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L autor del presente trabajo, doctor don Manuel Losade Viilasante, catedratico de ta Universidad
{{ de Sevilla y Jefe de su Departamento de Bioquimica, es hoy una de las figuras de mds prestigio del

ambito universitario y de la investigacién espafiola en general.

Nacido en el pueblo sevillano de Carmona, Académico de Ciencias (1966) antes de cumplir sus cuarenta
afios, es también Director del Departamento de Biolegia Celutar del Consejo Superior de Investigacio-
nes Cientificas. El profesor Losada Villasante viene realizando importantes tareas de investigaciéon y
entre sus descubrimientos mds notables figura fos de mecanismo y asimilacién del nitrégeno de las plan-
tas, por lo que recibié ¢l Premio Macicnal de Investigacion «Francisco Francox, una ayuda March de
medin millén de pesetas y numerosos premios extranjeros, entre ellos una subvencion de 39.000 dotares
de The National Institutes of Healh y los Laboratorios Leppetit, italianos. Invitado por la Max-Flanck
no hace mucho tiempo a dar una serie de conferencias cientificas sobre sus trabajos, el profesor Losada
en sus distintas estancias en distintos paises del mundo dejé constancia de su altisima valia.

Con una beca del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas fue enviado a Munich, para amgliar
estudios en el Instituto de Botdnica y luego en el de Fisiologia Vegetal. Mds tarde estaria en Carisberg
(Dinamarca) y en 1958, en Berkeley (California), donde trabajé con el profesor Arnon en Fisiologia
Celular, durante dos afios. Los trabajos del profesor Losada, ya desde aquel entonces, estaban en la
encrucijada de la Bioquimica, Fisiologia y Agricultura y otras ciencias relacionadas.

Con la colaboracidn presente del profesor Manuel Losada Villasante, IQ se complace y enorgullece
de poder presentar en sus paginas una muestra de tan alta calidad cientifica, como es el trabajo que cfre-
cemos a nuestros lectores a continuacién.»

MECANISMO MOLECULAR DE LA ASIMILACION FOTOSINTETICA
DEL NITRATO EN ALGAS Y PLANTAS SUPERIORES

La vida en nuestro planeta depende
de un proceso unico, la fotosintesis, que
sélo las algas y las plantas verdes son
capaces de realizar. Las reacciones fun-
damentales de la fotosintesis consisten
esencialmente en la conversion de la
energia luminosa absorbida por las clo-
rofilas y pigmentos auxiliares en energia
quimica fisiolégica bajo la forma de po-
der reductor, oxigeno y enlaces de fos-
fato ricos en energia. De manera simpli-
ficada, podriamos decir que la misién de
los sistemas fotoquimicos del aparato fo-
tosintético de las plantas es la de trans-
formar la energia de los quantos en
energia electronica, con diferencia de
potencial suficiente pura romper la mo-
lécula de agua en sus dos elementos
constituyentes, hidrégeno y oxigeno, y
para esterificar el fosfato inorganico.

Durante el proceso el oxigeno es elimi-
nado como subproducto, mientras que
el hidrégeno y el ATP (la moneda ener-
gética de los organismos vivos que con-
tiene los enlaces de fosfato ricos en
energia) se emplean mas o menos di-
rectamente, y ya en la oscuridad, en
la reduccién y posterior asimilaciéon de
los compuestos inorgdnicos oxidados que
constituyen los nutrientes primordiales
de todo organismo vegetal, a saber: an-
hidrido carbénico, nitrato y sulfato. La
fotosintesis no se limita, pues, a la asi-
milacién del anhidrido carbénico, si bien
este aspecto del proceso destaca, aisla-
do entre los demds por razones de tipo
histérico y de importancia cuantitativa.

El mecanismo de la asimilacion foto-
sintética del anhidrido carbénico fue
descubierto en los anos cincuenta, gra-

cias, principalmente, a las investigacio-
nes realizadas por los grupos de los pro-
fesores Calvin y Arnon en la Universi-
dad de California, en Berkeley. En cam-
bio, el mecanismo de la asimilacion fo-
tosintética dzi nitrato ha permanccido
casi ignorado hasta ahora, a pesar de
haber sido estudiado intensamente por
fisidlogos y bioquimicos durante mas de
un siglo.

La significacion biolégica especial de
la asimilacion del nitrato radica no sélo
en que el nitrégeno nitrico es la prin-
cipal fuente de este elemento que uti-
lizan las plantas, sino en que su reduc-
cién a amoniaco estd muy estrechamen-
te ligada a las reacciones fotosintéticas
propiamente dichas. Como hemos dicho
antes, el proceso en si no depende ne-
cesariamente de la luz como fuente Uni-
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pendientes de piridin  nucledtidos (o,
segun la nueva nomenclatura, nicotina-
mida adenin dinucledtidos), concluyén-
dose también que la asimilacion del ni-
trato habia de depender de compuestos
de carbono y de enlaces de fosfato ricos
en energia.

Las investigaciones realizadas en nues-
tro departamento durante las Gltimos

g '\‘\ - diez afos en algas y plantas superio-
(0] 7 .
, s 3 res, a nivel celular, subcelular y mo-
A lecular, han revelado el mecanismo de
(2e) la reduccion fotosintética de! nitrato,

poniendo al mismo tiempo de manifiesto
que el nitrato se reduce a amoniaco en
solo dos estadios, catalizados por dos
enzimas diferentes y especificas que ac-
tdan sucesivamente, Primero se reduce
el nitrato a nitrito {(en una reaccién que
implica dos electrones) y después el ni-
trito a amoniaco (en una ssgunda re-
accién que implica seis electrones). En
ninguna fase del proceso se requicren
compuestos de carbono o ATP,

2e be-
NO-, — NO', _, NH,

NITRATO NITRITO AMONIACO

el NADH. La reaccién, que implica la transferencia de dos electrones, estd catalizada

por la molibdoflavoproteina NADH-nitrato reductasa (peso molecular 500.000). En
ella participan secuencialmente dos actividades: primero, una NADH-diaforasa, que
puede utilizar diversos aceptores de electrones para oxidar el NADH, y segundo, la
nitrato reductasa propiamente dicha, o nitrato reductasa terminal, que puede utilizar
flavin nucledtidos o colorantes artificiales reducidos como donadores de electrones

para reducir el nitrato

ca de energia, existiendo organismos
(bacterias, hongos) que lo efectian to-
talmente en la oscuridad a expensas de
reductores dz divarsa composiciéon y na-
turaleza. Basandose en consideraciones
puramentz quimicas, Meyer y Schultze
propusieron, a fines del siglo pasado,
que la reduccion biolégica del nitrato a
amoniaco, proceso que implica la ganan-
cia de ocho electrones, deberia tener
lugar en cuatro pasos sucesivos, envol-
viendo cada uno de ellos dos electrones,
segun el esquema:

2e 2e 2e-
NO,H — NOH ., (NOH)
2e
NH,OH . NH,

(NITRATO, N'%)  (NITRITO, N %)
(HIPONITRITO, N 1)
(HIDROXILAMINA, N 1)
(AMONIACO, N %)

Influidos por esta hipdtesis, los bio-
quimicos buscaron y, aparentemente, en-
contraron en una variedad de organis-
mos (bacterias, hongos, algas y plantas
superiores) las correspondientes enzimas,
a las que dznominaron nitrato reductasa,
nitrito reductasa, hiponitrito reductasa e
hidroxilamina reductasa, respectivamen-
te. En general, estas enzimas fueron con-
sideradas como metaloflavoproteinas de-

A continuaciéon resumimos los aspec-
tos mds relevantes conseguidos en nues-
tro departamento en relacién con la asi-
milacién fotosintética del nitrégeno ni-
trico, tanto en lo que se refiere a las
ocropiedades de las dos enzimas impli-
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Fig. 2. Contenido en molibdeno de la nitrato reductasa. El estrecho paralelismo

existente entre la radiactividad en Mo"™ y la actividad enzimdtica en diversas frac-
ciones de nitrato reductasa obtenidas por elucién de una columna de gel de agarosa

pone de manifiesto el componente metdlico de esta proteina
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Fig. 3. Peso molecular de la nitrato reductasa (500.000) determinado por filtracion
en una columna de gel de agarosa calibrada con proteinas de peso molecular conocido

cadas en el proceso, como a la repro- en la transferencia de electrones d=
duccién del propio proceso in vitro uti- NADH al nitrato, que cataliza la NADH-
lizando un sistema reconstruido de clo- nitrato reductasa, participan sucesiva-
roplastos. mente dos actividades enzimaticas que,

aunque no son fisicamente separables,
pueden ensayarse facil e independiente-
mente. La primera es una NADH diafo-
REDUCCION DEL NITRATO rasa que puede usar diversos compuestos

A NITRITO oxidados (tales como el citocromo ¢ o

La enzima que cataliza la reduccidn
del nitrato a nitrito, la nitrato reductasa,

ciertos colorantes) como aceptores de
electrones. La segunda es la nitrato re-
ductesa propiamente dicha o nitrato re-
ductosa terminal, que puede utilizar fla-
vin nucledtidos (o biolégenos) reducidos
como donadores de electrones, y que por
ello ha sido también denominada
FNH.-nitrato reductasa. Estg ultima en-
zima es precisamente la responsable del
bloqueo de la asimilaciéon del nitrato
cuando se afRade nitrégeno amoniacal a
células que estan utilizando nitrégeno
nitrico, ya que, aparentemente, sufre,
aparte de la represién a mas largo plazo,
una inmediata inactivacidon reversible
por la accién de una enzima reguladora
indirectamente activada por el amoniaco.
El mecanismo molecular de la regula-
cién del sistema reductor de nitrato es
actualmente uno de los temas mas fas-
cinantes de investigacién en el campo de
la fisiologia y biogquimica del nitrégeno
inorgénico.

El p-cloromercuribenzoato y el calen-
tamiento suave a 45° durante cinco mi-
nutos inhiben la NADH diaforasa sin
afectara la FNH.-nitrato reductasa. En
cambio, el cianuro y la azida inhiben
la segunda actividad sin afectar a la
primera. Todos, naturalmente, inhiben la
reducciéon del nitrato por el NADH.

El requerimiento en FAD (flavin ade-
nin dinucledtico) para la actividad de la
NADH-nitrato reductasa (y de la NADH
diaforasa) sélo se hace evidente después
de la filtracién con gel de agarosa, tra-
tamiento que, aparentemente, remueve
el derivado flavinico de la enzima. A este
respecto es muy interesante hacer no-
tar que sdlo el FAD (entre una gran va-
riedad de cofactores y sustratos natu-
rales y artificiales ensayados) protege a
la enzima de la inactivacidén térmica an-
tes descrita. El espectro de absorcién de
preparaciones altamente purificadas de
nitrato reductasa de diversos origenes
no muestra, sin embargo, indicacién al-
guna de bandas de absorcién de flavin
nucle6tidos, sino madas bien una absor-
cién generalizada a lo largo de toda la
zona visible (exceptuando un hombro a

ha sido purificada varios cientos de ve- N | t ri tor educ tasa

ces utilizando, como material de partida,
algas verdes (Chlorella) y hojas de plan-

tas superiores (espinaca, acelga, calaba-

za y maiz). El procedimiento de purifi- Fd Fe

cacién incluia, como pasos principales,

NO.

preparacién de un extracto crudo libre d
de células, tratamiento con sulfato de re
estreptomicing, adsorcién en gel de fos- ( 6 e-)
fato cdlcico, tratamiento con sulfato de

protamina, precipitacién con sulfato

amoénico al 40 por 100 de saturacion,

adsorcién en alimina cy y filtracién con

gel de agarosa (antes y después de la

asociacion de la enzima con azul dex-

trano). NITRITO REDUCTASA (PM. 63.000)

El Gnico donador fisiolégico de elec-
trones de la nitrato reductasa de plan-

tas fotosintéticas es el NADH (nicotina- Fig. 4. Representacién esquemdtica de la reduccidn enzimdtica del nitrito por la

mida adenin dinucleétido reducido). ferredoxina reducida. La reaccién, que implica

la transferencia de seis electrones, estd

Como indica el esquema de la figura 1, catalizada por la ferroproteina ferredoxina-nitrito reductasa (peso molecular, 63.000)
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mico de la enzima purificada hasta ho-
mogeneidad por electroforesis en gel de
poliacrilamida y por incorporacion de Fe™
al enzima, que se reprime por amoniaco,
en el momento de iniciarse su sintesis
de novo La inhibicién de la actividad
nitrito reductasa de espinaca enzimdtica de la nitrito reductasa por
cianuro sugiere, como muestra el esque-
ma de la figura 4, que el hierro parti-
cipa en la transferencia de electrones de
la ferredoxina reducida al nitrito.

El peso molecular, determinado por
filtracién en columna de Szphadax-G-
200, calibrada con citocromo ¢, mioglo-
bina, ovoalbimina y +vy-globulina es de
63.000. El espectro de absorcién de la
nitrito reductasa muestra, ademds de la
banda de absorcién tipica de las pro-
teinas, dos maximos a 380 nm. vy
570 nm. y un hombro de 292 nm. (fi-
gura 5).

Espectro de absorcion de la

REDUCCION FOTOSINTETICA
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o
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Hace cincuenta afios, el famoso bio-

Fig. 5. Espectro de absorcién de la nitrito reductasa quimico aleman Warburg realizé el des-

unos 410 nm.), completamente diferen-
te de la tipica de las flavoproteinas
simples.

Suministrando molibdato marcado con
Mo™ a células de Chlorella en el mo-
mento de iniciarse la derrepresién de la
nitrato reductasa por eliminacién de
amoniaco del medio se consiguid incor-
porar modibdeno radiactivo a la enzima
sintetizada de novo. El estrecho parale-
lismo de la actividad enzimética y de la
radiactividad a lo largo de la purificacion
(figura 2) ha permitido demostrar, in-
equivocamente, que la nitrato reductasa
es una molibdoproteina.

Utilizando la técnica de filtracién en
columna de gel de agarosa, calibrada
con ovoalbimina, seroalbiimina y-globu-
lina y apoferritina se pudo determinar
que el peso molecular de la nitrato
reductasa es, aproximadamente, de
500.000 (figura 3).

REDUCCION DEL NITRITO
A AMONIACO

La enzima que cataliza la reduccién
de nitrito a amoniaco, la nitrito reduc-
tasa, ha sido purificada del orden de
mil veces a través de los siguientes pa-
sos principales: precipitacion con aceto-
na, paso por un lecho de DEAE-celulosa,
cromatografia en columna de DEAE ce-
lulosa vy filtracién en Sephadex-G-100
(tabla 1).

El Unico donador fisiologico de elec-
trones de la nitrito reductasa de plantas
fotosintéticas es la ferredoxina, una pro-
teina redox E’s, pH 7, -0,4 voltios) de
bajo peso molecular que contiene hierro
no heminico. La propia nitrito reductasa
contiene hierro (dos dtomos por molécu-
la), segin ha podido demostrarse por
andlisis colorimétrico y de absorcién até-
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Fig. 6. Representacién esquemdtica de la reduccién fotosintética del nitrato a ni-
trito y de éste a amoniaco en un sistema reconstruido de cloroplasto. El donador
terminal de electrones es el agua, que se oxida durante el proceso a oxigeno mo-
lecular. El transporte de electrones del agua a la ferredoxina requiere dos quantos
de luz, que son absorbidos y transformados en energia electrénica por los sistemas
de pigmentos Il y I, actuando en serie. Parte de la energia liberada durante la caida
de electrones del sistema Il al sistema | a través de la cadena de citocromos es
atrapada y utilizada por el complejo fosforilante a ella acoplado para la formacién
de enlaces de fosfato ricos en energia. La transferencia de electrones de la ferre-
doxina al nitrato, pero no de la ferredoxina al nitrito, requiere la participacién de la
coenzima NAD. Las reacciones de reduccién dal nitrato a nitrito y del nitrito o
amoniaco (catalizados respectivamente por las enzimas nitrato reductasa y nitrito
reductasa) son en si reacciones oscuras



TABLA 1

PURIFICACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE ESPINACA

Actividad es-

Proteina Actividod  Recuperacién pecifica (uni-
FRACCION Volumen total total —_ dades/mg. Factor de
(ml.) (mg.} (unidades) % proteina) purificacién
I.  Extracto crudo ... ... ... ... ..o ... 980 46.640 600 100 0,013 1
Il.  Extracto del precipitado de acetona ... 132 1.674 465 70 0,277 21
Il Eluato libre de ferredoxina ... ... ... ... 120 1.410 500 76 0,356 27
IV. Eluato de la adsorcion en DEAE-celulosa. 27 400 297 45 0,550 41
V. Conjunto de fracciones de la cromatografia
en DEAE-celulosa ... ... ... e e 190 46 246 38 5,400 400
V1. Conjunto concentrado de fracciones de la
filtracién en gel de Sephadex G-100 ... ... 3,6 3,2 92 14 28,400 2.100
cubrimiento fundamental en fotosintesis Los resultados obtenidos en nuestro tequiométricamente a oxigeno segln

de que, en la luz, las células vivas del
alga Chlorella reducian nitrato a amo-
niaco a la par que producian oxigeno.
Warburg, sin embargo, creyé que no se-
ria posible reproducir fuera de la célula
viva el proceso de la reduccién del ni-
trato acoplado al desprendimiento de
oxigeno, utilizando fragmentos particu-
lares de cloroplastos (“grana”) incapa-
ces de fijor el anhidrido carbénico, ya
que, segun él, la asimilacién fotosinté-
tica del nitrato habia necesariamente de
depender de la asimilacién previa del
anhidrido carbénico a hidrato de car-
bono.

departamento han demostrado, sin em-
bargo, utilizando un sistema reconstrui-
do de cloroplastos, integrado por “gana”
frescos, ferredoxina, NAD* y las enzi-
mas antes descritas, nitrato y nitrito-re-
ductasa, que in vitro, y en ausencia de
anhidrido carbénico, el nitrato se reduce
en la luz gradualmente a nitrito y amo-
niaco a la par que el agua se oxida es-

muestra el esquema de la figura 6.
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