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I. INTRODUCCION



El nitrb6geno existe en miltiples estados de
oxidacibn en la naturaleza, que oscilan entre +5 del ni
trato (nitrb6geno oxidado), y -3 del amoniaco y sus deri
vados (nitrb6geno reducido). El nitrbgeno reducido apare
ce en compuestos orgénicos esenciales a todos los orga-
nismos vivos, como amino&cidos y proteinas, nuclebtidos
y &cidos nuclefcos, coenzimas y otros metabolitos celu-
lares. Una idea de la importancia cuantitativa de este
elemento nos la da el hecho de que supone aproximadamen

el 14% en peso de las protefinas.

Las formas 6xidadas y reducidas de nitr6geno
pueden interconvertirse en la biosfera por procesos me-—
tab6licos que vistos en conjunto constituyen el "ciclo

del nitrégeno"que se indica en el siguiente esquema:

NO3

ASIMILACION
RESPIRACION
DESASIMILACION
1 .
. Compuestos organicos
CNH de nitrogeno reducidos
FIJACION
NITRIFICACION ,
DENITRIFICACION

N2



Es evidente que no existe ningln organismo
que pueda catalizar todas las reacciones mostradas en

el esquema anterior debido a su gran complejidad.

La reduccibn asimilatoria de nitrato hasta
amoniaco estd ampliamente distribuida, tanto en orga-
nismos fotosintéticos (plantas superiores, algas ver-
des y bacterias fotosintéticas) como no fotosintéti-
cos (hongos, levaduras y bacterias). En general se tra
ta de un proceso no cfclico, que requiere poder reduc-
tor (ocho equivalentes por molécula de nitrato) y no
necesita ATP. Por otra parte la fijacién de nitrbgeno
molecular, es tambi&n un proceso de tipo asimilatorio
que realizan las bacterias fotosintéticas (Arnon et al.
1961; Fogg et al., 1973) y no fotosintéticas, tanto o-
bligadas anaerobias como anaerobias facultativas y aero
bias (Yates, 1976), este procéso requiere adem&s de po-
der reductor (6 equivalentes por molécula de nitrégeno),

el concurso energético del ATP.

Hay un pequefio nGmero de bacterias capaces de
interconvertir los distintos compuestos de nitr&geno
inorgdnico y obtener energfa, por fosforilacibn acoplada

al transporte de electrones para su crecimiento y desa-



rrollo. Entre ellas destacan bacterias quimiolitotr6fi
cas nitrificantes (que oxidan el amonio hasta nitrato
O nitrito), bacterias que utilizan el nitrato, en au-
sencia de oxfgeno, como aceptor terminal de electrones
de la cadena respiratoria, y por dltimo las bacterias
denitrificantes, que reducen el nitrato y 6xidos de ni
tr6geno en general hasta nitr6geno molecular (Zumft y

C&rdenas, in press).

En organismos fotosintéticos la reduccibn a-
similatoria de nitrato hasta amoniaco transcurre en dos
etapas enzimiticas : la primera consiste en la reduccibn
de nitrato a nitrito, con transferencia de dos electro-
nes, catalizada por el complejo enzimitico NAD(P)H-nitra
to reductasa (E.C.1.6.6.2.), y la segunda, la reduccibén
de nitrito hasta amoniaco, con transferencia de seis e-
lectrones catalizada por la ferredoxina-nitrito reducta

sa (E.C.1.7.7.1.) (Hewitt, 1975).

El proceso considerado puede esquematizarse de

la siguiente forma:

ﬁn— 2e ﬁn— 6e §H+ ~ amino proteinas y
3 "NO,Rasa U2 NO,Rasa 'MH4 7“"’“ nucleicos

«—cetoacidos



La primera de estas reacciones, es decir, la
reduccibn de nitrato a nitrito se puede esquematizar

como sigue :

NOJ + NAD(P)H + ? > NOJ + nap(p)t + H,0

AG!, pH 7 = -34 kcal/mol

En la transferencia de electrones desde el
piridin nucles6tido reducido hasta el nitrato participan
secuencialmente dos actividades. Estas actividades pue-
den enéayarse Separadamente y, cada una comprende una
parte de la cadena transportadora de electrones de todo
el complejo enzimitico. La accién de la diaforasa (o
NAD (P) H-deshidrogenasa) , que constituye la primera mi-
tad del complejo enzimético, supone la reduccibn por
NAD (P)H de una variedad de aceptores (de uno o dos elec
trones) del tipo del citocromo c, ferricianuro, DPIP,
etc... (Paneque et al., 1968; Paneque y Losada, 1966;
Zumft et al., 1970). La llamada nitrato reductasa termi
nal o nitrato reductasa propiamente dicha, constituye
la sequnda mitad del complejo, y cataliza la reduccibn
de nitrato a nitrito, utilizando como donador de elec-
trones flavin nuclebtidos o viol6genos reducidos quimi-

camente con ditionito (Losada et al., 1969).



Estas actividades (NAD(P)H-diaforasa y FNHZ—
MVH-nitrato reductasa) se afectan de forma diferente por
tratamientos selectivos o inhibidores y también pueden
ser especificamenﬁe protegidas contra su inactivacibn, o
reactivadas, por sus sustratos correspondientes (o andlo
gos de esos sustratos). En general, la mitad diaforasa
es muy sensible al calentamiento a temperaturas suaves y
al tratamiento con mercuriales del tipo del p-cloromercu
ribenzoato (p-CMB), que reacciona con los grupos sulfhi-
drilos (-SH) de la protefna. Ambos procesos pueden preve
nirse de una forma especifica por la presencia de FAD,
grupo prostético de la diaforasa o de NAD(P)H, donadores
fisiolbgicos del enzima (Losada, 1976 a). Por otra parte,
la nitrato reductasa terminal, que es notablemente resis
tente al tratamiento térmico y al p-CMB, puede ser total
y especificamente inhibida por compuestos quelantes de
metales, del tipo de la azida, cianuro, cianato y carba-
mil-fosfato. En todos los casos la inhibicién és de tipo

competitivo con respecto al nitrato (Vega et al., 1972).

Muchos intentos se han hecho para purificar la

nitrato reductasa de organismos fotosintéticos con resul



tados poco satisfactorios, ya que hasta 1975 solo se ha-
bian conseguido preparaciones enzimiticas parcialmente

purificadas (Hewitt, 1975). El enzima de Chlorella vulga-

ris ha sido el primero purificado hasta homogeneidad (So-
lomonson et al., 1975). Se trata de un complejo enzimiti-
co, de peso molecular 356.000, que tiene al menos tres

subunidades de 100.000 daltons, y posee, por molécula de
enzima, dos moléculas de FAD, citocromo b557 y molibdeno

como grupos prostéticos (Solomonson et al., 1975).

La nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunii

se ha purificado por un método que incluye tan solo téc-
nicas convencionales (Ahmed y Spiller, 1976), necesitén-
dose varios dias para obtener una preparacibén enzim&tica
con una actividad especifica de 0,6 U/mg, que supone con
respecto al extracto crudo un factor de purificacién de
30 veces y una recuperacién de un 30%. El enzima de este
alga que utiliza indistintamente NADH o NADPH como dona-
dor de electrones es un complejo enzimitico, de peso mole
cular 475.000 (Ahmed y Spiller, 1976), que contiene FAD
Yy probablemente molibdeno (Zumft et al., 1972) y citocro

mo b (Ahmed y Spiller, 1976).



Sin embargo, dada la poca calidad de la prepa

racién de la nitrato reductasa de A. braunii obtenida

por Ahmed y Spiiler (1976) , pensamos que este enzima se
rfia un excelente candidato para purificarlo, estudiar

su composicibén y abordar a nivel molecular el mecanismo
de regulacién de la asimilacién de nitrato en algas ver

des, proceso de gran interés y repercusién biolbgica.

Recientemente ha despertado gran interés la
utilizacién de la cromatograffa de afinidad para la pu-
rificacién de las protefnas y otras estructuras biolégi
cas (Wilcheck y Jacoby, 1974). Dicha técnica se basa en
el alto grado de especificidad de las interacciones big
l6gicas, como pueden ser las interacciones enzima-sus-
trato, enzima-inhibidor competitive,-antigeno—anticuer-
po, etc... (Cuatrecasas et al., 1968). Consiste en una
cromatografia de adsorcién en la que se utiliza una ma-
triz insoluble y porosa a la gue se une, después de ac-
tivada quimicamente, un ligando que presenta afinidad

por la estructura que se quiere aislar.

Los derivados de agarosa (Hjertén, 1962) pre-
sentan propiedades adecuadas para ser utilizados como

matriz adsorbente y pueden ser activados fdcilmente con



bromuro de cianbégeno (Axen et al., 1967; March et al.,
1974) para la posterior unién de cualquier ligando que

contenga grupos aminos.

El Azul Dextrano se ha utilizado para purifi-
cacibn por cromatografia de afinidad del complejo enzi-
mitico nitrato reductasa de varios organismos; Chlore-

lla vulgaris (Solomonson, 1975), Rhodotorula glutinis

(Guerrero y Gutierrez, 1977), pladntulas de arroz (Shen
et al., 1976), y de otros enzimas como la fosfofructo-
quinasa (Kopperschlager et al., 1971), piruvatoquinasa
(Blume et al., 1971; Staal et al., 1971), lactico des-—
hidrogenasa (Ryan y Vestling, 1974) y otras (Thompson

et al., 1975).

La unidén del Azul Dextrano a dichas protefinas
es posible gracias a su especificidad por un determina-
do tipo de estructura denominado "pliegue dinucleotfdi-
co" (Thompson et al., 1975) conocido por formar el si-

tio de unibn para los nucleStidos en diferentes enzimas.

Seglin los resultados obtenidos por B8hme et al.
(1972) el grupo cromoforo del Azul Dextrano, 4-fenilami~

no-l-aminoantroquinona, unido covalentemente al Dextrano
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2.000, es el responsable de tales interacciones. Dicho
grupo puede adoptar una conformacién que simula la o-
rientaci6n de los anilios aromdticos y grupos anifnicos
caracteristicos de los nuclebtidos (Thompson et al.,

1975).

Se ha puesto a punto un sencillo método de pu

rificacién para la nitrato reductasa de A. braunii, que

incluye como etapa principal, una cromatografia de afi-
nidad en Sefarosa-Azul Dextrano. Este método permite ob
tener en 1-2 dfas suficiente cantidad de enzima puro
con alta actividad especifica (49 U/mg) que es muy ade-
cuado para estudiar sus propiedades fisico—quimicas y

regulatorias.

Se ha hecho también una caracterizacibn exahus
tiva del componente hemfnico del enzima que hemos iden-
tificado como citocromo b557, grupo que se ha descrito
como componente en todas las nitrato reductasas que se
han purificado adecuadamente (Vennesland y Guerrero, in

press).

Beevers y Hageman (1969), han concluido que el

enzima limitante en la asimilacibn de nitrato es la ni-



trato reductasa. Nitrito y amonio estin normalmente pre-
sentes en las células vegetales en pequenas cantidades,
salvo en circustancias excepcionales; sin éﬁbargo la con
centracidn intracelular de nitrato puede alcanzar altos
niveles, presumiblemente en la vacuola. Por ello los es-
tudios acerca del mecanismo de regulacién de la asimila-
cibn del nitrato se han enfocado fundamentalmente sobre

la nitrato reductasa.

En cuanto a la sfintesis y degradacién del enzi
ma en plantas superiores y algas, las actividades del
sistema asimilatorio reductor de nitrato (i.e. nitrato y
nitrito reductasas) varifian con la intensidad de luz, ni-
veles de COZ' temperatura y fuente de nitr6geno (Beevers
y Hageman, 1969; Losada, 1974; Morris, 1974). En general
estos—enzimas presentan miximo nivel-cuando-lascélulas
se crecen con nitrato éomo Ginica fuente de nitr6geno y
su nivel es prdcticamente nulo en células creciendo en a

monio.

El complejo NAD(P)H-nitrato reductasa del alga

verde Ankistrodesmus braunii es un enzima adaptativo que

se reprime por amonio tanto a la luz como en la oscuri-

~dad (Rigano, 1970). Su sfntesis depende de la adicibn al

11



cultivo de una adecuada fuente de nitrb6geno, siendo el

nitrato la m&s efectiva. En ausencia de fuente de nitr§
gené se forma una significativa cantidad de enzima (Sy-
rett y Hipkin, 1973; Zumft et al., 1972) lo que indica

que el nitrato no es un inductor esencial para la sinte
sis de novo del enzima. Por otra parte esta sintesis se
inhibe por la adicién de cicloheximida (Syrett y Hipkin,

1973).

La interconversifén del enzima nitrato reducta
sa ha sido estudiada a fondo en nuestro laboratorio, a
niveles celular, subcelular y molecular, empleando las

algas verdes Chlorella fusca y Chlamydomonas rehinhardii

12

(Losada, 1974; lLosada 1976 a,b).

La adicién,dewamoﬁioﬂa,célulasdde<Chlorella_ﬁ_
fusca creciendo en la luz con nitrato, produce una répi
da inactivaci6én de la segunda mitad del complejo NADH-
nitrato reductasa, i.e. FNHz—nitrato reductasa , (Losada
1970). La subsiguiente eliminacién del amonio del medio
de cultivo lleva consigo la reactivacibén del enzima.

Por otra parte el arseniato y la metilamina presentan
un efecto semejante al observado con el amonio, cuando

se afiaden a un cultivo de células de Chlorella fusca




creciendo en la luz y CO, con nitrato como fuente de ni

2
trégeno (Losada, 1976 b). La caracteristica comfin del a
monio, arseniato y metilamina, donde aparentemente se
encuentra la base de su accibén inactivante, es que es-

tos tres compuestos son desacoplantes de la fotofosfori

lacién no ciclica (Good, 1960; Losada y Arnon, 1963).

In vitro, la inactivacifén de la mitad terminal

del complejo NADH-nitrato reductasa requiere piridfn nu
cleb6tidos reducidos (Moreno et al., 1972) y es potencia
da por ADP (Maldonado et al., 1973). El enzima inactiva

do in vivo o in vitro puede en todos los casos reacti-

varse in vitro por oxidacién a 0°C con ferricianuro (Lo

sada, 1976 b). El nitrato podrfia ser el sustituto fisio

l6gico del ferricianuro, que actuara in vivo como agente

reactivante-del enzima pero no se han-conseguido resul-

tados concluyentes al respecto.

13

Aparentemente el amonio (y también la metilami

na), actuando como desacoplantes de la fotofosforilacibn

no ciclica, origina un incremento en el nivel celular de

los piridfin nucle6tidos reducidos (Chaparro et al. 1976)

y de los nucle6tidos descargados de adenina que producen

la inactivacién de la nitrato reductasa. Esta hipbtesis
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se ha confirmado recientemente por estudios en los que
el amonio y otros desacoplantes inhiben la reduccién fo
tosintética de nitrato por partficulas del alga verde

azulada Nostoc muscorum (Ortega et al., 1977).

Por otro lado el grupo de Vennesland en Berlin
ha propuesto un sistema de regulacibn metabdlica para la

NADH-nitrato reductasa de Chlorella vulgaris basado en

la inactivacién reversible por cianuro del enzima redu-
cido (Lorimer et al., 1974). La inactivacién in vivo del

enzima de Chlorella vulgaris tiene también lugar por la

adicidén de amonio a células creciendo en la luz con ni-
trato (Pistorius et al., 1976). La formaci6n de cianuro

en células de Chlorella vulgaris no ha sido relacionada

de una forma concluyente con la adici6én de amonio al me-
dio de cultivo. La histidina (Gewitz et al., 1976) y tam
bién la oxima del &cido glioxflico (Solomonson et al.,
1977) han sido indicados como posibles precursores del

cianuro en Chlorella vulgaris.

Es interesante sefialar que Vega et al..(1972)
mostraron que el cianuro, a bajas concentraciones, inac
tivaba in vitro eficazmente a la mitad terminal del com

plejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella fusca, cuando
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el enzima se encuentra reducido por NADH, su donador fi-
siol6gico de electrones. La inhibicién no se elimina al
dializar la preparacién tratada. Sin embargo, la activi-
dad original de la nitrato reductasa se recupera\éasi
completamente y de forma instantdnea al oxidar el enzima

inactivo con ferricianuro.

En base a estas hip6tesis discrepantes nos he-
mos planteado un estudio a fondo acerca del mecanismo de

regulacién in vivo e in vitro de la nitrato reductasa

del alga verde Ankistrodesmus braunii. Los resultados

que se presentan en este trabajo suponen una importante
contribucién al conocimiento del complejo NAD(P)H-nitra

to reductasa de Ankistrodesmus braunii, tanto en lo que

respecta a su composicién como a su mecanismo de regula -

cibén, girando alrededor de los siguientes puntos : -~ —

a) La puesta a punto de un método de purificacién
que permite obtener cantidades significativas de enzima
de gran calidad en lo que se refiere a su actividad es-

pecifica y pureza.

b) La caracterizacién del grupo hemo componente de

la nitrato reductasa de A. braunii.




c) El estudio del mecanismo de regulacién del enzi-
ma tanto a nivel de sintesis como de actividad, y en es-

te Gltimo caso in vivo e in vitro, prestando especial a-

16

tencién al efecto del ADP como potenciador de la inacti-

vacién.

Parte de este trabajo ha sido ya publicado en
revistas (Diez et al., 1977) o se ha presentado en forma

de resumen en Congresos Cientfficos (Diez et al., 1977).



IT. MATERIALES Y METODOS
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IT.1. CULTIVO DE CELULAS

IT.1.1. Organismo empleado y condiciones standard de cul-

tivo

El material biol6gico utilizado en el presente

trabajo ha sido el alga verde Ankistrodesmus braunii 202-

7c, procedente de la coleccién de cultivos de la Univer-

sidad de G38ttingen (Alemania).

El medio de cultivo era esencialmente igual al

descrito previamente por Kessler et al.(1963), excepto

que se usb NOBK 8 ﬁM como fuente de nitrb6geno y unas gotas
de silicona como agente antiespumante. Este medio se utili
z6 generalmente sin esterilizar ya que, la ausencia de com
puestos carbonados y la gran masa de cé&lulas de Ankistro-
desmus qﬁe se us6 como inS6culo hacfan que la contaminacién
fuese mfnima, como se pudo comprobar por examen microsc6pi

co del cultivo.

Las células se cultivaron a la luz a 25°C en tu-.
bos de 250 ml o en botellas de 1 1 seglin las necesidades,
por los que se hacfa pasar una corriente de aire cdntenieg

do un 5% (v/v) de CO En los casos en que se llev6 a cabo

2-

la purificacién del enzima fué necesario obtener una mayor
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masa de células, para lo cual el alga se cultivd en botellas
de 20 1 de capacidad. La iluminacién se realiz6 con tubos
fluorescentes de luz blanca que proporcionaban 1.200 lux en

la superficie del recipiente de cultivo.

En los experimentos de regulacibn in vivo las cé-
lulas se dejaron crecer en las condiciones anteriores hasta
la fase exponencial de crecimiento (A660 m = 1,5-2) y, pos
teriormente se sometieron a los tratamientos indicados en

cada caso.

Para la preparacién del in6culo se parti6 de cé-
lulas cultivadas en agar, o bien de las procedentes de an-

teriores cultivos en medio liquido.

IT.1.2. Condiciones espectales de cultivo -

El cultivo en la oscuridad se realiz8 colocando
los tubos en unos cilindros de cart6n totalmente cubiertos

por papel de aluminio.

En aquellos experimentos en que se suprimib la
aireacibn, el medio se gaseb previamente con argon durante

2 h, luego se anadieron las cé&lulas y los cultivos se ga-
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searon, durante el tratamiento posterior, con una corriente

de argon que contenfa CO, al 5% (v/v).

2

II.2. ENZIMAS
IT.2.1. Preparacidn de extractos crudos

IT.2.1.1. Recogida de células

Las células se reéogieron en fase exponencial de
crecimiento por centrifugacién a 13.000 x g durante 5 min.
Posteriormente se resuspendieron en agua destilada y a cog‘
tinuacifén se sometieron a una nueva centrifugacibén a 27.000
x g durante 10 min con objeto de eliminar los restos del

medio de cultivo.

Por cada 250 ml de cultivo se obtuvieron de 0,8 a

1 g de peso fresco de células.

IT.2.1.2. RoturaAde células

Las células recogidas se mezclaron con perlas de
vidrio de 0,25-0,30 mm ¢ y una solucién de Tris-ClH 0,05 M,
PH 7,5, 10 uM en FAD. Por cada 10 g de células se ahadieron

50 ml de perlas y 8 ml de tamp6n. Una vez preparada, la pas
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ta homogénea se sometibé a vibracién a alta velocidad duran
te 4 min a 0°C. La preparacién de células rotas se lavb
después con el tampén anteriormente indicado (50 ml por ca

da 10 g de cé&lulas).

El homogenado se decantd§ y se centrifugb a 27.000
X g durante 15 min, el sobrenadante constituyl el extracto
crudo libre de células a partir del cual se purificé la ni

trato reductasa o se ensayaron las actividades enzim&ticas.

Cuando se partié de una pequena cantidad de cé&lu
las (inferior a 3 g de peso fresco), éstas se rompieron en
un mortero con alGmina en la proporcién aproximada de 3 g
de al@Gmina por cada g de células. El material roto se ex-
trajo con tampén Tris-ClH Q0,05 M, pH 7,5 en la proporcién
de 8 ml de tamp6n por cada g de peso fresco de células. El
sobrenadante constituy6 el extracto crudo para la determina

cibén de las actividades enzim&ticas.

Todas las operaciones descritas se realizaron a

una temperatura entre 0 y 4°C.
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IT1.2.2. Purificacidén parcial de la nitrato reductasa de

A. braunii

La nitrato reductasa se purific6 a partir de los
extractos crudos libres de células, segfin el método descri
to previamente para Chlorella (Aparicio, 1971; Moreno,
1973), con algunas variantes. La purificacién se realiz6

a baja temperatura (4°C) e inclufa los siguientes pasos :

a) Tratamiento con sulfato de estreptomicina.-

Por cada 10 ml de extracto crudo se anadi6 lentamente y
con agitacién continua, 1 ml de una solucibén de sulfato de
estreptomicina (73 mg/ml) ajustada a pH 7;0 con NaOH 1 M.
La preparacifn se mantuvo a 0°C durante 10 min con agita-
cién ocasional, después se centrifugb a 27.000 x g durante

15 min y se recogi6 el sobrenadante.

b) Adsorcién en gel de fosfato cdlcico.- Por cada

5 ml del sobrenadante anterior se anadi6 gota a gota y con
agitacién ocasional, 2 ml de gel de fosfato cdlcico de 10
mg/ml, preparado como describe Wood (1955). Después de 10
min, la mezcla se centrifugé a 4.500 x g durante 5 min dese

chandose el sobrenadante.

El precipitado obtenido se resuspendid en pirofos
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fato s6dico 0,1 M (pH 7,0), 10 uM en FAD, anadiendo poco a.
poco un volumen igual al de gel de fosfato utilizado. La
suspensifén se mantuvo a 0°C durante 20 min y se centrifugf

a 39.000 x g durante 15 min, recogiendose el sobrenadante.

c) Precipitacién con sulfato aménico.- A continua

cién se anadidé al sobrenadante obtenido en elvpaso anterior,
sulfato aménico hasta alcanzar un 50% de saturacifén. La mez
cla se mantuvo 15 min con agitacién ocasional, y se centri-
fugbé a 27.000 x g durante 15 min, resuspendiéndose luego el
centrifugado en 1-2 ml de una disolucifn de tampén Tris-ClH

0,05 M, pH 7,5, 10 uM en FAD. ‘

Con objeto de eliminar las sales de la preparacibn
asi obtenida, ésta se hizo pasar a través de una columna de
Sephadex G-25 (18 x 80 mm) equilibrada con el tamp6n descri

to anteriormente.

La preparacién obtenida presentaba una actividad
especifica de aproximadamente 500 mU/mg, lo que suponia u-
na purificacién de 12 veces. Salvo que se indique otra cosa
ésta es la nitrato reductasa parcialmente purificada que se

ha utilizado en los estudios de interconversi6én in vitro.
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I11.2.3. Determinacidén de actividades enszimdticas

II.2.3.1. Actividad NAD(P)H-nitrato reductasa .

Esta actividad se determin6 por dos procedimien-
tos. El primero consiste en segqguir espectrofotométricamen-
te la desaparicién de NAD(P)H gue acompana estequiométfici
mente a la reduccién de nitrato ( Hageman et al., 1971).
En cubetas de espectrofotémetro se prepararon las mezclas
de reaccién que contenfan, ademis de la preparacibn enzimd
tica, 100 ymoles de Tris-ClH, pH 7,5, 10 uymoles de NO3K Y
0,15 ymoles de NAD(P)H en un volumen final de 1 ml. Se si-
guid primero la desaparicién de NAD(P)H éﬁmausehéia de ni-
trato con el fin de detectar la presencia de alguna oxida-
sa inespecifica, hecho esto, se afadi6 el nitrato con lo
que se iniciaba la reaccién, que se siguié a temperatura

ambiente.

El segundo procedimiento empleado consistfa en
medir colorimétricamente el nitrito aparecido como conse-
cuencia de la reduccién del nitrato (Paneque y Losada,
1966). La reaccibn se llev6 a cabo en tubos de ensayo de
10 ml. La mezcla contenia adem&s de la preparacién enzimi
tica, 100 uymoles de Tris-ClH, pH 7,5, 10 umoles de NO3K Yy

0,3 ﬁmoles de NAD(P)H en un volumen final de 1 ml. A los



25

10 min de incubacién a 30°C, se detuvo la reaccién por
acidificacibén de la mezcla y se determind el nitrito

aparecido seglin se describird posteriormente.

I1.2.3.2. Actividad NAD(P)H-diaforasa

Se determiné siguiendo espectrofotométricamente
el cambio de color que acompana a la reducci6én del cito-
cromo ¢ (Aparicio et al., 1969). La mezcla de reaccibn
contenfa, ademis de la preparacibén enzimftica, 200 umoles
de Tris-ClH, pH 7,5, 0,12 ymoles de citocromo ¢ y 0,3 umo
les de NAD(P)H en un volumen final de 2 ml. La reaccibn
se llevé a cabo en cubetas de espectrofotométro a tempera

tura ambiente.

IT.2.3.3. Actividades FMNH, y MVH-nitrato reductasa

o

La segunda actividad parcial del complejo enzi-
m&tico reductor del nitrato se determiné midiendo la apa-
ricién de nitrito procedente del nitrato en presencia de
FMN o MV reducidos qufmicamente con ditionito (Paneque
et al., 1965). La mezcla de reacci6n para la determinacién
de estas actividades inclufa, en un volumen final de 1 ml,
ademis de la preparacién enzimdtica, 100 pmoles de tampbn

Tris-Cl1lH, pH 7,5, 10 ﬁmoles de NO_K, 2 uymoles de FMN (ac-

3
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tividad FMNH,-nitrato reductasa) 6 1,5 pymoles de MV (ac-

2
tividad MVH-nitrato reductasa) y 0,1 ml de una solucién
que contenia 46 ymoles de 8204Na2 y 92 ymoles de CO3HNa
por ml. Al cabo de 10 min se detuvo la reaccifn mediante
agitacién vigorosa hasta que todo el ditionito qued6 oxi

dado. Posteriormente se determiné el nitrito aparecido

como se describe mis adelante.

La unidad de actividad enzim&tica NAD(P)H-ni-
trato reductasa, NAD(P)H-diaforasa y FNH2 o MVH-nitrato
reductasa se define como la cantidad de enzima que, en las
condiciones del ensayo, cataliza la oxidacién de 1 umol
de NAD(P)H o la reduccibén de 1 umol de citocromo ¢ o la

formacién de 1 umol de nitrito por min respectivamente,
IT.3. TECNICAS EXPERIMENTALES Y DETERMINACIONES ANALITICAS
IT.3.1. Medida del crecimiento

El crecimiento celular se determiné midiendo la
absorbancia a 6690 nm en alfcuotas del cultivo.

IT1.3.2. Determinacidén de nitrato

La concentracifn de nitrato se determiné espec-
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trofotométricamente de acuerdo con el método de Cawse
(1967). A 1 ml de medio de cultivo, tras eliminar las cé
lulas por centrifugacién a alta velocidad, se le anadid
1 ml de una solucibn de &cido sulfémico al 2% (p/Vv);:
tras dos min de preincubacifn a la temperatura ambiente,
se le anadi6 8 ml de &cido perclérico al 5% (p/v) y a la
mezcla subsiguiente se le midi6 la absorbancia a 210 nm,
estimandola contra un blanco preparado con el medio de

cultivo sin nitrato y con los reactivos.

Para determinar el nitrato en las células, és-
tas se recogieron por centrifugacibn a alta velocidad y
se lavaron dos veces con agua destilada. Se rompi6 1 g
(peso fresco) con aldmina en mortero, segin se ha descri-
to anteriormente, y el material roto se resuspendif con 10
ml de ClH 1 M. Después de 5 min de incubacién, la suspen-
sibn se centrifugé a 27.000 x g durante 10 min y el nitra-
to se determind usando 1 ml de sobrenadante, como se sena-
16 anteriormente. Todas las operaciones se realizaron a la

temperatura ambiente.

ITX.3.3. Determinacidn de nitrito

El nitrito se determiné por la reaccifn de dia-

zotacibn de Griess-Ilosway, segln el mé&todo de Snell y
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Snell (1949).

A la alficuota en que se desea determinar la can
tidad de nitrito se le anade 1 ml de reactivo de sulfanil
amida al 1% (p/v) en ClH, 2,5 M y 1 ml de reactivo de
N(-naftil)etilendiamina al 0,02% (p/v). La mezcla anterior
se completa con agua hasta 5 ml y se deja desarrollar el
color a temperatura ambiente antes de la lectura en el fo-
tocolorimetro. Se empleé una recta de calibrado construf-
da con cantidades crecientes de nitrito tratadas en las

condiciones previamente descritas.

II.3.4. Determinacidn de protetna

Para la determinacién de la cantidad de protefna
se utilizaron el método de Lowry et al. (1951) y una modi-
ficacibn de éste realizada por Bailey (1967) usandose en

ambos casos seroalbGmina como protefina patrén.

IT.3.5. Determinaciones espectrofotométricas

Los coeficientes de extincién molar empleados

fueron : para NADH y NADPH (340 nm) 6,2 x 103 y para el

citocromo ¢ reducido (550 nm) 28 x 103.
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Las medidas de absorbancia de los productos co-
loreados que se forman al determinar el nitrito o la pro-
tefna por el método de Lowry, se realizaron a 540vnm 6
500 nm respectivamente. Cuando se utiliz6 el método de

Bailey se hicieron a 750 nm.

Los espectros de absorcién se registraron en un
espectrofotémetro, utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm

de paso de 1luz.

Todos los registros se realizaron a temperatura

ambiente.

II.3.6. Preparacién de la Sefarosa—-Azul Dextrano

El procedimiento seguido fué an&logo al descrito
por Cuatrecasas (1970). 1 g de Sefarosa-4B activada con
BrCN se lav6é con 200 ml de agua destilada mediante filtra-
cibn por vacio. La resina lavada fué inmediatamente suspen
dida en 7 ml de tampén CO3H./CO3= 0,4 M, pH 10,0, conte-
niendo 100 mg de Azul Dextrano. La suspensibn se agit6 len
tamente durante 18 h a 4°C, y asf tuvo lugar'la reaccién de
acoplamiento del ligando a la matriz. A continuacibén se la

v6 varias veces con ClK 1 M para eliminar el Azul Dextrano
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que no hubiera reaccionado, asfi como una solucién de gli-
cina para bloquear los grupos de la matriz que no acopla-

ron el Azul Dextrano.

Por {Gltimo, la resina de Sefarosa-Azul Dextrano
se empaquet6 en una columna de 7,5 x 55 mm (para poner a
punto los métodos de adsorcibén y eluci6n) o en una columna

de 17 x 65 mm (para purificar grandes cantidades de enzima).

IX.3.7. Electroforesis analftica en gel de poliacrilamida

Las separaciones analiticas se realizaron a 4°C
en tubos ( 5 x 100 mm) utilizando el sistema discontinuo
de gel de Jovin et al. (1964). Muestras conteniendo de 10
a 50 ﬁg de protefna se aplicaron a geles de poliacrilamida
al 5%, realizandose las electroforesis a 3 mA por gel du-
rante dos o cuatro horas, y usando un tampén de pH 8,3 com
puesto por Tris-ClH (6,0 g/1) y glicina (28,8 g/l1l). Cuando
se querfa determinar actividad nitrato reductasa en los ge

les, el tamp6n anterior se suplementaba con FAD 20 uM.

IT.3.7.1. Tincibén de protefna en el gel

Las protefnas se localizaron tinendolas por in-
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mersidn de los correspondientes geles en una solucibn de
Azul de Coomassie al 1% (p/v) en &cido acético al 7% (p/v).
Posteriormente ios geles se lavaron repetidamente con una
solucién de acético al 7% y metanol al 5%, permaneciendo

tenidas en azul las bandas de proteina.

IT.3.7.2. Ensayo de actividad nitrato reductasa en geles

de electroforesis

La actividad nitrato reductasa se ensay6 en los
geles de electroforesis por un método b&sicamente semejan-
te al utilizado por Vega y Kamin (1977) para la nitrito re
ductasa. Los geles se sumergieron en tamp6n Tris-ClH, 0,05
M, pH 7,5, conteniendo por ml 1 ﬂmol de metil violbgeno y

15 mg de 8204Na . Al cabo de 10 min a temperatura ambiente,

2
los geles presentaban el color azul del metil violbgeno re
ducido. Entonces se transfirieron a tubos de ensayo que
contenfan una solucién de NO3K 100 uM en Tris-ClH 0,05 M,
pPH 7,5. La actividad nitrato reductasa se mostraba por una
banda incolora que aparecia al cabo de unos minutos en elj
gel, debido a la oxidacién catalftica de metil viol6geno
por nitrato. Los geles se transferfan r&pidamente a una
solucién al 2,5% (p/v) de cloruro de trifeniltetrazolio que

reacciona con el metil violégeno reducido produciendo un

formazano insoluble. La actividad nitrato reductasa se mos-—
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traba entonces como una banda incolora en geles de color

rojo.

IT.3.7.3. Tincién del hemo en geles de electroforesis

La tincién del hemo en geles de electroforesis
se hizo por el método de Connelly con ligeras variaciones
de Solomonson et al. (1975). Los geles se sumergieron en
una solucibén recien preparada de la siguiente forma : A 25
ml de metanol se le anhade 1 g de bencidina, una vez disuel
ta ésta, se adicionan 10 ml de agua destiladé, 5 ml de &ci
do acético glacial, 2,5 ml de H202 al 3% (p/v) vy 0,5 ml de
piridina. Al cabo de 30 min a temperatura ambiente el hemo
se mostraba por la aparicién de una banda de color parduz-
co en el gel, que en ese momento se colocaba en un tubo de

ensayo que €ontenfa una solucién de &cido acético al 7% (p/v).
II.4. REACTIVOS Y APARATOS

IT.4.1. Procedencia de los reactivos empleados

Los piridin nucleb6tidos, flavin nuclebtidos, ade-
nfn nuclebtidos, Tris, EDTA, Azul Dextrano y Azul de Cooma-
ssie se adquirieron a SIGMA, St. Louis, U.S.A. El ferricia-

nuro potdsico, sulfato aménico, clorhidrato de metilamina
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y peréxido de hidrb6geno se obtuvieron de MERCK, Darmsdat,
Alemania. La Sefarosa-4B activada y el Sephadex G-25 de
Pharmacia, Upsala, Suecia y el sulfato de estreptomicina

de la Cia. Espahola de Penicilina.

Para la rotura de cé&lulas se empleb perlas de
vidrio de B. BRAUN, Melsungen, Apparatebau, Alemania; o
bien al@imina de grado bacteriol6gico de ALCOA, Arkansas,
U.S.A. El resto de los productos empleados se adquirie-.
ron a las firmas SIGMA, SERVA, MERCK y CARLO ERBA, sien-

do todos ellos de grado analitico.

El CO2 empleado en el cultivo de las células

fué suministrado por Coromina Industrial, Sevilla.

En la preparacién de las disoluciones-y medios - -
de cultivo, asf como para lavar el material de laborato-
rio se utilizé agua destilada.

II.4.2. Aparatos utilizados
La rotura de células por vibracifn se realizb

en un aparato Blhler modelo Vi 2.

Para las centrifugaciones se empleb una centri-



fuga Sorvall RC2-B refrigerada.

Las determinaciones espectrofotométricas se
realizaron en modelos PYE-UNICAM SP 1800 y 1750 con re
gistro automitico. Las medidas colorimetricas en la 20
na visible se hicieron empleando un fotocolorimetro

Spectronic 700 de la casa Bausch and Lomb.

Para la medida del pH se utiliz6 un aparato
de escala expandida Methrom-Harrison, modelo E-152. El
flujo de la columna de Sefarosa-Azul Dextrano fué con-

trolado mediante una bomba perist&ltica del tipo LKB.

Las electroforesis en gel de poliacrilamida
se realizaron con un aparato analitico Shandon, tipo
2541. E1 agua destilada -se- obtuvo-con un destilador

D.R.A,.

Cuando fué necesaria una agitacifén vigorosa
de las preparaciones, se emplef un vibrador de alta ve
locidad, Super Mixer, suministrado por Lab-Line Instru
ments, U.S.A. El aire empleado en el cultivo de cé&lulas
en medio liquido fué impulsado por una bomba de membra-

na Reciprotor.



III. RESULTADOS
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ITI.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON SEFAROSA<AZUL DEXTRANO
DE LA NITRATO REDUCTASA DE A.braunii

IITI.1.1. Condiciones Sptimas de adsorcidn del enzima a la

- Sefarosa

La Fig. 1 muestra que la nitrato reductasa de

A. braunii se une mejor a la Sefarosa-Azul Dextrano a pH

6,5~7,0. A pH 7,5, un 30% aproximadamente de la actividad
total no se adsorbe, mientras que si la operacifn se rea<
liza a pH 8,0 o superior, no queda retenida la nitrato re
ductasa en la columna. Segin estos datos se ha elegido 7

como pH de trabajo durante este tratamiento.

Respecto a la naturaleza del tamp6n a utilizar
se ha escogido el fosfato, ya que presenta por un lado,
un alto_poderuamortiguadormde»pH~en~la~zona~préxima.amﬁ,f
y por otro, ventajas muy significativas con respecto a
otros compuestos ensayados. Hemos usado tamp6én de fosfato
y Tris-ClH en cohdiciones semejantes de pH y fuerza ibnica
y se ha podido comprobar que la adsorcibn de la nitrato
reductasa a la Sefarosa-Azul Dextrano es sensibleménte me-

jor cuando se utilizé fosfato.

El FAD es un efectivo protector de la actividad
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Fig. 1. Efecto del pH sobre la adsorcidén de la nitrato
reductasa a la Sefarosa-Azul Dextrano.- Cuatro prepara
ciones de nitrato reductasa parcialmente purificadas y
en tampén fosfato 10 mM, DTE, 0,15 mM; EDTA, 0,10 mM;
del pH que se indica en la figura, se hicieron pasar
respectivamente por una columna de Sefarosa-Azul Dextra
no. A continuacién se lavé en cada caso con el tampén
anterior del pH correspondiente, y por Gltimo la nitra-
to reductasa que qued6 adsorbida en cada columna se elu
y6 con una solucibén de ClK 3 M en dicho tampén. -

La actividad nitrato reductasa de cada fraccibn es
t4 expresada en tanto por ciento, considerando el 100%
de actividad la suma de las actividades de todas las
fracciones recolectadas en cada caso.

La flecha indica el momento en que se aplicd la so
lucién de C1K.

38
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diaforasa del complejo enzim&tico nitrato reductasa de al
gas verdes (Zumft et al., 1970). El1 DTE protege los gru-
pos -SH de la proteina y el EDTA protege al enzima contra
la acci6n desnaturalizante de metales. Hemos incluido es-
tos compuestos en este estudio con objeto de minimizar las
perdidas de la actividad nitrato reductasa durante la ad-
sorcibn a la Sefarosa-Azul Dextrano. En conclusib6n el tam-
pén utilizado fué principalmente fosf&to s6dico, 10 mM,

pH 7,0, conteniendo DTE, 0,15 mM, EDTA, 0,10 mM v FAD 20
pM (Tampén A). También se us6 en algunos experimentos este

tampbén pero sin incluir el FAD (Tampén B).

IIT.1.2. Flueidn del enzima

Una vez adsorbida la nitrato reductasa a la colum
na de Sefarosa-Azul Dextrano se procede a lavar con 10 ml
de tampén B (un volumen 10 veces superior al volumen de ex-
clusién de la columna) saliendo gran cantidad de protefina
sin actividad nitrato reductasa, la cual se eluye posterior
mente al incrementar la fuerza i6nica del tamp6n de lavado
por adicibén de C1lK hasta una concentracién final de 3 M como

se observa en la Fig. 2.

La desestabilizacién de la unién de la nitrato

reductasa a la Sefarosa-Azul Dextrano, y por tanto la elu-
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Fig. 2. Perfil de elucidén de proteina- -y actividad nitrato
reductasa adsorbida en una columna de Sefarosa-Azul Dex-—
trano.—- Una soluci6én de nitrato reductasa parcialmente pu

rificada se pas6 por una columna de Sefarosa-Azul Dextra-

no en condiciones 6ptimas de adsorcién. La columna se la-
v6 con tampbn fosfato 10 mM, pH 7,0; DTE; 0,15 mM, EDTA,
0,10 mM, y donde indica la flecha, dicho tampbn, se suple

ment8 con Cl1lK hasta una concentracién 3 M.

Se recogieron fracciones de 1 ml y se determiné la
protefna segln su absorcién a 280 nm,y la actividad MVH-

nitrato reductasa (ver Mé&todos).

El resto de las condiciones experimentales se deta-

llan en Resultados.

ABSORBANCIAgq (0—0)
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cibén del enzima, puede conseguirse de una forma mis espe-
cifica por la acci6n combinada de NADH, sustrato fisiol6-
gico del enzima, mids FAD, que es uno de sus grupos prosté
ticos. Los resultados de la Fig. 3 indican gue cuando el
tamp6n B se suplementa con NADH, 0,5 mM, m&s FAD, 20 uM,
se consigue la eluciébn de la nitrato reductasa. Ninguno
de estos nuclebtidos por separado y a las concentraciones

indicadas son eficaces para producir la elucién del enzima.

La Fig. 4 muestra que la actividad nitrato re-
ductasa, eluida con NADH més FAD, coincide con un pico de
proteina. La posterior adicién de ClK, 3 M, m&s FAD eluye
el resto del enzima pero con una actividad muy baja, ya
que‘la cantidad de proteina total que sale en este caso
es mayor que cuando se utilizan los nucle6tidos como elu-
yentes. Esto indica que la eluci6n ton nucleStidoses préc ——
ticamente especifica para la nitrato reductasa, mientras
que cuando se elﬁye con fuerza i6nica salen ademids otras

proteinas contaminantes.
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Fig. 3. Perfil de elucidn con NADH mds FAD, de la nitrato
reductasa de A. braunii adsorbida en una columna de Sefa-
rosa-Azul Dextrano.- Cuando se indica se aplic6 a la co-
lumna una solucién de NADH 0,5 mM en tamp6n fosfato, 10
mM, pH 7,0; DTE, 0,15 mM; EDTA, 0,10 mM, bien solo o su-
plementado con FAD 20 uM.

La actividad MVH-nitrato reductasa se ensay6 utili-
zando alicuotas de las fracciones recogidas.

Para mis detalles ver Resultados.
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Fig. 4. Perfil de elucidén con NADH o ClK, en presencia de
FAD, de la nitrato reductasa de A. braunii adsorbida a u-
na columna de Sefarosa-Azul Dextrano.— Después de pasar
la preparacibn enzimitica por una columna de Sefarosa~ A-
zul Dextrano, dicha columna se lavé con tampb6n A (FAD 20
uM) . Cuando se indica se adicion6 al tamp6n de lavado
NADH 0,5 mM o C1lK hasta concentracién 3 M.

Se recogieron fracciones de 1 ml donde se midi6 la
proteina por la absorbancia a 280 nm, y las actividades
MVH-nitrato reductasa (ver ME&todos).
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IIT.2. PURIFICACION HASTA HOMOGENEIDAD DE LA NITRATO RE-
DUCTASA DE A. braunii

ITI.2.1. Método de purificacidn

La nitrato reductasa de A. braunii se purificé

a partir de un extracto crudo libre de células, que se
prepar6 segn se indica en Materiales y Mé&todos, excepto
que el tamp6n utilizado para extraer del material biolé-
gico las protefnas solubles fué fosfito sédico; 10 ﬁM,
pH 7,0, que contenia DTE, 0,15 mM, EDTA, 0,10 mM y FAD,

20 uyM (Tampbn A).

Tratamiento con sulfato de estreptomicina.~ Al

extracto crudo se afadib, gota a gota y con agitacifn

continua, una solucién 0,1 M de sulfato de estreptomicina,
~en la proporcién de 1 ml por cada 10 ml de extracto. Des-
pués de 10 min a 0°C y con agitacibn ocasional, la suspen
si6n se centrifug6 a 20.000 x g durante 10 min y se reco~

gi6 el sobrenadante.

Cromatografia de afinidad en Sefarosa<Azul Dex~

trano.- El sobrenadante anterior se pasS a través de una
columna empaquetada con Sefarosa-Azul Dextrano (17 x €5 mm)

previamente equilibrada con tampén A. La columna se lav8
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con 125 ml de tampén A, y posteriormente con 125 ml de tam
pén A conteniendo ClK 0,1 M. La nitrato reductasa se eluy6
con NADH, 1 mM en tampén A, a una velocidad de flujo de

60 ml/h. Se recogieron fraccipnes de 3 ml y la nitrato re-

ductasa salia de la columna con un pico de protefina.

El procedimiento de purificacién resumido en la
Tabla I, produce 0,42 mg de nitrato reductasa a partir de

30 g (peso fresco) de cé&lulas de A. braunii, con una puri-

ficaci6én de aproximadamente 1.200 veces, una actividad es-
pecifica de 48,87 U/mg de proteina y una recuperacién del
70%. Si se toma como referencia la fracci6n pico del perfil
de elucién de la nitrato reductasa, tenemos un enzima que
representa una purificacién de 1.500 veces aproximadamente,
con una recuperacién del 40% y una actividad especifica‘de

61,25 U/mg de proteina.

III.2.2. Pureza del enzima y separacidén de isoenzimas

Después de someter la nitrato reductasa purifica-
da a una electroforesis analfitica en gel del 5% de polia-
crilamida y pH 8,3, se obtuvieron dos bandas de protefna
(Fig. 5). Con objeto de ver cual era la nitrato reductasa
se procedi6 a determinar esta actividad en el gel de elec~

troforesis (ver Materiales y M&todos) resultando que ambas



TABLA I

PURIFICACION DEL COMPLEJO NAD (P)H-NITRATO REDUCTASA DE A. braunii

Fraccién Volumen Protefna Actividad Recuperacibén Actividad Factor de
total especifica purificacidn
ml mg Unidades (%) U/mg
I. Extracto crudo 150 712 29,19 100 0,04 1
II. Sobrenadante de
Estreptomicina . 145 391 33,28 114 0,08 2
III. Eluato de Sefarosa-
Azul Dextrano 24 0,42 20,43 70 48,87 1.192
Pico 6 0,19 11,68 40 61,25 1,494
La actividad NADH-nitrato reductasa se ensayd segin se indica en Materiales y Mé&todos.

El procedimiento de purificac%én estd detallado en Resultados.

1224



TABLA I {continuaci6n)

Fraccién. MVH-nitrato reductasa NADH-citocromo ¢ reductasa
Actividad Actividad Actividad Actividad
total especifica total especifica
Unidades U/mg Unidades U/mg
I. Extracto crudo 32,75; 0,05 155,22 0,22
II. Sobrenadante de
Estreptomicina 35,70 0,09 147,45 ’ 0,38
ITII. Eluato de Sefarosa-
Azul Dextrano 22,60 53,96 79,19 189,44
Pico 12,44 65,64 44,24 230,21

El procedimiento de purificacifén estd detallado en Resultados.

Las actividades enzimdticas se ensayaron segln se indica en Materiales y Mé&todos.

Ly



Proteina Actividad

Fig. 5. Electroforesis analitica de la nitrato reductasa
de A. braunii en gel de poliacrilamida.- Electroforesis
de 20 ng de proteina en gel de poliacrilamida (5%) duran
te 4 h. Para detalles acerca del proceso eleCtroforético
y métodos de tincién ver Materiales y Mé&todos. : o
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proteinas presentaban actividad catalitica para reducir
nitrato, y ademds las dos bandas eran hemoproteinas (Fig. 5)
por lo que aparentemente se trata de dos formas molecula-
res de nitrato reductasa, o isoenzimas, quefprgsentaban
distinta movilidad electroforética. A 1arprotéina Que re-
presenta la banda de m&s lenta movilidad, la hemos llama-
do nitrato reductasa L y a la otra, de mayor movilidad,

nitrato reductasa R.

IITX.2.3. Egpecificidad de los isoenzimas nitrato reductasa

de A. braunii por piridin nucledtidos reducidos

Un andlisis posterior de las actividades nitra-
to reductasa de estos dos isoenzimas indicaIQue;ptesentan
distinta especificidad por el piridin nucleéfido que dona
los electrones para la reducci6n catalitica del nitrato.
Los resultados de la Tabla II muestran que la nitrato re-

ductasa L es prédcticamente especifica para NADH como do-

NADH-NO,Rasa

NADPH-N 3Rasa

la nitrato reductasa R utiliza indistintamente NADH o

NADH-NO.Rasa
N ADPH-N83Rasa

nador de electrones ( = 7,41), mientras que

NADPH como donador de electrones ( = 1,68).
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TABLA IT

ESPECIFICIDAD DE LOS ISOENZIMAS NITRATO;REDUCTASA,DE

A. braunii POR PIRIDIN NUCLEOTIDOS REDUCIDOS

Actividad (mU)

NADH—NO3Rasa S NADPH—NO3Rasa
Isoenzima L 12,6 1,7
Isoenzima R 5,9 3,5

Después de resolver la nitrato reductasa por e-=-
lectroforesis en gel de poliacrilamida, se cortaron
los geles justo a la altura donde se encontraban las
bandas de protefna con actividad nitrato—reductasa: —
Se colocaron las rodajas respectivas en los tubos de
ensayo correspondientes y se anadieron 0,5 ml de tam
pén Tris-ClH 0,05 M, pH 7,5. El gel se trituré con u
na varilla y se esper6 10 min para que difundiera la
protefna desde el gel a la solucién. Posteriormente
el contenido de cada tubo se suplement6 con los reac
tivos de ensayo de las actividades NADH 6 NADPH-ni-

- trato reductasa, que se midieron segdn se ha indica-
do en Materiales y Métodos.

L, enzima de menor movilidad electroforética.
R, enzima de mayor movilidad electroforética.
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IIT.3. CARACTERIZACION DEL GRUPO HEMO COMPONENTE DE LA NI-
TRATO REDUCTASA DE A. braunii

ITT.3.1. Espectro de absorcidn de la nitrato reductasa de

A, braunii

La nitrato reductasa de A. braunii muestra un es

pectro de absorcidn (Fig. 6), con maximos a 280 nm (tipico
de proteina), 416 nm (Soret de hemoproteina) y un pronun-
ciado hombro a 450 nm (caracteristico de la presencia de

flavina).

Cuando se reduce el enzima con NAD(P)H o ditioni
to, el espectro de absorcibn en el visible es caracteristi
co de la presencia de un hemo reducido (Fig. 7);5observén-
dose un desplazamiento de la banda Soret desde 416 a 424
nm, que va acompainado de un incremento en la absorbancia.
Por otra parte el hombro a 450 nm se atenda significativa-
mente y aparecen dos nuevos miximos de absorcién a 527
(banda B8) y 557 (banda d) nm. Esto indica la pfesencia de
un citocromo, probablemente del tipo b, y flavina (hombro
a 450 nm) como grupos prostéticos de la nitrato reductasa

de A. braunii.

Cuando el enzima reducido se reoxidaba con aire,
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Fig. 6. Espectro de absorcidn de la nitrato reductasa de
A. braunii.- El espectro del enzima oxidado se realizb
utilizando una preparacién enzimitica (0,33 mg protefna/
ml) en tampén fosfato 10 mM, pH 7,0; DTE, 0,15 mM; EDTA,
0,10 mM, contra un blanco de referencia que contenfa di-
cho tampén.
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Fig. 7. Espectro de absorcidén en el visible de la nitrato
reductasa purificada de A. braunii.— En todos los casos
tenemos el enzima (0,33 mg protefna/ml) en tampén fosfato
10 mM, pH, 7,0; DTE, 0,15 mM; EDTA, 0,10 mM.

El espectro del enzima reducido era el mismo, inde-
pendientemente de que se ahadieran a la cubeta que conte-
nfa el enzima nativo, unos cristales de NADH, NADPH o di-
tionito s6dico. En todos los casos el espectro de absor-

cién se registraba inmediatamente después de la adicibn
del reductor. '
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o bien con nitrato se recuperaban las caracteristicas es-
pectrales del enzima original oxidado, descritas anterior
mente, lo que indica que el nitrato, sustrato fisiolbgico
de ia proteina, oxida perfectamente al citocromo y a la

flavina de la nitrato reductasa de A. braunii.

IITI.3.2. Espectro de absorcidén del derivado piridin-hemo-

eromdégeno de la nitrato reductasa de A. brauntit

Una importante informacién acerca de la natura-
leza del grupo prostético hemo de la nitrato reductasa nos
la da las caracteristicas espectrales de su derivado hemo-
crom6geno en piridina. La Fig. 8 muestra el espectro de
absorcifn de este derivado, reducido con ditionito sédico,
que presenta maximos de absorcién a 414 (Soret), 522 (B)

y 551 (a) nm indicativos de un citocromo de tipo b.
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Fig. 8. Espectro de absorcidén del derivado hemocromdbgeno
de la nitrato reductasa de A. braunii _en piridina.~ Se
trat6 una fraccibén enzim&tica de 0,5 ml (0,16 mg proteif-
na/ml) con 0,2 ml de piridina, seguido de la adicibn de
0,3 ml de KOH 0,2 N. A continuacifén se ahadieron algunos
cristales de ditionito s6dico para conseguir la forma re
ducida del piridin hemocrombgeno.

El espectro se realiz6 frente a un blanco de refe-
rencia que contenia 0,5 ml de tamp6n fosfato 10 mM, pH
7,0; DTE, 0,15 mM; EDTA, 0,10 mM; FAD 20 uM; mis 0,2 ml
de piridina y 0,3 ml de KOH, 0,2 N.
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IIT.4. REGULACION DEL COMPLEJO NAD (P)H-NITRATO REDUCTASA

DE A. braunii

IIT.4.1. Regulacidén a nivel de sintesis de enzima

Todas las actividades del complejo enzimitico

NAD (P)H-nitrato reductasa de A. braunii, i.e. NAD(P)H-ni

trato reductasa, MVH-nitrato reductasa y NAD(P)H-diafora
sa, se reprimen nutricionalmente por amonio, producto fi
nal del sistema asimilatorio reductor de nitrato, o metil
amina, compuesto no metabolizable por el alga (Tabla III).
La represi6én de la sintesis del enzima por los compuestos
mencionados se pone de manifiesto incluso en presencia de
nitrato, lo que indica que la NAD(P)H-nitrato reductasa

de A. braunii es, mas bien un enzima reprimible por amonio

0 metilamina, que inducible por nitrato.

ILa sintesis de novo de la nitrato reductasa de

A. braunii, que tiene lugar cuando el represor, amonio o

metilamina, se elimina del medio de cultivo,~de§ende,de

la adici6n de unabadecuada fuente de nitr8geno. En ausen+
cia de este elemento se sintetiza una significativa can-
tidad de enzima, sin embargo esta sintesis es mds eficaz
y rédpida en presencia de nitrato (Tabla’IV). Estos datos

indican que el nitrato, que no es un inductor esencial
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TABLA IIX

REPRESION POR AMONIO O METILAMINA DEL COMPLEJO NAD (P) H-NITRATO

REDUCTASA DE A. braunii

Fuente de Actividades especificas relativas
Nitrégeno NADH—NO3Rasaa MVH-NO,Rasa NADH~-diaforasa?
Nog 100 100 100
NH, 7 7 15

. +
NO3 + NH4 15 16 21
NOE + Metilamina 4 6 16

a) Resultados similares se obtuvieron cuando se us6 NADPH en
lugar de NADH como donador de electrones.

Células cultivadas en nitrato, como se indica en Métodos,
se recogieron, se lavaron con medio de cultivo y se resuspen-
dieron en nuevos medios en presencia de las fuentes de nitr6-
geno :-indicadas. Nitrato, 8 mM; amonio, 8 mM; metilamina, 15 mM.
T2as 18 h de tratamiento se determinaron las actividades espe-
cificas de los correspondientes extractos crudos.

Las actividades especificas al 100% para la NADH-NO Rasa,

MVH-NO.,Rasa y NADH-diaforasa fueron respectivamente 85 ;
255 mU}mg proteina.



TABLA IV

DERREPRESION DEL COMPLEJO NAD (P) H-NITRATO REDUCTASA DE

A. braunii

Fuente de Actividades especificas relativas

Nitrégeno NADH--NO3Rasaa MVH-NO3Rasa NADH-diaforasa®

NH), 3 3 9
No; 100 100 100
No; 12 12 30
Arg 15 20 30
Asp 28 27 40
Ninguna 54 55 73

a) Resultados similares se obtuvieron cuando se utili~
z6 NADPH en lugar de NADH como donador de electrones.

CE&lulas cultivadas en amonio 16 mM, durante 18 h
se recogieron, se lavaron y se pasaron a nuevos medios
que contenfan las siguientes fuentes de nitrégeno. :
nitrato 6 amonio, 8 mM; nitrito, 1 mM; Asp 6 Arg, 0,5
mM. Después de 6 h de tratamiento se determinaron las -
actividades enzimdticas en los correspondientes extrac
tos crudos.

Las actividades especificas al 100% para la NADH-
NO,Rasa, MVH-NO.,Rasa y NADH-diaforasa fueron respecti-
vamente 44, 38 ¥ 256 mU/mg proteina.
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para la sintesis del enzima, es la fuente de nitr6geno

adecuada para potenciar dicha sintesis.

En esta misma tabla puede observarse que el ni
trito o formas de nitr6geno orgdnico (arginina o asparti
co) frenan sensiblemente la sintesis de la nitrato reduc

tasa.

La Fig. 9 muestra la cinética de la sintesis de

la nitrato reductasa de A. braunii en un cultivo en fase

exponencial de crecimiento y con nitrato como @Gnica fuente
de nitr6geno. La sintesis del enzima comienza r&pidamente
cuando se elimina el amonio del medio y alcanza su valor
mdximo a las 4 h aproximadamente de poner las células en
nitrato, valor que, por otra parte, permanece practicamen

te constante durante el crecimiento exponencial del alga.

Cuando células de A. braunii creciendo en amo-

nio como fuente de nitrbgeno, y que por tanto carecfan
prédcticamente del complejo NAD (P}H-nitrato reductasa, se
»transfgrian a nuevos medios conteniendo cantidades cre-
cientes de nitrato, el nivel de actividad de la nitrato
reductasa sintetizada de novo presentaba una irregular
dependencia de la concentracifn de nitrato en el medio,

siendo m&ximo su valor para 8 mM de nitrato (Fig. 1Q,A).
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Fig. 9. Cinética-de la derrepresidn _del complejo NAD(P)H-
nitrato reductasa de A. braunii.- CElulas cultivadas du-
-rante 24 h en amonio, se recogieron, se lavaron y se re-
suspendieron (tiempo ctero) en un medio de cultivo con ni-
trato (8 mM).

Las actividades del complejo NAD(P)H se estimaron
en los correspondientes extractos crudos a los tiempos in
dicados.
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Fig. 10. Efecto de la concentracidn de nitrato en el medio
de cultivo sobre la derrepresidn de la nitrato reductasa
de A. braunii.- Células cultivadas durante 24 h en amonio,
se recogieron, se lavaron y se resuspendieron en nuevos me
dios de cultivo que contenfan nitrato a las concentracio-
nes que se indican. Al cabo de 4 h se determinaron las dis
tintas actividades en los correspondientes extractos cru-.
dos, antes (A), y después de reactivarlos durante 2 min
con 0,3 mM de ferricianuro (B).
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Sin embargo, cuando se anade ferricianuro a los correspon-
dientes extractos crudos, y la nitrato reductasa se reac-
tiva completamente (Losada et al., 1973),el nivel de las
actividades nitrato reductasa es semejante al de las diafo
rasas y el miximo se alcanza para una concentracibén de ni-

trato 4 mM (Fig. 10, B).

Es interesante resaltar aquique en los estudios
de represibn-induccién hasta ahora realizados, todas las
actividades del complejo NAD (P)H-nitrato reductasa, i.e.
NAD (P)H-nitrato reductasa, FNH2 (o MVH) -nitrato reductasa
y NAD(P)H-diaforasa, se comportan de forma extraordinaria

mente parecida.

ITTI.4.2. Regulacidn de la actividad nitrato reductasa

I1T1.4.2.1. Interconversién in vivo de la nitrato reduCtasa

de A. braunii

La Tabla V muestra que cuando células de A. brau-
nii, creciendo autotr6ficamente en la luz con nitrato, se
transfieren a un medio con amonio o metilamina (en presen-
cia o ausencia de nitrato), se produce un répido y pronun-

ciado decrecimiento en el nivel de actividad de la nitrato
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TABLA V

INACTIVACION in vivo DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. braunii POR

DISTINTAS FUENTES DE NITROGENO

Actividades especificas relativas

Adicién NADH—NO3Rasaa MVH—NO3Rasa NADH-diaforasa®
NOg 100 100 100
NH), 19 17 100
- +
NO3 + NH4 22 21 100
Metilamina 18 19 : 100
Nog + Metilamina 21 24 96
Ninguna 65 54 92

a)Resultados similares se obtuvieron cuando se utiliz6 NADPH
en lugar de NADH como donador de electrones.

Células cultivadas en nitrato bajo las condiciones des-
critas en Métodos, se recogieron, se lavaron y se resuspendie-
ron en nuevos medios que contenfan las fuentes de nitr6geno in
dicadas. Nitrato, 8 mM; amonio, 16 mM; metilamina, 30 mM. A los
90 min se determinaron las actividades especificas de los co-
rrespondientes extractos crudos.

Las actividades especfificas al 100% para la NADH-NO_Rasa,
MVH-NO,Rasa y NADH-diaforasa fueron respectivamente 82, 31 y
270 mU/mg proteina.
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reductasa (tanto NAD(P)H-nitrato reductasa, como MVH-ni-
trato reductasa), mientras que la otra actividad del com
plejo, la NAD(P)H-diaforasa, no se afecta significativa-
mente. Este descenso de la actividad nitrato reductasa,
causado por amonio o metilamina, no se debe a represibn
o degradacién del enzima, sino m&s bien a su inactiva-
cibén, que se ha visto es reversible, ya que extractos
crudos preparados a partir de células previamente trata-
das con amonio o metilamina, pueden reéuperar completa-
mente la actividad nitrato reductasa original por simple
tratamiento con pequenas cantidades de ferricianuro, que

reoxida a la proteina.

Es interesante ahadir que la ausencia de fuen-
te de nitrb6geno en el medio no conduce a una inactiva-
cibn significativa de la nitrato reductasa en compara-

cién con el efecto provocado por amonio o metilamina.

La ausencia de aire en el medio de cultivo no
parece tener un efecto apreciable sobre la actividad ni-
trato reductasa, y tampoco proteje al enzima contra la

inactivacién in vivo provocada por el amonio (Tabla VI).
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TABLA VI

EFECTO DE LA ATIREACION Y FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA INACTI

VACION in vivo DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. braunii

Actividades especificas relativas

Tratamiento NADH—NOBRasaa MVH—NO3Rasa NADH—diaforasaa
No'3" 100 100 100
No; menos aire 72 78 92
- +
NO3 + NHj 19 14 90
NHZ 19 11 91
NHZ menos aire 15 9 74

a) Resultados similares se obtuvieron cuando se utilizé
NADPH en lugar de NADH como donador de electrones.

Células cultivadas en nitrato bajo las condiciones des
critas en Métodos se recogieron, se lavaron y se resuspen-
dieron en nuevos medios que contenfan las fuentes de nitrd&-
geno indicadas, sometiendose durante 90 min a los tratamien
tos correspondientes. Nitrato, 8 mM; amonio, 16 mM. La elimi
nacién de la aireacién se realiz6 segfin se describe en Méto-
dos.

Las actividades especificas al 100% para la NADH-NO_Ra-
sa, MVH-NO,Rasa y NADH-diaforasa fueron respectivamente 34,
58 y 326 ma/mg protefina.
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La Tabla VII muestra que la inactivacién in vivo

de la nitrato reductasa de A. braunii producida por amonia

co o metilamina no tiene lugar en presencia de menadiona
(vitamina k3) que, actfia como aceptor del poder reductor

fabricado durante el proceso fotosintético (Losada, 1976 b).

La Fig. 11 muestra la_ inactivacién.in vivo de la

nitrato reductasa de A. braunii causada por adicibén de amo-

nio a células creciendo en nitrato, asf como la reactivacidn
in vivo del enzima inactivo que ocurre al eliminar el amonio
del medio de cultivo en presencia de luz. La menadiona, que

hemos visto (Tabla VII) protege al enzima contra su inacti-

vacién in vivo estimula fuertemente la reactivacién de la

nitrato reductasa.

Los resultados mostrados en la Tabla VIII indi-
can que el amonio impide la utilizacifén de nitrato por
las cé&lulas. Ademds el nivel intracelular de nitrato no
desciende en presencia de amonio, lo cual indica que bajoi
las condiciones utilizadas, el nitrato no puede ser asi-
milado. En medio liquido y a la luz, las células de Ankis-
trodesmus pueden crecér durante varios dias con amonio co-
mo fuente de nitr6geno tan facilmente como con nitrato.

Por otro lado , el crecimiento con metilamina como fuente
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TABLA VII

PROTECCION POR MENADIONA CONTRA LA INACTIVACION in vivo DE LA NI

TRATO REDUCTASA DE A. braunii POR ADICION DE AMONIO O METILAMINA

Actividades especificas relativas

Adicién NADH-NO.Rasa® MVH-NO,Rasa NADH-diaforasa®

3

NO3 100 100 100
+ NH), 56 54 100
+ NH,; + menadiona 135 111 85
+ Metilamina 45 46 926
+ Metilamina + menadiona 111 112 91

a) Resultados similares se obtuwvieron cuando-.se utiliz6 NADPH -en
lugar de NADH como donador de electrones.

Células cultivadas en nitrato bajo las condiciones descri-
tas en Métodos se recogieron, se lavaron y se sometieron a los
tratamientos indicados durante 90 min. Nitrato, 8 mM; amonio,
16 mM; metilamina, 30 mM; menadiona, 0,3 mM.

Las actividades especificas al 100% para la NADH-NO.,Rasa,
MVH-NO,Rasa y NADH-diaforasa fueron respectivamente 90Q, 38 Yy
350 mU}mg proteina.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA RELATIVA (%)
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Fig. 11. Reactivacidn in vivo de la nitrato reductasa de
A. braunii inactivada por amonio.- La primera flecha in-
dica el momento en que se anadi6 amonio (16 mM) a un cul
tivo creciendo en nitrato (8 mM). La segunda flecha indi
ca el momento en que se recogieron las células, se lava-
ron y se resuspendieron en nuevos medios con nitrato (8
mM) solo (=+=r=e—- ), + 0,3 mM de menadiona (= ==-), 6

+ oscuridad (sseessecess seed)

El 100% de actividad especifica para la NADH-NO,Ra-
sa y FMNHZ—N03Rasa fueron 155 y 87 mU/mg proteina regpeg
tivamente? ‘

Resultados similares se obtuvieron cuando se utili-

z6 metilamina en lugar de amonio como agente inactivante.
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TABLA VIII

- EFECTO DEL AMONIO SOBRE LA ABSORCION DE NITRATO POR CELULAS

DE A. braunii

Tiempo Nitrato en el medio Nitrato en las cé&lulas
(horas) (mM) (umoles/g peso fresco)
- NH, 4 NH) - NH) + NH),
0 11,0 11,0 10,4 10,4
2 10,6 11,0 10,7 10,5
8 10,2 11,0 11,4 10,8
24 8,8 11,0 15,9 12,0
48 7,2 11,0 18,0 14,0

Se anadié nitrato (11 mM), s6lo 6 mas amonio (16 mM) a

un cultivo de A. braunii cultivado durante 24 h sinfuente de

nitrégeno. A los tiempos indicados se determin6 el contenido
de nitrato de los medios de cultivo y de las células como se

describe en Métodos.



de nitr6geno es deficiente bajo condiciones experimenta-
les similares, afin en presencia de nitrato (resultados

no mostrados).

ITII.4.2.2. Interconversién in vitro de la nitrato reduc-

tasa de A. braunii

La Fig. 12 muestra que cuando la nitrato redug‘
tasa se preincuba con piridfn nuclebtidos reducidos el
enzima se inactiva; 0,3 mM de piridfin nucle6tido reduci-
do en la mgzcla de incubacién es pr&cticamente saturante

en su efecto inactivante sobre la nitrato reductasa. El

NADH es m&s efectivo que el NADPH en dicha inactivaciébn.

~ Esta inactivacién del enzima es aparentemente
similar a la observada in vivowpor la accibn del amonior
o la metilamina, ya que: a) la inactivaci6én afecta a la
actividad NAD(P)H-nitrato reductasa (y consecuentemente
a la FNH, (O'MVH)—nitrato reductasa) y no a la actividad
NAD (P)H-diaforasa del complejo enzim&tico, y b) el enzima
inactivo puede reactivarse éompletamente in vitro, por

tratamiento con ferricianuro.
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Fig. 12. Efecto de la concentracién de NAD(P)H sobre la
inactivacidn de la nitrato reductasa de A. braunii.-— Ni
trato reductasa parcialmente purlflcada (0,45 mg de pro
tefna) se incub6 durante 100 min a 0°C en 1 ml de tampén
Tris-C1lH, 0,05 M, pH 7,5, conteniendo NAD(P)H a las con-
centraciones 1ndlcadas.

La actividad enzim&tica se determinS por la adicibn
de alicuotas de las correspondientes mezclas de incuba-
cibn a los reactivos del ensayo (ver Métodos). E1 100%
de actividad NADH-nitrato reductasa fué 420 mU/mg protel

nae.




La Fig. 13 muestra la cinética de inactivacién

in vitro de la nitrato reductasa de A. braunii por prein

cubacibén con NADH o NADPH 0,3 mM. Bajo estas condiciones

experimentales se observa una inactivacibén de un 75% a-

proximadamente al cabo de 80 min.

El ADP coopera especificamente con el NADH, pe
ro no con el NADPH, en la inactivacifén in vitro de la ni

trato reductasa de A. braunii (Tabla IX). ATP, AMP 6 GDP

carecen de esta peculiar propiedad del ADP, que por otra
parte no ejerce efecto significativo sobre la actividad
del enzima cuando se usa NADPH, que tambien es un efecti
vo donador de electrones de 1la nitrato reductasa de An-

kistrodesmus, como agente inactivante.

Con objeto de excluir la posible influencia de
la interaccién de la nitrato reductasa con otras protei-
nas en este tipo de inactivacién, hemos hecho un experi-
mento semejante al anterior pero utilizando una prepara-

cibn pura de nitrato reductasa de A. braunii. Los resul-

tados obtenidos fueron muy similares (Tabla X), pero la

inactivacibén es més rédpida y eficaz en este caso.
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Fig. 13. Cinética de inactivacidén de la nitrato reductasa
de A. braunii por preincubacidén—-—con piridin nucledtidos—--
reducidos.— Las condiciones experimentales son similares
a las de la Fig. 12, cuando se us6 NAD(P)H 0,3 mM. La ac-
tividad enzimitica se ensay6 a los tiempos indicados.
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TABLA IX

COOPERACION ESPECIFICA DEL ADP CON EL NADH EN LA INACTIVACION

DE LA NITRATO REDUCTASA PARCIALMENTE PURIFICADA DE A. braunii

Adicibén Actividad relativa (%)
Ninguna : 100
NADH | 54
NADH + ATP 53
NADH + ADP ‘ 34
NADH + AMP : 53
NADH + GDP 49
NADPH 61
NADPH + ADP 59

Nitrato reductasa parcialmente purificada (0,43 mg de
proteina), se incub8 durante 100 min a 0°C en 1 ml de Tris-
ClH, 0,05 M, pH 7,5, conteniendo los nucle6tidos indicados
a una concentracién final de 0,3 mM cada uno. La actividad
enzimitica se midié por adicién de 0,1 ml de cada mezcla
de incubacién a los reactivos del ensayo (ver Mé&todos).

El 100% de actividad especifica para la NADH-nitrato
reductasa fué 430 mU/mg proteina.
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TABLA X

COOPERACION ESPECIFICA DEL ADP CON EL NADH EN LA INACTIVACION

DE LA NITRATO REDUCTASA PURIFICADA DE A. braunii

Adicié6n Actividad relativa (%)
Ninguna 100
NADH 36
NADH + ATP 35
NADH + ADP 19
NADH + AMP 30
NADH + GDP 33
NADPH 40
NADPH + ADP 39

Las condiciones experimentales fueron las mismas que'en
la Tabla IX, excepto que se utiliz6 una preparacién purifica-
da (0,018 mg) y que la preincubacién tuvo lugar durante 30
min.

El 100% de actividad especifica para la NADH-nitrato re-
ductasa fué 12 U/mg protefina.



Los resultados recogidos en la Fig. 14 mues-
tran que la cooperacién entre NADH y ADP para inactivar
la nitrato reductasa parcialmente purificada de A. brau-
gii es madxima, cuando la concentraci6n utilizada de ADP
es equimolecular con la de NADH (0,3 mM). A concentra-
ciones m&s altas (alrededor de 3 mM) el ADP no afecta a
la actividad enzimitica. Sin embargo, cuando en experi-
mentos de este tipo, utilizamos una preparacifén pura de
nitrato reductasa, el efecto potenciador del ADP en la
inactivacién del enzima por NADH se presenta a una con-
centraci6fn equimolecular (0,3 mM) y permanece constan-

te aunque se aumente su concentracién (Fig. 15).

Por dltimo se estudid la cinética de inactiva
ci6én del enzima por preincubacidn con NADH y ADP a con-
centraciones equimoleculares. Los resultados presenta¥
dos en la Fig. 16, muestran que la inactivacién del en-
zima era del 60% a los 26 min de incubacibn en presen-
cia de NADH y ADP, mientras que no llegaba al 20% cuah—

do la preincubacibén s6lo contenfa NADH.

La inactivacién de la nitrato reductasa aqui

presentada radica en la parte terminal del enzima, ya
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Fig. 14. Efecto de la concentracién de ADP sobre la inacti
vacidén in vitro de la nitrato reductasa de A. braunii por
NADH y ADP.— Nitrato reductasa parcialmente purificada 7~
(0,38 mg de protefina) se incub6 durante 100 min a 0°C, en
1 ml de tampb6n Tris-ClH, 0,05 M, pH 7,5, conteniendo NADH
0,3 mM y ADP a las concentraciones indicadas.

La actividad del enzima se midi6 en alfcuotas de las
mezclas de incubaci6én. 100% de actividad NADH-nitrato re-

ductasa fué 480 mU/mg protefna.
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Fig. 15. Efecto de la concentracidén de ADP sobre la inactz
vacién in vitro de la nitrato reductasa pura de A. braunit
por NADH y ADP.- Las condiciones experimentales—fueron-se-
mejantes a las de la Fig. 14, excepto gue se usf6 enzima pu
ro (0,015 mg) en las mezclas de incubacibn.

100% de actividad NADH-nitrato reductasa fué 20 U/mg

protefna.
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Fig. 16. Cinética de la inactivacidédn de la nitrato reductasa
- de A. braunii por NADH y ADP.- Nitrato reductasa parcialmen-
te purificada (0,41 mg de protefna) se incubb a 0°C en'1l ml -
de tamp6n Tris-ClH, 0,05 M, pH 7,5, conteniendo NADH 0,3 mM
y/o ADP 0,3 mM, segﬁn se 1nd1ca. La actividad en21m5t1ca se
midi6 a los tiempos indicados en alfcuotas de las correspon-
dientes mezclas de incubacién.

100% de actividad NADH-nitrato reductasa fué 390 mU/mg

proteina.




que la actividad NADH-diaforasa del complejo enzimdtico
no se afectaba significativamente, en ningdn caso, bajo
las condiciones experimentales utilizadas. Por otra par
te, el caracter reversible de dichas inactivaciones se
puso de manifiesto porque cada preparacibén enzimitica
recuperaba su actividad inicial al tratarla con ferri-

cianuro.
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IV. DISCUSION



Los resultados aqui descritos han aportado nue

vos conocimientos sobre la caracterizacién, composicibn

83

y mecanismo de regulacién del complejo enzimético NAD(P)H-

nitrato reductasa del alga verde Ankistrodesmus braunii.

En primer lugar se ha puesto a punto un senci-
1lo método de purificacibén, basado en la cromatografia
de afinidad con Sefarosa-Azul Dextrano-que ha significa-
do una considerable simplificacién en trabajo y tiempo,

con respecto a aquellos otros descritos hasta ahora que

han utilizado b&sicamente técnicas convencionales para la

purificacién de la nitrato reductasa de A. braunii (Ahmed

y Spiller, 1976). Por otra parte, el método aqui descrito
supone una importante mejora en el rendimiento y en la
calidad de la preparacién enzim&tica obtenida, ya que és
ta presenta una actividad especifica de 50 U/mg aproxima
damente, con una recuperacién de un 70% y un factor de

purificacién de 1.200 veces (Tabla I).

La nitrato reductasa de Chlorella vulgaris ha

sido purificada hasta homogeneidad por un método que tam
bién incluye como paso fundamental la cromatografia de

afinidad en Sefarosa-Azul Dextrano (Solomonson, 1975).
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Es importante resaltar aqui las diferencias b&sicas que
existen en el comportamiento de las nitrato reductasas

de ambos organismos durante su elucién de la columna:

1. E1 enzima de Chlorella vulgaris no puede diso-

ciarse del Azul Dextrano por tampones de alta fuerza
i6énica. La elucién del enzima de la columna requiere
especificamente la presencia de NADH en el tampbn de
elucidén, siendo muy eficaz el nucle6tido a concentracio

nes del orden de 5 uM.

2. La nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunii,

que segln nuestros datos, parece ser un enzima bastante
similar en propiedades y grupos prostéticos al de Chlo-

rella vulgaris, puede eluirse f&cilmente de la columna,

junto-con otras proteinas;-por tratamiento-con-un tam--—-

pén de alta fuerza ibnica (Figuras 1 y 2).

3. Es muy importante hacer hincapié en que la elu-

cién del enzima de Ankistrodesmus no se puede conseguir
por la simple adicién de NADH, incluso a concentracién
0,5 mM, al tampén de lavado. La desestabilizacibén de la

unién del enzima a la Sefarosa-Azul Dextrano se puede
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conseguir, de forma especifica, por la accidn combinada
del NADH, sustrato fisiolb6gico del enzima, y el FAD, que

es uno de sus grupos prostéticos (Figuras 3 y 4).

Se ha descrito ampliamente la presencia de dis
+intas formas de un mismo enzima (isoenzimas) dentro de
diversos organismos (Ureta, 1978). Los isoenzimas pueden
diferenciarse en muy diversos aspectos, tales como sus
valores para la constante de Michaelis (Chen y Jones,
1970; Maino y Young, 1974), su diferente especificidad
por el sustrato o cofactor (Omata Jolly EE_EL" 1976;
Shen et al., 1976), por su localizaci6n intracelular (Mo
et al., 1973; Wenger y Bernofsky, 1971), o simplemente
por su movilidad electroforética (Stachow y Sanwal, 1967;

Notton et al., 1972).

Al someter una preparacibn purificada de Ankis-

trodesmus braunii a electroforesis en gel de poliacrilami

da se obtienen dos bandas de proteina, gque ademis presen-
tan actividad catalftica para reducir nitrato y reaccifn
positfva a la tincibén del grupo hemo (Fig. 5), lo que in-
dica la posible presencia en nuestra preparacién de dos

formas moleculares de nitrato reductasa o isoenzimas, con



distinta movilidad electroforética.

Un andlisis posterior de la actividad nitrato
reductasa de estas dos protefnas confirmé la idea de que
se trata de dos isoenzimas y no de un artefacto electro-
forético, ya que dichos isoenzimas presentaban distinta
especificidad por el piridin nucle6tido reducido que do-
na los electrones para la reduccién de nitrato. Mientras
gue la nitrato reductasa de menor movilidad electroforé-
tica (L) es précticamente especifica para NADH, la de ma
yor movilidad (R) utiliza indistintamente NADH o NADPH-

como donador de electrones (Tabla II).

La demostracién de la presencia de dos formas
moleculares de nitrato reductasa en el alga verde Ankis-

trodesmus braunii es muy interesante, ya que hasta el mo

mento s6lo se habfa descrito la presencia de tales isoen
zimas de nitrato reductasa en plantas superiores como la
soja (Omata Jolly et al., 1976), arroz (Shen et al.,
1976), y espinaca (Notton et al., 1972), siendo'por tanto
ésta la primera vez que se ha encontrado en algas verdes.
El papel fisiolSgico de estos isoenzimas en la asimila-

ci6én de nitrato por organismos fotosintéticos queda por
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estudiar, aunque probablemente tenga fines regulatorios
relacionados con sus propiedades cinéticas (Campbell,

1976).

Desde que Garret y Nason (1967) sugirieron que
podia haber un citocromo b557 asociado a la nitrato re-

ductasa de Neurospora, se ha descrito la presencia de es

te grupo prostético en todas las nitrato reductasas que
se han purificado adecuadamente (Vennesland y Guerrero,
en prensa), habiéndose publicado la presencia de 2 moles
de hemo por mol de enzima para la nitrato reductasa de

Chlorella vulgaris (Solomonson et al., 1975), mientras

gque el enzima de hongos parece contener un solo mol de

citocromo por mol de enzima (Guerrero y Gutierrez, 1977).

El espectro de absorcién de la nitrato reduc-

tasa purificada de A. braunii (enzima oxidado) (Figuras

6 vy 7), presenta un mdximo a 416 nm (Soret) y un hombro
a 450 nm. Cuando se reduce el enzima con NAD(P)H (dona-
dores fisiol8gicos) o con ditionito (reduccién quimica),
el espectro de absorcién del enzima en el visible es ca-
racteristico de la presencia de un hemo reducido, obser-

vdndose un desplazamiento de la banda Soret desde 416 a
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424 nm, que ademds va acompanado de un incremento de la
absorbancia a esta longitud de onda. Por otra parte, el
hombro a 450 nm se atenda significatfivamente y aparecen
dos nuevos miximos de absorcién a 527 (banda B) y 557

(banda a) nm. Esto indica la presencia de un citocromo,

probablemente del tipo b 7Y flavina (hombro a 450 nm)

55
como grupos prostéticos del complejo NAD(P)H-nitrato re

ductasa de A. braunii.

La reduccién completa del citocromo b‘dé la

nitrato reductasa purificada de Rhodotorula glutinis

con NAD(P)H requiere la adicibén de FAD a la preparacién
enzimidtica (Guerrero y Gutierrez, 1977), lo que indica
que la flavina estd situada antes que el citocromo b en

la cadena de transporte de electrones de la proteina.

Es interesante resaltar que cuando se ahade ni
trato al enzima nativo, no se observaron cambios signis=
ficatfivos en las propiedades espectrales de la proteina,
sugiriendo que el sitio activo donde se une el sustrato

al enzima no es el citocromo o la flavina.

El enzima reducido con NAD(P)H se reoxida r&-
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pidamente por adicién de nitrato seglin indican los cambios
observados en el espectro de absorcién, que se identifica
con el dei enzima nativo. Esto indica que el nitrato, acep
tor fisiolbgico de electrones del enzima, oxida facilmente
a la flavina y ai citocromo de la nitrato reductasa, gru-
pos prostéticos que tienen por tanto un papel funcional

en la reduccibn enzimdtica de nitrato a nitfito. Resulta-

dos similares se han observado con el enzima de Neurospora

crassa (Garret y Nason, 1969), Chlorella vulgaris (Solomon

son y Vennesland, 1972) y Rhodotorula glutinis (Guerrero y

Gutierrez, 1977).

La nitrato reductasa reducida de A. braunii tam

bién se reoxida, aunque mis lentamente, por el oxigeno,
probablemente debido a una pequeﬁa actividad oxidasa que
lleva asociada y que elimina lentamente los electrones del
piridfin nuclebtido, recuperando el enzima su espectro de
absorcién original. El citocromo b de esta proteina es por

tanto autooxidable.

El espectro de absorcién del derivado hemocro-

mégeno de la nitrato reductasa de A. braunii, en presencia

de piridina y ditionito, confirma la idea de que el cito-



cromo del enzima es de tipo b557, ya que presenta miximos
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de absorcién a 414 (Soret), 522 (a) y 551 (8) nm (Fig. 8),

gue se corresponden con los del piridin hemocrombgeno de-
rivaco de protoporfirina IX (Garret y Nason,.1969). Deri-
vados semejantes se han caracterizado previamente en las

nitrato reductasas del hongo Neurospora crassa (Garret y

Nason, 1969) con maximos de absorci6én a 417, 524 y 553 nm,

y del alga verde Chlorella vulgaris (Solomonson y Vennes-

land, 1972) con m&ximos a 418, 524 y 555 nm, concluyéndo-

se en ambos casos también la presencia de un citocromo de
tipo b, lo gue hace pensar que este citocromo es un cCOmpo
nente general de las nitrato reductasas de tipo asimilato

rio, que utilizan piridfn nucleStidos reducidos como dona

dores de electrones.

La regulacién de la reduccién asimilatoria del
nitrato es un proceso complejo que parece presentarse a
varios niveles. El primero de ellos es el de transporte,
puesto que la entrada de nitrato en las cé&lulas es ante-
rior a su reduccién; una vez dentro, el control se rea-
liza tanto a nivel de sintesis como de actividad de los
enzimas implicados en la asimilaci6én de nitrato. Se ha
demostrado que la capacidad de utilizar nitrato en algas

v plantas superiores varia en respuesta a los cambios de



las condiciones ambientales, tales como la intensidad de
luz, niveles de CO2 y 02, temperatura, fuente de nitrégg
no y otros factores (Losada 1976 a y b; Hewitt et al.,

197e6) .

El amonio, producto final de la reduccibn asi-
milatoria de nitrato, tiene in vivo un doble efecto so-
bre la utilizaci6én de nitrato : 1. Inhibe la utilizacidn
de nitrato por las cé&lulas y 2. Inactiva reversiblemente
la nitrato reductasa terminal del complejo enzimdtico en
cargado de reducir el nitrato a nitrito (Losada, 1976 a).
Todo hace pensar que la nitrato reductasa es un punto
critico donde radica un importante control de la utiliza
cién de nitrato. Por otra parte, se sabe que el transpor
te de nitrato al interior de la célula es mediado por un
sistema que presenta cinéticas tipicas de Michaelis-Men-
ten (Schloemer y Garret, 1974) y que se inhibe por amo-
nio. Poco se sabe acerca de este sistema en algas verdes
y por ello no puede desecharse todavia la posibilidad de
que radique en &l también un importante punto de control

en la utilizaci6én del nitrato.

Cuando las células de Ankistrodesmus braunii
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se cultivan utilizando amonio como fuente de nitrbgeno, el
nivel de las actividades del complejo enzim&tico NAD(P)H-
nitrato reductasa es negligible (Tabla III), indicando
que el amonio reprime la.sintesis de este enzima. Esta re
presibn tiene lugar aln en presencia de nitrato. Cuando
el amonio se elimina del medio de cuitivo, las células de

Ankistrodesmus sintetizan altos niveles de nitrato reduc-

tasa afin en ausencia de fuente de nitr6geno (Tabla IV),
sin embargo dicha sintesis se estimula sensiblemente por
la presencia de nitrato en el medio (Figuras 9 y 10), de-
bido probablemente a que el nitrato es una adecuada fuen-
te de nitr6geno méds que a un efecto inductor especifico
sobre la sintesis del enzima. Oesterheld (1971) ha propues
to que en las células de Ankistrodesmus deficientes en ni-
tr6geno tiene lugar la formacién de pequehas cantidades

de nitrato y nitrito, por oxidacién de nitrégeno orgénico,
que pueden explicar los altos niveles de nitrato reducta-
sa encontrados en ausencia de fuente de nitr6geno. Por
otra parte en plantas superiores, el nitrato parece ser
esencial para la sintesis del enzima (Beevers y Hageman,
1969;1972; Hewitt et al., 1976). Estos resultados estén
de acuerdo con observaciones previas en este alga (Riga-

no, 1970) y con los obtenidos en otras algas verdes como



Chlorella fusca (Losada et al., 1970; Vega et al., 1971)

y Chlamydomonas reinhardii (Herrera et al., 1972).

El mecanismo de control de la sfntesis de la
nitrato reductasa a niveles de transcripcién y transduc-
cibén permanece pra&cticamente desconocido. Por obtra parte,
una serie de compuestos no muy claramente relacionados
a priori con la asimilacién de nitrato, afectan a la sin
tesis de la nitrato reductasa en ciertas especies de al-
gas y plantas; tal es el caso del herbicida simazina que
utilizado a concentraciones no téxicas produce un sensi-
ble incremento en el nivel de nitrato reductasa de gui-
santes, arroz, maiz, etc..., y por ello se ha empleado
para incrementar el contenido protefco de alimentos vege
tales (Ries et al., 1967; Tweedy y Ries, 1967; Sawkney y

Naik, 1972)~

Travis et al. (1969) han mostrado que la ciclo
heximida previene la caida normal de nivel de nitrato re
ductasa que tiene lugar en hojas de cebada cuando se po-
nen en la oscuridad. Esto supone la participacién de una
proteina en la degradacibén de la nitrato reductasa. Se

ha aislado una protefna a partir de semillas de maiz
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(Wallace, 1973; 1974), que inactiva nitrato reductasas de

distintos origenes como los de Neurospora y plantas supe-

riores, pero no el enzima de origen bacteriano. Parece
ser que se trata de un enzima proteolftico que ataca par-
ticularmente a la mitad diaforasa de la nitrato reductasa

(Wallace, 1975). En Neurospora la presencia de nitrato en

el medio de cultivo hace disminuir la velocidad de degra-
dacién in vivo de la nitrato reductasa (Sorger et al.,

1974).

Adem&s de los cambios que tienen lugar en los ni
veles de enzima a tiempos largos, atribuibles a una sfnte-
sis y degradacién, se ha publicado ampliamente la presen-
'cia de variaciones répidas en el nivel de nitrato reducta
sa en respuesta a la adicién de amonio o a cambios en los
factores ambientales (Losada 1976 a y b; Hewitt et al.,
1976), v se piensa que estos efectos se deben a procesos

de inactivacién y activacién del enzima.

Aunque se han propuesto distintos tipos de meca
nismos para la regulacién de la nitrato reductasa, tales
como una interaccién reversible protefna-protefna en Lem-

na (Orebamjo y Stewart, 1975) ¥y la presencia de enzimas
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que inactivan especificamente la nitrato reductasa de plan
tas superiores (Wallace, 1975; Yamaya y Ohira, 1977), una
de las formas m&s interesantes de regulacién de la activi-
dad nitrato reductasa es el mecanismo de interconversién
que tiene lugar en algas verdes y bacterias verde-azuladas.
En estos organismos, el enzima existe en dos formas inter-
convertibles metabdlicamente, una activa y otra inactiva,
siendo la proporcién relativa de cada una dependiente de
la concentracién intracelular de algunos metabolitos espe

cificos que a su vez son afectados por cambios en las con-
diciones ambientales (Losada, 1974; 1976 a y b).

Los resultados que se presentan en este trabajo
pueden ser interpretados facilmente de acuerdo con la hi-
pStesis de la interconversién, en la que la forma activa
se inactiva por reduccién y la forma inactiva se activa

por oxidacién.

La adicién de amonio, producto final de la re-
duccibén de nitrato, o metilamina, un derivado del amonio

no metabolizable por el alga, a un cultivo de Ankistrodes-

mus creciendo en la luz, produce la rédpida inactivacién
de la segunda mitad del complejo NAD (P)H-nitrato reductasa

(Tabla V) y aparentemente bloquea la utilizacién de nitra-
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to por el alga (Tabla VIII). Esta inactivacién del enzima
resulta ser reversible in vivo, ya que la eliminacién del
agente inactivante del medio de cultivo origina en las cé
lulas una rfpida recuperacién de la actividad nitrato re-

ductasa (Fig. 11).

La esencialidad del poder reductor en la inac-
tivacién de la nitrato reductasa radica en las siguientes

observaciones :

1. El enzima inactivado in vivo, por amonio o metil-
amina, puede reactivarse in vitro por preincubacifn con
ferricianuro, agente oxidante y aceptor de electrones de
la diaforasa del complejo (Paneque y Losada, 1966).

2. La presencia de menadiona, que fotooxida el poder
reductor fotosintético (Losada, 1976 b), en el medio de
cultivo protege eficazmente a la nitrato reductasa contra
su inactivaci6én promovida por amonio o metilamina (Tabla
VII). Por otra parte la menadiona estimula fuertemente la
reactivacién in vivo de la nitrato reductasa cuando se
elimina del medio el agente inactivante.

3. La actividad terminal del complejo NAD(P)H-nitra-

to reductasa de A. braunii se inactiva también por prein-
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cubacibn del enzima, homogéneo o parcialmente purificado,
con NAD (P)H, sus donadores fisiolégicos de electrones
(Figuras 12 y 13). En este caso la actividad original se
recupera tambié&n por reoxidacién de la protefina con fe-

rricianuro.

Se ha descrito que el ADP coopera con el NADH
en la inactivacién in vitro de la nitrato reductasa de
Chlorella, y que esta cooperacifn necesita, para ser
efectiva, condiciones adecuadas de pH, fuerza ibnica, etc.
(Chaparro, 1977). Nuestros resultados apoyan la idea de
que el ADP coopera especificamente con el NADH, pero no
con el NADPH, en la inactivacién in vitro de la nitrato

reductasa de A. braunii (Tablas IX y X). La cooperacibn

entre los dos nucleb6tidos es mi&xima cuando ambos se en-
cuentran a concentraciones equimoleculares (0,3 mM)

(Figuras 14, 15 y 16).

La méds simple interpretacibén de estos resulta-
dos es que el amonio y la metilamina, producen un incre-

mento en el poder reductor de las células de Ankistrodes-

mus por un mecanismo que puede radicar en su accién desa-

coplante de la fotofosforilacién no ciclica (Losada, 1974).
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El NAD(P)H s6lo, o en cooperacidn con otros metabolitos
(probablemente ADP) determinan la inactivacién de la ni

trato reductasa.

Esta hipbtesis estf seriamente apoyada por las
observaciones de Chaparro et al., (1976) en el alga ver-
de Chlorella, donde concomitantemente con la inactiva-
cibén del enzima, la metilamina origina un incremento en

el nivel celular de NAD(P)H y ADP.

Por otra parte, en nuestro caso podemos decir
que el cianuro no es esencial en la inactivacifén de la
nitrato reductasa de algas verdes, modelo propuesto por
el grupo de Vennesland (Lorimer et al., 1974) ya que al
inactivar el énzima in vitro hemos utilizado una prepa-
racién homogénea; donde la posible presencia de trazas
de cianuro que pudieran contribuir a la inactivacién de

la nitrato reductasa es altamente improbable.

Interrumpiendo la aireacién en un cultivo de

cé&lulas de Chlamydomonas reinhardii, se consigue la inac

tivacibn completa de la nitrato reductasa en 15 min, de-
bido probablemente a que la baja tensién de oxigeno en

el cultivo produce una subida en el nivel intracelular



de poder reductor (Losada et al., 1973). Sin embargo di-
cho tratamiento tiene un efecto mucho menor sobre el ni-

vel de actividad nitrato reductasa en Ankistrodesmus

braunii (Tabla VI). Este efecto de la anaerobiosis sobre

un cultivo de Ankistrodesmus se puede explicar como con-

secuencia de que el nitrato presente en el cultivo proba
blemente potencia 1a utilizacién de fosfato y la fotofos
forilacién no ciclica (Ullrich-Eberius, 1973), que pue-
den mantener un nivel intracelular relativamente bajo de
ADP, también requerido como vimos anteriormente, para

la inactivacién de la NAD(P)H-nitrato reductasa.

Por otro lado Pistorius et al.(1976), explican
el requerimiento de oxigeno para la inactivacién in vivo

de la nitrato reductasa de Chlorella vulgaris como un re

sultado del efecto estimulante del oxigeno sobre la for-
macibébn de cinuro, que proponen se requiere, junto con un
agente reductor (NADH o NADPH), para inactivar la nitra-

to reductasa in wvivo.

Por dltimo es interesante afiadir que la adicibn
de otros desacoplantes, tales como carbonilcianuro-m-clo-

rofenilhidrazona (CCCP) (Ullrich, 1974) o 2,4-dinitrofe=
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nol (Ahmed y Morris, 1967) a células de Ankistrodesmus

inhiben la asimilacidén de nitrato.



V. CONCLUSIONES



1.

La nitrato reductasa de--Ankistrodesmus braunii- se ha

purificado hasta homogeneidad por un método que in-
cluye como etapa principal una cromatograffa de afi-
nidad en Sefarosa-Azul Dextrano. En un sélo dia pue-
de obtenerse una preparacién enzimé&tica con una acti
vidad especifica de 49 U/mg, una recuperacibn del
70% y un factor de purificacién, con respecto al ex-

tracto crudo, de 1.200 veces.

La preparaci6n plra de nitrato reductasa contiene

dos tipos de moléculas o isoenzimas, con distinta mo
vilidad electroforética, que difieren en su especifi
cidad por el donador de electrones. Mientras gue una
de ellas es précticamente especifica para el NADH, la
otra acepta los electrones indistintamente del NADH o

NADPH.

La nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunii tiene

citocromo b557 como grupo prostético, segln hemos ca
racterizado por estudios espectrofotométricos del en
zima nativo y de su derivado hemocromégeno en piridi

na.
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El amonio y la metilamina, represores de-todas las ac
tividades del complejo enzimf&tico NAD(P)H-nitrato re-

ductasa de Ankistrodesmus braunii, inactivan ré&pida-

mente, in vivo, la mitad terminal de este complejo.

Esta inactivacién es reversible ya que el enzima inac
tivo puede recuperar su actividad original por elimi-
nacién del agente inactivante del medio de cultivo, o,
una vez rotas las células, por tratamiento del extrac

to crudo con ferricianuro.

La mitad terminal del complejo NAD(P)H-nitrato reduc-

tasa de Ankistrodesmus braunii se inactiva in vitro

por preincubacién del enzima puro con NAD(P)H, sus do
nadores de electrones, siendo el NADH m&s efectivo en

su accién inactivante que el NADPH.

El ADP potencia especificamente la inactivacién in vi-

tro de la nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunii

dependiente de NADH, tanto en preparaciones parcial-
mente purificadas como puras. En todos los casos el
enzima recupera su actividad original por tratamiento

con ferricianuro.
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7. Cuando se anade amonio a un cultivo de cé&lulas de

Ankistrodesmus braunii cesa inmediatamente la uti-

zacibén de nitrato por el alga.
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