron tolue-
nizando una alicuota de las suspensiones celulares utili-
zadas en el experimento recogido en la Fig.35, al inicio
del ensayo de consumo de nitrato. Las suspensiones celula-
res contenian 0,342 y 0,308 mg de proteina por ml de tampdn
con nitrato y cianato, respectivamente.
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II1.C.4.- Efecto del cloranfenicol sobre la induccidn de

la nitrato reductasa de A. chroococcum en pre-

sencia de nitrato o cianato

Se ha descrito en apartados anteriores, que cuando
células de 4. ehroococcum cultivadas en medios carentes de
fuente de nitrdgeno combinado o en medios con amonio -que
no presentan, por tanto, actividad nitrato reductasa- son
transferidos a medios conteniendo nitrato o cianato, se
registraba un desarrollo de la actividad nitrato reductasa.
En la Fig.31, se muestra que en presencia de cloranfenicol,
que es un inhibidor de la sintesis de proteinas en organis-
mos procariotas, no tiene lugar aquella induccidén. Estos
resultados ponen de manifiesto que el desarrollo de la ac-
tividad nitrato reductasa observado en cé&lulas de A. chroo-
coceum al ser transferidas de un medio sin nitrdgeno com-
binado a un medio con cianato o nitrato, requiere la sinte-
sis de nuevas moléculas de proteina, y no una reactivacién

de moléculas preexistentes.

III1.C.5.- Efecto de la fuente de carbono sobre la induccién

de la actividad nitrato reductasa y sobre el con-

sumo de nitrato en células de A. chroococcum cul-

tivadas en un medio sin fuente de nitrdgeno com-

binado y transferidas a un medio con cianato o

nitrato
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Fig .31.- Efecto del cloranfenicol sobre la inducecidén de la
actividad nitrato reductasa de A. chroococcum por cianato
o por nitrato. Las condiciones experimentales fueron las
descritas en la Fig.27 excepto que, donde se indica,se
afidié: 0,5 mM de KNO, (e—e); 0,5 mM de KNO, mis 0,5 mM
de cloranfenicol (A-A); 0,5 mM de KCNO (A-A) y 0,5 mM
de KCNO y 0,5 mM de cloranfenicol (0-0). Las suspensiones

celulares contenian 0,36 mg de proteina por ml de tampdn .
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En la Tabla XXII, se muestra que para que tenga lu-
gar una induccién de la actividad nitrato reductasa en cé-
lulas provenientes de un medio sin nitrdgeno fijado al
transferirlas a un medio con cianato o nitrato, es necesa-
rio que haya una fuente de carbono disponible por las célu-
las. Por otra parte, se ha estudiado si el consumo de ni-
trato pbr células de 4. chroococcum cuya nitrato reductasa
ha sido inducida por cianato, requiere una fuente de carbo-
no, como es el caso de aquellas células cuya nitrato reduc-
tasa se ha desarrollado en presencia de nitrato (apartado
ITT.A.2.2.). En la Fig.32, se pone de manifiesto que para
que tenga lugar consumo de nitrato por células de 4..chroo-
coccum transferidas a un medio con cianato, es imprescindi-
ble que esté presente una fuente de carbono; esto demues-
tra que en estas condiciones también se requiere energia

metabdlica para poder consumir nitrato.

ITI.C.6.- Efecto de idn amonio sobre el consumo de nitrato

en células de A. chroococcum cultivadas en un me-

dio sin fuente de nitrégeno combinado y transfe-

ridas a un medio con cianato

Hemos estudiado en este apartado, el efecto del ién
amonio sobre el consumo de nitrato en células donde la ac-
tividad nitrato reductasa ha sido desarrollada en presen-

cia de cianato; en la Fig.33, se presenta que el idn amonio
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Tabla XXII. Efecto de la fuente de carbono sobre la induccién

de la actividad nitrato reductasa por cianato y nitrato en

células de 4. chroococcum.

Inductor Adicién Actividad nitrato reductasa
( mUmg ")

KNO3 Ninguna <1

KNO3 Manitol 10

KCNO Ninguna <1

KCNO Manitol 12

Las suspensiones celulares provenian de un medio sin

fuente de nitrégeno. Se recogieron y lavaron como se describe

en Materiales y Métodos, resuspendiéridose a continuacién en
tampén MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5. Se dividi6é la suspensidén en
dos mitades afiadiéndose a una de ellas 1 mM de KNO3 y 0,5 mM
de KCNO a la otra mitad. Donde se indica se afiadid manitol

1 g/1, incubdndose dichas suspensiones en agitacién a 27°C

durante 80 min, transcurrido éstos, se tomaba una alicuota

y se determinaba la actividad nitrato reductasa como se in-

dica en Materiales y Métodos.
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Fig.32.- Consumo de nitrato por células de A. chroococcum
cultivadas en medio sin fuente de nitrdgeno combinado y
transferidas a un medio con cianato, en presencia y ausen-
cta de fuente de carbono. A células creciendo con aire co-
mo Gnica fuente de nitrdgeno se afiadid, en esterilidad,

0,5 mM de KCNO y se incubaron en agitacién durante 2 h a
27°C; a continuacién, se recogieron, lavaron y resuspendie-
ron en tampdn MOPS-KOH 50 mM, pH 7,5. El1 consumo de nitra-
to se determind en ausencia (0-0) y presencia (e~e) de 1 g/l
de manitol. Las suspensiones celulares contenian 0,44 mg

de proteina por ml la actividad nitrato reductasa era de

1

6,8 y 8. mU mg ' en las suspensiones sin y con manitol res-

pectivamente.
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Fig.33.- Efecto del ién amonio sobre el consumo de nitrato
por células de A. chroococcum, pretratadas con cianato. Las
condiciones experimentales fueron las descritas en la Fig.32
para el sistema de ensayo de consumo de nitrato en presencia
de manitol excepto que, donde se indica, se afiadid 0,5 mM de
amonio mids 0,5 mM de nitrato (0-0) y 0,5 mM de nitrato (e-e).
Las suspensiones celulares contenian 0,39 mg de proteina por
ml de tampdn y la actividad nitrato reductasa era de 4 y 3,3
mU mg'1, respectivamente. El1 tiempo de incubacidn en presen-
cia de cianato fue de 1 h aproximadamente.
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inhibe el consumo de nitrato por células de A. chroococcum

pretratadas con cianato.

Estos resultados parecen indicar que el sistema de
transporte inducido en presencia de cianato es similar al

inducido por nitrato.

IIT1.C.7.- Evolucidn de las actividades nitrogenasa y nitra-

to reductasa en presencia de cianato y nitrato.

Como hemos podido comprobar en los apartados ante-
riores, parece ser que los sistemas de transporte que se
deéarrollan en presencia de cianato y nitrato presentan
las mismas caracteristicas. En este apartado hemos estudia-
do comparativamente las cinéticas de induccidén de la nitra-
to reductasa por nitrato y cianato siguiendo la evolucidn
de la actividad en periodos de tiempo superiores a los es-
tudiados en los apartados anteriores. En la Fig.34 podemos
comprobar que mientras que las células que son transferi-
das desde un medio sin fuente de nitrdgeno fijado,a un me-
dio con nitrato siguen desarrollando actividad nitrato re-
ductasa al cabo de 7 h, las c&lulas transferidas a un me-
dio con. cianato, presentan un miximo de actividad a las 4
h de incubacidn, tras las cuales permanece constante. Como
se observa en esta figura, los niveles de actividad alcan-
zados a las 4 h son similares para nitrato y cianato. En

conexidén con este experimento, es necesario subrayar que
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Fig.34.- Cinética del desarrollo de la actividad nitrato re-
ductasa de A. chroococcum en presencia de nitrato y tianato.
El experimento se 1llevd a cabo a partir de células crecidas
en medio sin fuente de nitrdgeno fijado hasta una A560nmbde
0,3; el cultivo se dividid en dos mitades afiadiéndose a una
de ellas 8 mM de KNO3 (e-@) y a 1la otra 1 mM de KCNO (0-0).
A los tiempos que se indican, se tomaron alicuotas que se
lavaron y toluenizaron como se seflala en Materiales y Méto-
dos y se determininaron las actividades nitrato reductasa.
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mientras las células con nitrato habian experimentado un
aumento en el crecimiento desde unavA560 nn = 0,3 hasta

otra de A 1,95, durante las 7 horas de duracidn del

560 ™"
mismo, la suspensidn que contenia cianato sélo cambidé desde
0,3 hasta 0,5, lo que demuestra que éste Gltimo compuesto
no es fiacilmente metabolizable por A. chroococcum para ac-
tuar como fuente de nitrdgeno. Como veremos a continuacidn,
el cianato, por si mismo, inhibia la actividad nitrogenasa
de la suspensidén celular que lo recibia; este dato corrobo-
ra la detencidén del crecimiento de 4. chroococcum, cCOmoO
acabamos de discutir, en presencia de cianato bajo condicio-
nes de fijacién de dinitrdgeno. Los resultados pertinentes
estidn recogidos en la Tabla XIII, donde se muestra que la
actividad nitrogenasa descendia hasta un 40% del valor ori-
ginal tras un periodo de incubacidén de 2 horas en presen-
cia de cianato. También el nitrato originaba un decremento
de la actividad nitrogenasa, bajando a un valor de 68% del
inicial en el mismo periodo de 2 horas. Por el contrario,

en ausencia de estos inhibidores, la capacidad de reducir
acetileno experimentaba un aumento del 40% en relacidn con
la actividad nitrogenasa a tiempo cero, aumento que €s nor-

mal en un cultivo en fase exponencial de crecimiento.
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Tabla XXIII. Inhibicidén de la actividad nitrogenasa de

A. chroococcum en presencia de nitrato y cianato.

Actividad nitrogenasa a los tiempos
Adicién 0 2 h

( umoles etileno mg'1 po ! )

Ninguna 7,2 10,4
KNO3 8,2 5,6
KCNO 6,0 2,4

Las condiciones experimentales fueron las mismas que
las descritas en la Fig.35, excepto que donde se indica, una
suspensién celular equivalente a las tratadas con KNO3 o KCNO,
no sufria-adicidén alguna..La actividad nitrogenasa de media~”
en alicuotas de 2 ml de los respectivos cultivos, como se es-
pecifica en Materiales y Métodos.



IV. DISCUSION
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En el trabajo que aqui se presenta, hemos estudiado
la asimilacidn de nitrato por la bacteria aerobia estricta
Azotobacter chroococcum. En la primera parte de esta memo-
ria, hemos puesto a punto el método de ensayo de la asimi-
lacidén de nitrato por esta bacteria, que estd basado en el
estudio de la desaparicidén de nitrato del medio. Este méto-
do de valoracién presenta el inconveniente de que no nos
permite distinguir las etapas de entrada y de reduccidn de
nitrato, como hemos seflalado en Introduccidén. La dificul-
tad para separar estas dos etapas del proceso de asimila-
cibén de nitrato, se presenta en todos aquellos organismos
que no pueden acumular nitrato en su interior, como es el
caso de los organismos unicelulares carentes de vacuolas
de almacenamiento. Por ello, los datos de que se disponen
sobre la entrada de nitrato al interior celular son esca-
sos en bacterias, salvo en aquellas donde para su estudio
se han utilizado isdtopos radioactivos, lo que permite de-
mostrar la acumulacidén de nitrato en el interior celular.
Asi, los trabajos realizados en KXlebsiella pneumontae
(Thayer y Huffaker, 1.982) y en Pseudomonas capsulata
(Betlach et al., 1.981), han puesto de manifiesto que di-
chas bacterias pueden acumular nitrato a una concentracidn
del orden de 7-10 veces mayor en el interior celular que
en el exterior, lo que ha llevado a dichos autores a suge-

rir que, en estos organismos, las etapas de entrada y re-
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duccibn de nitrato estidn separadas y que el transporte de

nitrato es un proceso acumulativo.

El estudio de la asimilacién de nitrato en 4. chroo-
coceum, realizado en este trabajo, pone de manifiesto que
es un proceso saturable por el sustrato y que presenta una
afinidad por el nitrato mayor que la que presenta la nitra-
to reductasa, primera enzima del sistema reductor de nitra-
to. Estos datos apoyan la hipdtesis de que el transporte
de nitrato en este organismo no tiene lugar mediante sim-
ple difusidén, sino que estid facilitado por una permeasa,
como ha sido postulado por diversos autores que ocurre en
otros organismos, (Thayer y Huffaker, 1.982; Betlach et al.,
1.981; Schloemer y Garrett, 1.974; Flores, 1.982). Sin
embargo, auque la Km de la nitrato reductasa de A.chroococcum
(Guerrero et _al., 1.973), sea mayor (0,25 mM) que la Km
del sistema asimilador de nitrato determinada por nosotros
(<42 yM), hay que tener en cuenta que dicho parametro ha
sido determinado im vitro y utilizando donadores artificia-
les de electrones, no pudiendo descartarse, por tanto, 1la
posibilidad de que la enzima posea una mayor afinidad por
el nitrato in viveo. Por otro lado, el hecho de que la re-
duccidén de nitrato es también un proceso saturable,. hace
aventurado concluir que el transporte de nitrato en 4.chroo-
coccum estid mediado por una permeasa. Sin embargo, la ob-

servacidén de que andlogos del nitrato, tales como nitrito



136

y cianato, act@ien como inhibidores del consumo de nitrato,
como se muestra en las Figuras 16, 17, 18 y 19, sin afec-
tar al sistema reductor del mismo, apoya la hipdtesis de

la existencia de un transporte facilitado por una permeasa.

La accidén inhibidora del nitrito sobre el consumo
de nitrato parece razonable localizarla a nivel de trans-
porte de este .id6n mids que sobre su sistema reductor, ya
que el nitrito es un inductor de este sistema (Guerrero
et al., 1.973). En relacidn con estos resultados, es impor-
tante hacer mencidén a los estudios realizados en Adnacystis
nidulans (Flores et al., 1.982), que han puesto de mani-
fiesto la existencia de cierto grado de competicidn entre
la utilizacidén de nitrato y nitrito tanto en .cé&lulas trata-
das con MSX, como en células sin tratar Yy, por otro lado,
a los trabajos llevados a cabo en WNeurospora crassa
(Schloemer y Garrett, 1.974), que sefialan al nitrato como
un inhibidor no competitivo respecto al nitrato del siste-
ma de entrada al interior celular. Por el contrario, los
estudios realizados en algas verdes (Ullrich, 1.983; Syrett,
1.981; Florencio y Vega, 1.983), han llevado a la conclu-
sién de que el nitrito es un inhibidor competitivo del con-

sumo de nitrato.

En lo que respecta al cianato, en este trabajo se
ha podido demostrar que es un inhibidor del consumo de ni-

trato en A. chroococcum. Se habia descrito (Guerrero et al.,
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1.973) que el cianato protege a la nitrato reductasa de 4.
ehroococcum de la inactivacidn por ditionito y que en su
presencia se estimula la actividad nitrato reductasa. Por
otro lado, era también conocido que el cianato es un inhi-
bidor competitivo respecto al nitrato de la nitrato reduc-
tasa de Chlorella, (Morris y Syrett, 1.963) y que protege
a ésta de la inactivacidn por NADH y cianuro (Vega et al.,
1.972). En esta misma linea, los estudios realizados en
Chlamydomonas reinhardii (Florencio y Vega, 1.981), sefia-
lan que el cianato inhibe el consumo de nitrato. Estos mis-
mos autores, pudieron comprobar también que el cianato
protege <m vivo a la nitrato reductasa de la inactivacidn

que sufre en ausencia de nitrato.

Los antecedentes bibliogrdficos junto con los datos
obtenidos en nuestro trabajo, nos permiten proponer que
tanto el nitrito como el cianato pueden actuar en 4. chroo-
coccum COmoO inhibidores competitivos del sistema de trans-
porte de nitrato. Las caracteristicas que presenta el con-
sumo de nitrato en este organismo, como son su cardcter
saturable por la concentracién extracelular de nitrato; el
ser inhibido por andlogos estructurales de éste y la gran
afinidad por el sustrato, parecen sugerir que el transpor-
te de nitrato en 4. chroococcum es un proceso mediado por

una permeasa.
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A continuacidn, estudiamos si este transporte media-
do era de caracter activo. En el presente trabajo, hemos
puesto de manifiesto que el consumo de nitrato por A. chroo-
coceum es un proceso que requiere la presencia de una fuen-
te de carbono metabolizable por este organismo y de aero-
biosis, lo que sefiala un requerimiento de energia. El re-
querimiento de una fuente de carbono puede tener dos ver-
tientes, una como fuente de energia y otra como fuente de
esqueletos carbonados. Nosotros hemos podido comprobar que
en ausencia de una fuente de carbono, pero en presencia de
una fuente de energia artificial, 4. chroococcum es capaz
de consumir nitrato. Como fuente artificial de energia
utilizamos el par donador de electrones ascorbato/PMS, del
que se conocia que, en Escherichia coli (Wilson, 1.974),
actlia cediendo electrones a la cadena respiratoria permi-
tiendo la entrada de galactosa en ausencia de otra fuente
de energia. Nuestros resultados (Tabla VIII, Fig.8) mues-
tran que en presencia del par ascorbato/PMS y en ausencia
de fuente de carbono, las células consumen oxigeno, es de-
cir, tiene lugar un transporte de electrones a través de
la cadena respiratoria que debe originar un gradiente
electroquimico (Bhattacharyya et al., 1.977). E1 hecho de
que en estas condiciones las células consuman nitrato, su-
giere la dependencia del sistema de un estado energetizado

de la membrana. Hemos podido observar (ver Fig.8) que 1la
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velocidad de consumo de nitrato con el par donador es menor
que en presencia de una fuente de carbono. La explicacién
para esta diferencia podria radicar en la menor eficiencia
respiratoria que presentan las células en presencia del

par artificial, como puede observarse en la Tabla VIII. Es
muy posible, por tanto, la existencia de un transporte ac-
tivo para el nitrato como primer paso de la asimilacidn de
este i6n, aunque nuestros datos no pueden dilucidar qué
componente del gradiente electroquimico interviene en el

proceso.

En nuestro intento de caracterizar el tipo de ener-
gia que se requiere para que tenga lugar consumo de nitra-
to por A. chroococcum, se han utilizado diversos inhibido-
res metabdlicos. Los resultados de los estudios encamina-
dos a este propdsito sefialan, como puede observarse en la
Fig.6, que en presencia de los desacoplantes FCCP y DNP se
interrumpe rdpida y dridsticamente el consumo de nitrato,
mientras que en presencia de DCCD, que es un inhibidor de
ATPasas, no se afecta significativamente dicho consumo. Por
otro lado, en la Tabla VII se ha presentado el efecto del
FCCP y del DCCD sobre el sistema reductor de nitrato, que
como alli puede observarse, no se ve afectado en presencia
de estos inhibidores lo que parece indicar que ambos actfian
a nivel de la entrada de nitrato y no a nivel de su reduc-

cidén. Estos resultados sugieren que el transporte de nitra-
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to por A. chroococcum es un sistema mediado por una permea-
sa y que depende del gradiente electroquimico de la membra-
da, pero que no estd necesariamente mediado por ATP. A con-
clusiones similares llevaron los resultados obtenidos de
los estudios realizados en Rhodopseudomonas capsulata
(Jackson et al., 1.981). Sin embargo, un requerimiento ab-
soluto de ATP para la entrada de nitrato al interior celu-
lar ha sido descrito en la cianobacteria A4nacystis nidulans
(Flores et al., 1.982) y en la diatomea Phaeodactylum tri-
cornutum (Cresswell y Syrett, 1.981). Menos precisos, por
el contrario, son los resultados obtenidos por Schloemer y
Garrett (1.974), quienes han descrito que la entrada de ni-
trato en Neurospora crassa no tiene lugar en presencia de
cianuro o DNP, atribuyendo el efecto inhibidor de estos
compuestos a su caracter de inhibidores metabdlicos. Pues-
to que no tomaron en consideracién el efecto del cianuro
sobre la nitrato reductasa, a la que bloquea dridsticamente,
sus resultados no parecen concluyentes. Por otra parte, los
estudios realizados en células de Azotobacter vinelandiz
(Barnes y Zimniak, 1.981), concernientes al transporte de
amonio y metilamonio han mostrado que dicho transporte es
inhibido drédsticamente por los desacoplantes FCCP, como en
el caso del nitrato por nosotros estudiado, y gramicidina
D, en tanto que el DCCD y el arseniato, que bloquean la fos-

forilacidn, no afectan el transporte de amonic y metilamo-
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‘nio, como hemos observado nosotros que ocurre con el trans-
porte de nitrato. Los citados autores.encontraron también
que el ionéforo valinomicina estimula la entrada de metil-
amonio en ausencia de K" afiadido mientras que la bloquea
en presencia de K'. Estos resultados son consistentes con
un efecto hiperpolarizante sobre la membrana al salir K" y
con una accidén despolarizante al entrar este idn. Dado que
los estudios llevados a cabo con nigericina y monensina,
que destruyen el gradiente de protones, s6lo afectan lige-
ramente el transporte de amonio, se ha sugerido por los
citados autores que el transporte de metilamonio y amonio
es dependiente del componente eléctrico del gradiente elec-
troquimico. De hecho, Barnes y Zimniak (1.981) encontraron
que las células de 4. vinelandii desarrollan un potencial
elédctrico transmembrana de 170 a 180 mV, lo que indica la
existencia de una fuerza impulsora utilizable para un

transporte electrogénico del amonio.

Los resultados obtenidos por nosotros en este traba-
jo, parecen indicar que el sistema de transporte de nitra-
to en A. chroococcum es dependiente del gradiente electro-
quimico de la membrana. Sin embargo, nuestros datos no per-
miten determinar como estd acoplado dicho transporte con
el gradiente electroquimico. Las investigaciones realiza-
das en Rhodopseudomonas capsulata (Jackson et al., 1.981)

sefialan que en esta bacteria el nitrato entra en la célula
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mediante un cotransporte con uno o mids aniones, los que no
necesariamente han de .ser protones. En Neurospora crassa
(Schloemer y Garrett, 1.974), se ha propuesto que el nitra-
to entra en la célula mediante un cotransporte anidén-pro-
tdén. Los trabajos realizados en este Departamento con la
cianobacteria Anacystis nidulans (Flores, 1.982), ponen de
manifiesto que un mecanismo de acoplamiento mediante co-
transporte nitrato-protdn no parece probable, ya que el
consumo de nitrato en este organismo se encuentra favore-
cido a valores altos de pH, es decir, cuando la concentra-
cién de protones en el medio es menor. Este mismo autor
tampoco encontrd un requerimiento especifico por k" 6 Na'
para dicho transporte. En el caso de A. chroococcum se ha
observado (Fig.9) que el consumo de nitrato presenta un

pH 6ptimo a 6,5 y que la velocidad de consumo disminuye al
aumentar el pH externo; esto podria apoyar la hipbtesis de
un cotransporte nitrato-protén, ya que al aumentar el pH
disminuye el grédiente de protones de la membrana, lo que
dificultaria la entrada de nitrato. Sin embargo, observa-
mos también que a pH inferiores a 6,5 la velocidad de con-
sumo de nitrato disminuye, afin cuando en estas condiciones
debe aumentar el gradiente quimico de la membrana. Se pue-
de argllir, no obstante, que la permeasa es afectada de for-
ma negativa a pH bajos, pudiéndose llegar a un compromiso

entre un pH donde la permeasa no esté significativamente
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afectada y un pH al que se favorezca la formacién de un

gradiente quimico que impulse la entrada de nitrato.

Los estudios realizados en presencia de azida y cia-
nuro, han mostrado que el consumo de nitrato por células
de 4. chroococeum se inhibe totalmente por tales inhibido-
res, pero mientras que el cianuro bloquea drdsticamente a
la actividad nitrato reductasa y, por tanto, al consumo de
nitrato, la azida s6lo afecta a‘la desaparicién de nitrato,
sin influir sobre aquella actividad enzimdtica. Estos re-
sultados apoyan tanto el caracter activo del transporte de
nitrato como la separacidn entre las etapas de entrada y

reduccidén del mismo.

En el apartado III.B., hemos estudiado la regula-
cién de la utilizacién de nitrato por 4. chroococcum. Asi,
hemos observado que el consumo de nitrato por células cul-
tivadas en medio con nitrato como fuente de nitrdgeno, por
lo que estdn en condiciones 6ptimas de un activo consumo
de nitrato, presentan una dridstica y rdpida inhibicidn de
dicho consumo en presencia de amonio. Esta prevencidn de
la utilizacién de nitrato en presencia de amonic ha sido
estudiada en una gran variedad de organismos: hongos (Mor-
ton, 1.956; Ullrich, 1.983; Schloemer y Garrett, 1.974);
células de tabaco (Heimer y Filmner, 1.971); diatomeas

(Cresswell y Syrett, 1.979); algas verdes (Cramer y Myers,
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1.949; Pistorius et al., 1.978); cianobacterias (Florés

et al., 1.982; Ohmori et al., 1.977); bacterias (Jackson
et al., 1.981; Betlach et al., 1.981; Thayer y Huffaker,
1.982). Los resultados presentados en este trabajo, sefa-
lan que esta inhibicidén por amonio del consumo de nitrato
en A. chroococcum es de caridcter reversible, desaparecien-
do una vez que el amonio se consume (Fig.11). En la mayo-
ria de los organismos estudiados se observa igualmente,

que en una solucidn conteniendo nitrato y amonio, el ni-
trato empieza a ser consumido cuando el amonio ha desapa-
recido del medio (Bailey et al., 1.972; Ferguson y Bollard,
1.969; Morton, 1.956; Syrett y Morris, 1.963; Flores et al.,
1.982). Algunos autores han sugerido que la inhibicién
observada podria ejercerse sobre la actividad nitrato re-
ductasa (Ferguson, 1.969; Morton, 1.956; Syrett y Morris,
1.963), pero esta teoria ha sido Gltimamente rechazada ya
que se ha podido determinar, tanto en procariotas como en
eucariotas, que la adicibén de amonio a células consumiendo
nitrato activamente, produce una ripida interrupcidn del
consumo de nitrato sin provocar, en cambio, alteraciones
en los niveles de actividad nitrato reductasa (Flores

et al., 1.982; Ohmori et al., 1.977; Pistorius et al.,
1.978; Syrett y Leftley, 1.976; Tishner y Lorenzen, 1.979).
Estudios realizados en la diatomea Phaeodactylum tricormutum,

(Cresswell y Syrett, 1.979), sefialan que el amonio produce
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una ripida y reversible inhibicién de la acumulacién de
nitrato en el interior celular. Los resultados presentados
en esta Memoria son concordantes con los anteriormente Ci-
tados, puesto que al determinar las actividades enzimdti-
cas del sistema reductor de nitrato en A. chroococcum des-
pués de afiadir amonio a suspensiones celulares consumiendo
nitrato, se producia una rdpida interrupcién del consumo

de nitrato, pero la actividad nitrato reductasa y nitrito
reductasa no eran afectadas, al menos en los tiempos emplea-
dos por nosotros. Esto sugiere que el amonio actfia a nivel
de entrada del nitrato y no sobre el sistema reductor de
éste, al menos a corto plazo. Todavia no se conoce el me-
canismo por el cual el amonio interfiere con el transporte
de nitrato vy las propuestas formuladas difieren ampliamen-
te entre si. Por ejemplo, en Neurospora crassa (Schloemer
y Garrett, 1.974), el amonio ha sido descrito como un inhi-
bidor del transporte de nitrato; en Penicillium, ha podido
observarse que la entrada de nitrato es inhibida por amo-
nio, pero esta inhibicidn es prevenida parcialmente en pre-
sencia de cicloheximida, lo que sugiere que el amonio in-
duce la sintesis de una proteina que inhibe la entrada de

nitrato (Goldsmith et al., 1.973).

Guardando cierta relacién con estos resultados, se
ha propuesto que, en 4. vinelandii, el efecto inhibidor del

amonio sobre la fijacién de nitrdgeno estd causada, en Gl-
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tima instancia, por una modificacidén del estado de energia
de la membrana causada por el transporte de amonio (Laane
et al., 1.980). Sin embargo, en otros estudios realizados
en A. vinelandii (Barnes y Zimniak, 1.981) sobre el trans-
porte de amonio, no se pudo confirmar la despolarizacidn
de la membrana, debida al transporte de amonio, descrita
por los autores anteriormente citados. Estos autores su-
gieren que puede haber un transporte de iones que compense
la despolarizacién producida por un transporte electrogé-

nico de amonio.

Volviendo de nuevo al mecanismo de accidn del amonio
sobre el transporte de nitrato, se ha avanzado que podria
deberse a una interferencia de los procesos de transporte
de amonio y nitrato, que podrian competir por alglin elemen-
to comin a ambos sistemas de transporte o por una fuente
de energia cuya disponibilidad fuese limitante. En levadu-
ras se ha propuesto un mecanismo de este tipo para la inhi-
bicién mutua entre los sistemas de transporte de amonio y
L-aminodcidos (Roon et al., 1.977). Por otra parte, el ,
efecto inhibidor del amonio sobre la entrada de nitrato en
algas, parece obedecer mids a producto(s) de su asimilacidn
que al propio amonio. Asi, observaciones preliminares de
Morton (1.956) y Syrett y Morris (1.963), habian puesto de

manifiesto que el amonio no presenta efecto inhibidor sobre

el consumo de nitrato en células sometidas a hambre de car-
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bono, las cuales carecen de esqueletos carbonados donde
pueda incorporarse el amonio para dar lugar al producto(s)
inhibidor(es). Experimentos mis recientes realizados en
cianobacterias (Flores et al., 1.982), han revelado que
en presencia de inhibidores especificos de la asimilacién
de amonio (MSX, azaserina), este i6n no presenta efecto
inhibidor sobre el consumo de nitrato. Estos resultados
indican que se requiere que el amonio se incorpore en es-
queletos carbonados para que tenga lugar la interrupcidn

del consumo de nitrato en presencia de amonio.

La utilizacidén de inhibidores de la ruta asimilato-
ria de amonio en los estudios por nosotros.realizados en
A. chroococcum, ha revelado que no es el propio amonio el
responsable de la inhibicidn del consumo de nitrato por
dichas c&lulas. Asi, hemos podido comprobar que la adicidn
de MSX, que es un inhibidor irreversible de la glutamina
sintetasa de Azotobacter (Gordon y Brill, 1.974), a una
suspensidn celular consumiendo nitrato, provoca un aumen-
to de la velocidad de consumo de dicho idén a la vez que
una liberacidn de amonio, precisamente equimolecular con
el nitrato consumido. Esto apoya la hipdtesis aportada
por Bircena, (1.980) de que la dnica via de asimilacidn de
amonio por A. chroococeum es la ruta GS/GOGAT. De acuerdo
con ello, se ha podido observar que la presencia de MSX

evita que el consumo de nitrato sea inhibido por amonio,



148

ya que al estar bloqueada la glutamina sintetasa en estas
condiciones, el amonio no puede incorporarse en esqueletos
carbonados y dar origen al (los) metabolito(s) inhibidor(es).
Por otro lado, el tratamiento de las células con fosfino-
tricina, que estid descrito también como inhibidor de la
glutamina sintetasa (Leason et al., 1.981; Lea et al. en.
;néﬂsa), protege sbélo parcialmente de la inhibicidn por
amonio del consumo de nitrato. Esto puede ser explicado
teniendo en cuenta (Tabla XIII) que la glutamina sinteta-
sa estia sdlo parcialmenté inhibida en estas condiciones,
por lo que parte del amonio afiadido se estd asimilando.
Estos resultados apuntan a que el control ejercido sobre

el consumo de nitrato por metabolito(s) resultante(s) de

la asimilacidén de amonio, es un proceso gradual, es decir,
no es un sistema de control de todo o nada, sino que de-
pende del grado de formacidn de dicho(s) metabolito(s), 1lo
que permite una modulacidén muy fina del consumo de nitrato.
El hecho de que la velocidad de consumo de nitrato en cé&lu-
las tratadas con PPT sea inferior a la velocidad presenta-
da‘pér el control de células sin tratar, podria ser debido
a algin efecto de la propia fosfinotricina sobre el siste-
ma de transporte, ya que, por otro lado, los niveles de
actividad del sistema reductor de nitrato no se ven afecta-

dos por el inhibidor.



149

El tratamiento de las células con azaserina, que es
un inhibidor de glutamina amidotransferasas, por lo que
inhibe a la GOGAT, segunda enzima de la ruta asimilatoria
de amonio en 4. chroococecum, asi como el tratamiento con
MSF--que es un inhibidor de la glutamina sintetasa y de
la glutamato sintasa- provoca, en ambos casos, un aumento
de la velocidad de consumo de nitrato y la proteccidn del

mismo contra la inhibicidén por amonio.

Estos resultados apoyan la hipbtesis de que el con-
sumo de nitrato por 4. chroococcum estd regulado por pro-
ducto(s) de la asimilacién del propio nitrato, ya que célu-
las tratadas con MSX, azaserina y MSF, consumen dicho i6n
con mayor velocidad que cé&lulas sin tratar, lo que sugiere
que el nitrato una vez que entra en la célula y es asimila-
do, produce algln producto(s) que attﬁa controlando su en-
trada; al impedir la asimilacidén de amonio, se impide 1la
formacién de dicho(s) producto(s). Légicamente, para la
formacidén del (los) metabolito(s) regulador(es) del consu-
mo de nitrato, es necesario que estén activas tanto la glu-
tamina sintetasa como la glutamato sintasa. Conviene, por
otro lado, resaltar que la azaserina es un inhibidor de
glutamina amidotransferasas en general, por lo que no sblo
inhibe a la GOGAT, sino también a otras vias posibles de
formacidén del (de los) metabolito(s) inhibidor(es) mediada

por la transferencia del grupo amido de la glutamina. La



150

naturaleza del (de los) metabolito(s) nos es, hasta ahora,

desconocida.

Los estudios realizados en algas (Syrett, 1.981;
Florencio y Vega, 1.981) y en cianobacterias (Flores,
1.982), seflalan la necesidad de la presencia de CO2 para
que tenga lugar consumo de nitrato en dichos organismos.
En 4. nidulans (Flores, 1.982), se pudo observar que el
tratamiento con MSX 6bviaba el requerimiento de CO, para
el consumo de nitrato, proponiéndose que el CO2 tiene un
efecto positivo sobre el consumo de nitrato por aportar
esqueletos carbonados para eliminar los productos de la
asimilacién de amonio que act@ian como inhibidores. Las cé&-
lulas tratadas con MSX no requieren los metabolitos forma-
dos en la fijacidn de COZ’ ya que el amonio no se incorpo-
ra y, consecuentemente, no se forma(n) el (los) inhibi-
dor(es). Sin embargo, en el trabajo citado, tampoco se
excluye la posibilidad de que algin producto de la asimi-
lacidn de co, desempefie un papel de efector positivo sobre

el consumo de nitrato.

Sometiendo las células de 4. nidulans a hambre de
nitrégeno, se encontré (Flores, 1.982) que en presencia de
nitrato y amonio estas células consumian ambos nutrientes
durante un periodo de unos 30-40 min, tras el cual se dete-

nia el consumo de nitrato. Estas células también eran capa-
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ces de consumir nitrato en ausencia de COZ' La velocidad
de consumo de nitrato en estas condiciones, iba disminu-
yendo a medida que progresa la asimilacién del propio ni-
trato. Otros estudios realizados en Chlorella (Syrett y
Morris, 1.963), muestran, de la misma forma, la ausencia
de efecto inhibidor del amonio sobre el consumo de nitrato
en cé&lulas que habian sido sometidas a hambre de carbono,
las cuales carecen de esqueletos carbonados donde incorpo-

rar el amonio.

Estos resultados hablan en favor de la hipbtesis de
que la utilizacidén de nitrato estd sometida a regulacidn
por metabolitos cuyo nivel celular depende dé la interac-
cidén entre los metabolismos asimilatorios del carbono y

del nitrdgeno.

En nuestros estudios sobre la regulacidn del consu-
mo de nitrato por 4. chroococecum, hemos ensayado dicho con-
sumo en ausencia de una fuente de carbono y suministrando
energia mediante el par ascorbato/PMS, como hemos descrito
anteriormente. Hemos podido comprobar que, en estas condi-
ciones, el consumo de nitrato no se afecta por la presencia
de amonio. El descubrimiento de que en presencia del dona-
dor artificial la actividad glutamina sintetasa ha descen-
dido a un 5% de su valor inicial, lleva a concluir que la

prevencidn del efecto inhibidor del amonio se debe a un
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efecto similar al observado en presencia de MSX. Esta inac-
tivacién de la glutamina sintetasa en presencia del par
ascorbato/PMS puede ser provocada por la formacidén de radi-
cales de oxigeno. En efecto, los estudios realizados en
nuestro laboratorio (Paneque et al., 1.982; Llobell, 1.982),
sefialan que la GS de 4. chroococcum es muy sensible a la
accién de especies activas de oxigeno. La inactivacidn es

irreversible y tiene lugar en presencia de BV2+

y NADH, vy
protegiéndose por catalasa, EDTA e histidina. Dicha inac-
tivacidén tiene lugar tanto <sm vivo COmo in vitro , y €Std
provocada por radicales OH'. Puesto que se conoce qﬁe el
PMS reducido origina radicales de oxigeno (Nishikimi et al.,
1.972), parece probable que la inactivacidén de la GS ob-

servada por nosotros en presencia del par ascorbato/PMS,

sea provocada por tales especies de oxigeno.

Como puede observarse en la Tabla I, las células
preincubadas en presencia de manitol y nitrato presentan
una baja capacidad de consumo de nitrato respecto a .las
células dejadas estar en ausencia de los citados compues-
tos. Esto podria explicarse por la acumulacidén del (de los)
presunto(s) metabolito(s) responsable(s) de la regulacidn
de la asimilacién de nitrato, que no se habria(n) formado
en las células incubadas en tampén sin ninguna adicidén. Es
tentador concluir a partir de los datos de esta misma ta-

bla, que la formacidén de este(os) metabolito(s) reguladoi(es)
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requiere(n) nitrdgeno y esqueletos carbonados. Las diferen-
cias observadas en la velocidad de consumo de nitrato en-
tre las células incubadas en presencia de manitol solamen-
te y en aquellas incubadas sélo en presencia de nitrato,
podrian explicarse considerando la ausencia de reservas

de nitrégeno reducido en las primeras, lo que implicaria
una menor concentracién del metabolito(s) regulador(es),
resultante de la incorporacidén de amonio en esqueletos
carbonados. Por el contrario, en las células que se incu-
baron en presencia de fuente de nitrdgeno podria haber con-
centraciones mids altas de dicho(s) metabolito(s) regula-
dor(es) debido a la existencia de reservas de esqueletos
carbonados, por ejemplo, de poli- B8 -hidroxibutirato (Senior
et al., 1.972). Estos razonamientos apoyan la hipdtesis
anteriormente discutida de una regulacidn gradual de la
asimilacidn de amonio por producto(s) de la incorporacidn

del mismo en esqueletos carbonados.

En general, se ha descrito que en los organismos
capaces de asimilar nitrato, incluyendo A. chroococcum
(Guérrero et al., 1.973), los niveles de actividad nitrato
reductasa son elevados cuando crecen en un medio con nitra-
to como fuente de nitrdégeno y bajos cuando son cultivados
en medios con dinitrégeno 6 amonio. La nitrito reductasa,

segunda enzima del sistema reductor de nitrato, sigue un
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‘comportamiento similar (Vega et al., 1.973).

En los estudios realizados por nosotros, hemos podi-
do comprobar que cé&lulas crecidas con amonio 8 dinitrdgeno
como Gnica fuente de nitrdgeno, no presentan capacidad de
consumo de nitrato, apareciendo &sta tras incubar durante
unos 20 min en presencia de nitrato y ausencia de amonio,
tiempo éste que se requiere, como pudimos comprobar, para
que se desafrollen ciertos niveles de actividad nitrato
reductasa y nitrito reductasa. Cuando células procedentes
de un medio con dinitrégeno como dGnica fuente de nitrdge-
no son transferidas a un medio que contiene nitrato amd-
nico, no consumen nitrato, ni es detectable el nivel de
actividad nitrato reductasa hasta que no se asimila el
amonio del medio. Esto sugiere que el nitrato podria ac-
tuar como inductor del sistema asimilador de nitrato y que
el amonio, o algidn(os) metabolito(s) de su asimilacién,
actuaria como represor del desarrollo del sistema. En
apoyo de ello esti el hecho de que cuando las células se
suplementan con MSX, el desarrollo del sistema asimilador
tiene lugar en presencia de nitrato amdnico. También se
ha podido comprobar que, en estas tdltimas condiciones, el
desarrollo del sistema reductor de nitrato y el del siste-
ma de entrada de este idén es méds ripido que en ausencia de

MSX. Ello puede ser debido, verosimilmente, a que en pre-
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sencia del inhibidor no se forma el o los metabolitos que

reprimen la biosintesis del sistema asimilador de nitrato.

Como se ha indicado oportunamente, el sistema de
consumo de nitrato no se induce en células sometidas a
hambre de nitrégeno, al contrario de lo que se ha observa-
do en otros organismos, tales como en la diatomea Phaeodac-
tylum tricornutum (Cresswell y Syrett, 1.981), donde en
ausencia de amonio y de nitrato, se desarrolla el sistema
asimilador de nitrato. Este desarrollo es prevenido por
cicloheximida, lo que indica que es dependiente de sinte-
sis de proteina. En nuestro trabajo, hemos podido compro-
bar que en 4. chroococcum, el desarrollo del sistema asi-
milador de nitrato es dependiente también de nueva sinte-
sis de proteina, ya que no tiene lugar en presencia de clo-

ranfenicol.

También se ha presentado en este trabajo, que el
sistema asimilador de nitrato en 4. chroococcum puede ser
inducido por un andlogo del nitrato, como es el caso del
cianato. En su presencia, se desarrollan tanto las activi-
dades nitrato reductasa y nitrito reductasa, como el sis-
tema de entrada de nitrato. Es de destacar, que dicha in-
duccién no tiene lugar en presencia de amonio y que el MSX
protege contra el efecto represor del amonio. Al igual que

la induccién por nitrato, el cloranfenicol inhibe la bio-
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sintesis del sistema asimilador de nitrato por cianato. En
ambos casos, la presencia de una fuente de carbono para
que tenga lugar la induccidn del citado sistema es un re-
quisito indispensable, como lo es también para el consumo

de nitrato por dichas células.

En relécién con la inhibicidn del consumo de nitra-
to en 4. chroococeum por cianato (ver Fig.16), es importan-
te resaltar que, en Chlamydomonas reinhardii (Florencio y
Vega, 1.983), se ha encontrado que el cianato inhibe tam-
bién la asimilacién de nitrato, como ya hemos mencionado
mis arriba. Sin embargo, estos mismos autores han eviden-
ciado experimentalmente que, alin en presencia de cianato,
el nitrato es un inductor de la sintesis de la nitrato re-
ductasa. Puesto que ellos habian encontrado que concentra-
ciones tan bajas como 1 uM de nitratoeran suficientespara
promover una sintesis significante de la nitrato reductasa,
parece razonable asumir que cierta proporcidn de nitrato
debe entrar en el interior celular en presencia de ciana-
to, aunque por el método utilizado para su ensayo no pudie-
ran detectar su desaparicidn del medio extracelular. Al
contrario de lo que ocurre en Azotobacter, el cianato, por
si mismo, no induce la sintesis de la nitrato reductasa en

Chlamydomonas (Florencio y Vega, 1.983).
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Finalmente, es interesante resaltar que si bien el
caracter inducible del sistema asimilador de nitrato en
Azotobacter parece haber quedado claro con los datos del
presente trabajo, no se puede decir lo mismo de su carac-
ter represible por amonio. No se puede descartar, en efec
to, que el amonio actde impidiendo la entrada del induc -
tor mds que reprimiendo la sintesis del sistema, como se
ha argumentado que puede ocurrir con el sistema reductor
de nitrato de cianobacterias fijadoras de dinitrbgeno (He

rrero et al., 1.981).
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En Azotobacter chroococcum, el transporte de nitrato
al interior celular no tiene lugar por simple difu -
sidén, sino que estd mediado por una permeasa de gran

afinidad por el sustrato.

El transporte de nitrato en 4. chroococcum es un sis
tema mediado de caricter activo. La energia metabdli
ca requerida para que tenga lugar este proceso pro -
viene del gradiente electroquimico de protones, aun-

que no necesariamente a través de ATP.

De acuerdo con la conclusidén anterior, la entrada de
nitrato al interior celular no tiene lugar en ausen-
cia de fuente de carbono. En estas condiciones, el
par artificial donador de electrones ascorbato/PMS
puede actuar como fuente de energia para el sistema

de transporte de nitrato.

El i6n amonio inhibe el consumo de nitrato por 4.

ehroococcum. Esta inhibicién es de caricter reversi-
ble, puesto que desaparece cuando se agota el amonio
del medio, y, aparentemente, no estd causada por el

propio catidén, sino por productos de su asimilacidn.

La entrada de nitrato al interior celular y su poste
rior reduccién enzimitica a i6n amonio se inducen en

presencia de nitrato.
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El cianato, un anilogo del nitrato, inhibe el sistema
de transporte de éste en 4. chroococcum. Por otra par-
te, el cianato induce la utilizaci6én de nitrato por

este microorganismo.

La inducci6n del sistema de utilizaci6én de nitrato en
A. chroococcum depende estrictamente de nueva sintesis

de proteina.

El amonio impide la induccién del sistema de consumo

de nitrato en presencia de nitrato o cianato.
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