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I. INTRODUCCION

1. Ciclos biogeoquimico y biolégico del azufre

El azufre es un elemento quimico perteneciente al grupo del
oxigeno en la Tabla Periddica. Es escaso tanto en la corteza terrestre
(0,5 %) como en los seres vivos (< 2 % en peso seco). Sin embargo,
la propiedad del azufre de presentarse en diversos estados de
oxidaciéon lo hace cualitativamente muy importante para los seres
vivos; de hecho, constituye uno de los 27 elementos esenciales para
éstos (Trudinger y Loughlin, 1981). Por otro lado, el azufre es
extremadamente importante para la sociedad industrializada,
influyendo, bien de forma directa (la industria del &cido sulfurico es
basica en la civilizacién actual) o de forma indirecta (la quema de
combustibles fosiles provoca emisiones de azufre a la atmosfera con
importantes consecuencias) en nuestras vidas. '

El azufre puede presentarse en la naturaleza en distintos
estados de oxidacion, desde -2 (sulfuros y tioles) hasta +6 (sulfatos),
pasando por +2 (tiosulfatos), +4 (sulfitos) y O (formas alotrépicas del
azufre elemental). Asimismo, aparece tanto en compuestos
inorganicos como organicos, mostrando una enorme ubicuidad
quimica. La evolucion ciclica de los compuestos azufrados mediante
una serie de procesos fisicos, quimicos y biolégicos configura el
llamado ciclo biogeoquimico del azufre (Fig. 1).

El azufre presenta su méaxima estabilidad en forma de sulfatos
(SO4%) en las condiciones de presion y temperatura habituales en la
Biosfera. Algunos seres vivos metabolizan el azufre reduciéndolo e
incorporandolo a sus estructuras bioldgicas (metabolismo asimilatorio
presente en algas, plantas y levaduras). Este azufre asimilado
asciende por la cadena trofica a todos los seres vivos. Otros
organismos, en cambio, utilizan los sulfatos como aceptores de
electrones en la cadena respiratoria, excretando al medio ambiente
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distintas formas de azufre mas o menos reducido (sulfitos, azufre
elemental y sulfuros). Este ultimo constituye el llamado metabolismo
no asimilatorio y suele aparecer en microorganismos anaerobios. Los
organismos pueden también excretar compuestos azufrados como
consecuencia de la degradacion de sus propias estructuras. Es
particularmente interesante y rica la capacidad de transformar
compuestos de azufre por parte de los microorganismos (Tabla 1).

G

Actividad
humana

Comunidades
terrestres

\

Agua

O

Comunidades
acuaticas

Rios, lagos
océanos

Suelos

Sedimentos
oceanicos

Fig. 1. Ciclo biogeoquimico del azufre



INTRODUCCION 21

Tabla 1. Compuestos de azufre de importante impacto ambiental que son
producidos y/o degradados por microorganismos

Compuesto Férmula Observaciones
Inorgénicos
Sulfuro de Hidrégeno SH, Volatil, importante intermediario
Sulfuros Metalicos M,S Solidos, donde M es Fe, Cu, Co,
MS Mo, Ni, Zn, Ag
MS,
Anhidrido Sulfuroso SO, Volatil, procedencia industrial
Sulfato SO
Sulfito SO~
Tiosulfato S,05%
Azufre S
Politionatos S,0¢” S406%, el mas importante
Organicos
Carbonilsulfuro COS Sulfuros organicos volatiles
Disulfuro de carbono CS;
Dimetil-sulfuro (DMS) (CH5),S
Dimetil-disulfuro (CH3)»S;
Metanotiol CH5SH
Cisteina Cs;H;0,NS Aminoacidos proteicos
Metionina CsH11O,NS
Tiofeno CsH4S Anillo heterociclico
Butanotiol CH3(CH,);SH Metabolismo no conocido
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Las especies azufradas excretadas por los seres vivos al
medio ambiente pueden ser sulfato directamente u otras especies
mas reducidas. Estas se oxidan bien de forma natural por la accidn
del oxigeno del aire, o bien por la propia accién biolégica dando de
nuevo sulfato que vuelve a entrar en el ciclo. Por otro lado, el azufre
asimilado por los seres vivos puede acumularse en los combustibles
fésiles (carbén, petréleo y gas natural), liberandose a la atmodsfera a
partir de éstos después de miles de afios en el subsuelo.

El azufre también puede acceder a la Biosfera mediante la
accion de los volcanes, que lanzan a la atmédsfera gases sulfurosos
provenientes del interior de la corteza terrestre. Dichos gases se
oxidan en el aire y caen disueltos en el agua de lluvia como acido
sulfurico, que rapidamente pasa a sulfato en el suelo provocando la
acidez de los mismos.

Los procesos que configuraban el ciclo del azufre estaban
perfectamente regulados hasta la aparicibn de la Revolucion
Industrial en el siglo XVIlI, que daria lugar a un cambio radical en la
actividad humana, asi como en la actitud del hombre hacia el medio
ambiente: la utilizacidon masiva de combustibles fosiles por parte del
hombre desde esa época ha dado lugar a la liberacién de ingentes
cantidades de gases tales como el CO,, CO, NO, y SO.,. Estos dos
ultimos son los principales contribuyentes de la llamada "lluvia acida"
que ha destruido cantidad ingente de vegetacion, especialmente en
los paises del llamado Primer Mundo.

En plantas y algas la cantidad de azufre presente es 20 veces
menor que la de nitrégeno y el sulfato que metabolizan es sélo el 0,1
% del carbono asimilado. Sin embargo, el azufre es un elemento
esencial para los seres vivos, donde puede presentarse en varios
estados de oxidacidn, entre los que podemos destacar:

1. Sulfato (SO,%): formando ésteres con funcion estructural y
de almacén de azufre.
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2. Sulfito (SOs%): en los sulfolipidos de las membranas
cloroplasticas.
3. Tiosulfato (82032’): intermediario metabdlico.

4. Sulfuro (S ): en cisteina, metionina, coenzimas, vitaminas y
agrupaciones sulfoférricas.

Todos los seres vivos pueden metabolizar compuestos
azufrados en procesos anabdlicos, catabdlicos, o de excrecion (Fig.
2). El sulfuro asimilado ligado a la Biosfera de la Tierra asciende a
56 x 10° toneladas métricas, incluyendo el azufre en la materia
organica muerta; sin embargo, la cantidad de azufre que esta siendo
constantemente oxidado y reducido por bacterias en el ciclo
biogeoquimico, y que tiene lugar en suelos, sedimentos, superficies
rocosas, océanos y ambientes acuosos, es varios Ordenes de
magnitud mayor (Kellog et al., 1972).

La razon por la cual los compuestos azufrados pueden ser
utilizados por seres vivos para obtener energia, tanto en procesos
oxidativos como reductivos, se debe precisamente a la amplia
variedad de estados de oxidacién que presenta el azufre y que da
lugar a que algunos de sus compuestos sean excelentes donadores
de electrones y otros excelentes aceptores.
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a) Ciclo asimilatorio

Reduccion
Incorporacién Cisteina
: - P Azufre reducido Metionina
N ’ = organi DMS
- — organico )
Descomposicion y excrecion Tiofenos

-<-—-®

Oxidacion

b) Ciclo no asimilatorio
Reduccion (Respiracién)

SO

2.
Sen SULFURETUM s

S0

Oxidacion (Fotosintesis)

Fig. 2. Ciclo del azufre en la Biosfera

2, Ciclo no asimilatorio del azufre (Sulfuretum)
2.1. Reduccién de compuestos azufrados

La reduccidén no asimilatoria de sulfato la realizan un amplio
grupo de bacterias anaerdbicas estrictas, definidas por su capacidad
de utilizar este ion como aceptor terminal de electrones, como son:
Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfomonas, Desulfobacter,
Thermodesulfobacterium, Desulfococcus, Desulfosarcina,
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Desulfonema, Desulfobulbus. Estas bacterias acoplan produccion
neta de ATP a la reduccion de sulfato, y los electrones pueden
provenir de hidrégeno o compuestos organicos. De hecho, estas
bacterias, junto con las bacterias metanogénicas, son los
consumidores finales de compuestos organicos mas importantes en
la cadena tréfica anaerdbica en la naturaleza, especiaimente en
ambientes acuéticos (sedimentos oceanicos, lodos de estuarios,
marismas, lagunas, aguas residuales, etc..) (Traper, 1984). Las
principales fuentes de carbono de estos organismos son acidos
grasos de hasta 18 atomos de carbono, también pueden consumir
etanol y benzoato y algunas son autétrofas. Por otra parte, la
capacidad de algunas de estas bacterias de oxidar H, provoca
despolarizaciones catodicas en las superficies de estructuras de
hierro y acero sumergidas provocando corrosion con sus enormes
consecuencias economicas (Peck y Lissolo, 1988).

Otras bacterias pueden efectuar la reduccion del azufre
elemental, en condiciones andlogas, y son las del género
Desulfuromonas, Campylobacter (algunos), Chromatiacea y
Chlorobiaceae (en oscuridad), Arqueobacterias (algunas), Yy
Wollinella.

Las rutas metabdlicas reductivas del ciclo no asimilatorio del
azufre son relativamente simples en el sentido de que el sulfuro de
hidrégeno parece ser el Unico producto final de relevancia que
excretan las células. Por el contrario, las rutas oxidativas son mucho
mas complejas y poco conocidas.

2.2. Oxidaciéon de compuestos azufrados

La oxidaciéon no asimilatoria de especies de azufre se debe a
la utilizacion de sulfuro y/o azufre como donadores de electrones en
procesos diferentes: fotosintesis y respiracién. Segun las
caracteristicas metabdlicas se distinguen tres tipos principales de
oxidacion (Tabla 2) (para una revisién ver Jorgensen, 1988).
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Tabla 2. Caracteristicas de la oxidacion no asimilatoria de compuestos de
azufre

Metabolismo Mecanismo Microorganismos
Donador de Bacterias verdes
electrones; Sulfuro (Chlorobiaceae, Chlorofiexaceae)
Azufre Ectothiorhodospiraceae
Tiosulfato Cianobacterias
Sulfito (algas verde-azuladas)
Fototrofico Bacterias purpuras
anaerobico Aceptor de (Rhodospirillaceae, Chromatiaceae)
electrones: CO,
Producto: Sulfato
Euente de
carbono: CO, y/o compuestos orgénicos
Donador de Thiobacillus denitrificans
electrones: Sulfuro Thiomicrospira denitrificans
Azufre
Tiosulfato
Sulfito
Quimiotréfico
anaerdbico Aceptor de (Rhodospiriflaceae, Chromatiaceae)
electrones: NO;
CO,
Producto: Suifato
Fuente de
carbono: CO;
Donador de Thiobacillus
electrones; Sulfuro Thiomicrospira
Azufre Sulfolobus
Tiosulfato Thermotrix
Sulfito Paracoccus
Pseudomonas
Quimiotréfico Beggiatoa
aerébico Aceptor de Thiotrix
electrones: O, Thiospira
Thioploca
Producto: Sulfato Macromonas
Achromatium
Fuente de Thiobacterium
carbono: COvy/o Chromatiaceae (algunas, oscuridad)

comp. organicos

Muchos heterétrofos
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a) Fotolitotréfica. Realizada por bacterias fotosinteticas en
ausencia de aire. Los electrones son transferidos a las
bacterioclorofilas proveyendo asi el proceso fotosintético. El uso de
compuestos de azufre como donadores de electrones para
fotosintesis anoxigénica ha sido observado en diferentes grupos de
eubacterias, como bacterias purpuras (Rodospirillaceae 'y
Chromatiaceae) y verdes (Chlorobiaceae, Chloroflexaceae). Estas
bacterias aparecen en multitud de ambientes, tales como lagos
estratificados, lagunas costeras, fiordos, estuarios, lagos salados,
marismas, aguas residuales, etc. Si bien algunas especies pueden
utilizar un numero limitado de compuestos carbonados, estos
organismos son importantes fijadores de CO, en ambientes andxicos.

Las Chlorobiaceae son organismos fotoautdtrofos obligados,
pueden usar tanto sulfuro como azufre elemental y puede observarse
acumulaciéon de granulos de azufre en el exterior de la mayoria de
ellos. Algunas cepas oxidan tiosulfato y politionatos. Las
Chromatiaceae pueden dividirse en dos grupos de acuerdo con su
capacidad de oxidar compuestos azufrados: unas usan sulfuro y
azufre elemental como donadores de electrones y no disponen de
reduccion asimilatoria de sulfato, acumulan azufre cuando oxidan
sulfuro a sulfato; otras oxidan tiosulfato y pueden reducir
asimilatoriamente sulfato, acumulan azufre en la oxidacion de
tiosulfato. Las Rhodospirillaceae también se dividen en diversos
grupos: unas sélo oxidan sulfuro a azufre, que se acumula; otras
producen tiosulfato y politionatos como productos finales, y otras
oxidan sulfuro a sulfato produciendo azufre como intermediario y
también oxidan directamente tiosulfato a sulfato.

b) Quimiolitotréfica. Realizada por bacterias no fotosintéticas
en medios tanto anaerdbicos como aerdbicos; en el primer caso, los
electrones se ceden a un aceptor final que suele ser nitrato, y en el
segundo el aceptor final es el oxigeno molecular. Puede ser:

+ Anaerdbica. Solo un pequefio numero de especies
bacterianas pueden utilizar compuestos de azufre reducido
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como donadores de electrones de la cadena respiratoria.
Estas especies son Thiobacillus denitrificans y Thiomicrospira
denitrificans y son las Unicas aparte de las bacterias
fotosintéticas que pueden oxidar compuestos de azufre en
medio anaerobico.

+ Aerdbica. Puede ser efectuada por una amplia variedad de
microorganismos, tanto autétrofos (quimiosintéticos) como
heterdtrofos; algunas bacterias fotosintéticas pueden efectuar
este tipo de oxidacién incluso en la oscuridad (ver Tabla 2).

3. Asimilacion de sulfato

Las plantas superiores, y muchos microorganismos que crecen
con sulfato como unica fuente de azufre, reducen éste hasta el nivel
de sulfuro para la sintesis de cisteina, metionina, coenzimas,
vitaminas y agrupaciones sulfo-férricas de proteinas. La secuencia
de reacciones desde sulfato hasta sulfuro es lo que se denomina
reduccién asimilatoria de sulfato en contraposicion con la reduccion
disimilatoria o no asimilatoria.

En organismos fotosintéticos la reduccién asimilatoria de
sulfato hasta sulfuro o tiol es un proceso controlado por la luz
(Anderson, 1981) que esta acoplado a la maquinaria fotosintética y
que requiere ocho electrones y alrededor de 752 kJ/mol. Si se tiene
en cuenta que la reduccion de nitrato requiere alrededor de 376
kJ/mol y que la proporciéon N/S es de aproximadamente 20 en algas y
plantas, resulta que el requerimiento energético para la asimilacion
de sulfato supone la décima parte del consumo energético requerido
para la asimilacion de nitrato.

En la reduccion asimilatoria de sulfato pueden distinguirse
varias etapas: transporte al interior celular, activacion del sulfato,
reduccion hasta sulfuro e incorporacién a esqueletos carbonados
(Fig. 3).
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Activacion

Almacenamiento :
APS » PAPS _y Esteresde
sulfato

lReduccic’)n via PAPS
Reduccién via APS

s”

l Incorporacién

Cisteina

B

Fig. 3. Asimilacion de sulfato por los seres vivos

3.1. Transporte de sulfato

El transporte y consumo de sulfato ha sido estudiado en
diferentes organismos desde procariotas a plantas superiores, si bien
se tiene mayor informacién en microorganismos. Hay evidencias de
la existencia de transporte activo de sulfato en microorganismos
fotosintéticos, tales como cianobacterias (Utkilen ef al, 1976;
Jeanjean y Broda, 1977; Menon y Varma, 1982), algas rojas (Millard y
Evans, 1982), algas verdes (Biedlingmaier y Schmidt, 1989) y
también en plantas superiores (Jones y Smith, 1981; Datko y Mudd,
1984; Cram, 1983). En todos los sistemas estudiados, el transporte
de sulfato tiene caracteristicas similares: es un proceso saturable,
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dependiente de energia y es inhibido por analogos de sulfato como
Se0,”, Cr0,%, WO.Z, MoO.?, y algunas especies azufradas como
S0s%. Salvo excepciones, la cinética del transporte de sulfato se ha
demostrado ser multifasica con dos o tres valores de K., Sin
embargo, en algas eucaribticas estos estudios son escasos, y de
aqui el interés por este punto.

3.2. Activacion de sulfato
Analogamente a lo que ocurre en el metabolismo no

asimilatorio, el primer paso en la reduccion asimilatoria del sulfato es
su activacién mediante la utilizacion de ATP:

o] o e) ADENINA . o
"o " ?, ATP - sulfuriasa " ﬁ 'c: <':'. ADENINA
o:?-o + o—r:vo-f;o-ﬁ'—o-CHz _— ‘o-P;o—p;_o' + O=S4wO-P-0=CH,
. - . - [e] . i | ]
o o [¢] 2 - . - o
°© H H Mg o) (o) [o] [o) 7N
H H ) n
OH oH OH OH
SULFATO ATP PIROFOSFATO APS

Esta reaccion esta catalizada por la ATP-sulfurilasa (EC
2.7.7.4) y esta fuertemente desplazada hacia la izquierda (AG'o = +
39,7 kd/mol), por lo que se requiere la accidn de una pirofosfatasa
inorganica que retire el PP, del medio, asi como de una nueva
fosforilacion del APS. De este modo, eliminando los productos de la
reaccion, el equilibrio se desplaza hacia la derecha.

PP,* +H,0 — > 2P,;% +H' AG'o = -18,8 kJ/mol
APS* + ATP* ————— PAPS* + ADP* + H" AG', = -16,7 kJ/mol
La importancia de la activacion del sulfato para su posterior
reduccion radica en el hecho de que los agentes reductores

fisiolégicos tienen potenciales redox no suficientemente negativos
como para poder reducir el sulfato. Asi, por ejemplo, el par
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NADP*/NADPH tiene un E’s = -0,32 V y el par Fdo/Fdes -0,42 V,
mientras que el E’, del par SO,”/SO5* es de -0,50 V. Esto significa
que la reduccidn de sulfato por NADPH seria un proceso
endergodnico; sin embargo el par APS?/S0O5* presenta un E’o de -0,06
V, por lo que la reduccibn de APS por NADPH o Fd es
termodinamicamente favorable.

La ATP-sulfurilasa ha sido purificada a partir de varios
organismos, incluyendo bacterias, hongos, levaduras y plantas
superiores. De estas ultimas pueden destacarse la de espinaca
(Balharry y Nicholas, 1970), tabaco (Bergman et a/., 1980) y plantas
C4 (Gerwick y Black, 1979; Gerwick et al., 1980; Burnell, 1984). La
actividad depende del pH y de Mg®* u otros cationes divalentes. El
Mg®* se une al ATP* formando MgATP® gque actia como sustrato,
siendo el ATP libre inhibidor competitivo (Leyh, 1993).

Se ha descrito que la ATP-sulfurilasa se encuentra regulada
por represidon-desrepresién segun la disponibilidad de fuente de
azufre (Reuveny y Filner, 1977). Por otro lado, el nivel de actividad
aumenta en condiciones de carencia de fuente de azufre en células
de tejidos, tanto verdes como no verdes, de plantas (Reuveny et al.,
1980; Passera y Ghisi, 1982; Zink, 1984). Se ha descrito también que
el arseniato es un inhibidor competitivo de la enzima (Knowles,
1986). Finalmente, la enzima se inhibe por AMP y ADP, esta
localizada en el cloroplasto (Gerwick y Black, 1979, Burneli, 1984) y
aparentemente muestra una regulacién por cambios luz-oscuridad
(Schwenn y Depka, 1977). También se ha sugerido que la formacion
de APS esta energéticamente ligada a la hidrélisis de GTP mediante
un mecanismo aun desconocido (Leyh, 1993).

Como ya hemos mencionado, el otro mecanismo utilizado por
las células para desplazar la reaccion de activacion del sulfato hacia
el APS consiste en fosforilar éste segun la reaccién:
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Esta reaccidn, también dependiente de cationes divalentes
(Mg, Co y Mn), esta catalizada por la APS-quinasa (EC 2.7.1.25), y
esta desplazada hacia la derecha, con AGy = -16,7 kJ/mol. Esta
actividad se ha identificado en bacterias (Satischandran y Markham,
1989; Schmidt, 1981), algas (Schwenn y Jender, 1981; Molier y
Evans, 1976) y plantas superiores (Mercer y Thomas, 1969; Burnell y
Anderson, 1973). La APS-quinasa de Chlamydomonas reinhardtii se
activa por tiorredoxina reducida (Schween y Schriek, 1984), lo que
denota un cierto control por la luz.

3.3. Reduccion del sulfato activado (+6) a sulfito (+4)

Tanto APS como PAPS pueden ser reducidos por las celulas;
sin embargo, el PAPS puede acumularse en concentraciones del
orden de milimolar en algunos organismos. Por tanto, no es
sorprendente que muchos de éstos utilicen este compuesto como
sustrato para la reduccién de sulfato.

a) Reduccion del APS

Las algas y plantas superiores disponen de una enzima
llamada APS:tiol sulfotransferasa que puede catalizar la reduccion
del grupo sulfonato del APS hasta el nivel de sulfito en presencia de
un transportador de naturaleza tidlica (CarSH), segun la siguiente
reaccion:

APS®* + CarSH ———— AMP” + CarS-SO, + H’
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El glutatibn puede servir como transportador in vitro; sin
embargo parece poco probable que también lo sea in vivo (Tsang y
Schiff, 1978; Schmidt y Jager, 1992).

Se ha descrito que las algas eucaridticas y las cianobacterias
pueden sintetizar PAPS (Tsang y Schiff, 1975, Schmidt y Christen,
1978); sin embargo no se ha demostrado que éste se encuentre
directamente involucrado en el proceso de reduccidn. Se ha
propuesto que el PAPS podria ser en estos organismos el punto
inicial de la sintesis de ésteres de sulfato y sulfolipidos (Hoppe y
Schwenn, 1981), ya que se ha descrito que los mutantes de Chlorella
que no tienen actividad APS:tiol sulfotransferasa no pueden asimilar
sulfato in vivo o reducirlo in vitro (Abrams y Schiff, 1973).

Los datos concernientes a las APS-sulfotransferasas han sido
recogidos por Brunold (1990). Son especificas por APS frente a
PAPS pero no muy especificas respecto al tiol (Schmidt, 1976a;
1976b; Tsang y Schiff, 1976). La APS-sulfotransferasa se reprime en
condiciones de crecimiento con compuestos de azufre reducido,
como cisteina o sulfuro (Brunold y Schmidt, 1976; 1978); sin
embargo, la cisteina no afecta esta actividad en Chlorella, por lo que
se ha sugerido que dicho aminoacido es s6lo una sefial secundaria
(Schmidt, 1986).

A altas concentraciones de tioles o con ditioles puede
desprenderse sulfito (Tsang y Schiff, 1976) mediante la reaccion:

R-S-80, + RSH — 5 R-S-S-R +S0,” + H’

o bien

+

$-80s% + R-SH —————> R-S-§'+ SO,” + H

Ello explicaria la presencia de sulfito reductasa en la ruta (ver
mas adelante). Por otro lado, cuando el aceptor tidlico es el 2,3-
dimercaptopropan-1-ol el producto de la reaccién es tiosulfato (Tsang
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y Schiff, 1973). Se ha propuesto que el tiosulfato podria ser el primer
producto de la reduccién de sulfato en Chlamydomonas y otras algas
(Hodson y Schiff, 1971). Esta posibilidad implicaria la existencia de
tiosulfato reductasas dependientes de tiol, que permitirian el
aprovechamiento de los dos atomos de azufre del tiosulfato para su
posterior asimilacién.

b) Reduccién del PAPS

La presentan hongos, levaduras y bacterias. En estos
organismos, el PAPS obtenido por la accién de la ATP-sulfurilasa y
la APS-quinasa puede, ademas de ser utilizado para obtener ésteres
de sulfato, ser reducido hasta sulfito mediante la utilizacién de
NADPH como donador de electrones y a través de una serie
reacciones:

SH

Tiorredoxina 4
PAPS
SH

PAP*

'NADPH:tiorredoxina PAPS:tiol

NADPH + H* reductasa sulfotransferasa

S SH

Tiorredoxina Tiorredoxina

S-S0y

Reaccién quimica

SO + H

La reaccion global seria:

PAPS” + NADPH ——> PAP" + NADP + SO, + H’
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3.4. Reduccion de sulfito a sulfuro: tiosulfonato reductasa y
sulfito reductasas (SiR)

En organismos fotosintéticos se ha propuesto que la reduccion
asimilatoria transcurre fundamentalmente por la via de los
compuestos de azufre ligados a transportador (Schmidt, 1982),
mediante la actividad tiosulfonato reductasa, que cataliza la reaccion:

6Fd, ,+ 7H + CarS-SO, ———>  6Fd_+ 3H,0 + CarS-SH

La enzima tiosulfonato reductasa se ha detectado en extractos
de Euglena (Brunold y Schiff, 1976), espinaca y Chlorella (Schmidt et
al., 1974). Aunque se ha establecido que la tiosulfonato reductasa no
puede reducir sulfito inorganico, presenta ciertas semejanzas con la
sulfito reductasa, lo cual permite pensar que ambas enzimas pueden
estar bastante relacionadas.

Se ha visto que los mutantes de Chlorella pyrenoidosa que no
disponen de actividad tiosulfonato reductasa, pero si sulfito
reductasa no pueden crecer con sulfato como unica fuente de azufre
y los extractos obtenidos de estos mutantes no pueden incorporar el
atomo de azufre del APS a cisteina (Schmidt et al., 1974). Sin
embargo, la existencia en organismos fotosintéticos de enzimas tales
como la ferredoxina-sulfito reductasa, la serina-acetil transferasa y la
O-acetil-L-serina sulfhidrilasa, cuya conexién con esta via no se ha
aclarado totalmente, permite albergar dudas acerca del proceso que
realmente tiene lugar.

Se han identificado proteinas capaces de catalizar la
reduccidon estequiométrica de sulfito a sulfuro, en presencia de
donadores de electrones adecuados en diferentes organismos, tales
como bacterias, hongos, algas y plantas superiores.

En este caso la reduccion se produce sin liberacion de
intermediarios. Aparentemente las SiR de hongos y bacterias
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aerdbicas (es decir, las de la ruta PAPS) utilizan NADPH como
donador de electrones:

SO, + 5H + NADPH ———> H,S +3H,0 +3NADP’

mientras que las SiR de organismos fotosintéticos (es decir las de la
ruta APS), parecen utilizar ferredoxina como donador (Siegel, 1975;
Peck y Lissolo, 1988):

6Fd,, + 7H +S0,” ————> 6Fd_ + 3H,0 +SH

red
En cualquier caso, todas las SiR pueden utilizar metilviolégeno
como donador de electrones in vitro (Peck y Lissolo, 1988).

Las sulfito reductasas se caracterizan por presentar un grupo
prostético tipo hemo distinto de los otros grupos hemo encontrados
en la naturaleza. Este grupo aparece Unicamente en las nitrito
reductasas, que también catalizan reduccidén con seis electrones, y
se ha denominado "sirohemo". De hecho las SiR, excepto las de
organismos fotosintéticos, pueden catalizar la reduccion de nitrito a
amonio. Parece ser que el grupo sirohemo es el sitio de interaccion
de la enzima con el sulfito (Vega et al., 1975; Murphy y Siegel, 1973;
Vega y Kamin, 1977). Las estructuras de las sulfito reductasas son
diferentes segun utilicen NADPH o ferredoxina como donador de
electrones.

a) NADPH-SIR (EC 1.8.1.2)

La mas estudiada de este grupo de SiR es la de E. coli, que es
un oligdmero formado por ocho flavoproteinas (SiRFP) de 66 kDa de
peso molecular, cuatro de las cuales contienen una molécula de FAD
y otras cuatro de FMN, y cuatro hemoproteinas (SiRHP) de 64 kDa,
gue contienen cada una un sirochemo (Siegel, 1975).
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La SiRHP ha sido cristalizada y su estructura tridimensional
determinada por difraccién de rayos-X. Ello ha permitido conocer los
sitios de unién de los cofactores (sirohemo y agrupaciones FesSa),
asi como la proposicién de un modelo para el mecanismo catalitico
de la reaccioén (Crane et al., 1995)

b) Ferredoxina-SiR (EC 1.8.99.1)

En organismos fotosintéticos se ha descrito la reduccidén de
sulfito libre a sulfuro catalizada por la ferredoxina-sulfito reductasa.
Dicha enzima se ha detectado y purificado en bacterias fotosintéticas
(Peck et al., 1974, Schedel et al., 1979), cianobacterias (Koguchi y
Tamura, 1988), células cultivadas de plantas (Schwenn y Kemena,
1984) y hojas de plantas (Aketagawa y Tamura, 1980; Koguchi et al.,
1988). Su papel en la reduccion asimilatoria en estos organismos es
discutida (Schmidt, 1982; Schmidt y Jager, 1992), si bien, como ya
hemos visto es posible la aparicion de sulfito libre en organismos
fotosintéticos.

Las ferredoxina-SiR son mas pequefas que las anteriores y no
contienen flavinas. La SiR de hojas espinacas tiene de dos a cuatro
subunidades con pesos moleculares de 69 a 71 kDa y contiene un
sirohemo y un grupo Fe;S4 por subunidad (Aketagawa y Tamura,
1980).

Las ferredoxina-sulfito reductasas estan relacionadas con el
dominio de hemoproteina (SiRHP) de las NADPH-sulfito reductasas
(ver apartado anterior).

3.5. Incorporacion de sulfuro a esqueletos carbonados
La ultima etapa de la asimilacion de sulfato consiste en la

incorporacion de azufre reducido a esqueletos carbonados, que se
produce fundamentalmente mediante la accién de la O-acetil-L-
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serina sulfhidrilasa u O-acetil-L-serina(tiol)liasa (EC 4.2.99.8), que
cataliza la reaccioén:

OAS + G-S-S (Sz') —— >  Acetato + cisteina

Esta enzima ha sido purificada en diferentes organismos, tales
como bacterias (Chambers y Trudinger, 1971), cianobacterias
(Diessner y Schmidt, 1981), bacterias fotosintéticas (Hensel y Truper,
1983), algas verdes (Ledn et al,, 1987) y plantas, tanto en tejido
verde (Murakoshi et al., 1985; lkegami et al., 1988a) como no verde
(Smith, 1972; Tamura et al., 1976). Se ha descrito la existencia de
dos isoenzimas en Phaseolus (Bertagnolli y Wedding, 1977),
Rhodospirillum tenue (Hensel y Truper, 1983) vy Citrullus vulgaris
(Ikegami et al., 1988a). Se han separado tres isoenzimas de Pisum
sativum (lkegami et al., 1987) y cinco a partir de hojas de soja
(Nakamura y Tamura, 1989).

La mayoria de las enzimas aisladas de diferentes fuentes son
de origen cloroplastico (Ng y Anderson, 1978a; Droux et al., 1992),
aunque en los casos en los que se presentan isoenzimas se ha
descrito una localizacion cloroplastica para una de ellas y
citoplasmica (Fankhauser y Brunold, 1979) y/o mitocondrial (Lunn et
al., 1990) para la otra.

Todas las O-acetil-L-serina sulfhidrilasas requieren piridoxal-
5'-fosfato para ser activas, siendo éste componente integral de la
enzima (Masada ef al., 1975). La mayoria tienen un peso molecular
de 50-70 kDa y estan constituidas por dos subunidades similares. Su
cinética respecto a OAS y sulfuro es Bi-Bi ping pong (Cook vy
Wedding, 1976). Aunque presenta alta afinidad por sulfuro no es
especifica para éste, pudiendo formar selenocisteina o -
cianoalanina a partir de O-acetil-L-serina y seleniuro y cianuro
respectivamente (Ng y Anderson, 1978b; Hendrikson y Conn, 1969).

Por otro lado, los estudios de estereoespecificidad de la
reaccion han demostrado que se retiene la configuracion del atomo



INTRODUCCION 39

de carbono asimétrico de la O-acetil-L-serina en el transcurso de la
sustitucion del grupo acetilo por sulfhidrilo (Akhtar et al., 1984).
Ademas de la biosintesis de L-cisteina, la O-acetil-L-serina
sulfhidrilasa de hojas de espinaca y de Chlorella cataliza una
reaccion de intercambio isotdpico entre L-cisteina y sulfuro (Schmidt,
1977a; 1977b)

Si bien esta ruta parece ser la mas importante para la
biosintesis de aminoacidos azufrados, en la mayoria de organismos
aparece una actividad homoacetilserina sulfhidrilasa, que cataliza la
misma reaccion sustituyendo O-acetil-L-serina por O-acetil-L-
homoserina. Sin embargo, so6lo en levaduras parece tener esta
enzima importancia fisiologica (Thomas et al., 1992).

Los seres vivos requieren, ademas de la L-cisteina, otro
aminoacido azufrado: la L-metionina, componente de proteinas y de
metionil-ARN transferente en eucariotas y formilmetionil-ARN
transferente en procariotas, estos dos ultimos esenciales para la
iniciacién de la sintesis de proteinas. La L-metionina es también
componente de la adenosil-metionina que es el principal donador de
grupos metilo, esenciales en muchas reacciones del ciclo celular.

Sélo los organismos fotosintéticos contienen la dotacion
enzimatica necesaria para sintetizar la homocisteina, intermediario
obligatorio de la sintesis de metionina. La sintesis de homocisteina
transcurre basicamente por dos caminos:

- Sulfhidrilacion directa de la O-fosfohomoserina.
- Transulfuracion a partir de cisteina, formandose cistationina.

Experimentos isotopicos realizados en el alga verde Chlorella
sorokiana han demostrado que sélo un 3 % de la metionina se
produce por sulhidrilacion directa de la O-fosfohomoserina
(Giovanelli et al., 1978).
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La formacién de metionina a partir de cisteina, via cistationina
se produce a través de la siguiente serie de reacciones:

(1) Homoserina + ATP —— O-fosfohomoserina + ADP
(2) O-fosfohomoserina + L-cisteina ——> Cistationina + P;
(3) Cistationina ——> Homocisteina + Piruvato + NH,
(4) Homocisteina + X-CH; ——— > L-metionina

La reaccién (1) esta catalizada por la homoserina-quinasa (EC
2.7.1.39), purificada en algas verdes (Giovanelli et al., 1974) y
plantas (Aarnes, 1976). La (2) por la cistationina-y-sintasa (EC
4.4.1.1), caracterizada en Lemna minor, siendo regulada por L-
metionina e inactivada por L-cisteina (Thompson et al.,, 1981). La
reaccion (3) esta catalizada por la cistationina-p-liasa (EC 4.4.1.8),
que ha sido purificada a partir de hojas de espinaca (Giovanelli y
Mudd, 1971) y contiene piridoxal-5'-fosfato como grupo prostético.
Finalmente, la reaccién (4) esta catalizada por la tetrahidropteroil
triglutamato metiltransferasa (EC 2.1.1.14), que es dependiente de
cobalamina y que usa un derivado del N°-metil tetrahidrofolato.
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4. Bioquimica del tiosulfato en los seres vivos

El anién tiosulfato puede considerarse formalmente como un
derivado del sulfato donde uno de los oxigenos ha sido sustituido por
un azufre. La estructura del tiosulfato puede representarse mediante,
al menos, dos formas en resonancia, de tal manera que el enlace
entre el azufre central y el periférico tiene cierto caracter de doble
enlace.

0 o] o)
2-
| I l
O:S:S -O_S—S_ N - O:S:S
3 I |
S S S

Quimicamente el tiosulfato se obtiene calentando azufre
elemental en presencia de sulfitos.

S +80;7 —> S-S0

Esta reaccion se revierte en medio acido, ya que el acido
tiosulfurico no es estable en disolucion acuosa, dando de nuevo los
reactivos. Sin embargo, el &cido tiosulfurico ha podido ser sintetizado
en medio etanol.

Los tiosulfatos tienen caracter reductor, pudiendo reducir el
yodo a ién yoduro, oxidandose ellos a tetrationato (S406%).

Como ya hemos comentado, cada molécula de tiosulfato
presenta dos atomos de azufre diferentes: uno actia de atomo
central con un ndmero de oxidacion de +6, mientras que el otro actua
como ligando respecto al azufre central. Este ultimo atomo de azufre
se denomina “azufre sulfano” (Westley, 1981), pudiendo definirse
como aquel atomo de azufre que estd unido covalentemente sdlo a
otro u otros atomos de azufre. El tiosulfato no es el unico compuesto
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que presenta este azufre particular y entre otros compuestos que lo
presentan podemos destacar:

- Polisulfuros inorganicos HS-S-S-S-.....-S-SH
- Persulfuros organicos R-S-SH

- Polisulfuros organicos R-S-S-S-...-S-S-R

- Tiosulfonatos R-SO,-SH

- Politionatos 2058-S-...-S-S0*

- Distintas formas alotrépicas de azufre elemental

Los atomos de azufre sulfano asi definidos pueden ser
captados por una especie tiofilica, como puede ser el cianuro, entre
otras, segun la siguiente reaccion:

S,05” + CN ——— SCN + SO

La presencia de compuestos con azufre sulfano tales como
tiosulfato, tiosulfonatos o politionatos en los seres vivos esta bien
documentada en todo tipo de organismos:

- Los que realizan la reduccion no asimilatoria de sulfato.

- Los que efectuan la oxidacién no asimilatoria de compuestos
reducidos de azufre.

- Los que efectuan la reduccién asimilatoria del sulfato.

- Los que efectuan la oxidacién metabdlica de aminoacidos
azufrados.

4.1. El tiosulfato en el metabolismo no asimilatorio

La reduccidn no asimilatoria de tiosulfato es llevada a cabo por
un heterogéneo grupo de bacterias y arqueobacterias que viven en
ambientes con temperaturas de hasta 105 °C (Hansen, 1994). Dicha
reduccién se efectia a través de una serie de reacciones
metabdlicas que implican pasos de activacion del sulfato mediante
ATP, posterior reduccién del APS asi formado a sulfito y reduccién de
este ultimo a sulfuro. Sin embargo, existe la controversia sobre si el
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mecanismo de reduccion de sulfito a sulfuro implica una unica etapa
0 una serie sucesiva de reacciones (Hansen, 1994), es decir, si la
sulfito reductasa no asimilatoria es una Unica proteina que cataliza
una reduccidén con seis electrones implicados o es en realidad un
complejo formado por varias reductasas que reducen el sulfito a
sulfuro en varias etapas. Se ha descrito que extractos de
Desulfovibrio vulgaris pueden formar tiosulfato a partir de sulfito
(Findley y Akagi, 1969).

Se ha sugerido que la reduccién no asimilatoria de sulfito a
sulfuro transcurre a través de tritionato y tiosulfato, de modo que
habria tres reductasas, cada una catalizando un paso de dos
electrones. Por tanto el tiosulfato seria un intermediario obligado en
la reduccién no asimilatoria del azufre. Entre los donadores de éstas
estarian la flavodoxina, el citocromo ¢3 y una hidrogenasa (Metzler,
1981).

Es también destacable que se han identificado genes en
Salmonella typhimurium que codifican proteinas capaces de mediar
la reduccion de tiosulfato a sulfuro en condiciones no asimilatorias de
anaerobiosis (Heinzinger et al., 1995; Alami y Hallenbeck, 1995).

Las rutas de la oxidacién no asimilatoria de compuestos
azufrados son, al contrario que las de la reduccion, enormemente
complejas y varian en los distintos organismos que efectuan dicha
oxidacion segun ésta sea quimiotrofica aerobia, quimiotréfica
anaerobia o fototrofica. En cualquier caso, parece ser que el
tiosulfato y los politionatos son intermediarios habituales de la
mayoria de las posibles rutas de oxidacién no asimilatoria,
apareciendo también como productos finales en algunos organismos
(Kelly, 1988; Brune, 1989).

Por otro lado y mas recientemente, se han descrito dos grupos
de bacterias dulceacuicolas que contienen bacterioclorofila-A que
son capaces de oxidar tiosulfato a tetrationato (Erythromicrobium
hydroliticum) o a sulfato (Roseococcus thiosulphatophilus), tanto en
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luz como en oscuridad (Yurkov et al., 1994), pudiendo vivir con
tiosulfato como fuente de energia.

4.2. El tiosulfato en la reduccién asimilatoria

Se ha comprobado que en Saimonella typhimurium una de las
isoenzimas de O-acetil-L-serina sulfhidrilasa, que esta codificada por
el gen CysM, puede utilizar tiosulfato como sustrato para obtener
cisteina a partir de la O-acetil-L-serina (Hulanicka et al., 1986;
Nakamura et al., 1983; 1984). Esta reaccion transcurre a través de S-
sulfocisteina (Kredich, 1987). Parece ser que este mecanismo se
utiliza cuando el tiosulfato es la Unica fuente de azufre disponible; sin
embargo, éste no parece ser un intermediario obligatorio de la
asimilacién de sulfato, al menos en condiciones asimilatorias
(Thomas et al,, 1992), aunque en condiciones no asimilatorias de
anaerobiosis, este organismo parece ser capaz de utilizar el
tiosulfato como fuente de sulfuro.

En cuanto a hongos y levaduras, el tiosulfato si parece ser un
intermediario obligatorio de la reduccion asimilatoria de sulfato en los
hongos del género Streptomyces (Kitano et al., 1985; Lydiate et al.,
1988). En Saccharomyces cerevisiae, se ha descrito que las cepas
silvestres pueden metabolizar los dos azufres del tiosulfato; sin
embargo, mutantes carentes de sulfito reductasa sélo pueden
asimilar uno de dichos atomos, lo cual demuestra que la utilizacion
de este se hace a través de la sulfito reductasa (Thomas et al., 1992).
Es probable que el otro 4tomo sea convertido directamente en sulfuro
a través de una actividad tiosulfato reductasa (ver mas adelante).

Hodson y Schiff (1971) han descrito que extractos de varias
especies de organismos que realizan la reduccién asimilatoria de
sulfato, son capaces de reducir sulfato a tiosulfato, cuando son
suplementados con ATP, Mg* y un reductor (piridin-nucleétido o
tioles). Entre estos organismos estan Chlorella pyrenoidosa, Chlorella
vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium'y Saccharomyces cerevisiae. Estos resultados sugeririan
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que la capacidad de formacion de tiosulfato a partir de sulfato seria
general en los organismos asimiladores de este ultimo. Se ha
sugerido incluso que el PAPS o el APS pueden donar su atomo de
azufre para formar sulfito o tiosulfato dependiendo de las condiciones
de cultivo (Hodson y Schiff, 1971).

4.3. La actividad tiosulfato:aceptor sulfotransferasa: el “pool” de
sulfanos

Cuando un animal es inyectado con un compuesto que
contiene un atomo de azufre sulfano radiactivo, un analisis posterior
del plasma de dicho animal muestra que la radiactividad se ha
incorporado a una serie de compuestos caracterizados muchos de
ellos en que también tienen en sus moléculas azufre sulfano
(Westley, 1981). Este hecho ha llevado a la conclusién por parte de
algunos autores de que existe, al menos en animales, lo que se
denomina el “pool” de sulfanos, que consiste en una serie de
compuestos que tienen ese tipo de atomo de azufre y que se
encuentran entre si en un rapido equilibrio en condiciones
fisioldgicas.

Politionatos

R-S-S°

Persulfuro de proteina Cys-§ Cys-S-S-Cys

La interconversion entre los componentes del “pool” de
sulffanos estd mediada, al menos en parte, por actividades



48 INTRODUCCION

sulfano:aceptor sulfotransferasas, que catalizan la reaccidén (Westley,
1981):

(R-SO,S)™ + Anion tiofilico —— (R-S0O,)" + Anion tiolado

El grupo R del donador de azufre puede ser el oxigeno, con lo
cual estariamos en el caso de una actividad tiosulfato:aceptor
sulfotransferasa, también denominada tiosulfato reductasa porque el
tiosulfato da lugar a un grupo tiol (-SH) asociado a un anién aceptor.
El aceptor tiofilico puede ser muy variable; entre los conocidos tanto
in vivo como in vitro podemos destacar. cianuro, dihidrolipoato y
reactivos tidlicos tales como cisteina, glutation reducido,
mercaptoetanol, ditiotreitol y ditioeritritol.

En el caso concreto de que el aceptor sea el cianuro nos
encontramos ante la llamada actividad rodanasa o rodaneso. Parece
ser que la traduccidn mas correcta del original “rhodanese” (y no
‘rhodanase”) es rodaneso ya que rodanasa significaria “enzima que
rompe tiocianato’, cuando en realidad nos encontramos ante una
enzima que forma tiocianato (Sykes, 1981). En cualquier caso es
posible encontrar ambas palabras en los textos traducidos al
castellano (Meztler, 1981; White et al., 1983).

Por otro lado, existe cierta inclinacién en la literatura a
considerar como actividad rodanasa toda actividad sulfano
sulfotransferasa, cuando hemos visto que aquélla sélo se produce
cuando se forma tiocianato, es decir, cuando el aceptor de azufre es
el cianuro. Este problema no es unicamente lingUistico ya que hay
proteinas que son basicamente rodanasas y otras sulfano (tiosulfato)
reductasas. La diferencia entre unas y otras radica en la diferente
afinidad que tengan por cianuro o por aceptores tidlicos: si presentan
mayor afinidad por el cianuro estaremos en el caso de una rodanasa,
en caso contrario se habla de tiosulfato reductasa (Westley, 1981).
La necesidad de diferenciar ambos tipos de proteinas queda también
ilustrada por el hecho de que parecen tener distintos mecanismos de
accién. Esto claramente indica que nos encontramos ante dos
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proteinas diferentes, si bien, las rodanasas catalizan la reaccion de
las tiosulfato reductasas y viceversa.

4.4. La actividad rodaneso o rodanasa

Se conoce desde hace bastante tiempo que el cianuro es una
sustancia téxica para los seres vivos (Sykes, 1981). Esta molecula
puede actuar a varios niveles dentro de los organismos vivos siendo
quiza su papel mas conocido el de inhibidor de la citocromo oxidasa
de la cadena respiratoria de mitocondrias (Solomonson, 1981).

Otras enzimas sensibles a cianuro son: catalasa, mioglobina,
citocromo P-450, superdxido dismutasa, ribulosa difosfato
carboxilasa, nitrito reductasa, nitrogenasa y nitrato reductasa
(Solomonson, 1981). La dosis mortal para el hombre esta entre 0,5 y
3,5 mg por kg de peso del individuo. El cianuro, o sus precursores, se
encuentra en la naturaleza en gran cantidad de vegetales, tales como
yuca, lima, sorgo, patatas dulces, maiz, bambu, etc. Aparentemente
el cianuro puede formarse a partir de compuestos enddgenos en
plantas y microorganismos. Asi, las bacterias cianogénicas lo forman
a partir de glicina (Castric, 1981), mientras que en organismos
fotosintéticos las potenciales fuentes de cianuro son los aminoacidos
aromaticos, la histidina y el glioxilato (mas hidroxilamina)
(Vennesland et al., 1981).

Se ha sugerido que el cianuro podria ser utilizado por algunos
organismos como inhibidor reversible para regular la actividad nitrato
reductasa y controlar asi la asimilacidon de nitrato (Solomonson,
1981).

La presencia de cianuro en tejidos animales resulta en la
formacion de tiocianato, en un proceso que se favorece con la
adicion de tiosulfato. El tiocianato es relativamente inocuo y su
formacion a partir de tiosulfato y cianuro se vio desde el principio
como un proceso de detoxificacion que, posteriormente, se sugirio
podria ser mediado enzimaticamente (Sykes, 1981). Como ya hemos
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visto la enzima que cataliza esta reaccion se conoce con el nombre
de rodanasa o rodaneso y se admite que tiene una funcién
basicamente detoxificante in vivo (ver mas adelante).

La actividad rodanasa es ubicua en los seres vivos y ha sido
descrita en hongos, actinomicetos, bacterias, algas, plantas vy
animales (Westley, 1981). Se ha estudiado en detalle la rodanasa de
bovino, E. coli y Pseudomona aeruginosa. La proteina de bovino es
un dimero de 37 kDa de peso molecular compuesto por dos
subunidades aparentemente iguales de unos 19 kDa conectadas por
un puente de 16 aminoacidos (Luo et al., 1995). Cada dimero
presenta dos sitios cataliticos y dos sitios de unidn independientes
para cationes divalentes, asi como dos grupos sulfhidrilo esenciales
(Volini y Alexander, 1981). Aparece abundantemente en higado, en
menor cantidad en rifiones y en mucha menor cantidad en otros
organos. En higado se localiza exclusivamente en la matriz
mitocondrial (Westley, 1981).

Las rodanasas de E. coli y P. aeruginosa tienen 14 y 33 kDa
de peso molecular respectivamente, lo que sugiere que la forma
estable in vivo de la de E. coli es el monémero, mientras que la de P.
aeruginosa y bovino es el dimero. La existencia de monémeros se ha
detectado en higado de rata y en algunas especies de Thiobacillus
(Volini y Alexander, 1981).

La proteina se ha cristalizado y se ha establecido su estructura
tridimensional por difraccién de rayos X a 0,21 nm de resolucién, lo
que ha permitido descartar que la rodanasa sea una metaloproteina
(Brune, 1989). En base a estos datos estructurales y a los datos
quimicos y cinéticos conocidos se ha establecido un modelo de
mecanismo de accién enzimatica: la enzima libre reacciona con el
azufre sulfano del tiosulfato, formando persulfuro de cisteina en el
sitio activo y liberando sulfito al medio. El complejo enzimatico tiolado
cede después el atomo de azufre al cianuro (Brune, 1989; Westley,
1981) (ver esquema).
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La rodanasa es una de las proteinas mas estudiadas debido a
su capacidad de renaturalizacién mediada por chaperonas, asi como
por sus cambios conformacionales reversibles frente al pH. Estas
caracteristicas hacen muy Util a esta proteina para estudios de
plegamiento (Smith y Fisher, 1995; Horowitz y Xu, 1992; Mendoza et
al., 1992). Sin embargo la informacién acerca de esta actividad en
algas eucaridticas es muy escasa.

4.5, La actividad tiosulfato reductasa
Esta actividad cataliza la transferencia del azufre sulfano del
tiosulfato a un aceptor tidlico de acuerdo con la reaccién (Thomas et
al., 1992; Chauncey y Westley, 1983a):
S,05 + R-SH —— > S0 + R-S-S-H

En presencia de un exceso de tioles, ocurriria la siguiente
reaccién quimica:

R-S-S-H + R-SH —— > R-S-S-R + H,S
Esta actividad ha sido identificada y purificada en S.

cerevisisae (Chauncey y Westley, 1983a) y se ha demostrado su
participacion en la asimilacion de azufre en este organismo, ya que
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es capaz de crecer con tiosulfato como Unica fuente de azufre. El
mecanismo a través del cual se utiliza el tiosulfato parece implicar la
existencia de una tiosulfato reductasa, como se ha podido ver con el
aislamiento de mutantes adecuados (Thomas et al., 1992).

La cinética de la actividad tiosulfato reductasa de S. cerevisiae
ha sido estudiada en detalle (Chauncey y Westley, 1983b). Asi,
cuando se utiliza tiosulfato como donador, los sustratos parecen
unirse al azar a la enzima, al contrario que en el caso de la rodanasa,
en el que los sustratos se unen por orden, como vimos anteriormente.
Sin embargo, cuando se utilizan otros donadores de azufre sulfano
(como el bencenotiosulfonato) los sustratos se unen por orden a la
enzima, si bien, al contrario que en la rodanasa, en la tiosulfato
reductasa se une primero el aceptor tidlico a la enzima y luego el
donador (Chauncey y Westley, 1983b).

También se ha detectado actividad tiosulfato reductasa en
plantas superiores, algas verdes y cianobacterias (Schmidt, 1986).
En algas esta actividad se induce en condiciones de azufre limitante,
lo que demuestra la relacion de esta actividad con la disponibilidad
de fuente de azufre. Se ha especulado que la tiosulfato reductasa
utiliza tiosulfato como sustrato in vitro y que su sustrato natural es
otro sulfano (Schmidt, 1986). De hecho la tiosulfato reductasa de
levadura prefiere como sustrato el bencenotiosulfonato frente al
tiosulfato (Chauncey y Westley, 1983b). También se ha visto que la
tiosulfato reductasa de Chlorella se activa por tiorredoxina, lo que
apoya la idea de su implicacién en la reduccién de sulfato
dependiente de la luz (Schmidt, 1986).

4.6. Funcion fisiologica de las actividades rodanasa y tiosulfato
reductasa

La primera funcién fisioldgica dada concretamente a la
actividad rodanasa es la de detoxificacion, ya que desde hace
bastante tiempo se sabe que el cianuro que se pueda producir por
distintas reacciones metabdlicas o incluso por ingestién accidental
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puede ser procesado, preferentemente en el higado, en una reaccion
favorecida por la presencia de tiosulfato y que da lugar a tiocianato
(Sykes, 1981).

La sensibilidad a cianuro de distintas cepas de E. coli con
diferentes niveles de actividad rodanasa es muy similar, 1o que
sugeriria que la actividad rodanasa disponible para detoxificacion es
siempre la misma y ademas no muy elevada, por lo que se concluye
que la funcién primordial de la actividad in vivo no es la detoxificacion
(Volini y Alexander, 1981). Los autores de este estudio concluyen de
estos resultados que, al menos en E. coli, la actividad rodanasa tiene
s6lo un papel detoxificador secundario en el metabolismo, siendo el
papel de sulfotransferasa, concretamente el de donador de sulfuros a
proteina, el papel fisiolégico fundamental. En este sentido es
destacable que también se ha puesto en duda la existencia de
actividad rodanasa especifica en plantas superiores, ya que no se ha
podido encontrar correlacion entre cianogénesis y dicha actividad
(Kakes y Hakvoort, 1992).

Con respecto al papel de la actividad sulfotransferasa en la
formacion de agrupaciones sulfoférricas, se ha comprobado que se
pueden reconstituir apoproteinas de ferredoxina o adrenodoxina
incubando con rodanasa en presencia de sus sustratos, iones de
hierro y un agente reductor. Este resultado puede obtenerse
sustituyendo la proteina y su sustrato por iones sulfuro (Volini y
Alexander, 1981). También se ha descrito la reconstitucion del grupo
sulfoférrico de la ferredoxina de espinaca in vitro en condiciones
similares (Ogasawara et al., 1995). En E. coli la actividad rodanasa
decrece en un orden de magnitud cuando se crecen las células en
condiciones anaerobias. Esto sugiere que esta actividad esta
implicada en el metabolismo aerobio de este organismo, lo que
apoyaria la idea de su participaciéon en la biosintesis de proteinas
con agrupaciones sulfoférricas (Volini y Alexander, 1981).

Por tanto, la implicacion de la actividad tiosulfato
sulfotransferasa en la formacién de grupos sulfoférricos de proteinas,
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parece estar bien establecida en diferentes organismos, si bien no se
sabe si esta implicacion se reduce simplemente a la formacion de
sulfuro, o bien actia transfiriendo el atomo de azufre desde el
donador (tiosulfato) hasta la proteina, que seria el aceptor final.

Quiza la mayor controversia se suscita con respecto a la
participacion de la actividad tiosulfato:aceptor sulfotransferasa en las
rutas metabdlicas de asimilaciéon del sulfato, ya que, segun vimos
anteriormente, salvo en el caso de Streptomyces, el tiosulfato no
parece ser un intermediario obligatorio de esta ruta. Sin embargo,
como también se ha visto, bajo determinadas condiciones, el
tiosulfato aparece en los extractos de multiples organismos
asimiladores de sulfato (Hodson y Schiff, 1971) y se ha sugerido que
la reduccion no asimilatoria de sulfito a sulfuro transcurre a través de
tiosulfato (Metzler, 1981). Es, por tanto, claro que aun quedan
muchas cosas por establecer en la ruta de asimilacion del sulfato vy,
concretamente, el papel del tiosulfato en las mismas es algo aun por
dilucidar.

El tiosulfato si parece ser intermediario en el metabolismo
catabdlico de aminoécidos azufrados en animales, donde se ha
propuesto el llamado ciclo del tiosulfato (Cooper, 1983), en el que la
actividad tiosulfato reductasa juega un papel primordial (Fig. 6).
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5. Biologia Molecular del metabolismo del azufre

La genética de la asimilacion de azufre ha sido estudiada en
profundidad en aquellos organismos cuya genética clasica era bien
conocida y, por tanto, resultaba facil obtener muchos mutantes
diferentes y caracterizarlos. Entre estos organismos destacan
fundamentalmente Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae.

5.1. Estudios en E. coli

En E. coli (y en Salmonella typhimurium) los genes que
codifican las proteinas de la asimilacién de sulfato estan extendidos a
lo largo de cinco regiones diferentes del cromosoma, concretamente
en el caso de E. coli entre 28 y 80’. Se conocen hasta ahora 18 genes
involucrados en la sintesis de cisteina de este organismo (ver Tabla
3). Dichos genes se denotan por la palabra Cys seguida de una letra
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mayuscula, ya que cualquier lesion en estos genes produce un
requerimiento nutricional por cisteina en la bacteria.

Los genes Cys se pueden encontrar aislados o en
agrupaciones (“clusters”). Estos ultimos forman operones controlados
por un mismo promotor, y suelen dar lugar a transcritos de ARNm
policistrénicos, es decir, una sola molécula de ARN mensajero
codifica todas las proteinas, que se separaran durante la traduccion
(Leyh, 1993). El llamado regulén de cisteina incluye todos los
operones de la ruta biosintética de dicho aminoacido. Esta
establecido que la mayoria, si no todos los operones del reguldn de
cisteina, son activados transcripcionalmente por la proteina
codificada por el gen CysB y un inductor, que puede ser O 6 N-acetil-
L-serina (Jones-Mortimer, 1968; Kredich, 1971).

El gen CysB ha sido clonado y secuenciado y la proteina que
codifica (CysBp) sobreexpresada y purificada (Ostrowski ef al., 1987,
Miller y Kredich, 1987). CysBp estimula la transcripcion en los
promotores del reguldn pero inhibe la transcripcidn de su propio
promotor (Leyh, 1993). Sdlo los genes CysG y CysE no estan bajo el
control de CysBp (Schmidt y Jager, 1992).

Se ha estudiado la regulacion de la activacién transcripcional
que produce CysBp: ésta se une con elevada afinidad a los
promotores (1-10 nM); dicha union requiere O 6 N-acetil-L-serina, que
también aumentan la afinidad y especificidad de la interaccion de
CysBp con el promotor. Sulfuro y tiosulfato inhiben la unién del
CysBp al promotor y, por tanto, la transcripcion. Curiosamente, este
efecto sblo se produce en presencia de N-acetil-L-serina. La cisteina
no ejerce efecto, al menos, hasta concentraciones del orden de 5 mM
(Leyh, 1993).
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Tabla 3. Genes involucrados en la biosintesis de cisteina en E. coli

GEN

FUNCION

Transporte de sulfato (52')

CysP

CysT
CysW

CysA

CysK
CysM

Activacién de sulfato (59')

CysC
CysD
CysN
CysH
Cysl

CysJ

Otros genes importantes

CysB

Cysk
CysG

Unién de tiosulfato

Subunidades integrales de
membrana de la permeasa

Subunidad periplasmica

de la permeasa
O-acetil-L-serina sulfhidrilasa-A
O-acetil-L-serina sulfhidrilasa-B
(puede utilizar tiosulfato)

APS-quinasa

ATP-sulfurilasa, subunidad pequena
ATP-sulfurilasa, subunidad grande
PAPS-sulfotransferasa
Sulfito-reductasa, hemoproteina
Sulfito-reductasa, flavoproteina

Activador transcripcional del
reguldn de cisteina (28’)
Serina transacetilasa (81’)
Sulfito-reductasa, sirohemo
(no se sabe si forma parte del
regulén)

Referencias: Leyh, 1993; Schmidt y Jager, 1992
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5.2. La asimilacion de sulfato en S. cerevisisae

La disponibilidad de multiples mutantes asi como de técnicas
de manipulacién genética, ha permitido deducir los genes implicados
en multiples rutas metabdlicas en este organismo, utilizado
profusamente como modelo de célula eucariética. Una de estas rutas
es precisamente la de asimilacion de sulfato.

Como ya hemos comentado, la ruta de asimilacién de sulfato
en levaduras transcurre por la via PAPS y ademas presenta la
particularidad de que es de los pocos organismos conocidos donde el
primer aminoacido azufrado que se sintetiza no es la cisteina, sino la
homocisteina. Esta dara lugar luego a metionina y cisteina. Los
genes involucrados en la sintesis de homocisteina en S. cerevisiae se
denominan genes MET y se nombran con la palabra MET seguida
por un numero. La razén de esta notacién se debe a que, al contrario
de lo que ocurre en E. coli, una lesion en uno de estos genes provoca
un requerimiento nutricional por metionina en la levadura, en lugar de
por cisteina, como ocurre en bacterias. El utilizar letras mayusculas
para MET y un numero, en lugar de una letra se debe al convenio de
notacion de genes en Saccharomyces cerevisiae.

Se han encontrado multiples genes implicados de forma més o
menos directa en la asimilacion de azufre en levaduras (ver Tabla 4),
sin embargo, no se conocen las funciones de todos ellos. Al igual que
en el caso de E. coli y como consecuencia de los distintos proyectos
GENOMA las secuencias de todos estos genes son 0 van a ser
conocidas en breve, si bien el conocimiento de las funciones de las
proteinas que codifican dichos genes requerira un esfuerzo adicional.
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Tabla 4. Genes implicados en la asimilacion de azufre en S. cerevisiae

GEN FUNCION

Activacidon de sulfato

MET3 ATP-sulfurilasa
MET14 APS-quinasa

Reduccidn de sulfato

MET16 PAPS-reductasa
MET1

MET5

METS Sulfito reductasa
MET10

MET20

MET18 Sulfito reductasa (?)

Incorporacién de azufre esqueleto carbonado

MET25 Homocisteina sintasa

MET2 Homoserina-acil transferasa
Otros genes

MET4 Activador transcripcional

MET22 (HAL2) PAP-fosfatasa

MET6 Hcys-metil transferasa

Referencias: Thomas et al., 1992; Murguia et al., 1995
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5.3. La genética de la asimilacion de sulfato en otros organismos

A pesar de que la obtencidn y caracterizacidon de mutantes en
otros organismos que no sean E. coli 0 S. cerevisiae no es tan facil
como en éstos, las técnicas de Biologia Molecular han permitido
aislar y secuenciar genes de algas fotosintéticas y plantas superiores,
utlizando la informacién ya conocida de organismos mas simples
como bacterias y levaduras. Asi, se han podido aislar y secuenciar
los genes implicados en el metabolismo asimilatorio del azufre en
organismos fotosintéticos.

El gen (o ADNCc) que codifica la ATP-sulfurilasa ha sido aislado
y secuenciado en Arabidopsis thaliana (Lenstek et al., 1994, Murillo y
Lenstek, 1995; Klonus et al., 1995) y patata (Klonus et al., 1994). La
secuencia del ADNc que codifica la APS-quinasa ha sido
determinada en Arabidopsis (Arz et al., 1994).

Los genes que codifican las distintas isoformas de O-acetil-L-
serina sulfhidrilasa han sido aislados y secuenciados en Arabidopsis
thaliana (Barroso et al., 1995), Capsicum annuum (Romer et al.,
1992), Citrullus vulgaris (Noji et al., 1994), maiz (Brander ef al., 1996)
y Spinacia oleracea (Saito et al., 1993).

6. Objetivos

En esta tesis, hemos pretendido conocer mejor el metabolismo
del azufre inorganico en algas eucariéticas por ser un campo poco
conocido y su interés evidente, dada la importancia que tiene este
elemento para la productividad vegetal, asi como sus implicaciones
medioambientales.

Para realizar dicho estudio, hemos utilizado la microalga verde
Chlamydomonas reinhardtii, tradicionalmente utilizada en nuestro
laboratorio por sus innumerables ventajas genéticas y bioquimicas.
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Parte de los resultados incluidos en este trabajo han sido
objeto de publicacién como articulos en revistas cientificas o bien se
han presentado como comunicaciones a congresos.

a) Publicaciones en revistas

1. SULFATE UPTAKE IN Chlamydomonas reinhardtii. Pérez-
Castifieira, J.R., Prieto, J.L. y Vega, J.M. (1992). Phyton 32, 91-94.

b) Comunicaciones a Congresos

1. STUDIES ON SULFITE CONSUMPTION BY THE EUCARYOTIC
ALGA Chlamydomonas reinhardtii

José L. Prieto, José M. Vega

IV Portuguese-Spanish Biochemistry Congress, Resumen 2P15
Poévoa de Varzim, Portugal, 1991.

2. SULFATE AND SULFITE UPTAKE IN Chlamydomonas reinhardftii
José R. Pérez-Castifieira, José L. Prieto, José M. Vega

Workshop on sulphur metabolism in higher plants, Resumen SI(2)
Garmisch-Partenkirchen, Alemania, 1992.

3. CHARACTERIZATION OF A THIOSULFATE REDUCTASE
ACTIVITY FROM Chlamydomonas reinhardtii

José L. Prieto, José R. Pérez-Castifieira, José M. Vega

V Spanish-Portuguese Congress of Biochemistry, Resumen P-lI|
Salamanca, 1994
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Il. MATERIALES Y METODOS

1. Organismo y condiciones de cultivo

Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado la estirpe
silvestre 27gr del alga eucariotica Chlamydomonas reinhardtii (Fig.
7). Las células se cultivaron a 25 °C, en medio liquido estandar con
amonio 10 mM y sulfato 0,3 mM, como unicas fuentes de nitrégeno y
azufre, en recipientes de vidrio de 0,25 a 20 litros, siendo iluminados
de forma continua con luz fluorescente blanca con una potencia de
50 W/m? en la superficie de los cultivos.

,/—

FLAGELOS

R )L‘/\ VACUOLA CONTRACTIL
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\

N\

CLOROPLASTO

Fig. 7. Alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii. (a) Fotografia al microscopio
optico (100 aumentos). (b) Dibujo esquematico de la célula mostrando sus principales
caracteristicas.

El medio de cultivo empleado fue el previamente descrito por
Sueoka et al. (1967) y que contenia por litro: K;HPO4 1,44 g;
KH,PQ,4, 0,72 g; MgSO, - 7H,0, 0,06 g; CaCl, - 2H,0, 0,02 gy 5 ml
de una disolucién que contenia trazas de algunos elementos y que
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se prepard segun se ha descrito por Hutner ef al. (1950). La
disolucion de trazas contenia por litro: HsBOs;, 2,28 g; ZnSO4 - 7H,0,
4,40 g; MnCl; - 4H,0, 1,02 g, FeSO, - 7H,0, 1,00 g; CoCl, - 6H,0,
0,32 g; CuSO, - 5H,0, 0,32 g; (NH4)sM0;024 - 4H,0, 0,22 g y EDTA
(acido libre), 10 g. Los medios de cultivo contenian ademas NH,CI 10
mM como fuente de nitrégeno.

Para mantener las células en suspension se hizo pasar por los
cultivos una corriente de aire enriquecido con un 5 % (v/v) de CO,,
que servia como fuente de carbono. Bajo estas condiciones estandar
de cultivo, el tiempo de generacion observado para las células de C.
reinhardtii fue de 8 h aproximadamente.

En determinadas ocasiones, las algas se cultivaron bajo
condiciones especiales, generalmente relacionadas con la carencia
de algun elemento o factor externo necesario para el crecimiento. Tal
es el caso de la carencia de azufre o el grado de iluminacién en que
se mantuvieron las células en algunos experimentos. Para obtener
cultivos en carencia de azufre, las células cultivadas en condiciones
estandar se recogieron por centrifugacién (3.000 g durante 5 min), se
lavaron con medio fresco sin fuente de azufre y se resuspendieron
finalmente en el mismo medio, el cual se prepard de forma analoga al
anteriormente descrito pero sustituyendo el MgSQO, - 7H,0 por MgCl,,
y los sulfatos de la disolucion de trazas por los correspondientes
cloruros de los mismos cationes, manteniéndose la concentracion de
estos ultimos. En cuanto al grado de iluminacién, para mantener los
cultivos en oscuridad, los recipientes correspondientes se
envolvieron en papel aluminio.

Las células se crecieron en condiciones estériles hasta
volumenes de cultivo de 5 litros. Para ello, los recipientes y los
medios de cultivo se esterilizaban mediante calentamiento a 120 °C
(1 atmosfera de sobrepresidn) durante 20 min en autoclave.

El microorganismo se conservd en medio solido, obtenido
suplementando el medio de cultivo estandar previamente descrito,
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con agar al 2 % (p/v). Después de la inoculacién, los cultivos en
medio sdlido se mantenian iluminados intensamente durante 3-4
dias, y posteriormente se conservaban en luz difusa. Los cultivos se
renovaban cada tres meses.

2. Consumo de sulfato por C. reinhardtii

Para los estudios de consumo de sulfato se siguid el protocolo
descrito previamente por Pérez-Castifieira et al. (1992). Las células
de un cultivo en fase exponencial de crecimiento se recogieron por
centrifugacién a 5.000 g durante 5 min, se lavaron dos veces con
medio sin azufre y se resuspendieron en el mismo medio de manera
que la concentracion final de clorofila fuera de aproximadamente 20
ng Chi/ml. La suspension celular se situé en un barno termostatizado
a 25 °C, con iluminacion continua de luz blanca (30 Wim?), y los
experimentos se iniciaron mediante adiciéon de sulfato marcado con
*S. La cantidad de radiactividad utilizada en los experimentos fue de
0,05 uC; /ml (sulfato total 0,3 mM). En los estudios cinéticos, la
cantidad de sulfato en los cultivos fue variable, mientras que la
radiactividad se mantuvo siempre por debajo de 0,5 uC; /ml.

Cada 2-3 min se tomaban muestras de 0,5 m! de cultivo y se
afadian a tubos de microcentrifuga conteniendo 0,5 ml de medio de
cultivo carente de azufre, para centrifugar rapidamente a 15.000 g
durante 30 s. Se descartaron los sobrenadantes, y los precipitados
celulares se lavaron con 0,5 ml de medio de cultivo carente de
azufre. Se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones y el
precipitado celular se disolvio en 0,5 ml de liquido de centelleo
(Beckman “Ready Protein”). Las muestras asi tratadas se colocaron
en viales de centelleo, se les afiadieron 3,5 ml mas de liquido de
centelleo y la radiactividad acumulada se conté en un aparato
Beckman LS-6000IC.
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3. Permeabilizacion de células de C. reinhardtii y obtencién de
extractos crudos

Para medir actividades enzimaticas in situ se tomaron
alicuotas de 1 a 10 ml (segun la actividad a medir) de los
correspondientes cultivos, y se centrifugaron a 3.000 g durante 5 min.
Las células se resuspendieron en 1 ml del tampdn adecuado y se
trataron con 50 pl de tolueno con agitacién continua durante 30 s. La
suspensidn resultante de células permeabilizadas se utilizd como
fuente de enzima.

Para la obtencién de extractos crudos, las células se
recogieron a partir de cultivos en fase exponencial de crecimiento
(Asso = 1,5-2,0), por centrifugacion a 5.000 g durante 5 min. La rotura
de las células se realizé6 mediante dos métodos alternativos:

3.1. Rotura por congelacidén-descongelaciéon en N, liquido

Las células se congelaron mediante inmersién en N, liquido
durante 90 s y se descongelaron posteriormente por agitacion
continua durante 1 h en presencia de tampén (5 ml por g de peso
humedo de células) a 4 °C. El tampén de trabajo para las enzimas
con actividad tiosulfato reductasa y rodanasa fue CHES-KOH 10 mM,
pH 9,5 conteniendo 5 mM DTT, y para la OASS, tampén fosfato 10
mM conteniendo 2 mM DTT. La preparacion resultante se centrifugd
a 16.000 g durante 15 min a 4 °C, utilizandose el sobrenadante como
extracto crudo libre de células.

3.2. Rotura por sonicacion

Las células recogidas por centrifugacion se resuspendieron en
tampon estandar (5 ml por g de peso humedo de células) y se
rompieron mediante sonicacién a 4 °C, utilizando tres periodos de 15
s a 60 W con intervalos de 30 s entre ellos. EI homogenado
resultante se centrifugd a 16.000 g durante 15 min y el sobrenadante
se utilizé como extracto crudo libre de células.
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4. Determinaciones analiticas
4.1. L-Cisteina

La determinacién especifica de L-cisteina en presencia de
otros aminodcidos se efectudé segun el método de Gaitonde (1967) en
el que el grupo a-amino del aminoacido reacciona con un reactivo de
ninhidrina, preparado inmediatamente antes de usar, y que contiene
0,25 g de este compuesto disueltos en una mezcla de 6 m! de acido
aceético glacial y 4 ml de acido clorhidrico 35 % (p/v). A la muestra
(conteniendo entre 0 y 400 nmoles de L-cisteina en un volumen
maximo de 1,5 ml) se le afiadieron 0,5 ml del reactivo de ninhidrina
descrito. Tras calentar a 100 °C durante 10 min, la mezcla se enfrid
inmediatamente en bario de hielo y, finalmente, se le afadieron 7,5
ml| de etanol al 96 % (v/v) para estabilizar el complejo coloreado
formado. Posteriormente se midié la absorbancia a 560 nm (ese = 6,4
mM” cm™).

4.2. Clorofila

La concentracion de clorofila se determiné mediante el método
de Arnon (1949). Alicuotas de 1 m! de suspensién celular de los
correspondientes cultivos se calentaron a 100 °C durante 2 min.
Posteriormente se afadieron 4 ml de acetona y se agitd
vigorosamente durante 15 s. Tras centrifugar a 3.000 g durante 5 min
se midi6 la absorbancia a 652 nm (ges; = 34,5 ml mg™ cm™).

4.3. Proteina

La proteina se determiné por el método de Peterson (1977).
Cada muestra, conteniendo entre 5 y 60 ug de proteina total se
llevaba hasta 0,4 ml con agua destilada, y se afadian 40 ul de DOC
0,15 % (plv). Tras agitar vigorosamente, se afiadian 40 pl de TCA 72
% (p/v) y se agitaba de nuevo. Después de centrifugar a 15.000 g
durante 10 min, se eliminaba el sobrenadante y se afiadia al
precipitado, sucesivamente, 0,4 mi de agua destilada, 0,4 mi del
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reactivo A (voliumenes iguales de agua destilada, NaOH 0,8 N, SDS
10 % (p/v), y de una mezcia que contiene Na,COs 10 % (p/v), tartrato
sédico-potasico anhidro 2 g/l y CuSO, - 5H,0 1 g/l), y 0,2 ml del
reactivo B (Reactivo Folin-Ciocalteu comercial diluido 6 veces). Se
agitaba y se media la absorbancia a 750 nm tras 30 min a
temperatura ambiente.

Para la determinacion de proteina en los perfiles
cromatograficos se midié la absorbancia a 280 nm de las
correspondientes fracciones mediante un monitor ultravioleta.

4.4. Sulfito

La concentracién de sulfito se determind siguiendo el método
de Chauncey et al. (1987), aunque con algunas modificaciones. 0,5
ml de muestra se afiadian sobre una mezcla de 1 ml de formaldehido
0,02 % (v/v) en agua destilada y 1 ml de fucsina 0,04 % (p/v) disuelta
en HCI 0,72 N. Tras 10 min a temperatura ambiente se media la
absorbancia a 600 nm. A esta longitud de onda es donde existe
menor interferencia para la determinacién, como muestra la Figura 8.
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Fig. 8. Espectro de absorcién del complejo resultante en la determinacién de sulfito.
A. Se procedié segln se describe en el texto para una muestra conteniendo sulfito 15 uM y
para una muestra control. B. Optimizacion de la longitud de onda para la determinacion de
sulfito mediante la determinacién de la maxima relacién control / muestra.
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El coeficiente de extincion a 600 nm se determind en la zona
0-50 nmoles de sulfito. La Fig. 9 muestra una calibracion tipo.
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SULFITO (nmoles)

Fig. 9. Calibracién tipo para la determinacién de sulfito. Las muestras, conteniendo
entre 0-50 nmoles de sulfito, se procesaron como se describe en el texto.

En estas condiciones, el coeficiente de extincidon obtenido fue
de €600 = 3,0 x 107 uM™" cm™.

4.5. Sulfuro

La medida de la concentracién de sulfuro se basé en la
microdeterminacién directa descrita por Siegel (1965), que usa un
método colorimétrico fundamentado en la incorporacién de sulfuro al
azul de metileno en presencia de N,N-dimetil-p-fenilendiamina. A una
muestra de 1 ml, conteniendo entre 2 y 80 nmoles de sulfuro, en un
tubo cerrado con tapon de goma, se le afadian (utilizando jeringa
tipo Hamilton) 0,1 ml de disolucion de sulfato de N,N-dimetil-p-
fenilendiamina 0,02 M disuelto en HCI 7,2 N y 0,1 ml de disolucién de
FeCls 0,03 M en HCI 1,2 N. Tras agitacién, se mantenia en la
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oscuridad durante 20 min y se media entonces la absorbancia a 650
nm (geso = 19.000 mM™ cm™).

5. Actividades enzimaticas

5.1. Tiosulfato reductasa

La actividad tiosulfato reductasa se determiné midiendo el
sulfito liberado a partir de tiosulfato segun la reaccion:

Tiosulfato + Tiol reducido > Sulfito + Tiol oxidado

La mezcla de reaccion contenia en un volumen final de 0,5 mk:
5 pmoles de tampén CHES-KOH, pH 9,5; 2,5 umoles de ditiol (DTT o
DTE) 6 5 umoles de monotiol (GSH, cisteina); 5 umoles de tiosulfato
y la cantidad apropiada de preparacion enzimatica. Para la medida
de actividad in situ se tomaban 0,25 mi de suspensién de ceélulas
permeabilizadas con tolueno (correspondientes a 5 ml de cultivo con
una concentracién de clorofila de 20 pg/ml), como fuente de enzima.
La reaccion se inicié mediante la adicion de tiosulfato, y tras incubar
a 50 °C durante 5 min, se detuvo por adicion de 0,5 ml de disolucion
acuosa de HgCl, 0,23 M. Se centrifugé a 15.000 g durante 5 min, y
se determiné sulfito en el sobrenadante segun el método
anteriormente descrito. Una unidad de actividad representa la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de sulfito por
minuto.
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5.2. Rodanasa

La actividad rodanasa se determind siguiendo el método de
Sérbo (1955) midiendo el sulfocianuro formado segun la reaccion:

Tiosulfato + Cianuro > Sulfito + Sulfocianuro

La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 0,5 ml:
5 umoles de tamp6n CHES-KOH, pH 9,5; 20 umoles de cianuro, 5
umoles de tiosulfato y la cantidad adecuada de preparacion
enzimatica. Para la medida de actividad in situ se tomaban 0,25 ml de
suspension de células permeabilizadas con tolueno
(correspondientes a 5 ml de cultivo con una concentracién de
clorofila de 20 pg/ml), como fuente de enzima. La reaccion se inicié
mediante la adicion de tiosulfato, y tras incubar a 50 °C durante 10
min, se detuvo por adicién de 0,25 ml de FeCl; 0,5 M en H,SO4 20 %
(v/v). Tras centrifugar a 15.000 g durante 10 min, se mide la
absorbancia a 460 nm en el sobrenadante (40 = 3,0 x 10° uM™ ecm™).
Una unidad de actividad representa la cantidad de enzima que
cataliza la formacion de 1 umol de sulfocianuro por minuto.

5.3. O-Acetil-L-Serina sulfhidrilasa
La actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa se midid por
determinacion colorimétrica de la L-cisteina formada en la reaccion:

O-Acetil-L-Serina + Sulfuro —— > L-Cisteina + Acetato

La mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 1,5 ml:
50 pmoles de tampédn fosfato potasico pH 7,5; 20 umoles de O-acetil-
L-serina; 10 umoles de sulfuro sédico y la preparacién enzimatica
necesaria para que se produjesen entre 0 y 400 nmoles de L-
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cisteina. La reaccién se inicié mediante la adicién de la disolucion de
sulfuro, y tras incubar a 50 °C durante 10 min, se detuvo por adicion
de 50 ul de TCA 20 % (p/v) y agitaciéon vigorosa. La cisteina formada
se determin6 segun el método previamente descrito. Una unidad de
actividad representa la cantidad de enzima que cataliza la formacién
de 1 umol de L-cisteina por minuto.

6. Concentracion de proteinas

En general, la concentracion de las proteinas se realizé
mediante ultrafiltracion en una unidad AMICON a través de una
membrana Diaflo PM-10 de 1,5 nm de diametro de poro que impide el
paso de moléculas de peso superior a 10 kDa. El proceso se llevé a
cabo a 4 °C bajo una presion constante de nitrégeno de 2 kg x cm’y
con agitacion suave de la preparacion, la cual se concentraba hasta
un volumen minimo de 4 ml.

Para la concentracion de volumenes inferiores a 4 ml se utilizé
una unidad de concentracion MICROSEP de FILTRON tipo 10 K de
limite de exclusidbn 10 kDa. El proceso se llevaba a cabo por
centrifugacién a 4 °C bajo una aceleracién maxima de 7.500 g y las
muestras se concentraban hasta un volumen minimo de 35-50 pl.

7. Electroforesis en geles de poliacrilamida
Las electroforesis en geles de acrilamida se llevaron a cabo
seglin el método descrito por Laemmli (1970) usando un gel

separador al 10 % de acrilamida y un gel empaquetador al 4 %.

Para la preparacion de los geles se utilizaron las siguientes
disoluciones:

Disolucion A: Acrilamida al 30 % (p/v) y bis-acrilamida al 0,45
% (p/v).
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Disolucién B: Tampon Tris-HCI 1,9 M, pH 8,8.

Disolucién C: SDS al 20 % (p/v).

Disolucién D: Tampén Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8.

Disolucion E: Persulfato amoénico al 10 % (p/v). (Recién
preparada).

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (comercial).

El gel separador contenia, por placa, 2 ml de A, 1 ml de B,
1,95 ml de agua destilada, 25 ul de C, 3 ul de TEMED y 25 pul de E. EI
gel empaquetador contenia por placa, 0,375 ml de A, 0,520 mi de D,
1,55 ml de agua destilada, 12,5 ul de C; 3 ul de TEMED y 37,5 pl de
E. Se utilizaron geles de 1 mm de espesor y 8,2 cm de anchura, con
longitudes para los geles, separador y empaquetador, de 4 y 0,5 cm
respectivamente.

La disolucion del gel separador se afiadi6 al sistema formador
de geles, tras lo cual se cubrié el menisco con 2-propanol; una vez
polimerizado el gel (30-45 min) se elimind el alcohol lavando con
abundante agua destilada. A continuacién, y sobre este gel, se verti6
la disolucidn del gel empaquetador, se colocé rapidamente el peine,
que fue retirado tras la polimerizacion (15-20 min). Los pocillos
obtenidos se lavaron con agua destilada para eliminar los restos de
acrilamida no polimerizada.

Las muestras con un volumen final de 15 ul se mezclaron con
5 pl de tampdn de muestra que contenia Tris-HCI 0,48 mM pH 6,8;
sacarosa al 80 % (p/v); azul de bromofenol al 40 % (p/v) y SDS al 16
% (p/v). Se les adicion6 1 ul de B-mercaptoetanol comercial y tras
hervirlas durante 2 min se aplicaron a los pocillos con ayuda de una
jeringa Hamilton.

El tampon de electroforesis usado, de pH 8,3, contenia por
litro: 1 g de SDS, 3,03 g de Trizma base y 14,4 g de glicina.

Antes de comenzar la electroforesis los geles se sometian a
una intensidad de corriente de 10 mA/placa durante 10 min;
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transcurrido este tiempo se cargaban las muestras y el sistema se
mantenia a 20 mA/placa hasta que el azul de bromofenol alcanzaba
el final de la placa.

7.1. Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida

Para conseguir la tincidn, los geles se sumergian durante 30
min con agitacion suave y continua en una disolucion de azul de
Coomassie R-250 al 0,1 % (p/v) en etanol al 25 % (v/v) y &acido
acético al 10 % (v/v). Posteriormente los geles se lavaban con agua
destilada para eliminar el exceso de reactivo y se destefiian mediante
sucesivos lavados en una disolucidon de etanol al 25 % (v/v) y acido
acetico al 10 % (v/iv) hasta que el fondo se decoloraba
completamente mientras las bandas de proteina permanecian tefidas
de azul. Finalmente se sumergian durante 15 min en una disolucién
de &cido acético al 7 % (v/v) para fijar la tincion.

7.2. Tincién de actividades tiosulfato reductasa y rodanasa

Para tedir la actividad tiosulfato reductasa se sumergian los
geles en una mezcla de reaccion conteniendo tampén CHES-KOH 10
mM pH 9,5, tiosulfato sédico 10 mM y DTE 5 mM, durante 10-15
minutos a temperatura ambiente. A continuacion se lavaba con
abundante agua destilada, y se sumergia en una disoluciéon acuosa
de azul de nitrotetrazolio 0,4 mg/ml durante 2 min. Se volvia a lavar
con abundante agua destilada y finalmente se sumergia en una
disolucion acuosa de metosulfato de fenazina 0,1 mg/mi. Al cabo de
1-2 min aparece la banda de actividad, de color violeta, con
suficiente contraste.

Para |a actividad rodanasa, el proceso era esencialmente el
mismo, salvo el uso de cianuro 20 mM en lugar de DTE.
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8. Dialisis

Las membranas de dialisis (bolsas de celulosa SERVA, de
tamano de poro 2,4 nm) eran sometidas a un tratamiento previo que
consistia en hervirlas durante 20 min en una disoluciéon de NaHCO;
al 0,1 % (p/v) y EDTA al 0,01 % (p/v) y lavarlas a continuacién con
abundante agua destilada. Posteriormente se almacenaban en una
disolucion de etanol al 25 % (v/iv) a 4 °C hasta su uso. Las
membranas se lavaban exhaustivamente con agua destilada antes de
introducir las preparaciones.

La eliminacibn de sales y moléculas pequefias de las
preparaciones enzimaticas se realizé introduciendo las mismas en
las bolsas de celulosa y sumergiéndolas en un volumen del mismo
tampdn de la muestra 1.000 veces mayor, y en ausencia de las
moléculas a eliminar. El tratamiento se realizé a 4 °C y se prolongd
durante al menos 12 h.

Para pequerios volumenes de muestra (inferiores a 1 ml) se
realizaron microdialisis utilizando tubos de microcentrifuga a los que
se les abria un orificio en el tapdn. El tubo se tapaba y cerraba
ajustando con una membrana de dialisis y se colocaba flotando boca
abajo sobre el tampon de didlisis, cuidando de no dejar burbujas de
aire entre la membrana y el tampén. El proceso se prolongd
igualmente durante 12 h y se realiz6 a 4 °C, con agitacidén suave.

9. Reactivos

Las sales utilizadas en grandes cantidades para la
preparacion de medios de cultivo y tampones, asi como los acidos
acético, clorhidrico y sulfurico, o los hidroxidos sédico y potasico
fueron suministrados por Panreac. Las sales de cationes metalicos
usadas para la preparacion de los medios de cultivo y los fosfatos de
sodio y potasio fueron adquiridas a Merck, asi como algunos liquidos
como acetona, etanol, tolueno, fenol, etilenglicol, B-mercaptoetanol,
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acido fosférico, y algunos compuestos utilizados para
determinaciones analiticas como el tiosulfato y el cianuro sodicos,
tartrato sédico-potasico, reactivo Folin-Ciocalteu, formaldehido,
fucsina, ninhidrina, acetato de cadmio. También fueron adquiridos a
Merck el bicarbonato sddico, azida sédica, sacarosa, sulfuro sédico,
EDTA e hipoclorito sédico.

El sulfato sédico marcado radiactivamente fue adquirido a
Amersham International, Buks, U.K. El liquido de centelleo usado fue
"Ready Protein" de Beckman.

Otros reactivos usados con fines analiticos como el azul
brillante de Coomassie G, Trizma base, fenilglioxal, piridoxal-5'-
fosfato, N,N-dimetil-p-fenilendiamina, glutatién, O-acetil-L-serina,
glicina, azul de nitrotetrazolio, metosulfato de fenazina, marcadores
de bajo peso molecular, sulfato de protamina o sulfato de
estreptomicina, DTT, DTE, L-cisteina, DOC, TCA, fueron
suministrados por SIGMA.

Biorad suministré los reactivos utilizados en electroforesis,
como acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, azul de bromofenol y
persulfato amonico.

Las matrices cromatogréficas DEAE-sefacel y Fenil-sefarosa
fueron suministradas por Pharmacia, los reactivos con fines
microbiolégicos por Difco, las membranas de dialisis por Serva, las
de concentracién por AMICON vy los sistemas de microconcentracion
por FILTRON.

El agua utilizada en todos los experimentos habia sido primero
desionizada mediante un desionizador Aqualab (Afora) vy
posteriormente destilada mediante un destilador Aquatron A8S.

El anhidrido carbonico y otros gases, asi como el nitrégeno
liquido fueron suministrados por la Sociedad Espariola del Oxigeno
(SEO).
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10. Aparatos

Las pesadas se efectuaron en balanzas Mettler, modelos PC
2200 y AE 160 y las medidas de pH se realizaron con un pH-metro
Beckman modelo 271.

Las esterilizaciones de medios de cultivo se realizaron en
autoclaves Selecta modelos Austester 437-G y 437-P.

Los experimentos con radiactividad se llevaron a cabo en un
aparato Warburg, modelo Aminco. Las medidas de radiactividad se
realizaron en un contador de centelleo Beckman, modelo LS-6000IC.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en los
espectrofotometros ultravioleta-visible Beckman (modelo DU-7),
Bausch & Lomb (modelo Spectronic 2000) y Shimadzu (modelo UV-
1203), utilizando cubetas de 1 cm de paso de luz, de cuarzo, vidrio o
plastico.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en centrifugas
refrigeradas Beckman, modelo J2-21 con rotores JA-20 y JA-14 y
Sorvall, modelo RC-5b, con rotores SS-34 y GSA; ésta Ultima
tambien se utilizd para la recoleccion de grandes volumenes de
biomasa mediante la adaptacion de un sistema de flujo continuo
SORVALL KSB al rotor SS-34. Para volumenes de muestra inferiores
a 1,5 ml se utilizaron centrifugas Heraeus, modelo Labofuge y
Eppendorf, modelo 5415.

Las cromatografias se realizaron utilizando columnas de vidrio,
bombas peristéalticas (modelos P1 y Microperpex 2132) y colectores
de fracciones Frac-100 y Redirac 2112 de Pharmacia-LKB. La
absorbancia a 280 nm de las fracciones recolectadas se midié con un
monitor ultravioleta Uvicord SII, modelo 2238, acoplado a un
registrador, modelo 2210, ambos de LKB.
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Los ensayos a temperatura constante fueron realizados en
barios termostatizados Selecta, modelos Multibloc, Tectron S-5543 y
Precis-Term.

La agitacion de disoluciones se llevd a cabo bien con
agitadores magnéticos Selecta, modelo Agimatic, o utilizando un
Mixer 820 de Swelad.

Las electroforesis verticales se realizaron en una unidad de
electroforesis Mighty Small I, modelo SE-250 de HOEFER.

Los geles de proteina tefidos, se fotografiaron con una
maquina Minolta con lente de aproximacion equipada con pelicula
Kodalith.
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lll. RESULTADOS

1. Consumo de sulfato por células de C. reinhardtii
1.1. Caracterizacion del consumo

La representacion de la radiactividad (medida en cpm)
acumulada dentro de las células de C. reinhardtii frente al tiempo
resultd ser una linea recta durante los 25-30 primeros min del
experimento. A partir de este momento se producian resultados
inconsistentes, al parecer por problemas de agregacion celular.

La pendiente de la recta obtenida en la representacién de cpm
frente al tiempo se consideré el valor de la velocidad de consumo,
que expresamos en nmoles de sulfato por mg de clorofila y por hora.
El consumo de sulfato se mostré absolutamente dependiente de luz
(Fig. 10) y no se alterd por la presencia adicional de bicarbonato 20
mM (datos no mostrados).
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Fig. 10. Consumo de sulfato por células de C. reinhardtii. Efecto de la luz. El experimento de consumo
se realiz6 como se describe en Materiales y Métodos. En el momento indicado por fa flecha, el cultivo se
dividié en dos partes; una de ellas se mantuvo en las mismas condiciones iniciales, y la otra se pasé a
oscuridad envolviendo el recipiente en papel aluminio.
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1.2. Estudios cinéticos

La representacién de los valores iniciales de velocidad
obtenidos con distintas concentraciones de sulfato en el medio frente
a la concentracién externa de sulfato mostré una cinética tipo
Michaelis (Fig. 11), alcanzandose, a partir de 200 uM de sulfato, un
valor de velocidad maxima de 200 nmoles sulfato / mg Chl - h.

La representacion de Eadie-Hofstee (Fig. 11, interior)
demostro la existencia de dos K., cuyos valores fueron alrededor de
10 y 40 uM respectivamente, que se corresponden a su vez con
velocidades maximas de 0,1 y 0,2 umoles de sulfato por mg de
clorofila y hora respectivamente. La representacion de Hill de los
datos anteriores dio un valor de n = 0,9, lo que sugiere un cierto
grado de cooperatividad negativa suponiendo la existencia de una
sola permeasa para sulfato en C. reinhardti. No obstante, no
podemos excluir la existencia de dos sistemas de transporte con
diferentes afinidades por sulfato.

VELOCIDAD
(nmoles sulfato { mg Clorofila . h)
8

VELOCIDAD
{(nmoles sulfato / mg Clorofila . h)

300 600 900
SULFATO (uM)

Fig. 11. Consumo de sulfato por células de C. reinhardtii. Estudios cinéticos. Se muestra la velocidad
de consumo de sulfato por las células en funcién de la concentracién inicial del mismo. En la parte interior se
recoge la representacién de Eadie-Hofstee de los datos obtenidos. Mas detalles en Materiales y Métodos.
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Por su parte, la Fig. 12 muestra que la velocidad de consumo
de sulfato por células de C. reinhardti es méaxima a pH 7,0, que
coincide bien con el pH habitual del medio de cultivo.
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Fig. 12. Efecto del pH del medio de cultivo sobre el consumo de sulfato por C.
reinhardtii. Se determin6 la velocidad de consumo de sulfato, segun las condiciones
descritas en Materiales y Métodos, utilizando los tampones indicados.

1.3. Regulacién del consumo

Se realizaron experimentos de consumo de sulfato con células
de C. reinhardtii sometidas a distintos tiempos en condiciones de
carencia de azufre. Los resultados mostrados en la Fig. 13 indican
que al cabo de 10 min de experimento la cantidad de radiactividad
acumulada es 3 veces superior en células sometidas a hambre de
azufre durante 2 h y 13 veces superior si el periodo previo de hambre
de azufre se alargaba hasta 24 h. Llama poderosamente la atencion
la alta afinidad por sulfato de las células sometidas previamente a
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hambre de azufre que hace que éstas se llenen inmediatamente de
sulfato al iniciar el experimento.
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Fig. 13. Consumo de sulfato por células de C. reinhardtii sometidas previamente a
carencia de azufre. Células cultivadas en las condiciones estandar con sulfato 0,3 mM se
recogieron, lavaron y resuspendieron, a una concentracion final de 25 ug de clorofila por ml
en medio fresco de cultivo carente de azufre, y se mantuvieron en condiciones de
crecimiento durante los tiempos indicados. Las células asi tratadas se utilizaron para
estudios de consumo de sulfato, que se realizaron segin se indica en Materiales y Métodos.

Se estudidé también el efecto de la presencia de diferentes
aniones del tipo XO4> sobre el consumo de sulfato en condiciones de
saturacion (1 mM de sulfato externo). Los resultados mostrados en la
Tabla 5 indican que en todos los casos hay inhibicidn apreciable del
consumo de sulfato, si bien cromato, tiosulfato y seleniato resultaron
ser los mas eficaces al inhibir casi completamente el consumo de
sulfato, cuando su concentracién en el medio fue de 3 mM.
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La Fig. 14 muestra la representacién de Dixon para los datos
obtenidos en un estudio mas detallado de la inhibicién por tiosulfato,
que interfiere competitivamente el consumo de sulfato, con una K; de
60 uM.

Tabla 5. Efecto de aniones divalentes sobre el consumo de sulfato por células de C.
reinhardtii

Anién Consumo de sulfato (%)
03mM 1TmM 3mM

Sulfito 81 52 41
Seleniato 42 19 19
Cromato 22 0 0
Molibdato 75 67 28
Wolframato 81 80 80
Tiosulfato 71 46 20

Células crecidas en condiciones estandar de cultivo se prepararon para experimentos de
consumo de sulfato, segin se indica en Materiales y Métodos, excepto que en cada caso se
incluyé ademés el anién a la concentracion que se muestra. La velocidad de consumo sin
inhibidor (100 %) fue de 165 nmoles sulfato/mg Clorofila - h.
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Fig. 14. Inhibicién por tiosulfato del consumo de sulfato por células de C. reinhardtii. Se determind
velocidad de consumo de sulfato por las céiulas como se describe en Materiales y Métodos, pero incluyendo
en cada caso la concentracion de tiosulfato para cada concentracién de sulfato. La figura muestra la
representacion de Dixon de los resultados obtenidos.
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2. Estudio de las actividades tiosulfato reductasa y rodanasa de
C. reinhardtii

El hecho de que el tiosulfato fuese inhibidor competitivo del
consumo de sulfato sugirié el estudio de enzimas que pudiesen
utilizar tiosulfato como sustrato. Se detectaron en extractos crudos de
C. reinhardtii las actividades tiosulfato reductasa y rodanasa, y se
procedid a caracterizarlas.

2.1. Caracterizacion de las actividades TSR y RDN
La actividad tiosulfato reductasa, medida in situ e in vitro

(extractos crudos), requiere tiosulfato y un tiol como sustratos de la
reaccidn que cataliza, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacion de la actividad tiosulfato reductasa de C. reinhardtii

Sistema Actividad tiosulfato reductasa (%)
in vitro in situ
Completo 100 100
- Tiosulfato 0 0.1
- DTE 018 2!2
- Enzima 1,2 0,5

El sistema completo contenia en un volumen final de 0,5 ml: 5 umoles de tampén
CHES-KOH, pH 9,5; 2,5 umoles de DTE; 5 umoles de tiosulfato y la cantidad
apropiada de preparacién enzimatica. El 100 % de actividad in vitro fue de 5,37
U/ml, e in situ 0,93 U/mg Chl.

La enzima puede utilizar diferentes tioles como sustratos.
Como se muestra en la Fig. 15, la maxima actividad se obtiene
cuando se utiliza un ditiol reducido, como DTT o DTE, como sustrato
(100 y 97,2 % de actividad relativa respectivamente). Para los
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monotioles, la enzima muestra mucha menos actividad, siendo el mas
efectivo en cualquier caso la cisteina (23,9 %).

De manera analoga se caracterizd la actividad rodanasa.

Como se muestra en la Tabla 7, la enzima requiere tiosulfato y
cianuro como sustratos.

100 A

80

60 -

40 1

Actividad TSR (%)

20

Acido
Lipoico

GSH

Fig. 15. Efecto de diferentes tioles sobre la actividad TSR de C. reinhardtii. Se
determiné actividad tiosulfato reductasa en extractos crudos como se describe en Materiales
y Métodos, usando distintos tioles como sustratos, a una concentracién fina! de 10 mM para
los monatioles y 5 mM en el caso de ditioles. El 100 % de actividad fue de 1,76 U/ml.

Una vez detectadas y caracterizadas las actividades, se
estudiaron distintos métodos de rotura para la obtencién de extractos
crudos a partir de células de C. reinhardfi, de modo que la
recuperacion de actividad fuese la mayor posible. La Tabla 8 resume
los valores obtenidos para ambas actividades como resultado de la

obtencion de extractos crudos mediante congelacion/descongelacion
y por sonicacion.
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Tabla 7. Caracterizacién de la actividad rodanasa de C. reinhardtii

Sistema Actividad rodanasa (%)
in vitro in situ
Completo 100 100
- Tiosulfato 0 0
- Cianuro 0,3 0,1
- Enzima 7.5 1,1

E! sistema completo contenia en un volumen final de 0,5 ml: 5 pmoles de tampén CHES-
KOH, pH 9,5; 20 umoles de cianuro, 5 umoles de tiosulfato y la cantidad adecuada de
preparacion enzimatica parcialmente purificada. El 100 % de actividad in vitro fue de 1,90
U/ml, e in situ 0,44 U/mg Chl.

Tabla 8. Niveles de actividad tiosuifato reductasa y rodanasa en extractos crudos de
C. reinhardtii

Método de rotura Proteina Act. enzimatica
(mg/mi) (U/mg prot.)
DTE-TSR RDN
Congelacién 4,67 0,178 0,077
Sonicacién 8,69 0,073 0,029

Las células se cultivaron en condiciones estandar con sulfato 0,3 mM como fuente de
azufre. Durante la fase exponencial de crecimiento, se recogieron por centrifugacion y se
rompieron segln se indica, y se determinaron ambas actividades como se describe en
Materiales y Métodos.

Los mejores resultados de actividad especifica corresponden a
extractos crudos obtenidos mediante congelaciéon/descongelacion, de
modo que se eligid este método para posteriores preparaciones. A
continuacion, se estudid el efecto del pH en la extraccion de las
actividades tiosulfato reductasa y rodanasa. Los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla 9. Los mejores valores de actividad
especifica se obtuvieron a valores bajos de pH, usando tampoén
acético/acetato. Sin embargo, en cuanto a actividad total, se
recuperaba la maxima cantidad en tampon fosfato, practicamente la
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misma cantidad a pH 6 y a pH 7 (0,366 y 0,363 U/ml
respectivamente). En estos mismos extractos crudos se estudio la
estabilidad de ambas actividades tras mantenerlas en frio, a 4 °C,
durante 48 h. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 9. Efecto del tampén de extraccién sobre los niveles de actividad tiosulfato
reductasa y rodanasa en extractos crudos de C. reinhardtii

Tampén de extraccion pH Proteina DTE-TSR RDN
(mag/mi) (U/mg prot)
Acético/Acetato 4 0,294 0,588 0,203
Acético/Acetato 5 0,574 0,471 0,113
Fosfato potéasico 6 1,805 0,203 0,095
Fosfato potasico 7 2,594 0,140 0,046
TRIS-HCI 8 2,659 0,085 0,017
CHES-KOH 9 2,751 0,103 0,032
CHES-KOH 10 2,937 0,103 0,031

Se recogieron células cultivadas en condiciones estandar y se obtuvieron extractos crudos
por congelacién/descongelacioén, utilizando los distintos tampones indicados, a una
concentracién final de 100 mM. Se midieron ambas actividades como se describe en
Materiales y Métodos.

Tabla 10. Efecto del tampdn de extracciéon sobre la estabilidad de las actividades
tiosulfato reductasa y rodanasa en extractos crudos de C. reinhardtii

Tampén de extraccion pH Proteina DTE-TSR RDN
(mg/mi) (U/mg prot)
Acético/Acetato 4 0,294 0,010 0,010
Acético/Acetato 5 0,574 0,023 0,007
Fosfato potésico 6 1,805 0,013 0,005
Fosfato potéasico 7 2,594 0,014 0,003
TRIS-HCI 8 2,659 0,011 0,002
CHES-KOH 9 2,751 0,005 0,002
CHES-KOH 10 2,937 0,007 0,003

Se recogieron células cuitivadas en condiciones estandar y se obtuvieron extractos crudos
por congelacion/descongelacion, utilizando los distintos tampones indicados, a una
concentracion final de 100 mM. Después de incubar 48 h a 4 °C, se midieron ambas
actividades como se describe en Materiales y Métodos.
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En estas condiciones las actividades no eran estables a
ninguno de los pH probados. De este modo no se podia afrontar un
proceso de purificacion con varias etapas. Se probé DTT como
agente estabilizante y los resultados obtenidos se muestran en las
Tablas 11y 12,

Tabla 11. Efecto del DTT sobre la estabilidad de la actividad tiosulfato reductasa en
extractos crudos de C. reinhardtii

Tamp6n de extraccién pH Proteina Actividad DTE-TSR
(mg/mi) (U/mg prot)

t=0h t=48h
Acético/Acetato 5 0,304 1,746 0,792
+DTT 5 0,398 1,602 0,725
Fosfato potésico 6 2,512 0,284 0,017
+DTT 6 2,730 0,322 0,238
CHES-KOH 9 3,216 0,214 0,039
+DTT 9 3,477 0,281 0,129

Se recogieron células cultivadas en condiciones estandar y se obtuvieron extractos crudos
con diferentes tampones, 100 mM, y donde se indica, DTT 2 mM. A los tiempos indicados
se midié la actividad TSR segln se indica en Materiales y Métodos.

Tabla 12. Efecto del DTT sobre la estabilidad de la actividad rodanasa en extractos
crudos de C. reinhardtii

Tampédn de extraccion pH Proteina Actividad RDN
(mg/mi) (U/mg prot)

t=0h t=48h
Acético/Acetato 5 0,304 0,681 0,306
+DTT 5 0,398 0,467 0,245
Fosfato potasico 6 2,512 0,090 0,005
+DTT 6 2,730 0,084 0,098
CHES-KOH 9 3,216 0,072 0,013
+DTT 9 3,477 0,071 0,049

Se recogieron células cultivadas en condiciones estandar y se obtuvieron extractos crudos
con diferentes tampones, 100 mM, y donde se indica, DTT 2 mM. A los tiempos indicados
se midio la actividad RDN segln se indica en Materiales y Métodos.
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Como se aprecia en las tablas, en tampoén acético/acetato, el
DTT no ejerce ningun efecto estabilizante, pues para ambas
actividades, la pérdida es similar (algo mas del 50 %),
independientemente de la presencia o ausencia de DTT. No
obstante, su efecto es considerable en los otros dos tampones,
donde la pérdida de actividad es significativamente menor en
presencia de DTT.

Puesto que el DTT ejercia un efecto estabilizante sobre estas
actividades, se optimizé la concentracion del mismo para incluirlo en
los tampones utilizados posteriormente en la purificacion. Como se
muestra en la Fig. 16, a partir de 2 mM la extraccién de la actividad
TSR es maxima.
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Fig. 16. Efecto del DTT en el tampdn de extraccion sobre la actividad TSR de C.
reinhardtii. Se obtuvieron extractos crudos por congelacion de las células, utilizando
tampén CHES-KOH 10 mM pH 9,5, conteniendo distintas cantidades de DTT. El 100 % de
actividad corresponde a 0,31 U/mg proteina. Méas detalles en Materiales y Métodos.
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2.2. Purificacion de las actividades TSR y RDN

A partir de 29,5 g de células (peso fresco) se prepard un
extracto crudo por congelacién-descongelacién y se procedié del
modo siguiente:

a) Tratamiento con sulfato de protamina

Mediante este tratamiento se separan sustancias, como &cidos
nucleicos y pigmentos, que interfieren fuertemente en los posteriores
procesos cromatogréficos. La Fig. 17 muestra que la concentracién
optima final de protamina en el extracto es de 0,077 % (p/v) para el
caso de la tiosulfato reductasa. Segun ésto, al extracto crudo se le
anadio lentamente disolucion de sulfato de protamina al 2 % (p/v) en
el mismo tampdn de extraccion, hasta alcanzar la concentracién
adecuada. Después de 10-15 min de agitaciéon suave y continua a 4
°C para estabilizacion de la precipitacion, se cetrifugd a 27.000 g
durante 15 min, y el sobrenadante se utilizé como fuente de enzima
para las posteriores etapas de purificacion.
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Fig. 17. Efecto de la protamina en el extracto sobre la actividad tiosulfato reductasa
de C. reinhardtii. Alicuotas de un extracto crudo se tratan afiadiendo distintas cantidades
de sulfato de protamina. La mezcla se mantiene 15 min a 4 °C con agitacion continua, se
centrifuga a 15.000 g durante 15 min y se determina la actividad especifica en cada caso.
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b) Cromatografia en DEAE-sefacel

El sobrenadante obtenido tras el tratamiento con sulfato de
protamina, se filtr6 a través de una columna de intercambio ibnico
para realizar un primer fraccionamiento de las proteinas presentes en
la preparacion, en funcién de sus cargas eléctricas.

Las primeras cromatografias de este tipo se realizaron
utilizando tampédn fosfato potasico 10 mM pH 7,5 conteniendo 2 mM
de DTT pero los resultados obtenidos no fueron completamente
satisfactorios. Por esta razén, se utilizé como tampén de trabajo para
la purificacién tampon CHES-KOH 10 mM pH 9,5, conteniendo 5 mM
DTT.

El proceso cromatografico puede describirse del modo
siguiente: la preparacidbn enzimatica se pasé a través de una
columna empaquetada con DEAE-sefacel, y equilibrada con tampén
de trabajo, a un flujo maximo de 25 mi/h. Se lavé la columna con el
mismo tampodn y a continuacién se eluy6 la actividad correspondiente
afadiendo al tampén 75 mM de KCI. Finalmente, se eluyd el resto de
proteinas de la columna elevando hasta 2 M la concentracion de sal.
La Fig. 18 muestra el perfil de elucidn obtenido, apreciandose
claramente una buena correlacion en la elucién de las tres
aclividades estudiadas. Las fracciones con mayor actividad se
mezclaron y la preparacion resultante se concentrd por ultrafiltracion
y se suplementdé con KCI hasta 300 mM antes de ser sometida a la
siguiente etapa.

¢) Cromatografia en Fenil-sefarosa

Usualmente, para este tipo de cromatografia, la preparacion
enzimatica se suplementaba con sulfato aménico para aumentar la
fuerza ionica del medio y favorecer con ello las interacciones
hidrofdbicas entre la matriz y las proteinas de la preparacion. Sin
embargo, para nuestra preparacién era suficiente un aporte salino de
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KClI de hasta 300 mM para conseguir la retencion total de las
actividades que nos interesaban.

0,6 { o—e ax DTE-TSR - 2,0
G——€  Act. RDN AN
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Fig. 18. Cromatografia en DEAE-sefacel de una preparacidon enzimatica de C.
reinhardtii. El sobrenadante del tratamiento con sulfato de protamina se filtré a través de
una columna (1,6 ¢ x 40 cm) empaquetada con DEAE-sefacel. Las flechas indican las
concentraciones salinas afiadidas al tampén. Se recogieron fracciones de 3 ml. En las
fracciones se midieron las actividades indicadas y la absorcién a 280 nm. Més detalles en
Materiales y Métodos.

Por ello, la preparacion enzimatica obtenida en la etapa
anterior, con 300 mM de KCI se pasé a través de una columna
empaquetada con Fenil-sefarosa y equilibrada con tampén de trabajo
conteniendo 300 mM de sal. Posteriormente se lavé el lecho de la
columna con el mismo tampén, conteniendo sucesivamente 300 mM
y 100 mM de KCI. Las actividades enzimaticas estudiadas se
eluyeron con 50 mM de sal. Finalmente, la columna se lavé con 30 %
(v/v) de etilenglicol en el mismo tampén. El perfil de elucién de la
cromatografia se muestra en la Fig. 19. Al igual que sucediera en la
etapa anterior, la coelucion de las tres actividades seguidas es
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evidente y en una zona con baja cantidad de proteina. Esto indica
que dichas actividades podrian estar asociadas a la misma proteina.
Las fracciones con mayor actividad se mezclaron y concentraron, y
constituyen la fuente de enzima para posteriores experimentos.
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Fig. 19. Cromatografia en Fenil-sefarosa de la tiosulfato reductasa y rodanasa de C.
reinhardtii. La preparaciéon enzimatica resultante de la etapa anterior se suplementé con
KCI hasta 300 mM y se sometié.a una cromatografia hidrofébica en una columna (1,6 ¢ x
40 cm) empaquetada con Fenil-sefarosa. La columna se lavé con el mismo tampén
conteniendo 100 mM de sal y las actividades se eluyeron con el mismo tampén conteniendo
50 mM de KCI. Las flechas indican los cambios en la fase movil. Se recogieron fracciones .
de 1,5 ml a un fiujo maximo de 25 ml/h, donde se determinaron las actividades indicadas.
Mas detalles en Materiales y Métodos.

d) Tablas de purificacién

El proceso de purificacién descrito se resume en las Tablas
13, 14 y 15 para cada una de las actividades estudiadas.
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Tabla 13. Tabla de purificacion para la actividad DTE-tiosulfato reductasa de
C. reinhardtii

Etapa Vol Prot Act. Total Act.Espec. n Rec
(mi)  (mg) (v) (U/mg) (%)
Extracto crudo 140 569,0 164,2 0,29 1 100
Sbte. Sulfato de protamina 153 243,2 153,7 0,63 2,2 93,6
DEAE-Sefacel 278 9,7 81,1 839 29,1 494
Fenil-Sefarosa 1 0.7 30,9 4442 1540 18,8

Se realizé el proceso de purificacion segun se describe en el texto, a partir de 29,5
g de peso humedo de células crecidas en condiciones estandar con sulfato 0,3 mM
como fuente de azufre. Mas detalles en Materiales y Métodos.

Tabla 14. Tabla de purificacién para la actividad GSH-tiosulfato reductasa de
C. reinhardtii

Etapa Vol Prot Act. Total Act. Especifica n Rec
(m) (mg) (U) (U/mg) (%)
Extracto crudo 140 569,3 33,6 0,059 1 100
Sbte. Sulfato de protamina 153 2432 34,4 0,141 2,4 102,4
DEAE-Sefacel 278 9,7 147 1,516 25,7 43,6
Fenil-Sefarosa 11 0,7 2,6 3,79 642 7.8

Las condiciones fueron analogas a las descritas en la Tabla anterior.

Tabla 15. Tabla de purificacién para la actividad rodanasa de C. reinhardtii

Etapa Vol Prot Act. Total Act. Especifica n Rec
(m) (mg) (U) (Umg) (%)
Extracto crudo 140 569,3 93,7 0,165 1 100
Sbte. Sulfato de protamina 153 243,2 88,4 0,364 2,2 94,4
DEAE-Sefacel 278 97 433 4,48 27,2 46,3
Fenil-Sefarosa 11 07 17,6 2526 153,0 18,7

Condiciones andlogas a las descritas en la Tabla 13.
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2.3. Propiedades cinéticas de la actividad DTE-TSR

a) Efecto del pH

En la Fig. 20 se muestra la dependencia de la actividad DTE-
TSR con el pH en el intervalo comprendido entre 6 y 12 unidades.

100-
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G—=© TRIS-HCI
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Actividad DTE-TSR (%)

».
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Fig. 20. pH optimo para el ensayo de actividad DTE-tiosulfato reductasa de C.
reinhardtii. Se midi6 DTE-TSR en la preparacion purificada de ta enzima pero usando el
tampén correspondiente a una concentracion de 50 mM en el ensayo, y el pH indicado. E!
100 % de actividad corresponde a 2,2 U/ml.

Existe una amplia zona de pH en la que la actividad es
maxima, entre 9,5 y 11,5 aproximadamente. A medida que disminuye
el valor del pH, lo hace también la actividad DTE-TSR detectada,
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siendo de aproximadamente un 50 % a pH 8, y algo mas del 25 % a
pH 6.

b) Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la actividad DTE-TSR se
muestra en la Fig. 21A. La temperatura 6ptima de trabajo resulté ser
55 °C, si bien un incremento de so6lo 5 °C supone una bajada de
actividad hasta el 85 %, mientras que a 50 °C el nivel de actividad se
mantiene por encima del 90 %. Por otra parte, la Fig. 21B muestra la
representacion de Arrhenius de las velocidades maximas a cada
temperatura, en el intervalo 30-55 °C. Los valores obtenidos se
disponen linealmente, siendo la pendiente de la recta ajustada
proporcional a la energia de activacién de la reaccion catalizada por
la enzima. Para esta reaccion, el valor calculado a partir de los datos
obtenidos fue de 32,2 kJ/mol.

Posteriormente se realizaron estudios de estabilidad de la
actividad enzimatica. Los resultados recogidos en la Fig. 22 muestran
que tanto a 60 como a 70 °C, la enzima es estable incluso después
de 30 min de incubacion a estas temperaturas, conservando mas del
90 % de actividad en ambos casos, de modo que el descenso de
actividad observado a partir de 55 °C no se debe a inactivacion de la
enzima, sino mas bien a posibles interferencias entre los sustratos o
los productos de la reaccion. A medida que aumenta la temperatura
de incubacioén, disminuye el porcentaje de actividad que se conserva,
siendo éste del 68 % a 80 °C y del 54 % a 90 °C.
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Fig. 21. Temperatura optima para el ensayo de la actividad DTE-tiosulfato reductasa.
La actividad enzimatica se midi6 como se describe en Materiales y Métodos, pero
cambiando la temperatura de incubacidn, segln se indica. El 100 % de actividad
corresponde a 2,2 U/ml. A. Datos obtenidos. B. Representacién de Arrhenius de los
resultados en el intervalo 30-55 °C.
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Fig. 22. Inactivacion térmica de la actividad DTE-tiosulfato reductasa de C. reinhardtii.
Preparaciones parcialmente purificadas de tiosulfato reductasa se incubaron a las distintas
temperaturas en el tampén de ensayo de la actividad. A los tiempos indicados, se enfriaron
los tubos en hielo y al final del experimento se completé la enzima con los reactivos del
ensayo de actividad DTE-TSR, descrito en Materiales y Métodos, y se procedié a medir la
misma. El 100 % de actividad corresponde a la preparacion conservada a 4 °C y fue de
4,71 U/ml.

c) Determinacién de los valores de K, para los distintos sustratos de
la actividad DTE-TSR

La Fig. 23 muestra el resultado de la determinacion de la K,
para tiosulfato. Se determinaron también los valores de K. para
distintos tioles que la enzima puede utilizar como sustratos, tales
como DTE, glutatién, DTT o cisteina. Los resultados se muestran en
las figuras 24 y 25.



RESULTADOS 101

1V
(mu'y |
0,10 -
0,05 -
Km=0,5 mM
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

1/15,071 (mM")

Fig. 23. Representacién de Lineweaver-Burk para la determinacion de la Kn para
tiosulfato de la tiosulfato reductasa de C. reinhardtii. Se midi6 la actividad DTE-TSR
como se describe en Materiales y Métodos, salvo que la concentracién de tiosulfato en el
ensayo se varié como se indica en la figura. Se utilizé la preparaciéon obtenida en el proceso
de purificaciéon
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Fig. 24. Representacion de Lineweaver-Burk para la determinacién de la K, para DTE
y Glutatién de la tiosulfato reductasa de C. reinhardtii. Se midieron las actividades DTE-
TSR, a distintas concentraciones de DTE (A), y GSH-TSR, a distintas concentraciones de
glutatién (B). Mas detalles en Materiales y Métodos. Se utilizé la preparacion parcialmente

purificada de la enzima.
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Fig. 25. Representacién de Lineweaver-Burk para la determinacion de la Kn para DTT
y Cisteina de la tiosulfato reductasa de C. reinhardtii. Se midieron las actividades DTT-
TSR, a distintas concentraciones de DTT (A), y Cys-TSR, a concentraciones variables de
cisteina (B). Mas detalles en Materiales y Métodos. Se utilizé la preparacién parcialmente
purificada de la enzima.
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d) Efecto de inhibidores sobre la actividad DTE-TSR

En la Tabla 16 se muestra el efecto de algunos inhibidores
sobre la actividad DTE-TSR. Los reactivos de grupos sulfhidrilo, no
parecen afectar a la enzima, que aparenta ser mas susceptible a la
accion de reactivos de grupos amino, de modo que 1 mM de TNBS
inhibe casi el 80 % de la actividad, lo que parece deberse a
modificaciones en aminoacidos arginina, pues un reactivo especifico
de lisina, como es el piridoxal-5'-fosfato, casi no produce inhibicidn
mientras que un reactivo especifico de arginina como el fenilglioxal si
produce una fuerte inhibicién de la actividad DTE-TSR.

Tabla 16. Efecto de inhibidores sobre la actividad DTE-TSR en C. reinhardtii

Inhibidor Conc. (mM) Actividad DTE-TSR (%)
90 min 180 min 18 h
Control 100 100 100
MMTS 1 98,8 - ---
pHMB 0,01 102,7 102,3 101,6
pHMB 0,1 90,5 90,7 90,8
lodoacetamida 1 98,0 94,0 94,3
TNBS 1 21,6 12,1 4,4
N-acetilsuccinimida 5 79,6 --
PLP 5 75,0 98,4 90,3
Fenilglioxal 5 28,3 31,7 10,2
2,3-Butanodiona 5 98,4 -
EDC+GEE 1+0,5 69,3 --- -

Alicuotas de una preparacién enzimatica parciaimente purificada, dializada frente a
tampon CHES-KOH 10 mM pH 9,5, se incubaron a 4 °C junto con cada inhibidor. A
los tiempos indicados, se midi6 la actividad DTE-TSR como se describe en
Materiales y Métodos, pero incluyendo en la mezcla de ensayo el inhibidor
indicado. ElI 100 % de actividad corresponde a la preparacion dializada,
concentrada y conservada a 4 °C, cuyo valor fue de 3,51 U/ml.
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2.4. Propiedades cinéticas de la actividad RDN

a) Efecto del pH

La Fig 26 muestra la variacion con el pH de la actividad
rodanasa, en el intervalo 6-12 unidades.
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Fig. 26. Efecto del pH sobre la actividad rodanasa de C. reinhardtii. Se midi6 la
actividad RDN utilizando como fuente de enzima una preparacion parcialmente purificada,
como se describe en Materiales y Métodos, pero utilizando el tampén correspondiente a una
concentracion de 50 mM en el ensayo. EI 100 % de actividad corresponde a 0,40 U/ml.

La actividad es méaxima entre pH 9,5-10 aproximadamente,
mostrando una bajada significativa entre 10,5y 11.

b) Efecto de la temperatura
El efecto de la temperatura sobre la actividad RDN se muestra

en la Fig. 27A. El maximo de actividad se alcanza a 55 °C, aunque a
50 °C ya se mide el 95 % de la misma, pasando a ser solo del 62,3 %
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a 60 °C. Con los datos obtenidos se calculé la energia de activacion
de la reaccion catalizada por la enzima, mediante la expresiéon de
Arrhenius. La representacion grafica se muestra en la Fig. 27B.
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Fig. 27. Temperatura éptima de trabajo para la actividad rodanasa de C. reinhardtii. Se
midié actividad RDN utilizando como fuente de enzima una preparacién parcialmente
purificada, como se describe en Materiales y Métodos, pero cambiando la temperatura de
incubacién. El 100 % de actividad corresponde a 0,64 U/ml. A. Datos obtenidos. B.
Representacion de Arrhenius de los resultados en el intervalo 6-55 °C.
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La energia de activaciéon calculada para la rodanasa fue de
32,8 kd/mol.

Por otra parte, la Fig. 28 muestra la resistencia a la
inactivacion térmica de la actividad rodanasa. Como puede
apreciarse la incubacién de la enzima a 60 °C durante 10 min supone
una inactivacion de sélo el 5 %, lo que indica que el descenso de
actividad mostrado en la Fig. 27A a esta temperatura no se debe
totalmente a la inactivacion de la enzima sino que existe
probablemente una interferencia significativa de reactivos vy
productos de la reaccion. A esta temperatura, tras 30 min de
incubacion se conserva mas del 60 % de la actividad inicial. A
medida que la temperatura de incubacion aumenta, disminuye la
cantidad de actividad conservada tras el tratamiento, llegando a ser
similar a 80 y 90 °C (21 y 26 % respectivamente).
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Fig. 28. Inactivacion térmica de la actividad rodanasa de C. reinhardtii. Preparaciones
parcialmente purificadas de rodanasa se incubaron a las distintas temperaturas en el
tampoén de ensayo de la actividad. A los tiempos indicados, se enfriaron los tubos en hielo y
al final del experimento se completé la enzima con los reactivos del ensayc de actividad
RDN, descrito en Materiales y Métodos, y se procedié a medir la misma. El 100 % de
actividad corresponde a la preparacion conservada a 4 °C y fue de 1,30 U/ml.
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c¢) Determinacion de los valores de K, para los distintos sustratos de
la actividad RDN

Se determind la K, para tiosulfato. El resultado se muestra en
la Fig. 29.
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Fig. 29. Representacién de Lineweaver-Burk para determinar la K, para tiosulfato de
la rodanasa de C. reinhardtii. Se midio la actividad RDN como se describe en Materiales y
Métodos salvo que la concentracion de tiosulfato en el ensayo se varié como se indica en la
figura.

La determinacién de K., para el otro sustrato de la reaccion
catalizada por la rodanasa, el cianuro, se muestra en la Fig. 30.
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Fig. 30. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar la K, para cianuro de la
rodanasa de C. reinhardtii. Se midi6 la actividad RDN como se describe en Materiales y
Métodos salvo que la concentracidn de cianuro en el ensayo se varié como se indica en la
figura.

d) Efecto de inhibidores sobre la actividad rodanasa

Se estudio el efecto de algunos inhibidores sobre la actividad
rodanasa. En primer lugar se observé que el DTE ejercia cierto
efecto inhibitorio, y se realizé un estudio cinético. La Fig. 31 muestra
la representacion de dobles inversos de los datos obtenidos. EI DTE
resultd ser un inhibidor competitivo con el cianuro, con una K; de 1
mM.

El efecto de otros inhibidores se resume en la Tabla 17. Como
se observa, los reactivos de grupos sulfhidrilo no afectan a la
actividad, mientras que reactivos de grupos amino producen una
fuerte inhibicién, fundamentalmente por modificacién de residuos de
arginina.
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Fig. 31. Efecto del DTE sobre la actividad rodanasa de C. reinhartii. Se midi6 la
actividad RDN como se describe en Materiales y Métodos pero cambiando la concentracién
de cianuro y en presencia de las concentraciones indicadas de DTE.

Tabla 17. Efecto de inhibidores sobre la actividad RDN en C. reinhardtii

Inhibidor Conc. (mM) Actividad RDN (%)
90 min 180 min

Control 100 100

pHMB 0,01 119,0 115,6
pHMB 0,1 108,5 101,8
lodoacetamida 1 65,2 52,2
TNBS 1 324 27,2
PLP 5 89,3 79,0
Fenilglioxal 5 13,5 20,8

Alicuotas de una preparacion enzimatica parcialmente purificada, dializada frente a
tamp6n CHES-KOH 10 mM pH 9,5, se incubaron a 4 °C junto con cada inhibidor. A
los tiempos indicados, se midi6 la actividad RDN como se describe en Materiales y
Métodos. EI 100 % de actividad corresponde a la preparacion dializada,
concentrada y conservada a 4 °C, cuyo valor fue de 0,73 U/ml.
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3. Separacion y caracterizacion de tres isoenzimas con actividad
O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C. reinhardtii

La O-acetil-L-serina sulfhidrilasa (OASS) se denomina también
O-acetil-L-serina(tiol)liasa (OAS-TL), y actuaimente hay evidencias
de que esta asociada con la enzima serina acetil transferasa (SAT),
formando el complejo funcional llamado cisteina sintasa. En nuestro
trabajo vamos a utilizar la denominacidon O-acetil-L-serina
sulfhidrilasa (OASS) en coherencia con trabajos anteriores.

3.1. Purificacion de las isoenzimas con actividad OASS

Hasta ahora se habian descrito dos isoenzimas con actividad
OASS en C. reinhardtii (Leén et al. 1987). Debido a que los datos
recientes en la literatura continuaban siendo contradictorios acerca
del numero de isoenzimas OASS en organismos fotosintéticos,
hemos considerado de interés hacer una revisién del niumero de
isoenzimas presentes en este alga. Mediante el proceso que se
describe a continuaciéon hemos conseguido por primera vez separar y
estudiar tres isoenzimas a partir de extractos crudos de C. reinhardtii.

El extracto crudo se sometié a un proceso analogo al descrito
anteriormente para tiosulfato reductasa y rodanasa, que consiste en
un tratamiento con sulfato de protamina para la separacién de acidos
nucleicos y pigmentos por precipitacion, y sucesivas cromatografias
en DEAE-sefacel y Fenil-sefarosa.

a) Tratamiento con sulfato de protamina

Al extracto crudo se le afadia lentamente el 8 % de su
volumen de una disolucién de sulfato de protamina al 2 % (p/v) en el
mismo tampdn de extraccion, para que la concentracion final fuese
de 0,16 %. Después de 10-15 min de agitacion suave y continua a 4
°C para estabilizacion de la precipitacion, se centrifugaba a 27.000 g
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durante 15 min, y el sobrenadante se utilizaba como fuente de
enzima para las posteriores etapas de purificacion.

b) Cromatografia en DEAE-sefacel

El sobrenadante obtenido en la etapa anterior, se sometid a
una cromatografia de intercambio iénico en DEAE-sefacel. Como
tampon de trabajo para la purificacion se utilizd tampédn fosfato
potasico 10 mM pH 7,5, conteniendo 2 mM DTT.

La preparacién enzimatica se paso a través de una columna
empaquetada con DEAE-sefacel, y equilibrada con tampén de
trabajo. Después de lavar la columna con el mismo tampén se eluyd
la primera isoenzima con actividad OASS ariadiendo al eluyente 50
mM de KCI. Posteriormente, se eluyeron las otras dos utilizando un
gradiente lineal de la misma sal entre 50 y 200 mM en tampén de
trabajo. La Fig. 32 muestra el perfil de elucion obtenido en este
proceso.
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Fig. 32. Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-sefacel de una preparacién de
O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C. reinhardtii. La preparacién enziméatica se aplico a
una columna (1,6 ¢ x 40 cm) empaquetada con DEAE-sefacel y equilibrada con tampén de
trabajo, a un flujo maximo de 30 ml/h. Las flechas indican la concentracion de KCl afiadida
al tampo6n de lavado. Se recogieron fracciones de 3 ml, donde se midié la actividad OASS y
la absorcién a 280 nm.

La fracciones con actividad OASS se reunieron dando lugar a
dos preparaciones, una con las fracciones correspondientes a la
elucion con 50 mM KCI (OASS;), y otra con las del gradiente salino
(OASS,3). Ambas preparaciones se sometieron a la siguiente etapa
de purificacion por separado.

c) Cromatografia en Fenil-sefarosa para la preparacién OASS;

Esta preparacion se sometié a una cromatografia hidrofébica
en Fenil-sefarosa. Tras ser suplementada con sulfato aménico hasta
el 10 % de saturacidn, se aplicé a una columna empaquetada con
Fenil-sefarosa y equilibrada con tampdn de trabajo, conteniendo 10
% de saturaciébn de sulfato amonico. La columna se lavd
sucesivamente con el mismo tampén conteniendo 10 %, 5 % y 0 %
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de saturacion de sulfato aménico. La Fig. 33 muestra el perfil
cromatografico obtenido.

J l —@— PROTEINA
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75 150 225 300 376
Volumen Elucién (ml)

Fig. 33. Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de la preparacion OASS; de C.
reinhardtii. La preparacion enzimatica, conteniendo 10 % de saturacion de sulfato aménico,
se aplicd a una columna (1,6 ¢ x 20 cm) empaquetada con Fenil-sefarosa y equilibrada con
tampoén de trabajo conteniendo la misma cantidad de sulfato aménico, a un flujo maximo de
30 mi/h. Las flechas indican la cantidad de sulfato aménico en el tampén de trabajo. Se
recogieron fracciones de 1,5 mi, donde se determiné la actividad OASS y la absorcién a 280
nm.

d) Cromatografia en Fenil-sefarosa para la preparacién OASS; s

Para esta preparacion se siguié el mismo proceso anterior,
salvo que tras eluir con tampén de trabajo, se lavé con etilenglicol al
30 % (viv) en el mismo tampon. La Fig. 34 muestra el perfil obtenido
en el proceso.
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Fig. 34. Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de la preparacion OASS; 3 de C.
reinhardtii. La preparacion enzimética, conteniendo 10 % de saturacion de sulfato aménico,
se aplicé a una columna (1,6 ¢ x 20 cm) empadquetada con Fenil-sefarosa y equilibrada con
tampon de trabajo conteniendo la misma fuerza i6nica, a un flujo maximo de 30 ml/h. Las
flechas indican la cantidad de sulfato aménico o etilenglicol en el tampén de trabajo. Se
recogieron fracciones de 1,5 ml, donde se determin¢ la actividad OASS y la absorcién a 280
nm.

La actividad enzimatica (OASS,) eluye mayoritariamente al 5
% de saturacion de sulfato amonico. Es curioso y frecuente que
cuando se quita la sal del tampén de elucién incrementa la actividad
que esta saliendo, lo que se repite en los distintos experimentos
realizados. Nosotros consideramos que ello se debe a un artefacto o
bien a alguna impureza de OASS; (que siempre es menor del 10 %),
que en la Fig. 33 vimos eluia al 0 % de sulfato aménico. Por otra
parte, cuando se anade etilenglicol al 30 % (v/v) al tampdn de lavado
se produce la elucién de un pico de actividad (OASS;) y otro bien
definido de proteina. Para comprobar que esta ultima actividad era
una isoenzima diferente y no un artefacto del proceso cromatografico
se sometié la isoenzima OASS, separada en la cromatografia
anterior a una nueva cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa, y
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condiciones analogas a las utilizadas previamente. El perfil de
elucion correspondiente se recoge en la Fig. 35, siendo de destacar
la ausencia de actividad en las fracciones eluidas con etilenglicol al
30 %.

1 5 % Sulf. Am. 0 % Sulf. Am. 30 % EG
= 1,00 -
£
3 -
(/2] - - 0,10
2 0,75 §
2 0,50 —@— PROTEINA 3
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< §
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Fig. 35. Cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa de la preparacién de OASS;
obtenida en la cromatografia anterior. Se realizé una cromatografia en Fenil-sefarosa en
una columna (1,6 ¢ x 10 cm) en las mismas condiciones de elucién descritas anteriormente,
salvo que el flujo méximo fue de 15 ml/h. Se recogieron fracciones de 1 ml, donde se
midieron actividad OASS y absorbancia a 280 nm.
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e) Tabla de purificacion

El proceso de purificacion descrito se resume en la Tabla 18.

Tabla 18. Tabla de purificacién para la actividad O-acetil-L-serina sufhidrilasa de C.
reinhardtii

Etapa Vol Prot Act. Total  Act. Especifica n Rec

(mi) (mg) (v) (U/mg) (%)

Extracto crudo 85 327 1.039 2,79 1 100

Sbte. protamina 90 218 1.028 4,71 1,7 99,0
DEAE-Sefacel

OASS; 62 45,8 210,6 4,60 1,6 20,3

OASSy3 225 32,3 504,3 15,61 56 485
Fenil-Sefarosa

OASS, 12 574 111,6 19,47 7,0 10,7

OASS; 189 13,62 206,0 15,11 54 198

OASS; 59 10,44 23,96 2,19 0,78 23

Se realizé el proceso de purificacion segin se describe en el texto, a partir de 26,7 g de
peso himedo de células crecidas en condiciones estandar con sulfato 0,3 mM como fuente
de azufre. Més detalles en Materiales y Métodos.

3.2. Propiedades cinéticas de las Isoenzimas
a) Efecto del pH

La Fig. 36 muestra la dependencia de la actividad OASS con
el pH en el intervalo 4-12. A pH inferior a 6 apenas puede detectarse
actividad, probablemente por volatilizacién de sulfuro como acido
sulfhidrico. Las tres isoenzimas presentan un maximo de actividad a
pH 8 con tampén fosfato, y tanto OASS, como OASS;, presentan otro
maximo de actividad a pH 9,5 en tampén CHES-KOH que podrian ser
artefactos ya que a valores de pH superiores a 8,0 se produce un
desplazamiento del grupo acetilo de la O-acetil-L-serina, que se
transforma en N-acetil-L-serina (Ledn, 1990). Por todo ello asumimos
que pH 7,5-8 es el 6ptimo para las distintas isoenzimas OASS de C.
reinhardftii.
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Fig. 36. Efecto del pH sobre la actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C.
reinhardtii. Se midi6 actividad OASS para las preparaciones purificadas de las tres
isoenzimas como se describe en Materiales y Métodos, utilizando los tampones indicados a
una concentracion final de 50 mM. El 100 % de actividad fue de 2,77 U/ml, 13,3 U/mly 3,22
U/mi para OASS,, OASS; y OASS; respectivamente.
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b) Efecto de la temperatura

La Fig. 37 muestra la dependencia de la actividad OASS con
la temperatura, en el intervalo 25-70 °C.
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Fig. 37. Efecto de la temperatura sobre la actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de
C. reinhardtii. Se midi6 la actividad OASS de las preparaciones purificadas
correspondientes a las tres isoenzimas como se describe en Materiales y Métodos pero
incubando a las temperaturas indicadas. El 100 % de actividad fue de 0,69 U/ml, 16,56
U/mly 0,14 U/ml para OASS,, OASS; y OASS; respectivamente.

Como muestra la figura, la temperatura éptima de trabajo es 50
°C para las isoenzimas OASS, y OASS;, mientras que para OASS; es
55 °C.

A partir de estos valores se pueden calcular las energias de
activacion correspondientes a cada isoenzima. Esto se muestra en la
Fig. 38.
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Fig. 38. Representacion de Arrhenius para la determinaciéon de la energia de
activacién de las reacciones catalizadas por las isoenzimas OASS de C. reinhardtii.
Se representan los datos de la figura anterior, en el intervalo 25-55 °C.

Los resultados de energias de activacion fueron 42,07 kJ/mol
para OASS;, 78,17 kJ/mol para OASS,, y 71,81 kJ/mol para OASSs.

La Fig. 39 muestra las curvas de desnaturalizacion térmica
correspondientes a las tres isoenzimas OASS. A partir de 60 °C
comienza la inactivacion térmica de OASS; y OASS,, siendo OASS;
ligeramente menos estable. Estos resultados indican que la
disminucion de actividad observada en las curvas de temperatura
Optima (Fig. 37) se debe, al menos en parte, a la desnaturalizacion
térmica de la proteina en cada caso.
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Fig. 39. Inactivacion térmica de las isoenzimas con actividad OASS de C. reinhardtii.
Preparaciones purificadas de las tres isoenzimas se incubaron en el tamp6n de medida de
actividad durante 10 min a las temperaturas indicadas, tras lo cual se enfriaron en hielo. A
continuacién se pusieron los restantes reactivos y se procedié a medir actividad OASS
como se describe en Materiales y Métodos. El 100 % de actividad, correspondiente a las
preparaciones conservadas a 4 °C, fue de 0,92 U/ml, 9,12 U/ml y 6,92 U/ml para OASS,
OASS; y OASS; respectivamente.

¢) Determinacion de los valores de K, para los sustratos de la
actividad OASS

La Fig. 40 muestra la representacion de dobles inversos para
la deteminacion del valor de K, para O-acetil-L-serina. En la Fig. 41
se muestra la representacion de dobles inversos para la
determinacion de las K, respecto a sulfuro.
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Fig. 40. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar los valores de K, para
OAS de la O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C. reinhardtii. Se midié |a actividad OASS
como se describe en Materiales y Métodos salvo que la concentracion de O-acetil-L-serina
se varié como se indica en la figura.
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Fig. 41. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar los valores de Kn para
sulfuro de la O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C. reinhardtii. Se midié la actividad
OASS como se describe en Materiales y Métodos salvo que la concentracién de sulfuro se
varié como se indica en la figura.
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d) Inhibicion de la actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa

Las figuras 42 y 43 muestran el efecto de cada uno de los dos
sustratos de la actividad OASS sobre la misma. En ambos casos se

observa inhibicidn por sustrato de las tres isoenzimas.
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Fig. 42. Inhibicién por O-acetil-L-serina de la actividad OASS de C. reinhardtii. Se
midi6é la actividad OASS como se describe en Materiales y Métodos excepto que se
incluyeron las concentraciones indicadas de OAS. El 100 % de actividad fue de 0,27 U/mi,
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12,85 U/mi y 1,34 U/mi para OASS,, OASS;, y OASS; respectivamente.

A partir de 20 mM comienza a apreciarse inhibicion de la
actividad por OAS. Para el sulfuro, la inhibicién se observa a partir de

10 mM.
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Fig. 43. Inhibicién por sulfuro de la actividad OASS de C. reinhardtii. Se midié la
actividad OASS como se describe en Materiales y Métodos excepto que se incluyeron las
concentraciones indicadas de sulfuro. El 100 % de actividad fue de 0,25 U/ml, 12,38 U/ml y
1,62 U/ml para OASS,, OASS; y OASS;3 respectivamente.

Ademas de los sustratos, se estudid la inhibicion producida por
L-metionina. La Fig. 44 muestra la representacion de Dixon para
cada isoenzima, y se observa que la inhibicion es no competitiva en
los tres casos, calculandose unos valores de K; de 1,4 mM, 0,5 mM y
1,0 mM para OASS,, OASS; y OASS; respectivamente.
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Fig. 44. Inhibicion por L-metionina de la actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa de C.
reinhardtii. Se midié la actividad OASS como se describe en Materiales y Métodos salvo
variando la concentracién de OAS 2 mM (®), 4 mM (O), 8 mM (B) y 10 mM (), e
incluyendo L-metionina en la mezcla de reaccién a las concentraciones indicadas.
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IV. DISCUSION

1. Consumo de sulfato

Muchos organismos pueden crecer con sulfato como unica
fuente de azufre, sintetizando a partir de él los compuestos que
contienen este elemento y que son esenciales para la vida, como
aminoacidos, sulfolipidos y otros metabolitos azufrados (Anderson,
1980; Schmidt, 1986). El consumo de sulfato se ha caracterizado en
diferentes organismos autotroficos, tales como plantas superiores
(Lass y Ulirich-Eberius, 1984), algas verdes (Biedlingmaier y
Schmidt, 1989) y cianobacterias (Green y Grossman, 1988). En
plantas, la mayor parte del sulfato obtenido por las raices se
transporta hasta las hojas, donde es reducido y asimilado hasta
cisteina mediante reacciones dependientes de luz (Schmidt y Trebst,
1969; Schwenn y Trebst, 1976). Se produce también alguna
reduccién en tejido no fotosintético, pero es de mucha menor
importancia (Anderson, 1980).

El consumo de sulfato por C. reinhardti se mostré como un
proceso dependiente de luz, con cinética multifasica en el rango O-
0,3 mM, y con valores de K, de 10 y 40 uM. Procesos multifasicos se
han descrito previamente en plantas (Nissen y Nissen, 1983), asi
como en el alga verde Chlorella fusca, para la que los valores de Kn,
obtenidos fueron 13, 39 y 280 uM (Biedlingmaier y Schmidt, 1989).
Sin embargo, en la cianobacteria Anacystis nidulans el consumo de
sulfato mostré un Unico valor de K, de alrededor de 1,35 uM (Green
y Grossman, 1988). En tabaco, en el rango 0,01-10 mM, también se
mostré cinética monofasica para el consumo de sulfato, con un valor
de K, de 20 uM (Jones y Smith, 1981).

La velocidad de consumo de sulfato por C. reinhardtii presentd
un valor maximo a pH 7,0 utilizando tampdn fosfato, que coincide con
el pH utilizado en el medio de cultivo. En C. fusca, el valor 6ptimo es
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9 usando Tris-HCI como tampén, y 8,5 cuando se utiliza tampédn
fosfato (Biedlingmaier y Schmidt, 1989). Para Anacystis nidulans el
pH optimo es 8 (Utkilen et al., 1976).

Cuando las células de cualquier organismo son sometidas a
condiciones de hambre de azufre, aumenta considerablemente la
velocidad de entrada de sulfato asi como la afinidad aparente de la
permeasa; ello sugiere que, bajo condiciones de hambre de azufre,
algunos organismos pueden inducir la sintesis de una nueva
permeasa mas especifica por sulfato (Jensen y Koénig, 1982;
Clarkson et al., 1983).

En celulas de C. reinhardtii sometidas a carencia de azufre, el
consumo se mostré 13 veces superior al control cuando el periodo de
carencia de azufre en el medio de cultivo era de 24 h. Ademas, se
obtuvo una alta afinidad por sulfato en las células sometidas a
hambre de azufre, de modo que la radiactividad acumulada en el
inicio del experimento era mayor a medida que aumentaba el periodo
de carencia de azufre al que se sometian las células. En Anacystis
nidulans se observa un incremento del orden de 10 veces (Green y
Grossman, 1988), que no afecta a la K, tras 24 h de tratamiento en
carencia de azufre. Tanto Synechococcus sp. PCC 7942 como C.
fusca muestran un elevado incremento en el consumo de sulfato por
células sometidas a carencia de azufre (Laudenbach y Grossman,
1991; Biedlingmaier y Schmidt, 1989). Se han sugerido dos
mecanismos para explicar este incremento en el consumo de sulfato
en células sometidas a carencia de azufre: a) sintesis en mayor
cantidad del sistema de transporte constitutivo, y/o b) sintesis de un
nuevo sistema de transporte con mayor afinidad por sulfato. (Davies
et al.,, 1994). En A. nidulans, se ha descrito que el cloranfenicol, un
inhibidor de la sintesis de proteinas inhibe el incremento de
velocidad de consumo que se produce como consecuencia de la
carencia de azufre, evidenciando que se requiere la sintesis de
proteina para la adaptacion a las condiciones de carencia (Green y
Grossman, 1988). El hecho de que en A. nidulans no se modifique la
Km sugiere que no se sintetizan nuevos sistemas de transporte, sino
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simplemente se incrementan los niveles del ya existente, de modo
semejante a lo que sucede en Salmonella typhimurium. En
Synechococcus sp. PCC 7942, se ha detectado la sintesis de una
proteina, localizada como peripldsmica, que se acumula
especificamente en condiciones de carencia de azufre. EI ARN
mensajero que codifica para esta proteina muestra elevados niveles
sobre 1 h después de que las células se pasan a un medio sin
azufre, y decrece rapidamente cuando se repone sulfato al medio.
Ademas, esta proteina tiene una secuencia de aminoacidos similar a
la rodanasa de higado bovino. El gen se localiza en la region que
codifica para los componentes del sistema de transporte de sulfato
(Laudenbach et al.,, 1991). Por contra, en Saccaromyces cerevisiae
existen dos sistemas de transporte, uno constitutivo, con baja
afinidad por sulfato, y otro de mayor afinidad que se sintetiza en
condiciones limitantes de azufre externo (Breton y Surdin-Kerjan,
1977).

El consumo de sulfato se inhibe por distintos aniones del tipo
X0,%, tales como cromato, seleniato, molibdato y wolframato, asi
como por otros compuestos de azufre como sulfito y tiosulfato. Entre
los aniones X0, sefialados, el mas efectivo fue el cromato, que
inhibié el consumo de sulfato en un 80 % a una concentracion de
inhibidor del orden de 1/3 de la concentracion de sulfato en el medio;
la inhibicién fue completa cuando las concentraciones eran del
mismo orden. El poder de inhibicion fue menor sucesivamente para
seleniato, molibdato y wolframato respectivamente. En Chlorella
fusca, se ha descrito una inhibicidon similar, sugiriéndose que el
tamarnio idénico es el factor determinante del poder de inhibicion
(Biedlingmaier y Schmidt, 1989). Sin embargo, Chlorella pyrenoidosa
(Vallée y Jeanjean, 1968), Spirulina platensis (Menon y Varma, 1982)
y hongos (Tweedie y Segel, 1970), no pueden discriminar entre
sulfato y molibdato o wolframato.

En cuanto a los analogos azufrados el tiosulfato inhibié algo
mas que el sulfito, y presentd una inhibicién competitiva, siendo la Ki
de 60 uM. También sulfito y tiosulfato inhiben el consumo de sulfato
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en Chlorella fusca (Biedlingmaier y Schmidt, 1989), y A. nidulans
(Green y Grossman, 1988) y el tiosulfato puede utilizarse como
sustrato alternativo al sulfato en hongos (Bradfield et al., 1970), algas
(Vallée y Jeanjean, 1968) y plantas superiores (Smith, 1976). En E.
coli se ha descrito la existencia de una proteina periplasmica
especifica para la unién de tiosulfato, la cual competiria con la
proteina que une especificamente sulfato por el sitio de unién con los
componentes del transporte insertos en la membrana plasmatica
(Hryniewicz et al., 1990). En Synechococcus sp. PCC 7942, el
tiosulfato puede introducirse en la célula de dos formas: mediante la
proteina periplasmica que une sulfato, compitiendo con éste en la
union, o bien mediante componentes de la membrana plasmatica
diferentes a los del sulfato, ya que mutantes en los genes que
codifican para estos componentes pueden crecer, aunque muy
lentamente, con tiosulfato como Unica fuente de azufre (Laudenbach
y Grossman, 1991). En Salmonella typhimurium la inhibicion del
sistema de transporte de sulfato por tiosulfato se produce por
competencia en la unién a nivel de la membrana plasmatica, ya que
la proteina periplasmica que une sulfato no es capaz de unir
tiosulfato (Laudenbach y Grossman, 1991).

En lo que se refiere al mecanismo utilizado, mientras que en
eucariotas hay evidencias de que el transporte de sulfato a través de
la membrana plasmatica esta ligado a un gradiente de protones, o de
potasio en algunas algas marinas (Lass y Ullrich-Eberius, 1984;
Cram, 1990), en procariotas el transporte de sulfato parece ocurrir
por medio de las llamadas permeasas peripldsmicas (Ferro-Luzzi
Ames y Joshi, 1990; Laudenbach y Grossman, 1991). Estos
mecanismos se representan en la figura 45.
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Fig. 45. Mecanismos de transporte de sulfato al interior celular. A. Permeasas
integradas en la membrana. B. Existencia de permeasas periplasmicas.

Nuestros datos sugieren la existencia en C. reinhardtii de un
transporte de sulfato con las siguientes caracteristicas: a) requiere
energia metabdlica; b) esta mediado por permeasas especificas, una
constitutiva y otra probablemente inducida en ausencia de azufre; c)
el tiosulfato entra en las células por el mismo sitio del sulfato; d)
nuestros datos son compatibles con que el transporte de sulfato a
través de la membrana plasmatica estda ligado a un gradiente
electroquimico de protones, segun se ha descrito para otros
organismos eucarioticos.

Estas permeasas parecen estar reguladas por calcio (Jones y
Smith, 1981), pH (Spedding et al., 1980), aminoacidos (Hart y Filner,
1969) y la concentracion interna de sulfato (Smith, 1980) y
compuestos reducidos de azufre (Jones y Smith, 1981). En cualquier
caso la evidencia experimental es escasa y se complica por la
existencia de sulfato acumulado en vacuolas.
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2. Actividades tiosulfato reductasa y rodanasa

Se detectaron en C. reinhardtii las actividades tiosulfato
reductasa y rodanasa. El ensayo de actividad utilizado en este
trabajo se basa en el previamente descrito por Chauncey et al.,
(1987). En este trabajo se ha modificado la determinaciéon de sulfito
final del ensayo de actividad, de modo que se realiza a la longitud de
onda donde el reactivo da minima interferencia sobre el complejo que
se determina. La calibracion muestra la fiabilidad de la
determinacion, asi como permite la obtencién del coeficiente de
extincion a la nueva longitud de onda.

Ambas actividades se mostraron absolutamente dependientes
tanto de tiosulfato como de aceptor tidlico, in vivo e in vitro en
medidas en extractos crudos. La actividad tiosulfato reductasa fue
maxima cuando se utilizaron ditioles (DTE 6 DTT), si bien la enzima
puede utilizar otros sustratos como glutation, cisteina o acido lipoico.
En Chlorella fusca la actividad encontrada utilizando monotioles
como sustratos es de aproximadamente el 10 % respecto a la
encontrada utilizando DTE (Schmidt ef al., 1984).

Tanto la actividad tiosulfato reductasa como la actividad
rodanasa se mostraron muy inestables en extractos crudos. La
enzima de levadura se estabiliza con 1 mM de tiosulfato sédico en el
tampon, si bien se muestra muy inestable en todos los procesos de
cromatografia de intercambio i6nico (Chauncey y Westley, 1983a).
Las preparaciones con actividad rodanasa siempre se obtienen
incluyendo en todos los procesos tiosulfato, que reacciona con la
enzima produciendo lo que se denomina S-rodanasa, ya que la
rodanasa libre es muy inestable (Weng et al., 1978). En Chlorella
fusca, si las células se rompen en ausencia de mercaptoetanol
practicamente no se detecta actividad en los extractos crudos.
Aparece un buen nivel de actividad cuando las células se rompen en
presencia de 10 mM de mercaptoetanol, y ademas, la actividad
rodanasa que proviene de extractos libres de tiol puede reactivarse
por la adicidon de este reactivo (Schmidt et al., 1984). En nuestro
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caso, ni el uso de tiosulfato sédico ni de mercaptoetanol en el tampén
de extraccion estabilizé la actividad, mientras que la presencia de
DTT daba mejor resultado.

Los primeros intentos de purificaciéon se realizaron utilizando
tampén fosfato 10 mM pH 7,5 conteniendo 2 mM DTT, ya que éstas
parecian las mejores condiciones de extracciéon y mantenimiento de
la actividad. Sin embargo, siempre aparecia una parte de actividad
que no se retenia en el gel de intercambio idnico utilizado (DEAE-
sefacel), y la elucién de la actividad tiosulfato reductasa se producia
con la aparicion de varios picos con actividad pero que no llegaban a
resolverse. Ademas, estos resultados se mostraron dificilmente
reproducibles. Tras diversos intentos, se optd por la utilizacion de
tampdn CHES-KOH 10 mM pH 9,5, conteniendo 5 mM DTT como
tampdn de trabajo, pues de este modo se conseguian resultados
reproducibles.

Durante la purificacion a partir de extractos crudos de C.
reinhardtii, se siguieron ambas actividades, midiéndose la actividad
tiosulfato reductasa tanto con DTE como con glutatidon. Los diferentes
cromatogramas mostraron que las actividades eluyen en las mismas
fracciones. Como paso adicional para el proceso de purificacion se
intentaron cromatografias de afinidad en tiol-sefarosa y cisteina-
sefarosa. Sin embargo, en un amplio rango de pH y de fuerza idnica
la enzima no se retenia en ninguno de los soportes ensayados. Este
mismo hecho se ha descrito para l|a tiosulfato reductasa de levadura
(Chauncey y Westley, 1983a), donde ninguna de las actividades
purificadas se retiene en este tipo de soportes.

Las tablas de purificacion muestran valores muy similares para
ambas actividades cuando la tiosulfato reductasa se mide con DTE,
mientras que para la actividad medida con glutation, tanto el numero
de veces que se purifica como el porcentaje de recuperacién son
sensiblemente menores. Estos datos, junto con los de elucion
sugieren que se trata de la misma enzima.
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La actividad tiosulfato reductasa mostré ser bastante estable
con el pH, manteniendo el 100 % de actividad en el rango 9,5-11,5.
En C. fusca, todas las isoenzimas tienen un pH o6ptimo de 9,0
excepto una de ellas, para la que el valor es 8,5 (Schmidt et al.,
1984). Para la actividad rodanasa, el pH 6ptimo fue también de 9,5-
10, si bien en este caso la zona de maxima actividad es mas estrecha
que para la actividad tiosulfato reductasa. En cuanto a la temperatura
optima, para la actividad tiosulfato reductasa fue de 55 °C, si bien
entre 50 y 60 °C la actividad se mantiene por encima del 85 %. El
valor de energia de activacion calculado a partir de la representacion
de Arrhenius fue de 32,2 kJ/mol. Para la actividad rodanasa, la
temperatura optima fue de 55 °C también, aunque en este caso se
produce un descenso mucho méas pronunciado a partir de esa
temperatura. La energia de activaciéon calculada fue de 32,8 kJ/mol.
Para la rodanasa de la bacteria metanogénica Methanosarcina frisia,
el valor de pH 6ptimo es 11, y su temperaura éptima 60 °C
(Turkowsky ef al., 1991).

La actividad tiosulfato reductasa se mostré6 mas resistente
frente a la temperatura que la actividad rodanasa. Después de 30 min
de tratamiento a 70 °C, la actividad tiosulfato reductasa mantuvo mas
del 90 % de la actividad inicial, mientras que la actividad rodanasa
s6lo mantuvo un 40 % aproximadamente. Al aumentar la temperatura,
la actividad tiosulfato reductasa se perdié en mayor medida, llegando
a ser de algo mas del 50 % tras el tratamiento a 90 °C. Para la
actividad rodanasa, a 90 °C se mantuvo algo mas del 20 % de la
actividad inicial. La actividad rodanasa es mucho mas estable que la
de E. coli, que se mantiene activa sélo hasta 48 °C (Mendoza et al.,
1992). Estos datos indican que la disminucién de actividad observada
cuando la incubacidon de sustratos se realiza a temperaturas
superiores a 55 °C podria deberse a algun efecto sobre los mismos, y
no a la inactivacién térmica de la enzima, o bien que una vez
realizado el tratamiento térmico a la enzima, y suponiendo que ésta
se desnaturalizase, el cambio a una temperatura inferior para la
medida de actividad supusiera la renaturalizacion de la enzima, de
modo que volviese a mostrarse activa. La rodanasa de higado bovino
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puede recuperar su plegamiento normal después de un tratamiento
desnaturalizante con urea en aproximadamente un 80 % a 10 °C,
mientras que esta renaturalizacién sélo se produce en un 10 % a 37
°C (Mendoza et al., 1991). Entre 30-40 °C se produce una transicion
estructural que puede distinguirse por fluorescencia y que conduce a
la inactivacién de la enzima y su agregacion, siendo también
inactivos los agregados. Esta inactivacion puede protegerse
anadiendo altas concentraciones de 2-mercaptoetanol o por tiosulfato
(Dungan y Horowitz, 1993).

Los valores de K, para tiosulfato fueron muy parecidos para
las dos actividades, 0,5 mM para la actividad tiosulfato reductasa y
1,5 mM para la rodanasa. Para las isoenzimas con actividad
tiosulfato reductasa de Chlorella fusca, los valores determinados
fueron del orden de 0,15 mM (Schmidt et a/., 1984), mientras que en
la bacteria Methanosarcina frisia el valor encontrado fue de 0,53 mM
(Turkowsky et al., 1991). Sin embargo los valores para el segundo
sustrato fueron significativamente distintos entre ambas actividades.
Para los sustratos de la actividad tiosulfato reductasa, los valores
estuvieron alrededor de 1-2 mM para los monotioles y sobre 0,25 mM
para los ditioles. En cambio, para la actividad rodanasa la K, para
cianuro tiene un valor de 7 mM. En cuanto a este segundo sustrato la
enzima de Chlamydomonas se muestra algo mas afin que la de
Chlorella, para la que se determinan valores de K, para DTE entre
1,5-3 mM, para las diferentes isoenzimas con actividad tiosulfato
reductasa en preparaciones parcialmente purificadas, y 20 mM para
cianuro, utilizando extractos crudos de Chlorella (Schmidt et al.,
1984). En M. frisia, la K, para cianuro es 1,57 mM (Turkowsky et al.,
1991).

La actividad tiosulfato reductasa no se afecté por la presencia
en el medio de reaccién de reactivos de grupos sulfhidrilo como el p-
hidroximercuribenzoato (pHMB), metilmetanotiosulfonato (MMTS) 6
iodoacetamida (IAA). La actividad rodanasa tuvo un comportamiento
similar respecto al pHMB, mientras que la iodoacetamida si ejercié
sobre ella algun efecto inhibidor. Esto indica que no existen cisteinas
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esenciales para la actividad en ninguno de los dos casos, o bien que
los grupos sulfhidrilo de estos aminoacidos no son accesibles a los
reactivos ensayados. La enzima de higado bovino contiene 4
cisteinas por molécula, pero s6lo una de ellas es esencial para la
actividad (Miller-Martini et al., 1994), y sigue un mecanismo de doble
desplazamiento, en el que la cisteina-247 de la enzima reacciona
primero con tiosulfato para dar el complejo S-rodanasa, que en un
segundo paso transfiere el azufre a cianuro formando sulfocianuro y
regenerando la enzima (Ploegman et al, 1978). El complejo S-
rodanasa es muy estable, y puede incluso cristalizarse (Weng et al.,
1978). La no inactivacion de la actividad rodanasa de
Chlamydomonas podria deberse a la formacién de un complejo del
mismo tipo, pero esta hipétesis supondria un mecanismo diferente,
ya que deberia formarse mediante reaccién con el tiol presente en el
tampdn de purificacion, el cual estabilizaria la actividad. Para la
actividad GSH-tiosulfato reductasa de levaduras, se ha descrito que
a pH 9 la enzima sigue un mecanismo de doble desplazamiento bien
al azar o bien ordenado, en el que la enzima reaccionaria con el
segundo sustrato, el GSH, para formar un complejo que
posteriormente reaccionaria con el tiosulfato (Chauncey et al., 1987)

En ambos casos el TNBS a concentracion 1 mM inhibid casi el
80 % de la actividad tiosulfato reductasa y casi el 70 % de la
actividad rodanasa inicial. En ambos casos la inhibicion se debid a la
modificacion de grupos arginina, ya que el fenilglioxal, un reactivo
especifico de estos grupos mostré fuerte inhibicion, mientras que el
piridoxal-5'-fosfato, un reactivo modificador de grupos lisina mostré
mucho menos efecto inhibidor. Para la rodanasa de higado bovino, la
presencia de una arginina-186 y de una lisina-249 alrededor de la
cisteina-247 son esenciales para la actividad, ya que se muestran
fundamentales para la correcta orientacion en la unién del tiosulfato
(Luo y Horowitz, 1994). Cuando la arginina-186 se sustituye por
leucina, se observa un incremento en la K, para tiosulfato de 3,7 mM
a 73 mM con una leve disminucion en la velocidad méaxima. Si se
sustituye la lisina-249 por alanina, la enzima no puede utilizar
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tiosulfato como sustrato, pero si tiosulfonatos organicos (Luo y
Horowitz, 1994).

El DTE se mostrd inhibidor competitivo con respecto al cianuro
de la actividad rodanasa, y con un valor de K; de 1 mM. Este dato
sugiere que ambos compiten por el mismo sitio activo de la enzima, o
bien que el hecho de que se una uno de ellos modifique el sitio de
unién del otro, ya que a bajas concentraciones de tiol lo que se
observa es una activacion de la enzima. En Chlorella fusca, las
fracciones con actividad tiosulfato reductasa muestran también
actividad rodanasa cuando se incluye en el medio de reaccion algun
tiol, mientras que la actividad no era detectada en ausencia de tioles.
La concentracién del tiol utilizado es fundamental, ya que elevadas
concentraciones también pueden inhibir la actividad, lo que
concuerda con los valores de K, observados en Chlorella fusca
(Schmidt et al., 1984). Se ha descrito también activacion de rodanasa
con bajas concentraciones de cisteina, glutation, DTE y dihidrolipoato
en Methanosarcina frisia (Turkowsky et al., 1991).

Existe una cierta tendencia en la literatura a identificar las
rodanasas con las tiosulfato reductasas; ello se debe a la dificultad
de distinguir si una proteina tiene prioritariamente una actividad u
otra. Esto depende naturalmente de la afinidad que presente por
cianuro o por el ditiol. En cualquier caso debe destacarse que ambas
actividades van normalmente unidas, es decir, una rodanasa siempre
puede utilizar un ditiol en vez de cianuro como aceptor de azufre, y
viceversa.

Como vimos anteriormente, se han sugerido distintos papeles
fisioldgicos para las tiosulfato:aceptor sulfotransferasas (Cerletti,
1986), destacando su accidn como insertasa de azufre en la génesis
de los centros de reaccidn sulfoférrico de las proteinas redox (Pagani
y Galante 1983; Pagani et al., 1984; 1987). Las medidas de sulfuro
libre en plantas y algas muestran concentraciones del orden de
micromolar, mientras que la K., aparente para sulfuro de la O-acetil-
L-serina sulfhidrilasa es por lo general 3 6rdenes de magnitud
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superior (milimolar). Estos datos arrojan dudas de que efectivamente
sea el sulfuro el sustrato normal de la enzima in vivo. En este sentido
se ha especulado que una sulfotransferasa podria transferir el sulfuro
reducido desde un donador a la O-acetil-L-serina sulfhidrilasa. La
enzima de plantas no acepta tiosulfato como sustrato, pero se ha
conseguido formar cisteina en un sistema libre de células acoplando
tiosulfato con la OASS en presencia de tiosulfato reductasa
(Schmidth y Jager, 1992).

2 TSR + OASS 2
S,057 + OAS > Cys + SO5”

Recientemente se ha publicado el aislamiento, secuenciacion
y mutagénesis del gen que codifica la rodanasa de Azotobacter
vinelandii (Colnaghi et al., 1996), que ha supuesto un avance muy
importante en el conocimiento del papel fisiolégico y mecanismo de
reaccion de las sulfotransferasas. Los datos apuntan hacia una
posible muiltifuncionalidad de las rodanasas que supone una
importante solucién a problemas fundamentales de la quimica del
azufre en distintos contextos metabdlicos de los seres vivos. Por otra
parte resulta sorprendente las analogias secuenciales tan
significativas que se presentan entre las rodanasas de vertebrados y
aquéllas de organismos procaribticos.

3. Actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa

La O-acetil-L-serina sulfhidrilasa cataliza la formacion de
cisteina a partir de O-acetil-L-serina y sulfuro. Hasta la fecha, se
habian descrito dos isoenzimas en Chlamydomonas reinhardtii (Leén
et al., 1987). En el presente trabajo, hemos purificado parcialmente
tres isoenzimas con actividad O-acetil-L-serina sulfhidrilasa, que se
separan mediante cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-
sefacel (OASS,;) y cromatografia hidrofébica en Fenil-sefarosa
(OASS; y OASS:).
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Las tres isoenzimas mostraron una dependencia similar con el
pH y la temperatura. Para todas ellas, hay un maximo de actividad a
pH 8, si bien OASS, y OASS; presentan otro maximo a pH 9,5. Las
enzimas de plantas superiores como Spinacia oleracea (Murakoshi et
al., 1985), Quiscalis indica (Murakoshi et al., 1986), Brassica juncea
(lkegami et al., 1988b) y Pisum sativum (lkegami et al., 1987)
muestran valores de pH optimos similares para las isoenzimas y
comprendidos entre 8 y 8,3. Por otra parte, las dos isoenzimas de
Rhodospirillum tenue varian en su dependencia del pH, mostrando
una de ellas un amplio intervalo de pH o6ptimo entre 7,3 y 8,2,
mientras que la otra presenta un maximo agudo a pH 7,7 (Hensel y
Truper, 1983). También se ha descrito una inactivacion rapida e
irreversible de la enzima de Phaseolus a valores de pH inferiores a
7,4 (Bertagnolli y Wedding, 1977). Para la enzima de Sa/monella, se
ha descrito que los coeficientes de extincion correspondientes a los
maximos de absorcion a 280 y 412 nm no dependen del pH entre 5,5
y 10,8. La adicidén de OAS supone un desplazamiento del maximo a
412 nm hasta 470 nm, y el espectro es independiente del pH en el
rango 5,5-9,2 (Cook ef al, 1992). Con respecto a la temperatura,
tanto OASS; como OASS; tienen su 6ptimo a 50 °C, mientras que
OASS; lo presenta a 55 °C. A partir de estos valores se produce una
acusada disminucién de actividad, y s6lo 5 °C mas supone la pérdida
de algo menos del 50 % de actividad para OASS,; y OASS; y sobre
un 30 % para OASS; Los valores de energias de activacion
calculados a partir de estos datos fueron 42,07 kJ/mol para OASS;,,
78,17 kJ/mol para OASS, y 71,81 kJ/mol para OASS;.

En cuanto a la resistencia frente al calor, las tres isoenzimas
mantienen integramente su actividad después del tratamiento a 50
°C. A 60 °C, sb6lo OASS; pierde algo de actividad, y para
temperaturas superiores, la disminucién es ya muy acusada. Tras el
tratamiento a 80 °C, casi no se detecta actividad de ninguna de ellas.

La isoenzima OASS; se mostré con mayor afinidad por OAS, si
bien los valores obtenidos para las K, en los tres casos fueron muy
parecidos. Para OASS; se obtuvo un valor de 2,5 mM, 6,5 mM para
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OASS; y 10 mM para OASS;. Estos valores son algo mas altos que
los obtenidos para otros organismos donde se han aislado
isoenzimas, en los que los valores suelen ser similares y oscilan
entre 1 y 3 mM, excepto en Quisqualis indica, donde presentan
valores de 1,9 y 7,1 mM (Murakoshi et al., 1986), Rhodospirillum
tenue donde se han determinado valores de 2,9 mM y 50 mM para
cada una de las isoenzimas (Hensel y Triper, 1983) y Lathyrus
sativus, para la que los valores son 6,1 y 7,2 mM (lkegami et al.,
1993). Para la enzima de Sa/monella, se ha obtenido un valor de 3
uM a pH 6,9, observandose un incremento de un orden de magnitud
en este valor por cada unidad de pH que se disminuya (Cook et al.,
1992). Con respecto a sulfuro, el otro sustrato de la reaccion, fue
OASS; la mas afin, aunque también en este caso los valores son muy
parecidos entre si, y globalmente menores que los obtenidos para
OAS. Los valores de K, para sulfuro obtenidos fueron 1,2 mM para
OASS;, 2,0 mM para OASS; y 0,75 mM para OASS;. Los valores
descritos para plantas son bastante mas bajos, y oscilan entre 30 y
60 uM (lkegami et al., 1988a; 1988b; Murakoshi et al., 1985). Los
valores determinados en este trabajo son similares a los obtenidos
para cianobacterias (Diessner y Schmidt, 1981) o bacterias
fotosintéticas (Hensel y Traper, 1983), que son préoximos a 1 mM.

Las actividades OASS detectadas en C. reinhardtii se inhiben
por elevadas concentraciones de OAS y de sulfuro en el medio. A
partir de 20 mM de OAS en el medio de reaccién se produce
inhibicion de la actividad OASS, asi como a partir de 10 mM de
sulfuro en el medio. En Phaseolus vulgaris, y Phaseolus polyanthus
una de las isoenzimas muestra inhibicién por OAS a concentraciones
mayores de 10 mM, mientras que la otra no se inhibe (Bertagnolli y
Wedding, 1977). Por otra parte, la inhibicion por sulfuro se ha
observado en algunas plantas como Phaseolus (Bertagnolli y
Wedding, 1977) y procariotas fotosintéticos como Synechococcus
(Diessner y Schmidt, 1981) y Rhodospirillum tenue (Hensel y Truper,
1983), mientras que no se manifiesta en otras plantas como Citrullus
vulgaris (lkegami et al., 1988a) o Brassica juncea (lkegami et al.,
1988b).
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La L-metionina, uno de los productos finales de la ruta de
asimilacién de azufre, también mostro ser inhibidor de la actividad
OASS. La caracterizacion cinética de esta inhibicion mostré que era
del tipo no competitivo, con valores de Ki de 1,4 mM para OASSy, 0,5
mM para OASS, y 1,0 mM para OASS;. Se ha descrito sin embargo
la inhibicidon competitiva de L-metionina con respecto a sulfuro en
hojas de trigo, con un valor de Ki de 1,75 mM (Ascafio y Nicholas,
1977).

Nuestros resultados son consistentes con la presencia de una
isoenzima OASS en citosol, cloroplasto y mitocondria, con objeto de
suministrar, en cada caso, los aminoacidos azufrados requeridos.
Dicha situacién se presenta también en tejido verde de plantas
superiores. Se consolida la idea de que en organismos fotosintéticos
la cisteina sintasa es un compiejo multienzimatico, integrado por las
actividades L-serina-acetil transferasa (SAT) y O-acetil-L-serina
sulfhidrilasa.

Nuestros objetivos inmediatos en C. reinhardtii serian dos: a)
separar posibles isoenzimas SAT y b) hacer estudios de
inmunolocalizacién de las isoenzimas SAT y OASS.

Sin duda esta informacion es esencial para conocer el
mecanismo de la sintesis de cisteina y su regulacién en organismos
fotosintéticos.
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V. CONCLUSIONES

1. Nuestros resultados sugieren la existencia en C. reinhardtii de un
sistema de transporte de sulfato dependiente de la luz y con las
siguientes caracteristicas: a) requiere energia metabdlica, aportada
probablemente por un gradiente electroquimico; b) esta mediado por
permeasas especificas, una constitutiva, y otra con mayor afinidad
por sulfato inducida en ausencia de azufre; c¢) aniones del tipo X0~
inhiben competitivamente el transporte de sulfato al interior de las
células del alga, siendo cromato y seleniato los mas eficaces.
Particular interés presenta la inhibicion por tiosulfato, también de tipo
competitivo, con una K; de 0,06 mM. El tiosulfato entra en las células
por el mismo sitio que el sulfato.

2. A partir de extractos crudos de C. reinhardtii hemos purificado una
enzima con actividad tiosulfato-ditiol sulfotransferasa (TSR) vy
tiosulfato-cianuro sulfotransferasa (rodanasa). Dichas actividades
son cuantitativamente equivalentes, y estudios cinéticos indican que
el DTE y el cianuro compiten por el mismo sitio activo de la enzima,
teniendo una afinidad 28 veces superior por el DTE. Ambas
actividades son inhibidas preferentemente por reactivos especificos
de residuos de arginina, mientras que la sensibilidad de la enzima
hacia los reactivos especificos de residuos de lisina es menor.
Particularmente interesante es que ninguna de las dos actividades se
afecta por reactivos de grupos sulfhidrilo. Este comportamiento es
compatible con sitios activos analogos para ambas actividades y
mecanismos parecidos. El papel fisiolégico de la enzima podria ser
preferentemente asimilador del azufre sulfano, si bien no podemos
descartar un papel detoxificador del cianuro generado
endégenamente.

3. Por primera vez en C. reinhardtii se han separado tres isoenzimas,
designadas OASS,, OASS, y OASS;, con actividad O-acetil-L-serina
sulfhidrilasa (O-acetil-L-serina(tiol)liasa) y se han purificado a partir
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de extractos crudos. El significado fisioldgico de estas isoenzimas es
que estan localizadas en distinto compartimento celular: cloroplasto,
citosol y mitocondria. La isoenzima OASS, es la forma mas
abundante, con un 60 % aproximadamente de la actividad total,
mientras que las isoenzimas OASS,; y OASS; suponenel 32 %y 8 %
respectivamente. Las actividades especificas de las isoenzimas
purificadas oscilan entre 19,5 de isoenzima 2 y 2,2 U/mg proteina
correspondiente a la isoenzima 3.

4. La K, para O-acetil-L-serina es de 2,5; 6,5y 10 mM para las tres
isoenzimas, mientras que para sulfuro son de 1,2; 2,0 y 0,75 mM
respectivamente, indicando esto que su sustrato fisiolégico seran
tioles. Las tres isoenzimas muestran inhibicién por los sustratos de la
reaccion, O-acetil-L-serina y sulfuro, a concentraciones superiores a
20 mM, por lo que carece de significacion fisiologica. La L-metionina
inhibe a las tres isoenzimas, de forma no competitiva con respecto a
la O-acetil-L-serina, siendo los valores de K; obtenidos de 1,4; 0,5 y
1,0 mM respectivamente. Estos datos indican un papel regulador
importante para estas enzimas en la asimilacién del azufre por C.
reinhardtii.
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