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REDUCCION DE NITRATO Y NITRITO
POR CLOROPLASTOS

M. LOSADA (*) y A. PANEQUE

SUMMARY

LIGHT REDUCTION OF NITRATIL AND NITRATE BY CHLOROPLASTS

Two choloroplast enzymes, nitrate- and nitrite-reductase, have been purified from
spinach leaves and their properties studied.

Flavin nucleotides are the electron carriers which mediate. both in the dark and
in the light, the transfer of electrons from a variety of electron donor systems to nitrate
with the aid of spinach nitrate reductase. Ferredoxins are the electron carriers which
mediate, both in the dark and in the light, the transfer of electron from a variety
of electron donor systems to nitrite with the aid of spinach nitrite reductase.

In the light, and in the presence of grana, FMN, ferredoxin, nitrate reductase and
nitrite reductase, nitrate can be succesively reduced, first to nitrite and then to am-
monia.

In the absence of NADP reductase, neither flavin nucleotide-nitrate reductase nor
ferredoxin-nitrite reductase can use by themselves NADPH2 as electron donor.

Nitrate reductase can use NADII as the electron donor without adding any
external cofactor or enzyme.

ILas reacciones fundamentales de la fotosintesis consisten en la comn-
version de la energia luminosa absorbida por las clorofilas y pigmentos
auxiliares en energia quimica, bajo la forma de poder reductor y enlaces
de fosfato ricos en energia (1, 2). La energia quimica asi acumulada por
las células fotosintéticas se emplea luego, en la oscuridad, en la reduc-
cion de los compuestos inorgénicos oxidados que constituyen los nutrien-
tes esenciales de todo organismo vegetal, a saber, CO,, NO—=, v SO=,
(6, 20, 57), o en la asimilaciéon de acidos orgénicos (31, 46) y reduccisn
de H+ y N, (3, 4, 5, 26) que llevan a cabo las algas y hacterias forosinté-
ticas.

IZl mecanismo de la asimilacién fotosintética del anhidrido carbonico
ha sido revelado en los dltimos afios gracias a los equipos de investiga-

(*) Director del Tnstituto de Biologia Celular. C. S. I. 7.
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dores de los profesores Calvin (8) v Arnon (1, 2), principalmente @ todos
los enzimas que intervienen cn el ciclo de su reduccion han sido encon-
trados en los cloroplastos (30, 47, 48). En cambio, ¢l mecanismo de la
asimilacion fotosintética del nitrato ha permanccido fundamentalmente
desconocido hasta ahora, a pesar de haber sido mtensamente cstudiado
por fisidlogos v bioquimicos durante mis de un siglo, por =er ¢l nitrato
del suclo Ta fuente principal de nitrogeno de las plantas supcriores (15, 32).

Warburg ha hecho notar (52, 51) que la primera reaccion de Hill fuc
descubierta cuando ¢l encontrd que el alga Chlorella, suspendida en so-
luciones de nitrato, a las que se anadia CO,, desprendia O, en la luz.
Warburg cncontrd ademas que, también en la oscuridad, ¢l alga podia
reducir nitrato a amoniaco con la oxidacion simultinca de hidratos de
carbono a CO,, e interpretd, en consceuencia, la reduccion fotoquimica
del nitrato como un proceso resultante de dos reacciones: 1) conversion
en la luz del anhidrido carbénico en materia orgdnica y O,, v 2) oxi-
dacion en la oscuridad de los compuestos orginicos asi formados por
el mitrato, con regeneracion de CO,. Van Niel, sin cmbargo, indicé (49)
que la reduccion del nitrato en la luz podia interpretarse como una reac-
¢ién esencialmente andloga a la reduceidn fotoquimica del CO,, en la que
el nitrato sustituyese al CO, como aceptor terminal de electrones. Iovi-
dencia en favor de esta hipotesis fue mas tarde presentanda por el propio
Van Niel y sus colaboradores (50), al demostrar que, a concentraciones
no limitantes de CO, y a alta intensidad de luz, las suspensiones de célu-
las intactas de Chlorelle desprendian O, a mayor velocidad cuando se
afiadia simultineamente nitrato.

La reduccién fotoquimica del nitrato fue descubierta por Kessler {19)
utilizando el alga Ankistrodesinus, y fue mas tarde corroborada por otros
autores en otras algas (13, 16) y plantas superiores (33, 50). Kessler tam-
bién descubrio (19) que el alga Ankistrodesmas podia utilizar hidrogeno
molecular, como donador de electrones, para la reduccion de nitrato y
nitrito en la oscuridad.

El enzima asimilatorio que cataliza la reducciéon de nitrato a nitrito,
fue aislado por primera vez de hojas de soja v de tejidos de varias otras
plantas superiores por Evans y Nason (36). Desde entonces ha sido des-
crito en diversas especies (15) y ha sido clasificado sisteméticamente (44)
como una NAD(P)H -nitrato reductasa, porque, de acuerdo con su na-
turaleza conocida y su modo de accién, se comportaba como una molib-
doflavoproteina, que especificamente requeria NAD{P)I1, como dona-
dores de electrones. Aunque el NADP es el nucledtido que especifica-
mente reduce fotoquimicamente los cloroplastos (1, 2), nuestros traba-
jos han demostrado que en su forma reducida sdlo puede actuar como
donador de electrones en la reduccion del nitrato por la nitrato reductasa,
cuando simultineamente estan presentes flavin nucledtido y NADP reduc-
tasa (29). E1 NADII, puede, en cambio, actuar como donador de electro-
nes en la reduccidon del nitrato por la nitrato reductasa sin requerir esta
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reaccion la adicion de ninguno otro cofactor o enzima (40). Estos resulfa-
dos pueden explicar la especificidad de Ia nitrato reductasa por NADH,
encontrada por Beevers ¢f al. (T) en 15 de las 16 especies de plantas investi-
gadas.

1 enzima de plantas que cataliza la reduccidn de nitrito (37, 45) ha
sido también sistematicamente clasificado como NAD(P)H -nitrito reduc-
tasa (44), porque se pensaba que requeria especificamente estos nucleé-
tidos como donadores de clectrones. T.os resultados de nuestras inves-
tigaciones han pucsto de manifiesto, sin embargo. que la reduccion de
nitrito, tanto en la luz como en la oscuridad, es catalizada por un enzima
7, 41,
43). Los trabajos de Huzisige ef ol (17, 18) v Hewitt v Betts (1) han
demostrado también la participacién de la ferrodoxina v nitrito reduc-
tasa en la reduccion fotoquimica del nitrito en las plantas superiores. Iin
las bacterias, sin embargo, Mortenson (34, 35) ha comunicado que el
hierro (posiblemente como i6n férrico) parcce acoplar la reduccion no
enzimatica del nitrito a amoniaco por ferredoxina reducida.

que solo utiliza ferredoxina reducida como donador de electrones (2

Aunque Kessler (20) ha concluido recientemente que la redueccién fo-
tosintética del nitrato por las plantas es un complicado proceso, en el que
la luz ha de suministrar nicotinamida-adenin dinucledtidos reducidos. fos-
fatos ricos en encrgia v compuestos de carbono, nuestras investigacio-
nes (23, 28), realizadas con cloroplastos v enzimas aislados de espi-
naca, han revelado que la asimilacion fotosintética del n'trato no requicre
ATP ni compuestos de carbono, v han aclarado, ademas, como intervie-
ne la encrgia luminosa en la reduccion de nitrato a amoniaco, paso previo
para la incorporacion del nitrégeno en aminoacidos, proteinas y acidos
nucleicos, las sustancias mas caracteristicas de las células vivas.

Iin resumen, la reduccion fotoquimica del nitrato a amoniaco trans-
curre c¢n dos pasos principales que requicren transportadores de elec-
trones y enzimas especificos: Primero, los electrones de la clorofila ac-
tivada por la luz son transferidos, a través de flavin nucledtidos o de
ferredoxina y NAD, al nitrato, que de esta manera se reduce a nitrito,
en una reaccién catalizada por la nitrito reductasa. Después, en un pro-
ceso andlogo, el nitrito se reduce a amoniaco con el concurso de la fe-
rredexina y de otro enzima también especifico, la nitrito reductasa. Il
ransporte no ciclico de electrones desde el agua hasta el nitrato o ni-
trito requiere energia luminosa que se emplea no sodlo en la reduccidn
de estos compucestos de nitrogeno y en el desprendimiento de oxigeno,
sino cn la formacién de enlaces energéticos de pirofosfato. _

El mecanismo de la reducciéon fotoquimica v oscura del dinitrofenol
ha sido recientemente investigado por Wessels (55) y también en nuestro
laboratorio (12). Su reduccidn requiere ferredoxina en la oscuridad, pero
no en la luz cuando se utilizan cloroplastos iluminados como fuente de
poder reductor. T.a inhibicion por este nitroderivado del transporte foto-
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sintético no ciclico de electrones (24) ha sido localizad: en el sistema que
interviene en la fotooxidacién del agua.

A continuacién resumimos en forma muy abreviada los resultados més
sobresalientes obtenidos por el cquipo de investigadores de la Seccidn
de Fisiologia Celular, entre los afios 1963-1966, sobre 1a asimilacion foto-
sintética del nitrato y nitrito.

LOCALIZACI(’)N CELULAR DI LA NITRATO Y NITRITO REDUCTASAS

Diferentes mmvestigadores han puesto de manifiesto que los cloroplas-
tos contiencn, ademdas de un conjunto de enzimas que intervienen en la
sintesis de hidratos de carbono, lipidos y proteinas (25), nitrato y nitrito
reductasas, que catalizan, respectivamente, la reduccién de nitrato a
nitrito (10) y de nitrito a amoniaco (27, 38). Marré ot al. (32) concluve-
ron bastante indirectamente que la reduccién del nitrito (tanto en la
oscuridad como en la luz) debia tener lugar en las capas externas del
citoplasma y fuera de los cloroplastos, pero los resultados de nuestras
investigaciones indican que la reduccién del nitrito tiene lugar, al menos
en parte, en los cloroplastos. Nosotros encontramos 43) que cuando los
cloroplastos de espinaca eran aislados de acuerdo con la técnica de What-
ley y Arnon (56), triturando las hojas con una solucién isoténica de
CINa 0,35 M, la actividad de la nitrito reductasa en el homogenzado
foliar se distribuia entre el sobrenadante y los cloroplastos, como in-
dica la tabla I. Aunque la actividad total de la fraccion sobrenadante
era mayor que la de los cloroplastos, éstos eran mas activos en relacion

TasrLa [

Distribucidon de la nitrito reductase en las fracciones subceulares
de las hojas de espinaca

(Ramirez, Del Campo, Paneque v Losada (43))

Actividad
Fraceion Actividad total ) gspegllica
(por ciento) (miliunidades¥*

mg proteina)

FHlomogenado loliar... ... 100 15

Sobrenadante ... ... ... ... .. ... 76 14
Cloreplastos ... ... .. ... ... ... .. 21 T

* MLas unidades estan cxpresadas en micromoles de nitrito reducido por min. en

las condiciones del ensayo standard (43).

** Determinada en ¢l extracto de cioroplastos.
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con el contenido en proteinas. Los resultados presentados cn la taila 11
demuestran ademds que, si los cloroplastos asi obtenidos se lavaban re-
petidamente con la misma solucién «isotdnican y después ze centrifuga-
ban, la mayor parte de la nitrito reductasa era removida y recuperada
en las correspondientes fracciones sobrenadantes, indicando que el enzima
sale facilmente de los cloroplastos. Los cloroplastos, sin embargo, no
se rompian durante el tratamiento, porque los sobrenadantes de los su-
cesivos lavados no contenian practicamente ninguna clorofila (solo el so-

Tasra I1I

Salida de la nitrito reductasa de los cloroplastos por lavados
repetidos con solucidn isotdnica

(Ramirez, Del Campo. Paneque y Losada (43))

Contenido (%)

Preparacién de cloroplastos

Expto. 1 Expto. 2
Sin lavar * ... .. 0 . 100 100
Lavada una vez ... ... .. .. . 50 48
T.avada dos veces... ... ... ... .. .. 21 10

* La actividad especifica de esta preparacion, expresada en micromoles de nitrito
reducido por min. por mg. de clorofila en las condiciones del ensayo standard (43),
era de 0,4.

brenadante obtenido por centrifugacion del homogenado de las hojas
incluia en st un valor medio del 20 por 100 de la clorofila total de dicho
homogenado). También se encontré rompiendo los cloroplastos en una
solucion hipoténica de CINa 0,035 M y centrifugando después la prepa-
racidén resultante de cloroplastos rotos (56), que casi toda la nitrito reduc-
tasa (7T5-100 por 100) estaba presente en el extracto de cloroplastos y
s6lo una pequeila parte (25-0 por 100) permanecia ligada a los grana.

REDUCCION DE NITRATO A NITRITO POR LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACAS

[.a nitrato reductasa libre de NADP reductasa y de nitrito reducta-
sa, ha sido purificada unas 130 veces (actividad especifica, 0,5 u. i.) a
partir de un homogenado de espinacas libre de ferredoxina por un pro-
cedimiento que incluia, como pasos principales, adsorciéon en gel de fos-
fato de calcio y cromatografia en columna de hidroxiapatito (39). La
tabla ITT muestra los donadores y transportadores de electrones de la
reaccion catalizada por la nitrato reductasa. Como indica la figura 1, uti-



RELY ANALES DE YDAFOLOGIA Y AGROBIOLOGT &

fizando nucleotidos flavinicos como cofactores, se consigud la reduceion
de nitrato con cualquiera de los siguientes <istemas como donadores de
electrones: 1) grana iluminados de espinaca: 2) NADPH -NADDP re-

ductasa de espinacas, v 3) FE -hidrogenasa de Clostridium pusteuriamon

Ronadores v iransportadores de clectrones cn lu reaceion catalizada por la wuitrato

reductasa de espinaca

Donador de electrones Transportador de clecirones
T T - RReaceion
Natural Arcificiol Natural Artilicial
1. sistemas de grang bunii S !lx'czlv [avin Viologenos NO ~ 4+ 2= + 2]1i+ —.
nadns nucledtid s > NO -+ H O

20 Sistema NADPH NADFT
reductasa

3. Sistenra H -hidrogenasa

(11, 29, 42). Inla luz, ¢l sistema mds efectivo de cloroplastos fue el cons-
tituido por grana calentados y ascorbato-diclorofenol indofenol. La ex-
plicacion de este fenémeno pudo ser aclarada, y radica en el hecho de que
¢l calentamiento suave de los cloroplastos destruye la posibilidad del flujo

NO3
nitrato reductasa

FMN o FAD TPN reductasa TPNH

B

[‘cloroplasto

H Hidrogenasa
27 >

Luz
I'ig. 1. Representacion esquematica de la reduccion
del nitrato en la luz y en la oscuridad, (Del Campo,
Paneque, Ramirez y [osada (11).)

ciclico o pseudociclico de electrones que cataliza el FMN. En las condi-
ciones experimentales adecuadas y en presencia de ortofosfato y ADP, la
reduccion fotoquimica de nitrato a nitrito iba acompaifiada de la forma-
cion de cantidades estequiométricas de ATT (29). Un donador artificial de
electrones que resultd ser muy util para el ensayo aerobio del enzima, fue
el hidrosulfito de sodio (39). EI metil- y el bencil-violégeno fueron tam-
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bién cfcctivos como transportadores de clectrons. on la reduecion enzi-
matica luminosa n oscura del nitrato a nitvito (10, 39, 42).
n la wabla 1V se muestran el pll optino. los i

,_..
&)
-
e
-
3
On

lores de las Km para los sustratos de 1a nitrato reductasa;
Tavra IV

a7 dptinio. inhibidores v valores de las N para fes sustralos de la nitrato
A o

reductasa de espinaca

pH aptimo Inhibidores K,

3-8 CNRL 1T mM, 100 9% FAINTT L 0,02 mM
N Na. T mML 100 7, FADI 0,02 mM

N -, 02 mM

Tratamicnto por el calor durante
10 min. a 600, 100 9

del nitrato no se afecté por concentraciones de p-cloromercuribenzouto
que inhibian completamente la reduccion del NADP, pero si por concen-
traciones de azida que no influian en la actividad de la nitrito reducta-
sa (29, 39).

ILos trabajos que actualmente se realizan en nuestro jaboratorio (40,
21) han demostrado que una preparacion purificada cerca de mil veces
de nitrato reductasa de espinaca, quc no utiliza en absoluto el NADPI,
como donador de clectrones, puede, en cambio, reducir ¢! nitrato con
NADITI, en la oscuridad (tabla V) o con un sistema constituido por grana
iluminados, ferredoxina y NAD en Ia luz (tabla VI, La nitrato reduc-
tasa utilizada en estos experimentos se purifico por ¢l procedimicnto pri-
meramente descrito hasta la fraccion de SO(NHp, 390 v después por
adsorcion en altmina C v v clucion con pirofosfato.

Tasra V

Efccto comparative del NADH, y NA DPH | en o reduccidn del nitrato por la

nitrato reductasa

(Paneque v Losada (401}

Donador de electrones Adicion NO,~ formado (1. moles)
NADH, Ninguna 0.63
NADPH, AN NADPH | diaforasa 0.55
NADPH2 FMN 0,04

NADPH2 NADPIH, diaforasa 0.02
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Tavea VI

Fotorreduccidn de nitrato por cloroplastos dependicnte de ferredoxina y NAD

(Losada y Paneque (21))

Nitrito formado

ST STEM\ nmoles.
Completo ... ... .. ... .. .. 0.54
Menos ferredoxina ... ... ... .. T 0.33
Menos NAD ... ... ... ..o 0,02
Menos nitrato reductasa ... ... ... ... ..o 0.02
Completo, pero NADP en lugar de NAD ... ... ... ... ... .. 0.04

Puesto que, como muestra la figura 2, esta preparacion de nitrato
reductasa contiene actividad diaforasica especifica de NADIH, (con ferri-
cianuro, indofenoles, vitamina K, o citocromo C, como aceﬁtores), sen-
sible a la inhibicién por p-cloromercuribenzoato, es muy probable que el
mecanismo de la reduccién del nitrato por NADH, sea similar al previa-

|
0.09f 0.4 -
2 e
o
9 9 0.3+ o
~ 006 ]
@
S o
pe a
4 <
3], L,

Minutos

Minutos

Fig, 2, (Izquierda), Actividad diafordsica especifica de NADH, en una preparacién
purificada de nitrato reductasa de espinacas, (Derecha), Reducciéon del citocromo C con
NADH, por la misma preparacién, (Paneque y ILosada (400.)

‘OO~ NADH,;; ~@— @ NADPH,

mente descrito para ¢l NADPIT, (29). Ll cofactor que transporta los
electrones del sistema NADIT,-NADIIL, diaforasa al sistema nitrato-ni-
trato reductasa, no ha sido atin identificado, pero resultados preliminares
abogan por su existencia. Iil hecho de que nuestra diaforasa especifica
para el NADH, reduzca directamente el citocromo C, es otra prueba de
la funcién de este cofactor, ya que la NADPII, diaforasa descrita ¢n
espinacas por Lazzarini y San Pietro (22), sélo reduce este citocromo en
presencia de menadiona.
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REDUCCION DE NITRITO A AMONIACO POR LA NITRITO REDUCTASCA
DE ESPINACAS

La nitrito reductasa se purificé unas 300 veces (actividad especifica,
4,2 u. i.) de un homogenado crudo de hojas de espinaca por un proce-
dimiento que incluia, principalmente, precipitacion con acetona, paso por
una columna de DEAE-celulosa, elucién de un lecho de DEAE-celulosa
y cromatografia en una columna de DIEAE-celulosa. De acuerdo con su

Tasra VII

Donadores y transportadores de clecirones en la reaccion catalizada por la nitrito
reductesa de espinacas

Donador de electrones Transportador de electrones

Reaccién
Natural Artificial Natural Artificial

1. Sistemias de grana ilumi- 5,0,Na, Ferredoxina Violdgenus NO,~ + Ge~ +- 8H+ —
nados - NH4+ + 2H20
2. Sistema NADPH _-NADD
reductasa )
3. Sistema H -hidrogenasa

espectro de absorcion, la nitrito reductasa asi obtenida, que no contenia

NAD?P reductasa ni nitrito reductasa, no es una flavoproteina (43).
En la tabla VII se incluyen los donadores y transportadores de elec-

trones de la reaccion catalizada por la nitrito reductasa. Como en el caso

NO2
nitrito reductasa

HzHidrogenasa TPN reductasa TpNH

FERREDOXINA

f-

S —
icloroplasto,
e

ar
Luz
Tig. 3. Representacién esquemdtica de la reduccion
del nitrito en la luz y en la oscuridad. (Pancque, Ra-
mirez, Del Campo y Losada (41).)

del nitrato, pero utilizando ferrodoxinas de espinaca o de Cl. pasteuria-
num como cofactores, los siguientes sistemas fueron efectivos en la re-
duccién enzimatica del mitrito a amoniaco, segtn se indica en la figura 3:

1) grana iluminados de espinaca; 2) NADPH, -NADP reductasa de es-
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pinacas, v 3) H ~hidrogenasa de Ol pustewriamuon (27, A1, 43). Un presen-
cla de grana frescos y con H,O como donader terminal de electrones ¢
{después de inhibir con DCOMU la fotooxidacidu del ngua) con dicloro-
fenol indofenol reducido por ascorbato como donador artificial de elec-
trones, la reduccidn fotoquimica del nitrito iba acompaniada de Ia forma-
cién de cantidades estequiométricas de ATP (41, 43). La reduccion enzi-
matica de nitrito a amouniaco con hidrosulfito como reductor, fue favo-
rablemente aplicada al estudio del enzima utilizando ferredoxina o vio-
logenos como cofactores (43). Itn nuestras condiciones, no tuvo lugar
reduccion quimica del nitrito (ver 9, 15) por estos transportadores artifi-
ciales de electrones.

La tabla VIIT muestra el pll Optineo, los inhibidores v los valoves
de las Km para los sustratos de la nitrito reductasa (41, 43). La azida
no afcctd la reaccion. v ¢l pcloromercuribenzoato 0,1 mM sélo inhibid
cuando la ferredoxina cra el cofactor, demostrando ast que el enzima en si
no era sensible a este inhibidor a la concentracion utilizada (13). Nues-

Tavra VIII

pH Sptimo, inhibidores v valores de lus K, para los sustratos de la nitrito

reductasa de espinacas

ptl optimo Inhibidores K,
TA-T78 CNK, 1 ml, 100 9, I'd * red, 0,22 myg/ml
['ratamicnto por ¢l calor durante NO3. 0.1 mM
10 min. a 600, 100 9,

42()}1’}7 o,
274 m

¥ La relacion de densidades optieas de da prepaacion de ferredoxina oxi-

dada de espinaca era 0.30.
Tavra [N
Fotorreducc'on de nitrato a amoniaco

(losada. Ramirez, Ponieque v Del Campo (29))

Nitrito formado Amoniaco formado

Sistema {;. moles) (. moles)
Completo ... ... ... 0.1 1.5
Menos FMN ... ... ... ... ... .. 0 0.2
Menos nitrato reductesa... .. 0 0
Menos Td .. .0 .0 L 1.3 0.1

Menos nitrito reductasa ... ... ... ki 0,2
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tros resultados acwuales (432) mmdican que la reduccion del nitrito por la
nitrito reductasa no ¢z mas rapida que Ia correspoundienie {ormacion de
amoniaco, v que la hidroxilamina no s un intermediario en la reaceion

(ver 9).

REDUCCION DE NITRATO A AMONIACO POR UN SISTEMA RECONSTRUIDO
DE CLOROPLASTOS

Como pucde verse en la tabla TNL ¢l nitrato {ue completament redu-
cido a amoniico por un gistema constituido por grana de c¢spinaca ca-
lentados, ascorbato-diclorofensl indofenol como donador de electrones,
v VN, ferredoxing, nitrato reductasa v nitrito reductasa. La reaccidon
tuvo lugar en dos fases: 1) reduccidn del nitrato a nitrite por la flavin
nucledtido-nitrato reductasa, v 2) reduccion del nitrito a amoniaco por
la ferredoxina-itrito reductasa (29). La tabla X demusstra que <élo la

Iifecto de la asida en ia rveduccion fotoquimica del nitrato v nitrito

(Ramirez, Del Campo, Paneque v Losada (43))

Amoniaco formaco

Aceptor de clectrones Adicion (1 moles)
., Ninguna 0.8
) Niiouna 0
) Azida, 1 m) 3.1
Azida, 1T mM 3.3

primera reaccion fue sensible a la azida (43). T.a figura 4 mnestra esque-
maticamente el proceso de la reduceion fotosintética de nitrato a nitrite
v de nitrito a amoniaco.

REDUCCION DEL DINITROFENOL ¥X LA LUZ Y EN LA OSCURIDAD

Creemos de interés terminar este trabajo con nuestros recientes resul-
tados (12), que poren de manifiesto que los cloroplastos pueden reducir
en luz el 2,4-dinitrofenol, incluso en ausencia de ferredoxina (tabla XT).
En la oscuridad, en cambio, y utilizando el sistema H,-hidrogenasa de
Cl. pasteurianum, como donador de electrones, las ferredoxinas de hac-
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terias o de plantas u otros cofactores son indispensables para la reduc-
cién del dinitroderivado, que procede via 2-amino-4 nitrofenol hasta 24
diaminofenol. A concentraciones relativamente altas (1,5 mM), el 2,4-di-

NO;—NO; NO.—>NH}

P

FMN o FAD Fd

%
|

Lg[ [ e cyt é PQ h—(e‘.:,

!’edADPlP CIO. ’I‘;T OH™
0

LUz

Fig. 4. Representacién esquemitica de la reduccién fotosintética de

nitrato a nitrito
y de nitrito a amoniaco.

Tasra XI

Lfecto compurativo de la ferredoxina cn la fotorreduccion del
NADP, DNF y ANF por cloroplastos con ascorbato como do-
nador de electrones

Ascorbato NADPH,; formado ANF presente

Adicién desaparecido (jr moles) (1. moles)
NADP 0,3 0.3 —
NADP, FId (8] 6,5 —
DNT 7.3 — 1.8
DNF, Fd 6.4 o 2.0
ANF 5.4 - 4.3
ANF 5,3 — 4,2

nitrofenol inhibe ¢l segundo sistema fotosintético (es decir, la fotooxida-
cion del agua), pero no afecta el flujo de electrones del primer sistema
con ascorbato-diclorofenicol indofenol como agente reductor (tabla X1).



Q5=

REDUCCCTON Dl NITRMD G % NPTRITO b Lo R, is S E X

A partir de hojas de espinacas se han purificado cstudindo dos enzimas de

~-cplastos, nitrato- y nitrito-reductusas.

€

Se han encontrado que los nucledudos flavinicos son los transportadores de elec-
trones que median, tanto en la luz como en la oscuridad. la transferencia de electrones
desde diversos sistemas donadores hasta el nitrato, en presencia del enzima nitrato
son los transportadores de electrones que median tanto
ferencia de clectrones desde diversos sistemas

reductasa, Las ferredoxinas
en la luz como en la oscuridad, la
donadores hasta el nitrito. en presencia del enzima nitrito reducrasa.

En la luz, y en presencia de grana, FMXN, ferredoxing, nitrato reductasa ¥ nitrito
reductasa, el nitrato puede ser reducido sucesivamente primero a nitrito v después a
anoniaco.

En ausencia de NADP reductasa, ni la tlavin nucledtido-nitrato reductada ni la
fcrredoxina-nitrito reductasa pueden utilizar NADPN = como donador de clectrones.

La nitrato reductasa puede utilizar NADH | como donador de clectrones sin la adi-
cion de ningtin cofactor o enzima.
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